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RESUMEN

LA METILACIÓN DEL ADN EN ANOPHELES ALBIMANUS MODULA LA RESPUESTA

INMUNE INTESTINAL CONTRA PLASMODIUM BERGHEI

por 

Fabiola Claudio Piedras

Doctorado en Ciencias Biomédicas

Universidad Nacional Autónoma de México, 2020

Los  mecanismos  epigenéticos  como  la  metilación  del  ADN  y  las  modificaciones

postraduccionales en histonas son fundamentales para la plasticidad fenotípica de los

insectos durante sus interacciones con el medio ambiente. En respuesta a las señales

ambientales,  el  patrón  de  metilación  del ADN  se  remodela  para  lograr  el  control

epigenético de la expresión génica. La metilación del  ADN en la posición C5 de las

citosinas (5mC) ha sido objeto de estudio en insectos  por su carácter evolutivamente

conservado;  sin  embargo,  existe  un  escaso  conocimiento  sobre  la  regulación

epigenética en mosquitos vectores, especialmente durante la infección con parásitos del

género  Plasmodium. El objetivo de la presente tesis  fue  determinar la presencia de la

marca epigenética  5mC en  Anopheles  albimanus y  su  participación  en la  respuesta

inmune intestinal durante la infección con Plasmodium berghei. Para lograr este objetivo,

se determinó la presencia de la 5mC a través de inmunodetección, de digestión con una

enzima de  restricción  sensibles  a  metilación  y  su  cuantificación  genómica  mediante

HPLC. Para probar los efectos biológicos de la metilación del ADN, se establecieron

tratamientos con inhibidores de la metilación y se evaluó la tolerancia al  tratamiento

durante  la ontogenia del mosquito, seguido de la evaluación de los efectos sobre los

perfiles de transcripción del  los genes del sistema de metilación del ADN y  de  siete

genes  de  respuesta  inmune  anti-Plasmodium,  así  como  sobre  la  prevalencia  e

intensidad  de  la  infección  en  dos  fenotipos  de  mosquitos  con  diferencias  en  la

susceptibilidad a  P. berghei.  Las evaluaciones se realizaron  en los cinco estadios de

desarrollo del mosquito y en intestinos de hembras adultas alimentadas con sangre no
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infectada y sangre infectada con P. berghei. En la presente investigación se  demostró

que el sistema de metilación del ADN en A. albimanus es funcional y esencial para el

desarrollo y viabilidad larvaria. En mosquitos adultos, la 5mC está presente en el ADN

de intestino y su abundancia es diferencial  entre los fenotipos evaluados.  Además, la

transcripción  de  los  genes  del  sistema  de  metilación  del  ADN,  así  como  el

enriquecimiento de 5mC son inducibles por la hemoalimentación y el reto con P. berghei.

Finalmente, el borrado farmacológico de la metilación mediante azacitidina o decitabina,

promovió una respuesta inmune anti-Plasmodium similar entre los fenotipos, adquiriendo

mayor resistencia y reduciendo efectivamente las cargas intestinales de parásitos. La

respuesta  transcripcional  de  los  fenotipos  fue  más  específica  y  se  redujeron  las

diferencias entre sus perfiles de transcripción. La presente investigación representa el

primer análisis de la relación entre la metilación del ADN y la expresión de genes de la

respuesta inmune en dos fenotipos funcionales de A. albimanus. De acuerdo con estos

resultados,  la  metilación  del  ADN  es  una  modificación  epigenética  importante en  la

competencia  vectorial  y  un  objetivo  prometedor  para  prevenir  la  transmisión  de  la

malaria.
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ABSTRACT

DNA METHYLATION IN ANOPHELES ALBIMANUS MODULATES THE MIDGUT IMMUNE

RESPONSE AGAINST PLASMODIUM BERGHEI

by

Fabiola Claudio Piedras

Doctorado en Ciencias Biomédicas

Universidad Nacional Autónoma de México, 2020

Epigenetic  mechanisms  such  as  DNA  methylation  and  histone  post-translational

modifications  are  fundamental  for  the  phenotypic  plasticity  of  insects  during  their

interactions  with  the  environment.  In  response  to  environmental  cues,  the  DNA

methylation pattern is remodelled to achieve an epigenetic control of gene expression.

DNA methylation at the C5 position of cytosines (5mC) has been studied in insects for its

evolutionarily  conserved  character;  however,  there  is  scant  knowledge  about  the

epigenetic regulation in vector mosquitoes, especially during their infection by parasites

of  the Plasmodium genus.  The  objective  of  the  present  thesis  was  to  determine  the

presence of the 5mC epigenetic mark in Anopheles albimanus and its participation in the

midgut  immune response during  infection  with  Plasmodium berghei.  To  achieve  this

objective, the presence of 5mC was determined through immunodetection, methylation-

sensitive  restriction  digestions, and  its  genomic  quantification  by  HPLC.  To  test  the

biological  effects  of  DNA  methylation,  treatments  with  methylation  inhibitors  were

established and tolerance to treatment during mosquito ontogeny was assessed. This

was followed by an evaluation of the effects on the transcription profiles of the DNA

methylation system genes and seven anti-Plasmodium immune markers, as well as on

the prevalence and intensity of infection in two mosquito phenotypes with differences in

susceptibility  to  P.  berghei.  The  evaluations  were  carried  out  in  the  five  stages  of

development of the mosquito and in the  midgut of adult females fed with uninfected and

P. berghei-infected blood. In the present investigation it was demonstrated that the DNA

methylation system in A. albimanus is functional and essential for larval development and
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viability. In adult mosquitoes, 5mC is present in the DNA of the midgut and its abundance

is differential between the phenotypes evaluated. Furthermore, transcription of the DNA

methylation system genes as well  as the enrichment of  5mC are inducible by blood-

feeding  and  the  challenge  with  P.  berghei.  Finally,  the  pharmacological  deletion  of

methylation by azacitidine or  decitabine promoted a similar  anti-Plasmodium immune

response among the phenotypes, acquiring greater resistance and effectively reducing

midgut parasite loads. The transcriptional response of the phenotypes was more specific

and  the  differences  between  their  transcription  profiles  were  reduced.  The  present

investigation represents the first analysis of the relationship between DNA methylation

and  gene  expression  of  the  immune  response  in  two  phenotypes  of  A.  albimanus.

Consistent with these results, DNA methylation is an important epigenetic modification in

vector competence and a promising target for preventing malaria transmission.
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INTRODUCCIÓN

PANORAMA GENERAL

METILACIÓN DE CITOSINAS EN LOS ÁCIDOS NUCLEICOS

La metilación  de los  ácidos nucleicos  es  el  mecanismo epigenético  más antiguo y

evolutivamente  conservado entre  las especies  (Sarda et  al.  2012;  Karl  M.  Glastad,

Hunt, y Goodisman 2014; Zilberman 2017; Feng et al. 2010). La metilación del ADN en

la posición C5 de las citosinas consiste en la unión covalente de un grupo metilo al

carbono cinco del anillo pirimidínico de la citosina; esta modificación química no afecta

la secuencia subyacente del ADN y ha sido el proceso epigenético más estudiado (Allis

y Jenuwein 2016; Jeltsch 2002) (Figura 1). El estudio de la 5-metilcitosina (5mC) se

remonta  a  principios  del  siglo  pasado,  cuando  en  1904  Johnson  y  Wheeler  la

sintetizaron  in vitro por primera vez y en 1925 Johnson y Coghill la reportaron como

componente  estructural  del  ADN del  bacilo  de  la  tuberculosis.  En  1948,  Hotchkiss

reportó  la  presencia  de  5mC  en  timo  bovino  y  sugirió  que  la  base  se  encuentra

naturalmente  en  el  ADN  de  los  organismos;  la  denominó “epicitosina”  por  su

comportamiento cromatográfico y su espectro de absorción ultravioleta similar al de la

citosina (Hotchkiss 1948). Posteriormente en 1951, Wyatt demostró que la 5mC está

presente en el ADN de animales y plantas y en 1963 Gold reportó que la catálisis de la

metilación  en  el  ADN es  realizada  por  las  proteínas  ADN metiltransferasas  (Wyatt

1951). Sin embargo, fue hasta 1975 cuando se reportó en dos artículos independientes

y por  vez primera,  la  posible  función de la  5mC:  el  silenciamiento de la  expresión

génica (Holliday R y Pugh JE 1975; Riggs 1975). Para 1978, la 5mC es reconocida

como la quinta base del DNA en los vertebrados (Moore, Le, y Fan 2012).

Actualmente sabemos que la 5mC es una marca epigenética presente en la mayoría

de las células eucariontes y un biomarcador prometedor para múltiples aplicaciones.

Inicialmente, la función de la 5mC se conceptualizó en torno a la modulación de la
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expresión  génica  en  dos  de  los  fenómenos  más  relevantes  en  la  biología:  la

diferenciación celular y la herencia somática (Holliday R y Pugh JE 1975; Riggs 1975).

 Más  tarde,  el  interés  por  estudiar  el  paso  de  los  caracteres  adquiridos  de  un

organismo a su descendencia consolidó a la 5mC como la marca de la herencia intra- y

transgeneracional. Sin embargo, ha sido entorno al desarrollo y progresión del cáncer

en humanos donde se ha centrado principalmente el interés por entender la función de

la 5mC. Importantes avances se han logrado en el establecimiento de biomarcadores

para la detección temprana, el diagnóstico preciso y la respuesta al tratamiento contra

el cáncer. Hoy en día se investigan los cambios en los niveles y patrones de 5mC en

enfermedades  neurodegenerativas,  autoinmunes,  infecciosas,  cardiovasculares,

psiquiátricas, desórdenes mitocondriales, en la condición del  envejecimiento y en el

abordaje para trasplantes.

Figura 1. Metilación de citosinas 

Figura 1. La metilación de citosinas en el ADN es una modificación química estable en

la  posición  C5  del  anillo  pirimidínico  catalizada  por  las  ADN  metiltransferasas.  La

metilación de citosinas es inducible y reversible al  ser sustrato de las desmetilasas

TET.

20



MECANISMO

La metilación de citosinas en los ácidos nucleicos es catalizada por las citosina-C5-

metiltransferasas (C5-MeTfs). Las C5-MeTfs constituyen una familia de enzimas que

producen modificaciones específicas sobre el anillo pirimidínico de la citosina en los

ácidos nucleicos a través de un mecanismo enzimático conservado. La catálisis de esta

modificación consiste en la transferencia de un grupo metilo (–CH3) sobre el carbono

cinco (C5)  de la  citosina para transformarla  en 5-metilcitosina (5mC).  El  origen del

grupo metilo transferido proviene del donador universal S-adenosil-L-metionina (SAM).

La transferencia del –CH3 por parte de las C5-MeTfs es ATP-dependiente y lleva a la

liberación de S-adenosil-homocisteína (SAH) y ADP+ Pi (Jeltsch 2002; Jones 2012).

Las  C5-MeTfs,  originalmente  llamadas  ADN metiltransferasas  (DNMT´s,  por  sus

siglas  en  inglés;  DNA  methyl-transferases),  son  una  familia  de  tres  enzimas

evolutivamente  conservadas:  ADN  (citosina-C5)-metiltransferasa  1 (DNMT1),  ADN

(citosina-C5)-metiltransferasa  2  (DNMT2)  y   ADN  (citosina-C5)-metiltransferasa  3

(DNMT3)(Jeltsch 2002; Jurkowski y Jeltsch 2011; Jones 2012; Lyko 2018).

En general,  las DNMTs contienen dos regiones:  la  región N-terminal  de tamaño

variable y con múltiples dominios regulatorios y, la región C-terminal donde reside  el

dominio  catalítico. La  región  N-terminal  guía  la  localización  nuclear  y  media  las

interacciones de la DNMT con otras proteínas, con el ADN y la cromatina (Jurkowski y

Jeltsch 2011).  La región C-terminal  contiene el dominio catalítico genérico AdoMet-

MTasa  (S-adenosylmethionine-dependent  methyltransferases)  que  consiste  en  siete

láminas beta plegadas entrecruzadas y rodeadas por seis alfa hélices (Figura 2).

Todas  las  DNMTs  contienen  motivos  evolutivamente  conservados  que  las

distinguen y son representados por lo números romanos I,  IV,  VI,  VIII,  IX y X. Los

motivos de las DNMTs están dispuestos en arreglos compactos de 7 a 16 aminoácidos

que contienen al menos tres residuos altamente conservados y otros aminoácidos con

posiciones variables representados genéricamente con una “x”  (I—LFxGxGG,  IV —

GxPCQxxSxxG,  VI  — PxxxxxENV, VIII  — GxxQxRxR,  IX — RxxxxxExxRxxxF,  X—

YxxxGNxVxVxxxxxI). Los motivos IV, VI y VIII están directamente involucrados en el
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mecanismo catalítico de las DNMTs, mientras que el motivo no conservado TRD (por

sus siglas en inglés;  Target Recognition Domain) interactúa con el ADN blanco y el

motivo I con el cofactor SAM (Jurkowski y Jeltsch 2011; Jeltsch 2002).

La metilación de citosinas tiene lugar una vez que la enzima DNMT se une con el

ADN blanco a través del motivo TRD y con el donador SAM mediante el motivo I. Los

motivos IV, VI y VIII participan en la eversión de la citosina para su proyección fuera de

la doble hélice ("giro de base") y en su retención en el  sitio catalítico de la DNMT

(Jeltsch 2002). La reacción de metilación es iniciada por la cisteína conservada en el

motivo IV, cuyo grupo tiol realiza un ataque nucleofílico en la posición C6 del anillo

pirimidínico, que dirige a la subsecuente transferencia del –CH3 del donador SAM. El

ataque nucleofílico es facilitado por el ácido glutámico conservado en el motivo VI que

interactúa con la posición N3 de la citosina, la transferencia del –CH3 ocurre a través

de la formación de un complejo transitorio y covalente entre la DNMT y la posición C6

de la citosina en el ADN. Posteriormente el complejo DNMT-ADN se resuelve mediante

la reacción de beta eliminación que da como resultado la liberación de la DNMT activa

y la presencia de 5mC en el ADN (Jeltsch 2002; Jurkowski y Jeltsch 2011; Jones 2012) 

Por lo anterior, la identificación específica de genes de ADN metiltransferasas en los

genomas secuenciados se realiza con el reconocimiento de las secuencias codificantes

para los motivos I, IV, VI, VIII, IX y X, con prioridad de los motivos I, IV, VI y VIII, cuyas

funciones  han  sido  firmemente  establecidas.  Aspectos  como la  conservación  de la

arquitectura  de  los  dominios  y  la  presencia  del  motivo  distintivo  TRD son  también

necesarios para la identificación de genes miembros de la familia  dnmt2 (Jurkowski y

Jeltsch 2011; Jeltsch 2002).
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Figura 2. Familia de ADN metiltransferasas

Figura 2. Representación esquemática de los tres miembros de familia de las ADN

metiltransferasas: DNMT1, DNMT2 y DNMT3. Los números romanos se refieren a los

motivos conservados de las ADN metiltransferasas. Los números entre paréntesis se

refieren al número de aminoácidos de cada proteína.
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EFECTOS DE LA 5MC

La 5mC es una marca epigenética estable que agrega información al código genético,

es dinámica e inducible por estímulos ambientales, no interfiere con el apareamiento de

bases Watson/Crick, pero dependiendo del grado de metilación y su contexto, puede

promover o inhibir la separación de las hebras del ADN (Allis y Jenuwein 2016; Jeltsch

2002; Severin et al. 2011; Cassina et al. 2016). Además, la 5mC es el sustrato de las

desmetilasas TET (por sus siglas en inglés  Ten-eleven Translocation),  enzimas que

tienen un papel clave en la dinámica epigenética de la 5mC durante la generación y el

mantenimiento de la diversidad fenotípica (Kohli y Zhang 2013; Wu y Zhang 2017).

En general,  la 5mC modula la unión y actividad de proteínas que influyen en la

expresión  génica  a  través  de  dos  mecanismos  de  control  transcripcional  sobre  el

promotor: el mecanismo directo, en el que la 5mC previene la unión de los factores de

transcripción como E2F, Krox-20 y CREB; y el mecanismo indirecto, mediante la unión

de proteínas con dominios de unión a grupo metilo que bloquean la unión de la RNA

polimerasa  o  reclutan  complejos  remodeladores  de  la  cromatina  (Jones  2012;

Schübeler 2015).

Hoy en día se sabe que los efectos biológicos de la metilación del ADN dependen

de  la  localización,  abundancia,  contexto  y  dinámica  de  la  5mC,  así  como  de  su

distribución  genómica  e  intragénica.  Por  lo  que  se  refiere  a  la  metilación  en  los

promotores, se reconoce el efecto de inhibición de la iniciación de la transcripción y de

la elongación (Jones 2012). En cuanto a la metilación de los cuerpos génicos, se ha

asociado  con  mayor  expresión  génica,  probablemente  al  facilitar  la  elongación

transcripcional  y  prevenir  los  eventos  de  transcripción  espurios  (Schübeler  2015;

Zilberman 2017). Por su parte, la metilación intragénica se ha asociado con la represión

y  uso  de  promotores  alternativos  o  variantes  de  splicing  (Zilberman 2017;  Karl  M.

Glastad, Hunt, y Goodisman 2014; Sarda et al. 2012) En cambio, no se conocen bien

los efectos de la metilación en las regiones de transición exón-intron y en sus bordes o

extremos. 
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Respecto a las regiones reguladoras como enhancers, silencers e insulators, se ha

documentado que al ser metiladas, el efecto es de cambio de la función particular de la

región  reguladora  (Jones  2012;  Schübeler  2015).  Ahora  bien,  los  efectos  de  la

metilación  más documentados  son  los  generados sobre  los  transposones y  en  los

centrómeros, en los que la metilación produce el silenciamiento de larga duración y la

estabilidad cromosómica respectivamente (Jones 2012; Schübeler 2015). En resumen,

la metilación del ADN controla y modula la expresión génica a través de la estructura y

estabilidad de la cromatina (Schmitz, Lewis, y Goll 2019; Schübeler 2015).

Finalmente, los efectos biológicos de la introducción, mantenimiento y remodelado

de  la  5mC  tienen  un  papel  central  en  procesos  biológicos  como la  herencia

transgeneracional,  la  compensación  de  la  dosis,  la  impronta  génica,  el  desarrollo

embrionario, la ontogenia celular, la determinación del fenotipo celular y la respuesta a

estímulos como el estrés, la respuesta a patógenos y la reparación del ADN. (Santos,

Ferreira, y Oliveira 2017; E. Li, Beard, y Jaenisch 1993; Tost 2010).

VÍAS DE SEÑALIZACIÓN

Aunque poco se entiende de la(s) vía(s) de señalización de la metilación del ADN, la

conexión directa que tiene con el metabolismo es clara. En principio, la fuente de –CH3

para todas las reacciones biológicas de metilación provienen del metabolismo de un

carbono.  El  metabolismo  de  un  carbono  es  dependiente  de  donadores  como  la

metionina y la colina, o de cofactores como el ácido fólico, la vitamina B12 y el fosfato

piridoxal para la formación del donador universal SAM. Brevemente, el metabolismo de

un  carbono  consiste  en  la  donación  de  unidades  de  carbono  de  aminoácidos

específicos  provenientes  de  nutrientes  importados  de  la  dieta  o  sintetizados,  y  su

posterior distribución para diversos procesos celulares como la biosíntesis celular, la

regulación del estado redox, la regulación epigenética y del mantenimiento genómico a

través del abastecimiento de la poza de nucleótidos. En este sentido, se ha demostrado

que los estímulos nutricionales pueden influir en la expresión génica a través de su

conexión con mecanismos epigenéticos (Locasale 2013).
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La conexión directa de la metilación del ADN con el metabolismo y su asociación

con procesos como la longevidad / senecencia, el cáncer y la respuesta inmune, ponen

de relieve a la vía de señalización mTOR (por sus siglas en inglés; mechanistic Target

of Rapamycin Kinase). La vía mTOR es considerada como un integrador del estado

nutricional  y  de la respuesta al  estrés, debido a que su activación es inducida por

rifampicina,  aminoácidos,  insulina,  factores  inmunes  como  TNF  alfa  y  condiciones

como el  déficit  energético,  la  hipoxia,  el  estrés  oxidativo,  la  radiación  ionizante,  el

acortamiento telomérico y el daño al ADN. mTOR es una vía de señalización que media

las  respuestas  celulares  al  estrés  y  está  presente  desde  bacterias,  protozoarios,

hongos,  plantas  y  animales.  Nuevos  abordajes  que  incluyan  el  estudio  de  vías  de

señalización como la vía mTOR, son necesarios  para una mejor comprensión  de las

respuestas epigenéticas a factores ambientales.

MODULACIÓN

La metilación del ADN tiene un vínculo directo con el metabolismo central a través de

los intermediarios SAM, 2-oxoglutarato (2-OG), ATP, NAD+ y Fe(II), que fungen como

sustratos o cofactores de las DNMTs y las desmetilasas TET (Cyr y Domann 2011;

Jeltsch 2002; Jeltsch, Nellen, y Lyko 2006). Las fluctuaciones en estos intermediarios

provocadas por  estímulos  fisiológicos o  patológicos,  tiene efectos  directos  sobre  la

dinámica epigenética que conducen a cambios medibles en la expresión génica. Tal es

el caso de las variaciones en el contenido de metionina en la dieta, que pueden alterar

los  niveles  de  SAH  y  producir  cambios  en  la  expresión  génica  dependientes  de

metilación del ADN (Cyr y Domann 2011). La disponibilidad de SAM, ATP, Fe(II)y 2-OG

son particularmente importantes para la  regulación enzimática de la metilación y la

desmetilación,  ya  que  son  factores  limitantes  para  las  reacciones. Altas

concentraciones del  producto SAH inhibe la  acción de las DNMT’s,  al  igual  que la

acumulación de succinato generado como producto de la actividad catalítica de las

desmetilasas, que tiene un efecto inhibitorio sobre las enzimas TET. 
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Durante la catálisis, las DNMTs forman un complejo ternario con el ADN blanco y el

donador  SAM,  por  lo  que  modificaciones  postraduccionales  pueden  cambiar  la

procesividad  de  la  enzima.  Se  han  identificado  múltiples  modificaciones

postraduccionales en las DNMTs de ratón y humano, entre las que se encuentran la

fosforilación,  la  acetilación,  la  metilación,  la  ubiquitilación  y  la  SUMOilación;  sin

embargo, pocas de estas modificaciones se han caracterizado funcionalmente (Jeltsch

y Jurkowska 2016b; Estéve et al. 2011; Deplus et al. 2014; Lyko 2018). La fosforilación

de Ser515 en DNMT1 está involucrada en la interacción del N-terminal y el dominio

catalítico, mientras que la metilación de la Lys142 resulta en la mayor estabilidad de la

enzima y el mantenimiento de la metilación del ADN (Jeltsch y Jurkowska 2016b). En

cuanto a la fosforilación en Ser146,  esta modificación postraduccional  disminuye la

afinidad de unión de DNMT1 al ADN (Jeltsch y Jurkowska 2016a). Se ha sugerido que

la fosforilación de la Ser215 y Ser219 por la cinasa ATM podría ser requerida para la

relocalización de DNMT2 en los gránulos de estrés (Dev et al. 2017). DNMT1 y DNMT3

tienen dominios regulatorios en la región variable N-terminal  que interactúan con el

dominio  catalítico  de  estas  enzimas  y  son  el  sitio  donde  se  ha  identificado  la

fosforilación  y  metilación  de las  proteínas;  en  cambio,  DNMT2 carece de dominios

regulatorios  y  no  se  ha  reportado  regulación  dependiente  de  modificaciones

postraduccionales (Estéve et al. 2011; Lyko 2018; Jeltsch y Jurkowska 2016a).

Otro  nivel  de  modulación  ocurre a  través  de  la  actividad  de  la  familia  de  las

proteinas TET (TET1,  TET2 y  TET3) que desmetilan  activamente al  ADN y  son el

principal  elemento  antagonista  de  la  metilación  genómica.  Estas  proteínas  son

dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe(II) que catalizan la desmetilación de

las citosinas en el ADN a través de reacciones de oxidación secuenciales; oxidan a la

5mC para producir 5-hidroximetil-citosina (Kohli y Zhang 2013), y su oxidación adicional

para  formar  5-formil-citosina  y  5-carboxil-citosina  (Wu  y  Zhang  2017).  Los  grupos

formilo  y  carboxilo  son  eliminados  enzimáticamente  con  o  sin  escisión  de  base,

regenerándose así la citosinano metilada.

El siguiente nivel de modulación ocurre a través de las proteínas con dominio de

unión  a  CpG  metilado  (MBD1,  MBD2  y  MBD4).  Las  proteínas  MBD  poseen gran

afinidad por sitios CpG metilados y cuentan con un dominio de represión transcripcional

27



(TRD) que les permite unirse a diversos complejos represores (Moore, Le, y Fan 2012).

Al  unirse a  citosinas  metiladas,  las  proteínas  MBD  median  el  reclutamiento  de

correpresores  transcripcionales  como  los  complejos  de  desacetilación  de  histonas,

proteínas  polycomb  y  complejos  remodeladores  de  cromatina,  que  establecen  una

configuración de cromatina represiva (Zhu et al. 2017).

DETECCIÓN Y ANÁLISIS DE 5MC

Los métodos que se han empleado para estudiar la metilación gen-específico incluyen

PCR metilación-específica,  qPCR-metilación-específica y conversión con bisulfito  de

sodio y secuenciación. Por lo que se refiere a el análisis genómico de la metilación, se

han empleado extensamente a las enzimas de restricción sensibles a metilación, la

conversión por bisulfito de sodio y la captura por afinidad con anticuerpos o proteinas

MBDs,  para  el  posterior  análisis  del  mapa  de  restricción  o  la  secuenciación

respectivamente. 

En cuanto a el  uso de inhibidores de las DNMT’s,  azacitidina (Vidaza)  y  5-aza-

deoxicitidina  (Decitabina),  han  sido  ampliamente  usadas  como  estrategias

complementarias  en  el  estudio  de  la  metilación  del  ADN.  Los  azanucleósidos  son

fármacos inhibidores de la metilación del ADN, actualmente aprobados por la FDA y la

Agencia de Medicinas Europea como medicamentos para el tratamiento de neoplasias

hematológicas.  El  mecanismo  por  el  que  la  azacitidina  y  la  decitabina  inhiben  la

metilación es el mismo, y ocurre a través de la formación de un enlace covalente entre

la DNMT y el ADN que las contiene. La azacitosina es incorporada en el ADN, donde

sustituye a la citosina. Los dinucleótidos azacitosina-guanina son reconocidos como

sustrato natural  por las DNMT’s, e inician la reacción de metilación a través de un

ataque nucleofílico.  En ausencia  de  la  azacitosina,  se  produce la  formación de un

enlace covalente entre el C6 del anillo de la citosina y la enzima. Normalmente la unión

se  resuelve  por  la  beta-eliminación  del  C5,  pero  la  reacción  es  bloqueada  por  la

azacitosina, donde el C5 está sustituido por el N5. Por lo tanto, la DNMT permanece

unida  covalentemente  al  ADN  y  su  función  se  bloquea  irreversiblemente;  como
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consecuencia de ello,  las marcas de la  metilación se pierden.  (Stresemann y Lyko

2008).

ADN METILTRANSFERASA 2

DNMT2 es la ADN metiltransferasa más conservada pero su papel en la metilación del

ADN ha sido debatible. Los primeros intentos por definir la funcionalidad de DNMT2 a

través  de  fenotipos  mutantes  nulos,  fallaron  al  no  producir  defectos  evidentes.

Tampoco  se  detectaron  cambios  en  la  metilación  global  de  ADN  en  células

embrionarias de ratón deficientes en  dnmt2  (Okano,  Xie,  y  Li  1998),  y  la  actividad

catalítica in vitro de la DNMT2 humana sobre el ADN era apenas detectable (0,7% de

todas las citosinas) (Hermann, Schmitt, y Jeltsch 2003). Actualmente se reconoce que

los  métodos  empleados  para  determinar  la  actividad  de  DNMT2  no  fueron  lo

suficientemente sensibles para detectar las cantidades de 5mC presentes en el ADN.

En cambio, con el uso de métodos altamente sensibles, se ha logrado la detección de

cantidades muy pequeñas de residuos metilados en el ADN y la demostración de la

actividad catalítica en ensayos bioquímicos directos.

La  primera  evidencia  convincente  de  la  funcionalidad de  DNMT2  como  una

metiltransferasa de ADN activa, fue la detección de 5mC en el ADN de  Drosophila

(Gowher, Leismann, y Jeltsch 2000; Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch 2000). Se probó que

la  sobreexpresión  del  transgen  dnmt2  produce  hipermetilación  del  ADN  con  un

incremento en la vida media útil en la mosca del 58%, mientras que en el mutante nulo

de dnmt2 no se detectó metilación en el ADN y exhibió una vida media útil disminuida

(Lin et al. 2005). Además, la interferencia de la expresión de dnmt2 en embriones de

Drosophila mediante  iRNA,  eliminó  toda  la  5mC  genómica;  no  obstante,  no  se

observaron anormalidades evidentes en el desarrollo ni en la fertilidad de las moscas

(Kunert et al. 2003).

En  2009,  Phalke  y  colaboradores  corroboraron  la  funcionalidad  de  DNMT2  en

embriones de  Drosophila y demostraron que las moscas mutantes nulas para  dnmt2
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pierden completamente  la  metilación  en su  ADN (Phalke  et  al.  2009).  La  cantidad

máxima de 5mC en el ADN de Drosphila está presente durante la etapa embrionaria (0-

3 h), en concordancia con la máxima cantidad de DNMT2 encontrada en embriones de

las moscas. Mediante los análisis de restricción enzimática con  SgeI (secuencia de

restricción: 5mCpNpNpG), conversión por bisulfito y secuenciación, probaron que en

células somáticas de Drosophila el silenciamiento de retrotransposones es dependiente

de la metilación del ADN y ésta a su vez, es dependiente de DNMT2. En embriones, la

hipermetilación de la secuencia 5’-LTR del retrotransposon  Invader4 es mediada por

DNMT2 y la supresión de la expresión del retrotransposón en células somáticas es

dependiente de la actividad de DNMT2. Además, demostraron que DNMT2 controla la

integridad  cromosómica  de  2R y  3R.  La  función  de  DNMT2 es  importante  para  la

estabilidad cromosómica al interactuar con la metiltransferasa SUV4-20 y favorecer su

actividad sobre  regiones  teloméricas;  la  marca H4k20me3 está  ausente  en células

somáticas mutantes nulas para dnmt2-/-  y exhiben una sobreexpresión de Invader4 y

de los transposones rt1b y de rb (Phalke et al. 2009).

CONSERVACIÓN GENÓMICA DE DNMT2

DNMT2 es la  DNMT más conservada y ampliamente distribuida entre los eucariontes

(Bewick et al. 2016). La mayoría de los genomas eucariontes codifican para al menos

dnmt2,  con  las  notables  excepciones  de  Caenorhabditis  elegans,  Saccharomyces

cerevisiae y  Oikopleura dionica que no codifican para  dnmt alguna y su genoma es

carente  de  5mC  (Durdevic  y  Schaefer  2013).  DNMT2  está  presente  en  todos  los

organismos que cuentan con DNMT1 y/o DNMT3, mientras que en otros organismos

está presente como la única DNMT (Ashapkin, Kutueva, y Vanyushin 2016). En los

insectos  dípteros  como  Drosophila  melanogaster,  Anopheles  gambiae  y  Aedes

albopictus,  la  única  dnmt codificada  en  sus  genomas  es  dnmt2;  este  gen  es

evolutivamente estable en los insectos (Regev, Lamb, y Jablonka 1998) (Figura 3).

Otros  insectos cuentan con más de un gen codificante para  dnmt’s y  confirman el

hecho de que  dnmt2 está presente universalmente como copia única: el escarabajo

Tribolium castaneum y el gusano  Bombyx mori cuentan con un gen  dnmt1 y un gen
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dnmt2; la abeja Apis mellifera tiene dos copias génicas de dnmt1, un gen dnmt2 y uno

dnmt3; por último, la avispa Nasonia vitripennis posee tres copias génicas de dnmt1, un

gen dnmt2 y un gen dnmt3[(Glastad et al. 2011; Glastad et al. 2016).

Figura 3. Conservación de DNMT2

Figura  3.  DNMT2  es  la  ADN  metiltransferasa  evolutivamente  más  conservada.

Representación de las relaciones filogenéticas  entre  los  sistemas de metilación  del

ADN entre insectos con genomas secuenciados.  Se representan las subfamilias de

ADN  metiltransferasa  (Dnmt1,  Dnmt2,  Dnmt3)  en  diversos  taxones.  Tomado  de

Richards, et al 2010.
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CARACTERÍSTICAS DE LA PROTEÍNA Y CATÁLISIS

DNMT2 comparte la estructura fundamental del dominio catalítico y el mecanismo por el

que las ADN metiltransferasas metilan a las citosinas: giran la base blanco fuera de la

hélice del ADN y la entierran en pocket hidrofóbico de su centro catalítico. Las enzimas

DNMT2  contienen  un  tripéptido  invariante  CFT  en  el  motivo  TRD,  que  es  una

característica específica de este miembro de la familia de las metiltransferasas. DNMT2

contiene  todas  las  secuencias  motivo  características  de  la  región  catalítica  DNA

(citosinina-5)-metiltransferasa así como el motivo TRD localizado entre los motivos VIII

y  IX,  sin  embargo,  carece del  dominio regulatorio N-terminal  presente en DNMT1 y

DNMT3 (Figura 4). En cuanto a la catálisis, DNMT2 realiza la metilación de citosinas

mediante el mismo mecanismo conservado de todas las ADN C5-MeTfs y lleva a cabo

la  reacción  mayoritariamente  fuera  de  contexto  CpG.  DNMT2  es  una  citosina-C5-

metiltransferasa con alta especificidad para metilar ARN; los residuos C79 (motivo IV),

E119 (motivo VI), R160 y R162 (ambos del motivo VIII) son absolutamente requeridos

para  la  metilación  del  ARN,  mientras  que  el  residuo  C292  del  dominio  TRD  es

importante pero no absolutamente necesario. (Jurkowski y Jeltsch 2011; Jeltsch, Nellen,

y Lyko 2006; Raddatz et al. 2013).

Figura 4. Estructura de DNMT2

Figura 4. Representación esquemática de DNMT2 y los motivos prototipo de las ADN

metiltransferasas en números romanos (I, II, IV, V, VI, VII, VIII, CFT, IX y X) 
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BLANCOS DE METILACIÓN

Parte sustancial del estudio de DNMT2 se ha realizado en Drosophila melanogaster, el

insecto modelo preponderante. En Drosophila, los blancos predominantes de metilación

genómica  son  los  sitios  CpA  y  CpT  de  regiones  distales  a  promotores  y  de  las

secuencias  codificantes.  La  mayor  actividad  catalítica  de  DNMT2  sobre ADN

enDrosophila es  en retroelementos (Phalke et  al.  2009).  En mamíferos,  DNMT2 no

participa en la metilación genómica, pero metila ARN con una especificidad muy alta

(Jurkowski et al. 2012a). DNMT2 metila ARN empleando el mecanismo catalítico típico

de  las  DNMTs,  que  es  claramente  diferente  al  mecanismo  de  otras  ARN

metiltransferasas (Jurkowski et al. 2012b). En este mismo sentido, análisis filigenéticos

detallados  sugieren  que  el  ancestro  de  DNMT2 fue  una  ADN metiltransferasa  que

incorporó  al  ARNt  como  sustrato  (Jurkowski  y  Jeltsch  2011).  DNMT2  metila  ARN

mensajeros (ARNm), ARN no codificantes largos (ARNnl),  ARN ribosomal (ARNr) y

especialmente ARN de transferencia (ARNt), entre los que destacan el del aspártico

(ARNtAsp-GTC), el de la valina (ARNtVal-AAC) y el de la glicina (ARNtGly-GCC). En

Drosophila,  estos  ARNt  aparecen  altamente  metilados  (Kaiser  et  al.  2017;  Jeltsch,

Nellen, y Lyko 2006).

LOCALIZACIÓN SUBCELULAR

DNMT2 se localiza principalmente en el  núcleo (Kunert  et  al.  2003),  aunque se ha

encontrado  en  el  citoplasma  y  en  otros  componentes  celulares  como  los  gránulos

citoplásmicos de estrés (Schaefer et al. 2010; Durdevic, Mobin, et al. 2013) y en el

nucleosoma  (Schaefer,  Steringer,  y  Lyko  2008).  En  embriones  de  Drosophila,  la

mayoría de la DNMT2 inmunorreactiva se detecta en la fracción citoplasmática,  sin

embargo, también hay una cantidad significativa en la fracción nuclear, en donde se

asocia a la matriz nuclear (Schaefer,  Steringer,  y Lyko 2008). DNMT2 se distribuye

dinámicamente durante el ciclo celular; durante la fase S, la distribución de DNMT2 es

ubicua pero al inicio de la mitosis se concentra rápidamente en los núcleos.
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EXPRESIÓN EN TEJIDOS Y SU TEMPORALIDAD

DNMT2 es detectable en todas las etapas de vida de Drosophila. La expresión máxima

de dnmt2 se observa en el embrión de 8 h (Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch 2000; Hung

et al. 1999; Schaefer et al. 2010) y en las moscas adultas se expresa más activamente

en ovarios  y  testículos  (Lyko,  Ramsahoye,  y  Jaenisch 2000).  En  larvas,  dnmt2 se

expresa en glándulas salivales, en la tráquea y en el cerebro, en donde se localiza

principalmente en neuroblastos en división. Al interferir la expresión de dnmt2 mediante

iARN,  se  interrumpe el  desarrollo  normal  del  ojo.  En adultos  se  ha detectado una

expresión baja en cerebro y en la carcasa. DNMT2 tiene el pico de abundancia en

embriones de 18 a 20 h y va disminuyendo en larva y pupa en oleadas hasta alcanzar

los menores niveles en adulto (Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch 2000; Hung et al. 1999;

Schaefer et al. 2010).

PROCESOS EN LOS QUE PARTICIPA LA DNMT2

DNMT2 es una metiltransferasa cuya función enzimática y de unión ácidos nucleicos ha

sido  probada.  Los  procesos  biológicos  en  los  que  participa  DNMT2  son:  1)

mantenimiento del tiempo de vida de moscas adultas (Lin et al. 2005); 2) metilación del

ADN  (Tang  et  al.  2003);  3)  la  metilación  del  ADN  relacionado  con  el  desarrollo

embrionario (Phalke et al. 2009; Kunert et al. 2003); 4) el silenciamiento génico (Phalke

et al. 2009); 5) la regulación positiva de la respuesta de defensa contra virus (Durdevic,

Hanna, et al. 2013); 6) la regulación positiva de la respuesta inmune innata (Durdevic,

Mobin, et al. 2013); 7) la regulación de la estabilidad de ARNt (Genenncher et al. 2018);

8)  la  respuesta  al  estrés  inducido  por  choque  térmico  (Genenncher  et  al.  2018;

Schaefer et al. 2010); 9) la respuesta al estrés oxidativo (Schaefer et al. 2010); 10) el

mantenimiento  telomérico  (Phalke  et  al.  2009)  y  11)  la  metilación  del  ARNt

(Genenncher et al. 2018; Schaefer et al. 2010; Goll et al. 2006).
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LA METILACIÓN DEL ADN ES INDUCIDA POR FACTORES AMBIENTALES

A pesar de que la metilación en el ADN es una marca estable, no es definitiva y ocurren

cambios fisiológicos en el perfil de metilación durante el desarrollo, la metamorfosis y el

envejecimiento. En insectos, factores como la nutrición, el estrés nutricional, el estrés

térmico  y  las  infecciones  son  importantes  inductores  de  cambios  en  la  metilación

(Cridge et al. 2017; Vilcinskas 2017).

La regulación de la biodisponibilidad y el  destino de los metabolitos compartidos

entre  los  procesos  metabólicos  y  epigenéticos  resultan  particularmente  importantes

durante la respuesta celular a estímulos estresantes. Tal es el caso del mantenimiento

del estado redox y la disponibilidad de los substratos para las reacciones de metilación,

debido a que están vinculados a través de la síntesis de glutation y el metabolismo de

la metionina (Locasale 2013). Primeramente, el glutatión es un tripéptido formado por

glutamato, cisteína y glicina, y es responsable en gran medida de mantener el estado

redox  celular.  Luego,  la  síntesis  de  glutation  es  fuertemente  regulada  por  la

biodisponibilidad de la cisteína, pues es el sustrato limitante para su síntesis. Después,

la metionina es una fuente importante de carbono para la síntesis del donador SAM y

es,  además,  una fuente  potencial  de  cisteína  a  través de series  de reacciones de

múltiples  pasos  que  involucran  a  los  intermediarios  SAM,  SAH,  homocisteína  y

cistationina.  Finalmente,  la  síntesis  de  metionina  y  de  glutation  están  vinculadas a

través de la vía de la transulfuración, en la que la síntesis de novo de cisteína puede

provenir de la metionina a través de dicha vía(Cyr y Domann 2011; Locasale 2013).

Un segundo ejemplo de la influencia de los factores ambientales sobre la metilación

del ADN, son los cambios epigenéticos inducidos por la dieta. Los nutrientes como la

metionina influyen directamente el metabolismo de SAM/SAH y afectan la expresión

génica a través de mecanismos epigenéticos. Variaciones en la ingesta dietética de

metionina, pueden alterar los niveles de SAH y producir cambios en la expresión génica

que son dependientes de metilación del ADN. El remodelado del perfil de metilación es

particularmente  vulnerable  a  factores  nutricionales  durante  los  periodos  prenatal  y

postnatal  temprano  de  los  animales,  con  marcados  efectos  en  el  crecimiento  y

desarrollo. (Zhang 2018).
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Otros  factores  estresantes  como  las  infecciones  y  el  estrés  térmico  han  sido

evaluados en la mosca. En Drosophila, la función de DNMT2 es indispensable para el

control de los virus de ARN mediante la vía de ARN interferentes y dependientes de

Dicer-2  (Durdevic,  Mobin,  et  al.  2013).  En  lo  que  se  refiere  al  choque  térmico  en

Drosophila,  éste  induce  la  expresión  de  dnmt2 y  su  correlación  positiva  con  la

expresión de hsp22, hsp23 y hsp26. La sobreexpresión de estas chaperonas junto con

dnmt2 en respuesta al estrés térmico, incrementan la vida media útil de la mosca, así

como  la  metilación  de  los  ARNt  dependientes  de  DNMT2  que  los  protege  de  la

degradación inducida por el estrés. (Schaefer et al. 2010).

METILACIÓN DEL ADN EN INSECTOS

En Drosophila, la cantidad de 5mC global es tan baja como el 0.1-0.6% de todas las

citosinas genómicas (Gowher, Leismann, y Jeltsch 2000; Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch

2000; Phalke et al. 2009; Lin et al. 2005) y la mutación nula del gen dnmt2 no mostró

anomalías aparentes en el desarrollo (Lin et al. 2005). Estos niveles bajos de metilación

en el ADN  de los dípteros han generado controversia con respecto a su importancia

biológica  e  incluso,  han  sido  considerados  como  sutiles  o  nulos  (Regev,  Lamb,  y

Jablonka 1998; Bewick et al. 2016).

Otros insectos como las abejas,  avispas y moscas de sierra tienen sistemas de

metilación más complejos que comprenden a DNMT1, DNMT2 y DNMT3 (Bewick et al.

2016).  Por  ejemplo,  Apis  mellifera tiene  aproximadamente  1.4%  de  sus  citosinas

genómicas totales metiladas (Feng et al.  2010) y su sistema de metilación ha sido

estudiado en relación con la actividad transcripcional y la plasticidad fenotípica (Sarda

et al. 2012; Feng et al. 2010; Flores et al. 2012; Zeng y Yi 2010). En otros insectos

como los escarabajos con cuernos,  Tribolium castaneum y  Galleria mellonella, se ha

demostrado que la metilación de su ADN desempeña un papel en la generación de

diferentes fenotipos, cambios en la plasticidad conductual y nutricional, así como en las

respuestas  al  estrés  inducidas  por  el  calor  o  las  infecciones  (Snell-Rood,  Troth,  y

Moczek 2013; Vilcinskas 2016; Maleszka 2016).
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En los mosquitos, no se entiende bien si  la metilación del  ADN juega un papel

esencial en su desarrollo, nutrición o respuesta inmune (Adams et al. 1979; Bianchi,

Vidal-Rioja, y Cleaver 1986; Marhold et al. 2004; Ye et al.  2013; Falckenhayn et al.

2016; G. Zhang et al. 2013). Adams y McKay reportaron niveles bajos pero medibles en

mosquitos  Aedes;  a  través  de  cromatografía  de  intercambio  iónico  lograron  una

detección global de 5mC de 0.036% del total de citosinas en ADN de células de Aedes

albopictus.(Adams, McKay, Craig, & Burdon, 1979) Casi una década después, Bianchi

y Vidal-Rioja buscaron la presencia de 5mC en cromosomas Aedes albopictus a través

de  un  abordaje  indirecto:  mediante  el  uso  los  isoesquizómeros  HpaII y  MspI,

encontrando resistencia a la digestión de las regiones centroméricas. Al tratar a las

células  de  Aedes  con  azacitidina,  encontraron  que  los  cromosomas  se  hacen

susceptibles a la digestión por la enzima de restricción sensible a metilación  HpaII.

(Bianchi,  Vidal-Rioja,  &  Cleaver,  1986).  Más  tarde,  Marhold  y  cols.,  detectaron  la

presencia de 5mC genómica mediante la  técnica  slot  blot,  en ADN embrionario  de

Drosophila  melanogaster,  pseudoobscura  y en  el  mosquito  Anopheles  gambiae.

(Marhold et al. 2004) 

METILACIÓN DEL ADN E INFECCIONES

La metilación del DNA regula la expresión de genes inducibles por retos inmunológicos.

Fallas en el adecuado establecimiento o mantenimiento de los patrones de metilación

en el DNA llevan a la disfunción celular y a condiciones de susceptibilidad o desarrollo

de infecciones recurrentes. Actualmente se han estudiado los cambios en los patrones

de metilación del ADN en las enfermedades infecciosas humanas causadas por los

virus VIH, hepatitis B, papiloma humano, influenza, retrovirus y Epstein-Barr, seguidas

de las  causadas por  bacterias  como  Salmonella  sp,  H.  pylori,  P.  aeruginosa  y  M.

tuberculosis (Tost 2010). No obstante al amplio campo de estudio de la metilación del

ADN, se tiene poca información sobre la función de la 5mC en infecciones causadas

por protozoarios como la malaria.
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MOSQUITOS ANOPHELES Y SU INFECCIÓN CON PLASMODIUM

La malaria es un problema de salud mundial que produjo 228 millones de casos y 405

000 muertes en 2018 (OMS, 2020; https://www.who.int/malaria/en/). La malaria humana

se transmite por la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles infectadas con

parásitos del género Plamodium.

Cuando una hembra Anopheles se alimenta con sangre de un hospedero infectado

con Plasmodium, los parásitos ingeridos en la sangre (~10 000 eritrocitos infectados)

inician el proceso de fertilización y diferenciación dentro del lumen intestinal (Figura 5).

En  un  lapso  de  10  a  25  h,  alrededor  de  1000  de  los  parásitos  ingeridos  logran

diferenciarse a la forma invasiva del parásito; el oocineto. Transcurridas las primeras 24

h, sólo 100 de los oocinetos logran invadir y atravesar el epitelio intestinal. Menos de 10

de los oocinetos lograrán alojarse en la lámina basal del intestino para continuar su

desarrollo y transformarse en ooquistes. Después de ~10 días, cada ooquiste maduro

liberará cientos o miles de esporozoitos hacia la cavidad hemocélica, a través de la

cual, decenas o cientos, llegarán hasta las glándulas salivales.  Finalmente, miles de

esporozoitos establecen la infección de las glándulas salivales del  mosquito,  donde

serán inoculados junto con la saliva en alimentaciones posteriores.  (Angrisano et al.

2012; Vlachou et al. 2004; Phillips et al. 2017). 
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Figura 5. Dinámica de infección parasitaria en mosquitos

Figura  5.  Establecimiento  de  la  infección  parasitaria  en  mosquitos  Anopheles.  Se

representan las variaciones en la carga parasitaria y el establecimiento de la infección

del intestino y las glándulas salivales de Anopheles, en relación al  tiempo desde la

alimentación sanguínea de un hospedero vertebrado infectado con Plasmodium. Están

representadas las diferentes estadios del desarrollo de Plasmodium: gametocitos intra-

eritrocíticos (BSG), oocinetos (OOK), ooquistes (OOC) y esporozoitos (SPZ). En gris

degradado  se  esquematiza  el  cambio  en  el  número  de  parásitos  con  respecto  al

tiempo. Tomado de Christophides 2005.
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RESPUESTA INMUNE Y RESISTENCIA DE ANOPHELES CONTRA PLASMODIUM

La respuesta inmune innata de los anophelinos es el principal mecanismo de defensa y

resistencia contra Plasmodium. La respuesta inmune contra el parásito se produce en

el intestino, en la cavidad hemocélica, en el cuerpo graso y en las glándulas salivales

del  mosquito  (Clayton,  Dong,  y  Dimopoulos  2014).  El  sitio  crítico  para  el

establecimiento de la infección en mosquito es el intestino, donde los parásitos deben

diferenciarse  en  oocinetos  invasivos  capaces  de  colonizar  el  intestino  y  formar

ooquistes (Angrisano et al. 2012; Phillips et al. 2017).

A lo largo de su trayecto por los hospederos, la mayor reducción del número de

parásitos Plasmodium ocurre en el intestino medio del mosquito. El ambiente digestivo

del intestino, la formación de la matriz peritrófica y la rápida respuesta inmune contra el

parásito, producen el mayor cuello de botella de la población parasitaria. Por lo anterior,

el  intestino medio  de los mosquitos es  un blanco de intervención  prometedor  para

bloquear la transmisión (Whitten, Shiao, y Levashina 2006; Vinetz 2005; Churcher et al.

2012).

El entendimiento de las bases moleculares de la resistencia contra Plasmodium de

cepas anophelinas ha sido crucial en el desarrollo de estrategias para el control de la

transmisión  de  la  Malaria  y  para  el  entendimiento  de  la  inmunología  en  insectos

(Sinden,  Alavi,  y  Raine 2004).  Las diferencias en la  intensidad de la  infección que

ocurre naturalmente en mosquitos vectores de la  misma especie han sido  de gran

interés y objeto de estudio desde mediados del siglo pasado (Jeffery, G M. et al., 1950).

 (Warren et al. 1979; W. Collins et al. 1979S.; Adams, D; Underhill, A; Eggleston 2005;

A. Blandin et al. 2009; Shinzawa et al. 2013; Hurd, H; Taylor, P.J Eldering et al. 2016)

En  mosquitos  resistentes,  los  mecanismos  de  eliminación  del  parásito  son  la

encapsulación melanótica y la  lisis  (S.  A.  Blandin et  al.  2009;  Fraiture et  al.  2009;

Eldering et al. 2016; Le et al. 2012).

Actualmente se han  identificado múltiples marcadores de la respuesta inmune de

mosquitos que están relacionados con diferentes grados de resistencia a Plasmodium

(Osta, Christophides, y Kafatos 2004; S. Blandin et al.  2004; Sinden, Alavi, y Raine

40



2004;  Fraiture  et  al.  2009).  Éstos  marcadores  inmunes  participan  en  las  fases  de

reconocimiento, regulación, transducción de señal, o son efectores o mediadores de la

lisis, la melanización y la fagocitosis de  Plasmodium (Martínez-Barnetche et al. 2012;

Christophides et al. 2002; Osta, Christophides, y Kafatos 2004). Tal es el caso de la

inmunolectina  con  dominio  de  fibrinógeno  3  (FREP3)  que  ha  sido  implicada  en  el

reconocimiento y el  fenómeno de lisis en respuesta a la infección con  Plasmodium

(Ghosh et al. 2011).

Se han estudiado dos proteínas de unión a carbohidratos dependientes de calcio

que tienen efectos antagónicos en la infección de los mosquitos con  Plasmodium: la

lectina  tipo  C 6  (CTL6)  y  la  lectina  tipo  C 4  (CTL4).  CTL6 media  la  respuesta  de

opsonización y melanización en Anopheles, mientras que CTL4 inhibe la melanización

del oocineto de  P. berghei, por lo que es considerada como un factor agonista de la

infección.(Osta,  Christophides,  y  Kafatos  2004;  Volz  et  al.  2006).  Por  su  parte,  la

proteína con enlace tioéster 1 (TEP1) es el efector más estudiado en la actualidad;

estudios en A. gambiae y A. stephensi muestran que los grados de resistencia están

relacionados con la participación de TEP1 (S. Blandin et al. 2004; Le et al. 2012; S. A.

Blandin  et  al.  2009;  Eldering  et  al.  2016).  TEP1  posee  un  dominio  de  factor  de

complemento C3/C4/C5 y está implicada en el reconocimiento, la melanización y lisis

de  Plasmodium. (S.  Blandin  et  al.  2004).  TEP1 forma un complejo  ternario  con  la

proteína con repetidos ricos en leucina 1 (LRIM1) y la proteína APLC1, que estabilizan

la conformación de TEP1 durante la melanización y la lisis del parásito  Plasmodium.

(Le  et  al.  2012).  Otros  efectores  ampliamente  estudiados  son  las  oxidasas  duales

(DUOX) y  las  fenol-oxidasas (PO).  Las proteínas DUOX son un grupo de enzimas

hemoperoxidasas con un dominio NADPH, presentes en los epitelios y que participan

en las respuestas de defensa local produciendo especies reactivas de oxígeno. (Donko

et al. 2005). En cuanto a las PO, son un grupo de enzimas que hidroxilan monofenoles

a  catecoles  y  oxidan  catecoles  para  formar  quinonas  que  al  polimerizarse  forman

melanina. (An et al.  2011). En el caso particular de la pro-PO1, es una pro-enzima

esencial que se produce en todas las etapas del desarrollo del mosquito y participa en

la melanización.
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ANOPHELES ALBIMANUS

En México, las especies de mosquitos vectores de Plasmodium más importantes son:

A.  pseudopuntipennis,  A.  albimanus,  A.  vestitipennis,  A.  cruzians  y A.  darlingi

(Secretaria de Salud et al. 2011). A. albimanus es uno de los principales vectores de la

malaria en América Central, la región norte de América del Sur y el Caribe. Este vector

neotropical habita en la costa atlántica (desde Texas hasta Venezuela) y la del pacífico

(desde México al norte de Perú), así como en la mayoría de las islas del Caribe (Conn,

Quiñones, y Póvoa 2016).

El  hábitat  del  mosquito  A.  albimanus puede  ser  natural  o  artificial,  cuyos  sitios

larvales  son  abiertos,  soleados  y  con  agua  clara.  Las  larvas  toleran  una  amplia

variación química del agua y son capaces de explotar diversas fuentes de alimento que

les permite sobrevivir en agua dulce (canales de riego, estanques, pantanos, márgenes

de ríos) y salobre (manglares).

El desarrollo de A. albimanus tiene una duración de 14 días en promedio y consta

de cuatro etapas: huevo, larva (L1, L2, L3 y L4), pupa y adulto.  Como adultos, los

machos se alimentan de néctares y tienen una longevidad de 14 días, mientras que la

dieta de las hembras consta de sangre y néctares, y su longevidad es de 30 días. El

mosquito  tiene  un  comportamiento  predominantemente  exófago  y  exofílico,  con

tendencia zoofílica y  actividad antropofílica.  Tras la  hemoalimentación,  las hembras

oviponen de 50 a 200 huevos por individuo.

FENOTIPOS.  A. albimanus  presenta durante la  etapa de larva y pupa al  menos dos

fenotipos  que  se  distinguen  entre  sí  por  la  presencia  de  un  marcador  morfológico

denominado franja (st, del inglés stripe) (Georghiou, Gidden, y Cameron 1967) (Figura

6). El fenotipo blanco (B) exhibe una capa de pigmento blanco visible debajo de la

cutícula del dorso del abdomen y el tórax, dispuesta en menor densidad en las regiones

intersegmentales y mayor hacia la línea media, delineando una franja blanca (Benedict

et  al.  1986).  Por su parte,  el  fenotipo  sin franja o Café (C) muestra una coloración

homogénea en todo el dorso sin coloración blanca visible. En etapa adulta, el marcador

morfológico ya  no  es  visible  y  los  fenotipos  son  indistinguibles. A.  albimanus
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naturalmente  presenta  estas  variantes  fenotípicas  durante  su  desarrollo,  que  se

asocian con distintos niveles de infección por  Plasmodium  en la etapa de adulto.  A.

albimanus fenotipo Blanco es  significativamente  más susceptible  a  la  infección con

Plasmodium  vivax que  el  fenotipo  Café  (Fenotipo  Blanco:  prevalencia  57%;  446.7

parásitos/intestino)  (Fenotipo  Café:  prevalencia  del  38,8%;  115.4  parásitos/intestino)

(Chan et al. 1994).

Figura 6. Ontogenia de Anopheles albimanus

Figura 6. Etapas del desarrollo de Anopheles albimanus y los fenotipos blanco y café

en etapa de pupa.
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GENOMA. El genoma de A. albimanus fue secuenciado y publicado en 2014, como parte

del proyecto de 16 genomas anophelinos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/11556).

El tamaño del genoma es de 170 508 315 pb y se encuentra organizado en tres pares

de cromosomas (2n=6): dos autosomas metacéntricos denominados con el número 2 y

3, y un par de cromosomas sexuales X y Y (Figura 7). El genoma contiene 12 431

genes,  de  los  cuales  12  109  genes  son  codificantes  para  proteínas,  320  genes

pequeños no codificantes (~200 bases que son transcritos, pero no traducidos y que

incluyen a ARNmi, ARNmisc, ARNr, ARNsc, ARNsnl, ARNsno y ARNsn) y dos ARNln.

El genoma de A. albimanus está compuesto por el 49% de CG y el 51% de AT, tiene un

contenido de repetidos pequeño (<2%). En glándulas salivales de larva, el genoma es

altamente politenizado (Faran 1980; Artemov et al. 2016; Hobbs, 1962).

TRANSCRIPTOMA. En 2012 se ensambló el  transcriptoma del  intestino de la  hembra

adulta (16,669 transcritos) e infectada con Plasmodium vivax (Martínez-Barnetche et al.

2012).  Se reportó que el intestino expresa diferencialmente 385 genes relacionados

con la inmunidad. Estos genes se agruparon en 27 familias implicadas en las fases de:

reconocimiento, regulación, transducción de la señal y los efectores.
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Figura 7. Panorama genómico de Anopheles albimanus

Figura 7. Fotomapa citogenético de Anopheles albimanus. Se muestran las divisiones

cromosómicas  numeradas  y  las  subdivisiones  con  letras  debajo  de  las  imágenes

cromosómicas. Las líneas horizontales y las flechas indican el orden y la orientación

genómica. Tomado de Artemov et al. 2016.
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PROPUESTA

El intestino medio de Anopheles es un modelo apropiado para estudiar mecanismos de

regulación epigenética en conjunto con la respuesta inmune de mosquitos vectores, al

ser  el  sitio  de  convergencia  de  señales  nutricionales,  endócrinas,  neuronales  e

inmunológicas. En insectos, el intestino es una barrera fundamental contra la invasión

de patógenos y es un órgano que despliega una rápida respuesta inmune local contra

parásitos como Plasmodium. Por su naturaleza inducible, los efectores de la respuesta

inmune son buenos candidatos para ser regulados por los mecanismos epigenéticos, al

requerir de  un  programa  que  permita  coordinar  respuestas  rápidas  de  activación,

represión y reversibilidad ante estímulos. En este trabajo de investigación se propuso

analizar la relación entre la metilación del ADN y la expresión de genes de la respuesta

inmune intestinal en dos fenotipos de A. albimanus en el contexto de la infección con P.

berghei.
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SEGUNDA PARTE

RESULTADOS
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RESULTADOS

I.  A.  ALBIMANUS POSEE UN SISTEMA DE METILACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS

FUNCIONAL Y NECESARIO PARA EL DESARROLLO DEL MOSQUITO

Para determinar la presencia de los componentes necesarios para el establecimiento y

remodelado de patrones de metilación de ácidos nucleicos en A. albimanus, se buscaron

bioinformáticamente las secuencias de ADN codificantes para las proteínas involucradas

en  su metilación  (Figura 8A y Figuras S1-S3). Se identificaron tres genes únicos que

codifican  para  tres  componentes  del  sistema de  metilación:  una  ADN (citosina-C5)-

metiltransferasa 2 (dnmt2), una desmetilasa de metilcitosina tet2 (tet2) y una  proteína

con dominio de  unión a CpG metilado (mbd).  Se corroboró  la  identidad de las  tres

secuencias  a  través  su  análisis  y  clasificación  de  dominios  en  InterPro

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/)  (Figura 8A y Figuras S1-S3).  La presencia de  dnmt2

(AALB003610), tet2 (AALB005657) y mbd (AALB005086) en el genoma de A. albimanus

indican que este organismo tiene todos los componentes necesarios para la regulación

génica  por  metilación  de  ácidos  nucleicos  y  un sistema  de  metilación  claramente

conservado.

El intestino de los mosquitos vectores es una barrera de defensa fundamental  contra

la invasión de patógenos como  Plasmodium (Sinden 2004; Abraham y Jacobs-Lorena

2004).  Por la  gran importancia de este órgano en el  establecimiento de la  infección

parasitaria en el vector, se buscó la presencia de la 5mC en ADN y ARN como evidencia

de la funcionalidad de dnmt2, la única metiltransferasa presente en el mosquito capaz de

metilar ADN. Se encontró la marca epigenética en el ADN genómico del intestino medio

(Figura 8B; intensidad media de pixeles: intestino medio = 10.26 ± 2.3; C+ = 44.2 ± 3.2)

y en ARN total (Figura S4; 5mC% = 0.73 ± 0.11; después del tratamiento con azacitidina

5mc% = 0.48 ± 0.16) (Figura 8B y Figura S4).

Con el objetivo de poner a prueba el papel biológico de la metilación y, con base en

el carácter indispensable de la marca epigenética durante la ontogenia, se determinó su

funcionalidad  durante  el  desarrollo  del  mosquito.  Primero,  se  evaluó  el  perfil
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transcripcional de  dnmt2 y  tet2  en las cinco etapas de desarrollo: larva 1 (L1), larva 2

(L2), larva 3 (L3), larva 4 (L4) y pupa (P). Ambos genes se transcribieron durante todo el

desarrollo del  mosquito y durante la etapa de adulto  (Figura 8C). Posteriormente se

evaluó el efecto de la inhibición de la metilación en las primeras etapas del desarrollo

larvario. El tratamiento inhibidor de la metilación afectó sustancialmente el desarrollo de

Anopheles; la inhibición de la metilación fue incompatible con la viabilidad larvaria y

condujo a la muerte del organismo tempranamente (L1; día 4 post-eclosión) (Figura 8D).

En contraste, la supervivencia de los mosquitos adultos y del parásito P. berghei no se

afectaron por  el  tratamiento (Figura 8E).  En conjunto,  estos datos proporcionan una

fuerte  evidencia  del  funcionamiento  del  sistema  de  metilación  y  demuestran  que  la

metilación  de  ácidos  nucleicos  es  esencial  durante  la  ontogenia  del  mosquito.

Interesantemente, el tratamiento con azacitidina redujo significativamente los parámetros

de  la  infección  en  los  mosquitos;  de  80%  a  22%  en  la  prevalencia;  de  11  a  4

ooquistes/intestino de intensidad y de 8 a 0 ooquistes/intestino en la abundancia (Figura

8F), lo que sugiere que la metilación de los ácidos nucleicos es relevante  durante la

infección del vector.
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Figura  8.  El  sistema  de  metilación  de  ácidos  nucleicos  de  A.  albimanus  es

funcional e indispensable para el desarrollo del mosquito.

(A) Identificación  in silico de candidatos del sistema de metilación de ácidos nucleicos

en A. albimanus. Representación esquemática de los genes AALB-dnmt2, AALB005657-

tet2 y AALB005086-mbd.

(B) Inmunodetección  de  5-metil-citosina  (5mC)  en  ADN  genómico  de  intestino  de

mosquitos adultos. Muestra de ADNg humano comercial  hipermetilado (C +); 1:1000,

1:1500 y 1:2000 denotan las diluciones del anticuerpo anti-5mC.
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(C) Expresión de dnmt2 y tet2 durante el desarrollo y la etapa adulta de A. albimanus.

Expresión relativa de dnmt2 y tet2 enlarvas en etapa 1 (L1), etapa 2 (L2), etapa 3 (L3),

etapa 4 (L4), pupa (P) e intestino de hembras adultas de 5 días post-emergencia (dpe)

mediante qPCR. Normalización con ARNm s7 ribosomal y análisis mediante el método

2–DCt. Representación de la media ± error estándar de la media (SEM; standard error

of the mean) de dos a cinco experimentos independientes.

(D) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilación sobre el desarrollo de A. albimanus.

Larvas fenotipo blanco (Blanco) y fenotipo café (Café) en etapa L1 de 1h post-eclosión,

fueron tratadas con azacitidina (50 μM) (B+A; C+A).

Crecimiento larvario: representación de la media aritmética ± SEM de la talla de larvas

de 4  dpe.  Dos experimentos  independientes  por  triplicado con 30 larvas por  grupo.

****p< 0.0001 Prueba de Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunn.

Sobrevivencia larvaria:  representación de la  relación de lavas vivas entre el  total  de

larvas cada  24 h durante 8 días. Dos experimentos independientes con 50 larvas por

grupo y realizados por triplicado. ****p< 0.0001. Prueba de Mantel-Cox.

(E) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilación en la sobrevivencia de mosquitos A.

albimanus yP. berghei. 

Sobrevivencia de mosquitos: mosquitos adultos de 2 dpe de la cepa parental Tapachula

(Tap)  fueron  tratados  con  azacitidina  (50  μM)  durante  72  h.  Representación  de  la

relación de mosquitos vivos entre el total de mosquitos cada 24 h durante 10 días. Tres

experimentos independientes con 100 mosquitos por grupo. ns; no significativo. Prueba

de Mantel-Cox.

Sobrevivencia  de  P.  berghei:  parásitos  en  etapa  de  oocineto  fueron  purificados  y

tratados in vitro con azacitidina (50 μM), H2O2 (100μM; control positivo) y PBS (control

negativo). Representación de la relación de parásitos vivos entre el total de parásitos

cada 24 h  durante  3  días.  Tres  experimentos  independientes  por  duplicado.  ns;  no

significativo. Prueba de Mantel-Cox.  

(F) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilación  sobre la infección deA. albimanus

con P. berghei. Mosquitos adultos de 2 dpe de la cepa parental Tap fueron tratados con

azacitidina  (50  μM)  durante  72  h  y  posteriormente  fueron  alimentados  con  400
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oocinetos/μl  de  P.  berghei. Tres  días  post-alimentación  se  determinó  la  carga  de

ooquistes intestinales mediante microscopia de fluorescencia. Prevalencia, intensidad y

abundancia de la infección enA. albimanus retados con P. berghei. Los parámetros de

infección  fueron  calculados  como  sigue:  prevalencia,  porcentaje  de  mosquitos

infectados; intensidad, promedio del número de parásitos  en los mosquitos infectados;

abundancia,  promedio  del  número  de  parásitos  en  el  total  de  mosquitos.   Dos

experimentos independientes con 30 mosquitos por grupo. ****p< 0.0001. Prueba Mann-

Whitney.
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II.  LOS FENOTIPOS BLANCO Y CAFÉ DE A.  ALBIMANUS DIFIEREN EN EL

PORCENTAJE DE METILACIÓN DEL ADN, EL PERFIL DE TRANSCRIPCIÓN DE GENES

DE LA RESPUESTA INMUNE Y LA SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCIÓN POR P.
BERGHEI

Anopheles  albimanus  Wiedemann origninaria  de  Tapachula-México  (en  lo  sucesivo

denominada  Tap)  presenta  naturalmente  los  fenotipos  Blanco  (B)  y  Café  (C),  sin

embargo,  el  conocimiento  actual  sobre  las  características  moleculares  de  estos

fenotipos es escaso.

Para caracterizar a los dos fenotipos a nivel funcional y molecular, inicialmente se

determinaron los patrones de infección inter-generacional de la cepa parental Tap y de

los fenotipos Blanco y Café.  Mosquitos hembra de cinco días  post-emergencia (dpe)

fueron  alimentados  con  P.  berghei  (400  oocinetos/μl)  y  tres  días  después  de  la

alimentación  se cuantificó la intensidad y la prevalencia de la infección en intestinos,

mediante  microscopía  de  fluorescencia.  El  experimento  se  repitió  durante  siete

generaciones  para  la  cepa  de  los  mosquitos  parentales  Tap  (Tap0-6)  y  durante  10

generaciones sucesivas para los mosquitos fenotipo Blanco y Café (Blanco1-10 y Café1-10).

En cada generación de la cepa Tap y de  los fenotipos derivados Blanco y Café, se

destinaron mosquitos  para  las  infecciones con el  parásito,  mientras  que el  resto  se

mantuvo para criar las próximas generaciones.  Como se observa en la Figura 9A,  los

mosquitos fenotipo Blanco susceptibles a P. vivax también son más susceptibles a las

infecciones por P. berghei en comparación con los mosquitos fenotipo Café; parámetros

de  infección  Blanco  vs  Café:  prevalencia  (85%  vs  52%),  intensidad  (8  vs  3

ooquistes/intestino)  y  abundancia  (7  vs  1  ooquistes/intestino)  (Figura  9B).  Esto  se

observó en las 10 generaciones estudiadas, y los parámetros de infección  obtenidos

oscilaron dentro  de  la  variación  parental  observada,  indicando  que  el  rasgo  de

susceptibilidad / resistencia no se diluye ni refuerza con la reproducción entre fenotipos

o con el aislamiento de los mismos (Figura 9A y Figura S5). 

Para  caracterizar  a  los  fenotipos  a  nivel  funcional  y  molecular,  se  evaluó  la

producción basal de óxido nítrico (NO), la actividad de fenoloxidasa (PO), la cantidad de

5mC  genómica  y  el  perfil  transcripcional  de  varios  marcadores  inmunes  descritos

previamente  como  moléculas  importantes  en  la  infección  con  Plasmodium.  La
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producción  basal  de  NO y  la  actividad  PO no  fueron  diferentes  entre  los  fenotipos

(Figura 9C).  Las diferencias en susceptibilidad observadas entre los fenotipos no se

correlacionan con la producción basal de NO o la actividad de PO, por lo que no son una

característica  fenotípica  que  condicione  a  la  susceptibilidad  o  la  resistencia  a  la

infección.

A  continuación,  se  analizó  el  perfil  transcripcional  de  los  genes  del  sistema  de

metilación y el contenido de 5mC en ambos fenotipos. La abundancia del transcrito de

dnmt2 fue 3.5 veces mayor en el fenotipo Café en comparación con el fenotipo Blanco,

mientras que la abundancia de tet2 no fue distinta entre los fenotipos (Figura 9D). Con

una  mayor  transcripción  de  dnmt2,  los  mosquitos  fenotipo  Café  tuvieron

significativamente más metilación del ADN genómico que los mosquitos fenotipo Blanco

(1.73% ± 0.22 vs 0.85% ± 0.17) (Figura 9D). El tratamiento de inhibición de la metilación

exclusiva sobre el  ADN con decitabina,  igualó la  cantidad de 5-metil-2-desoxicitidina

(5mdC)  entre  fenotipos Blanco y  Café  (% 5mdC :  0.53  ±  0.01 vs  0.67  ±  0.08);  no

obstante, la inhibición en el fenotipo Café fue del 61.45%, mientras que en el fenotipo

Blanco fue 38% (Figura 9D). Así, la inhibición de la metilación en el fenotipo Café fue

23.45% más eficiente que en el fenotipo Blanco. El tratamiento con azacitidina también

fue efectivo en la inhibición de la metilación del ADN en ambos fenotipos y también se

observó una mayor reducción de la marca en los mosquitos fenotipo Café (diferencia de

intensidad media de pixeles: 7.2) (Figura 9E y Figura 9F). 

El uso de enzimas de restricción como sistema de evaluación de la metilación se

basa en la sensibilidad a la 5mC de las enzimas. La endonucleasa  HpaII reconoce el

sitio de restricción 5’-CCGG-3’ y corta entre las citosinas, sin embargo, la digestión del

ADN es nula cuando la citosina interna está metilada (CmCGG),  por lo que el  ADN

metilado en esta posición queda protegido de la digestión por HpaII (Waalwijk y Flavell

1978). Se observaron claras diferencias en los patrones de la digestión del ADN entre

los  fenotipos,  mismas  que  se  pierden  con  el  tratamiento  inhibidor  de  la  metilación.

Después de la digestión del ADN con  HpaII,  el ADN de los mosquitos fenotipo Café

mostraron  mayor  protección  contra  la  digestión,  misma  que  se  perdió  después  del

tratamiento con azacitidina (Figura 9F), confirmando así, un mayor grado de metilación

en el ADN que el observado en los mosquitos fenotipo Blanco.
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Posteriormente se  evaluaron mediante qPCR, los niveles de transcripción basal de

los marcadores inmunes en intestino de ambos fenotipos. Se encontraron diferencias

fenotípicas  en  la  expresión  basal  de  los  marcadores  de  respuesta  inmune  anti-

plasmodium en  A.  albimanus  fenotipo Café  vs  Blanco:  lrim1  (+6.3),  tep (+4.1);  clt4

(+11.6); ctl6 (+4.4); frep3 (+2.8) (Figura 9G). Las diferencias observadas en los perfiles

de  transcripción  entre  los  fenotipos  son  coherentes  con  sus  diferencias  en  la

susceptibilidad a la infección con  P. berghei  en fenotipo Blanco vs Café; prevalencia:

85%  vs  52%;  intensidad:  8  vs  3  ooquistes/intestino;  y  abundancia:  7  vs  1

ooquiste/intestino (Figura 9B).  En A. gambiae y  A. stephensi, la enzima DUAL oxidasa

actúa como un modulador  que previene una fuerte  respuesta  inmune (Kumar  et  al.

2010). Por lo tanto, la menor transcripción de duox (-3.1) en los mosquitos fenotipo Café,

también podrían contribuir a su condición de resistencia (Figura 9G). No se observaron

diferencias estadísticamente significativas en la expresión de pro-fenoloxidasa 1 (ppo1)

(Figura 9G). 

Estos resultados muestran que hay diferencias substanciales entre los fenotipos a

nivel molecular, que van de diferencias en la actividad transcripcional de fondo, en los

niveles basales de metilación  de los ácidos nucleicos,  en  las tasas de respuesta  al

tratamiento  inhibidor  de  la  metilación,  hasta  la  susceptibilidad  a  la  infección  con P.

berghei. Así, el fenotipo Café resistente tiene una mayor abundancia de 5mC genómica

y actividad transcripcional de los marcadores inmunes, así como una menor prevalencia

e intensidad de la infección en comparación con el fenotipo Blanco.
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Figura 9. Los fenotipos Blanco y Café de A. albimanus difieren en los porcentajes

de metilación del ADN, en los perfiles de transcripción de genes de la respuesta

inmune y la susceptibilidad a la infección por P. berghei

(A-B) Parámetros de la infección parasitaria en A. albimanus. Hembras de 5 días post-

emergencia  (dpe)  fueron alimentadas con 400 oocinetos/μl  de  P.  bergheiy tres días

post-alimentación se determinó la carga de ooquistes intestinales mediante microscopia

de fluorescencia.

(A) Prevalencia y abundancia de la infección con P. berghei en siete generaciones de A.

albimanus cepa parental (Tap) y de 10 generaciones sucesivas de los fenotipos Blanco

y Café.  Representación de la  media aritmética y del tamaño de la muestra (números

debajo de las cajas). Los valores de p se incluyen en el gráfico. Prueba Mann-Whitney.

(B)  Prevalencia,  intensidad  y  abundancia  de  la  infección  en  A.  albimanus fenotipo

Blanco y Café. Tres experimentos independientes con 30 mosquitos por grupo. ****  p<

0.0001. Pureba de Mann-Whitney.

(C) Producción de Óxido nítrico y actividad de fenol oxidasa en  A. albimanus fenotipo

Blanco y Café. Mediciones en mosquitos completos de 5 dpe ambos fenotipos.

Producción  de  óxido  nítrico:  representación  de  la  media  aritmética  ±  SEM  de  la

concentración  de nitritos  (NO2)  y  nitratos  (NO3)  en  mosquitos  fenotipo  Blanco  (B)  y

fenotipo  Café  (C).  Tres experimentos independientes  con 30 mosquitos  por  grupo y

realizado por duplicado. ns; no significativa. Prueba de t de dos colas.

Actividad de fenol oxidasa (PO): representación de la media aritmética ± SEM de la de la

actividad enzimática fenol oxidasa de mosquitos fenotipo Blanco (B) y fenotipo Café (C).

La  actividad  de  PO es  expresada  en  cambio  de  la  absorbancia/tiempo y  los  datos

mostrados son el resultado de la sustracción de los valores de los  controles de auto-

oxidación  (sólo  L-DOPA)  y  blancos  (mosquitos  macerados).  Enzima  inhibida  (inh),

enzima  activa  (act)  y  enzima  total  (tot).  Tres  experimentos  independientes  con  30

mosquitos por grupo y realizado por duplicado. ns; no significativo. Prueba de t de dos

colas.
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(D) Diferencias en la expresión basal del sistema de metilación y en la abundancia de 5

metil-desoxicitosina (5mdC) en intestino de mosquitos fenotipo Blanco y Café.

Expresión relativa de dnmt2 y  tet2  en intestino de hembras de 5 dpe mediante qPCR.

Normalización  con  ARNm  s7 ribosomal  y  relativizado  a  la  abundancia  del  fenotipo

Blanco (B). Análisis mediante el método 2–DDCt. Representación de la media ± SEM de

cinco experimentos independientes. *p< 0.05; ns, no significativa. Prueba de t de dos

colas. 

Porcentaje  genómico de 5mdC en ADN de intestino  de hembras de 5 dpe fenotipo

Blanco (B) y Café (C). Mosquitos adultos de 2 dpe de ambos fenotipos fueron tratados

con decitabina (50 μM) durante 72 h (B+D; C+D). 125 ng de ADNg fueron derivatizados

con  2-bromoacetofenona  y  detectados  fluorométricamente  a  306/378  nm

exitación/emisión  mediante HPLC-FLD. Representación de la media aritmética ± SEM

del porcentaje 5mdC global. Tres experimentos independientes con 30 mosquitos por

grupo. *p< 0.05, **p< 0.01. ANOVA y prueba de comparación múltiple de Tukey.

(E) Inhibición de la metilación del ADN en mosquitos A. albimanus fenotipo Blanco (B) y

Café (C).  Mosquitos de 2 dpe de ambos fenotipos fueron tratados con azacitidina (50

μM) durante 72 h (B+Aza; C+Aza). La determinación del contenido de 5mC de ADN

genómico  de  intestino  se  evaluó  mediante  el  uso  de  un  anticuerpo  anti-5mC.

Representación de la intensidad media de los pixeles del dot-blot (gráfico a la derecha).

ADN humano  comercial  hipermetilado  (control  positivo;  C  +),  ADN  de  fago  lambda

(control negativo; C-); ADNg de la línea celular deA. albimanus LSB-AA695BB (AALBS).

Los números arriba de los dot-blots representan las diluciones de ADNg.

(F) Diferencias en la inhibición de la metilación del ADN de intestino de mosquitos  A.

albimanus fenotipo  Blanco  (B)  y  Café  (C).  Mosquitos  adultos  de  2  dpe  de  ambos

fenotipos fueron tratados con azacitidina (50 μM) durante 72 h.  El  ADNg (1 µg)  de

intestinos de 30 mosquitos se digirió con 1 unidad de  HpaII durante 1 h a 37ºC. Se

muestra un gel de agarosa representativo de los productos de digestión de ADN. ADN

humano comercial hipermetilado (control positivo; C +).

(G).  Expresión  basal  de  marcadores  inmmunes  anti-Plasmodiumen  intestino  de

mosquitos A.  albimanus fenotipo  Blanco  (B)  y  Café  (C).  Expresión  relativa  de  los
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siguientes marcadores:  lrim1 (proteína con repetidos ricos en leucina 1),  tep (proteína

similar al complemento con enlace tioéster),  ctl4 (lectina tipo C 4),  duox (enzima dual-

oxidasa),  ctl6 (lectina tipo C 6),  fep3 (inmunolectina con dominio de fibrinógeno 3) y

ppo1 (profenotloxidasa 1)  en intestino de hembras adultas de 5 dpe mediante qPCR.

Normalización  con  ARNm  s7 ribosomal  y  relativizado  a  la  abundancia  del  fenotipo

Blanco. Análisis mediante el método 2–DDCt. Representación de la media ± SEM de

cinco experimentos independientes. ns, no significativo; *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001,

****p< 0.0001. Prueba de t de dos colas.
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III.  A.  ALBIMANUS FENOTIPO BLANCO Y CAFÉ DIFIEREN EN LA MODULACIÓN

TRANSCRIPCIONAL DE MARCADORES DE LA RESPUESTA INMUNE POR METILACIÓN

DE ÁCIDOS NUCLEICOS

Para investigar si la transcripción de los marcadores inmunes contra  Plasmodium está

modulada por la metilación de ADN o ARN, los mosquitos fenotipo Blanco y Café fueron

tratados con los azanucleósidos decitabina o azacitidina, y se determinaron sus perfiles

de transcripción.

El  inhibidor  de  la  metilación  decitabina  es  un  análogo  de  desoxicitidina  que  se

incorpora exclusivamente al ADN, mientras que la azacitidina se incorpora al ADN y al

ARN  (Stresemann  y  Lyko  2008).  En  general,  la  inhibición  de  la  metilación  por  los

azanucleósidos tuvo efectos sobre la transcripción de lrim1, tep, ctl4, duox, frep3 y ppo1

que fueron específicos del fenotipo (Figura 10A), sin embargo, no produjo cambios en la

expresión de  dnmt2 en ninguno de los  mosquitos. A pesar de que el tratamiento con

azacitidina tiene efectos globales sobre la metilación genómica, el cambio en los perfiles

de transcripción en respuesta  al  tratamiento  fueron diferenciales entre  los fenotipos.

Cada fenotipo desplegó un perfil  transcripcional que fue dependiente del  tratamiento

desmetilante.  Estos efectos  particulares  sobre  los  fenotipos  podrían  deberse  a  la

diferencia en la deposición de las marcas epigenéticas entre ellos, que puede depender

de las diferencias genéticas subyacentes (Anreiter, Kramer, y Sokolowski 2019); así, los

perfiles  de  expresión  génicos  asociados  a  la  perturbación  del  perfil  de  metilación

resultarían particulares de cada fenotipo.

Interesantemente,  la  decitabina  produjo  cambios  transcripcionales de  mayor

intensidad y en muchos casos,  contrarios a los generados por  la azacitidina. Se ha

demostrado que la pérdida de 5mC en el ARN provoca alteraciones en procesos post-

transcripcionales como el mantenimiento de integridad y la fidelidad de la traducción de

los  ARNt  (Trixl  y  Lusser  2018),  mientras  que  el  efecto  de  la  decitabina  influyeen

procesos transcripcionales. La inhibición  selectiva de la metilación del ADN afecta la

abundancia  de  distintos  transcritos  entre  los  fenotipos.  En  el  fenotipo  Blanco,  la

decitabina tuvo efectos sobre lrim1 y ctl4. Por su parte, en el fenotipo Café la decitabina

afectó la abundancia de  frep3 y  tep (Figura 10A). Además, en los mosquitos fenotipo

Blanco, la abundancia de transcripción de  ctl6 y  ppo1 se  afectó principalmente por la
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inhibición de la metilación en el ADN; esto es, la inhibición de la metilación en el ARN

por azacitidina no agregó efectos transcripcionales a los generados por la decitabina.

No  se  observaron  cambios  transcripcionales  exclusivos  de  la  inhibición  de  la

metilación en el  ARN; es decir,  efectos producidos por la azacitidina pero no por  la

decitabina.  En  contraste,  ambos  inhibidores  afectaron  la  transcripción de  genes

particulares en cada fenotipo: tep y ppo1 en los mosquitos fenotipo Blanco y lrim1 en los

mosquitos  fenotipo  Café.  En cambio,  tanto  la  abundancia  de  duox  como de  ctl6  se

modificaron con ambos tratamientos y en ambos fenotipos.  También se encontraron

efectos opuestos entre los tratamientos: tep en el fenotipo Blanco y lrim1, duox y ctl6 en

el fenotipo Café (Figura 10A)

Por otro lado, la inhibición de la metilación no tuvo efectos a nivel post-traduccional y

no generó diferencias adicionales sobre la producción de NO, la actividad de PO (Figura

10B-C) o la sobrevivencia de los mosquitos adultos de ambos fenotipos (Figura 10D).

Estos datos sugieren que la expresión de genes anti-Plasmodium en el intestino medio

de A. albimanus está modulada epigenéticamente a través de la metilación del ADN.
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Figura  10. A.  albimanus  fenotipo  Blanco  y  Café  difieren  en  la  modulación

transcripcional de marcadores de la respuesta inmune por metilación de ácidos

nucleicos.
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(A-D) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilación sobre la expresión de marcadores

inmunes,  producción  de óxido  nítrico,  actividad de fenol  oxidasa y sobrevivencia  de

mosquitos  A.  albimanus fenotipo  Blanco  y  Café.  Mosquitos  adultos  de  2  días  post-

emergencia (dpe) de ambos fenotipos fueron tratados con azacitidina (50 μM; BA y CA)

o decitabina (50 μM; BD y CD) durante 72 h.

(A) Expresión relativa de marcadores inmunes en intestino de mosquitos A. albimanus

fenotipo Blanco y Café tratados con inhibidores de la metilación. Expresión relativa de

dnmt2, lrim1, tep, ctl4, duox, ctl6, frep3 y ppo1en intestino de hembras adultas de 5 dpe

mediante qPCR.  Normalización con ARNm s7 ribosomal y relativizado a la abundancia

del  fenotipo Blanco (B).  Análisis  mediante el  método 2–DDCt.  Representación de la

media ± SEM de tres experimentos independientes. ns, no significativo; *p< 0.05, **p<

0.01, ***p< 0.001, ****p< 0.0001. ANOVA y prueba de comparación múltiple de Tukey.

(B) Medición de la producción de óxido nítrico. Representación de la media aritmética ±

SEM de la  concentración de nitritos (NO2), nitratos (NO3) y nitritos + nitratos (NOx), de

mosquitos completos de 5 dpe fenotipo Blanco (B; B+A) y fenotipo Café (C; C+A). Tres

experimentos independientes con 30 mosquitos por grupo y realizado por duplicado. ns;

no significativo. ANOVA.

(C) Medición de la actividad de fenol oxidasa. Representación de la media aritmética ±

SEM de la de la actividad enzimática fenol oxidasa (PO) de mosquitos completos de 5

dpe fenotipo Blanco (B; B+A) y fenotipo Café (C; C+A). La actividad de PO es expresada

en  cambio  de  la  absorbancia/tiempo  y  los  datos  mostrados  son  el  resultado  de  la

sustracción de los valores de los controles de auto-oxidación (sólo L-DOPA) y blancos

(mosquitos macerados).  Enzima inhibida (inh), enzima activa (act) y enzima total (tot).

Tres  experimentos  independientes  con  30  mosquitos  por  grupo  y  realizado  por

duplicado. ns; no significativo. ANOVA.

(D) Sobrevivencia  deA.  albimanus fenotipo  Blanco  y  Café  tratados  con  azacitidina.

Representación de la relación de mosquitos vivos entre el total  cada 24 h durante 10

días.  Tres  experimentos  independientes  con  100  mosquitos  por  grupo.  ns;  no

significativo. Prueba de Mantel-Cox.
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IV.  LOS FENOTIPOS BLANCO Y CAFÉ DE A.  ALBIMANUS RESPONDEN

DIFERENCIALMENTE AL RETO CON P. BERGHEI EN TÉRMINOS DE METILACIÓN DEL

ADN Y TRANSCRIPCIÓN DE GENES DE LA RESPUESTA INMUNE

Los  estímulos  ambientales  como  el  balance  nutricional  y  la  invasión  por  agentes

patógenos son capaces de modular la dinámica de metilación del ADN (Cridge et al.

2017;  Vilcinskas 2017;  Cavalli  y  Heard 2019).  Con base en  lo  anterior,  se probó la

funcionalidad del sistema de metilación en ambos fenotipos de mosquitos en el contexto

de  su  interacción  con  del  medio  ambiente.  Para  explorar  si  hay  un  cambio  en  la

abundancia  de  la  metilación  genómica  en  la  misma  ventana  de  tiempo  en  que  se

evaluaron los perfiles transcripcionales (invasión intestinal), se analizó el ADN genómico

de mosquitos fenotipo  Blanco y Café con 24 h post-reto con  Plasmodium mediante el

uso de la endonucleasa HpaII.  El ADN del intestino medio de hembras retadas con P.

berghei de cada fenotipo (BPb; CPb) mostró una menor sensibilidad a la digestión por

HpaII (Figura 11A),  revelando un nivel  más alto  de 5mC y un estado en el  que los

niveles de metilación cambian dinámicamente en respuesta al reto inmune.

En  congruencia con  la  respuesta  epigenética  inducida  por  el  reto inmune,  se

encontró que  dnmt2 y  tet2,  así  como  la  mayoría  de  los  genes  anti-Plasmodium,

contienen en su región promotora secuencias de unión predichas para la regulación por

el factor nuclear kB (NF-kB), el factor de transcripción maestro de la respuesta inmune

(Zakovic y Levashina 2017) (Tabla S1).

En  respuesta  al  reto  con  P.  berghei,  los  mosquitos  fenotipo  Café  respondieron

transcripcionalmente con el incremento de dnmt2 (BPb / Bb: 21.3 veces) y una tendencia

a la  disminución de  tet2  (Bb /  BPb:  1.2 veces),  mientras que el  fenotipo  Blanco no

mostró cambios transcripcionales (Figura 11B). El balance entre una mayor trasncripción

de  dnmt2 y  una  menor  transcripción  de  tet2,  sugiere  una  ganancia  en  la  marca

epigenética.  Lo  anterior  es  coherente  con  la  ganancia  de  la  marca  observada

previamente en el ADN de intestino de mosquitos retados con el parásito (Figura 11A).

Además, la alimentación con sangre indujo un aumento sustancial en la transcripción de

dnmt2 (Bb: 372 veces; Cb 21 veces) y una disminución de tet2 (Bb: 5.6 veces; Cb: 3.6

veces) (Figura 11B).  Consecuentemente, tanto la hemoalimentación como la invasión

parasitaria  inducen  una  respuesta  transcripcional  que  involucra  a  estos  dos
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componentes esenciales del  sistema de metilación, sin embargo, sólo en el  fenotipo

Café se indujo una respuesta específica de dnmt2 a la invasión parasitaria.

Los  mosquitos  anophelinos  modulan su  perfil  transcripcional  en  respuesta  a la

infección con Plasmodium (Martínez-Barnetche et al. 2012). La especificidad y cantidad

de esta respuesta contribuyen a la resistencia o susceptibilidad a la infección parasitaria.

Para caracterizar a nivel molecular la respuesta intestinal a la invasión parasitaria, se

analizaron mediante qPCR la expresión de los marcadores de respuesta inmune anti-

plasmodium en ambos fenotipos (Figura 11B). Las respuestas a la invasión en cada

fenotipo son claramente distintas. A. albimanus fenotipo Blanco (BPb:Bb) se caracteriza

transcripcionalmente por una respuesta marginal dada por el  incremento de  ctl4 (7.7

veces), un receptor tipo lectina que favorece la sobrevivencia de Plasmodium durante su

desarrollo a ooquiste (Osta, Christophides, y Kafatos 2004; Le et al. 2012), mientras que

lrim1,  tep, duox, ctl6,  frep3  y ppo1  no mostraron cambios en su abundancia ante la

invasión (Figura 11B). En contraste, A. albimanus fenotipo Café (BPb:Bb) desarrolló una

amplia respuesta transcripcional con incremento de lrim1 (104 veces), ctl4 (260 veces),

duox (37,8 veces), ctl6 (47,6 veces) y frep3 (4,9 veces). Las diferencias en los perfiles

transcripcionales  de  los  fenotipos  concuerdan  con  sus  respectivos  estados  de

susceptibilidad/resistencia (Figura 11B). Mientras que el fenotipo Blanco prácticamente

no  produce  una  respuesta  transcripcional  ante  la  invasión  parasitaria  y  desarrolla

infecciones  con  alta  prevalencia  (85%)  e  intensidad  de  la  infección  (8

ooquistea/intestino),  el  fenotipo  Café monta  una  fuerte  respuesta  transcripcional

multigénica, con elevada expresión intestinal de genes anti-Plasmodium y exhibe una

baja prevalencia (52%) e intensidad de la infección (3 ooquistes/intestino).

Para  explorar  la  correspondencia  entre la  metilación  de  ácidos  nucleicos  y  la

susceptibilidad a la infección, se evaluó el efecto biológico del esquema de inhibición de

la  metilación  sobre  la  abundancia,  intensidad  y  prevalencia  de  la  infección  en  los

mosquitos susceptibles. Las hembras del fenotipo susceptible tratadas con azacitidina

(B+A:  5  μM,  25  μM,  50  μM  y  75  μM)  exhibieron  una menor  abundancia

(ooquistes/intestino: 5 vs 4; 2; 0.3; 0.3), intensidad (ooquistes/intestino: 6 vs 4; 3; 1; 1) y

prevalencia  (%  Prev:  83  vs  83;  77;  20;  23)  de  la  infección,  que  claramente  fue

dependiente de la concentración del inhibidor (Figura 11C). Existe una fuerte correlación
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negativa entre el tratamiento inhibidor de la metilación  y la prevalencia (r= -0.8721), la

intensidad (r= -0.9747) y la abundancia (r= -0.9747) de la infección con P. berghei, que

no se debe a un efecto directo del inhibidor en la sobrevivencia de P. berghei (Figura.

8E). Cabe destacar que el efecto de la inhibición sobre los parámetros de infección se

saturó  a  una  concentración  de  50  μM  de  azacitidina,  pues  no  se  observó una

disminución adicional en la carga de ooquistes.

Para evaluar si  las diferencias en  la metilación de los ácidos nucleicos entre los

fenotipos  podrían  estar  relacionadas  con  sus  diferencias  en  la  susceptibilidad  a  P.

berghei,  se  determinó  el  efecto  del  esquema  de  inhibición  con  azacitidina  sobre  la

infección de ambos fenotipos. El tratamiento con azacitidina redujo significativamente la

infección en A. albimanus, tanto en el  fenotipo Blanco (B vs B+A; Prevalencia: 80% vs

20%;  Intensidad:  8  vs  2  ooquistes/intestino)  como  en  el  fenotipo  Café (C  vs  C+A;

Prevalencia: 57% vs 12%; Intensidad: 4 vs 1 ooquiste/intestino) y anuló sus diferencias

fenotípicas de susceptibilidad (B+A vs C+A (ns); Prevalencia: 20% vs 12%; Intensidad: 2

vs 1 ooquistes/intestino). (Figura S6).

En conjunto, estos datos muestran que la metilación del ADN en A. albimanus es una

marca dinámica. En respuesta al  reto inmune con el parásito, ocurre una regulación

positiva de dnmt2 asociada a la regulación negativa de tet2, dos genes con secuencias

de unión putativa de NF-kB en su región promotora. Se incrementa significativamente el

contenido  de  5mC en el  ADN y  se  producen diferencias  transcripcionales  entre  los

fenotipos.  Los perfiles transcripcionales diferenciales pueden explicar parcialmente las

diferencias  de  susceptibilidad  al  parásito y  el  rescate  del  fenotipo  susceptible  a  la

infección con Plasmodium a través del borrado farmacológico de la metilación, sugiere

un papel importante de la metilación en este proceso. Interesantemente, la inhibición de

la metilación previa al reto inmune con el parásito anula las diferencias fenotípicas de

susceptibilidad.
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Figura  11.  Los  fenotipos  Blanco  y  Café  de  A.  albimanus responden

diferencialmente  al  reto  con  P.  berghei en  términos  de  metilación  del  ADN  y

transcripción de genes de la respuesta inmune.

(A-B) Mosquitos A. albimanus fenotipo Blanco (B) y Café (C) de 5 días post-emergencia

(dpe) fueron retados con P. berghei (400 oocinetos/μl) y 24 h posterior al reto se extrajo

ADNg y ARNm de intestinos de 30 mosquitos por grupo.

(A) Diferencias en la metilación del ADN de intestino de mosquitos A. albimanus fenotipo

Blanco y Café retados con  P. berghei  (BPb; CPb).  El  ADNg (1 µg) se digirió con 1

unidad de HpaII durante 1 h a 37 ºC Se muestra un gel de agarosa representativo de los

productos de digestión de ADN. Muestras de mosquitos fenotipo Blanco, Café y retados

con P. berghei (BPb; CPb), ADN de Escherichia coli BL21 dcm-/- (control hipometilado)

y ADN humano comercial hipermetilado (control positivo; C +).

(B) Respuesta  transcripcional  de  marcadores inmunes en intestino  de  A.  albimanus

fenotipo  Blanco  y  Café  retados  con  P.  berghei.  Expresión  relativa  de  marcadores

inmunes  en  mosquitos  alimentados  con  sangre  infectada  (BPb;  CPb)  y  sangre  sin

infectar (Bb y Cb). Normalización con ARNm s7 ribosomal y relativizado a la abundancia

del  fenotipo Blanco (B).  Análisis  mediante el  método 2–DDCt.  Representación de la

media ± SEM de tres experimentos independientes. ns, no significativo; *p< 0.05, **p<

0.01, ***p< 0.001, ****p< 0.0001. ANOVA y prueba de comparación múltiple de Tukey.

(C) Efecto del  tratamiento inhibidor de la  metilación sobre la  infección de mosquitos

susceptibles con P. berghei. Mosquitos adultos de 2 dpe fueron tratados con 25 μM, 50

μM y 75 μM de azacitidina durante 72 h y alimentados conP. berghei (400 oocinetos/μl).

Tres  días  después  del  reto  con  P.  berghei se  determinó  la  carga  de  ooquistes

intestinales en los mosquitos.  Prevalencia, intensidad y abundancia de la infección en

hembras susceptibles.

Correlación  entre  la  concentración  del  tratamiento  con  azacitidina  y  la  prevalencia,

intensidad  y  abundancia  de  la  infección.  Tres  experimentos  independientes  con  30

mosquitos por grupo. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001, ****p< 0.0001. Prueba de Kruskal-

Wallis y prueba de comparación múltiple de Dunn. (r) Correlación de Spearman.
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V.  LA INHIBICIÓN DE LA METILACIÓN DEL ADN DIRIGE A LOS MOSQUITOS A.
ALBIMANUS A UNA CONDICIÓN DE RESISTENCIA CONTRA P. BERGHEI

Para evaluar la respuesta transcripcional a la invasión de parásitos en un estado en

donde la marca epigenética fue borrada globalmente (Figura 12A), se trataron a ambos

fenotipos con los inhibidores de la metilación y se retaron con  P. berghei.  Se analizó

mediante qPCR la expresión de los marcadores de respuesta inmune en el fenotipo

Blanco y Café después de la exposición a azacitidina (A), Decitabina (D), al reto con P.

berghei (Pb) y en la combinación del tratamiento con azacitidina y con el reto parasitario

(A+Pb)  o  azacitidina  con  el  cultivo  de  sangre  no  infectada  (A+Mock).  El  estado

epigenéticamente  “ingenuo”  inducido  por  el  inhibidor,  llevó  a  ambos  fenotipos  a

responder de manera similar ante el reto con el parásito, produciendo dnmt2, lrim1 y tep

(Figura 12B; A+Pb). TEP1 y LRIM1 se consideran los principales factores que controlan

las  cargas  parasitarias en  los  mosquitos;  su  función  es  similar  al  sistema  del

complemento  de mamíferos  y  promueven la  lisis  y  la  melanización  de los  parásitos

(Osta, Christophides, y Kafatos 2004; S. Blandin et al. 2004; Fraiture et al. 2009). En

ambos fenotipos  retados  con  Plasmodium,  la  inhibición  de la  metilación  aumentó  la

transcripción de tep (Figura 12B; Pb vs A+Pb). El incremento en la trasncripción de lrim1

fue mayor en los mosquitos de fenotipo Blanco a lo observado en mosquitos del fenotipo

Café.  Además,  ctl4  disminuyó  en  ambos  fenotipos  retados  cuando  se  trataron  con

azacitidina. Sin embargo, persistieron algunas diferencias transcripcionales, en particular

ppo1 que aumentó significativamente en el fenotipo Blanco, mientras que ctl4 y ctl6 sólo

se expresaron en el fenotipo Café (Figura 12B; A+Pb).

El hecho de que los inhibidores disminuyeran la transcripción de la desmetilasa tet2 a

niveles  indetectables,  podría contribuir  a  la  preservación  de la  5mC incipientemente

colocada en respuesta al reto con el parásito. Una explicación para  las  observaciones

anteriores es que los patrones preexistentes de la metilación heredada en los fenotipos

fue  borrada  con  el  tratamiento  inhibitorio,  así  como  la  divergencia  de  la  respuesta

transcripcional, de tal forma que los mosquitos respondieron con lo que probablemente

es relevante para contender con la infección, resultando en una menor carga parasitaria

en ambos fenotipos (Figura 12C).

69



Para discriminar entre los efectos biológicos de la metilación del ADN y el ARN, se

realizaron experimentos de infección en mosquitos tratados con azacitidina y decitabina

y  a  partir  de  los  datos  de  prevalencia  e  intensidad  de  infección  se  calculó,  según

Churcher, et al (2012), la eficacia en el bloqueo de la transmisión  (por sus siglas en

inglés  TBIs;  Transmission  blocking  interventions)  (tabla  superior;  Figura  12C).  En el

fenotipo  Blanco,  el  tamaño del  efecto  del  bloqueo de  la  infección  fue  marcado  con

ambos tratamientos, pero ligeramente superior con decitabina (TBI: Prevalencia 88.1% ±

11.9;  Intensidad  96.2%  ±  3.8)  que  con  azacitidina (TBI:  Prevalencia  70.6%  ±  7.2;

Intensidad 76.4% ± 6.1). En A. albimanus fenotipo Café se observó un importante efecto

de  bloqueo  con  ambos  tratamientos;  decitabina  (TBI:  Prevalencia 85.6%  ±  8.7;

Intensidad  76.5% ±  11.8)  y  azacitidina (TBI:  Prevalencia  81.35% ±  12.8;  Intensidad

72.8% ±  10.7).  La  eficacia  en  el  bloqueo  de  la  transmisión  fue  contundente  en  A.

albimanus,  pero  no  mostraron  diferencias  significativas  entre  los  tratamientos

(Azacitidina vs Decitabina) ni entre fenotipos (B+A vs C+A) (B+D vs C+D).

Finalmente, para explorar si las diferencias en las abundancias en la metilación entre

los fenotipos se deben a aspectos genéticos de la  dnmt2, se amplificó y secuenció el

gen  de ambos fenotipos  (Figura 12D y Figura S7). Se realizó la traducción  in silico y

análisis de dominios conservados de los resultados de la secuenciación mediante CD-

search. No se encontraron diferencias en la secuencia de dnmt2 entre los fenotipos. El

gen dnmt2 (AALB003610) se encuentra ubicado en el cromosoma 2R y consta de dos

exones codificantes que producen un transcrito de 1,236 pb.  Dnmt2 tiene un promotor

de 50 pb de tamaño, localizado a 563 pb de distancia del ORF y una secuencia de unión

putativa para NF-kB localizada a 548 pb río arriba del ORF (Figura 12E).

70



71



Figura  12.  La  inhibición  de  la  metilación  del  ADN  dirige  a  los  mosquitos  A.

albimanus a una condición de resistencia contra P. berghei.

(A) Representación esquemática de la metodología. Se determinó la expresión relativa

de los marcadores inmunes mediante qPCR de muestras de ARNm tomadas de cada

grupo experimental (fenotipos normales, borrado del metiloma y reto con el parásito) y

posterior determinación de la carga de ooquistes intestinales.

(B)  Representación  de  la  expresión  génica  por medio  de  mapa  de  calor  de  los

marcadores inmunes en mosquitos fenotipo Blanco y Café después de la exposición a

azacitidina (A), Decitabina (D) y al reto con P. berghei (Pb). Se incluye la combinación

del  tratamiento  con azacitidina  y con el  reto  parasitario (A+Pb)  o  azacitidina  con el

cultivo de sangre no infectada (A+Mock). El gradiente de color representa la diferencia

media (log2) entre la expresión basal y la condición tratada. Sólo se representancon

color  los  genes  con  diferencias  significativas  en  su  expresión.  Las  cajas  blancas

representan  cambios  en  la  expresión  no  significativos.  Una  línea  representa  que  el

transcrito no fue detectado por qPCR. Los números dentro de las cajas son los valores

de  P calculados por la prueba de t de dos colas entre el fenotipo control y el grupo

tratado o alimentado.

(C) Efecto de la inhibición de la metilación por azacitidina (A) y decitabina (D) sobre los

parámetros  de  infección.  Representación  de  la  media  ±  SEM  de  la  prevalencia,  la

intensidad y la abundancia de la infección en mosquitos fenotipo Blanco (B) y Café (C)

retados con P. berghei (400 oocinetos/μl) (B+A, B+D; C+A, C+D respectivamente). Tres

a cuatro experimentos independientes con 30 mosquitos por grupo.  ****p< 0.0001, ns;

no significativo. Prueba de Kruskal-Wallis y prueba de comparación múltiple de Dunn.

(D) Eficacia de las intervenciones de bloqueo de la transmisión (por sus siglas en inglés

TBIs;  Transmission blocking interventions) de azacitidina (A) o decitabina (D) sobre la

prevalencia e intensidad de la infección en mosquitos fenotipo Blanco (B+A; B+D) y

fenotipo Café (C+A; C+D).

(E)  Amplificación  del  gen  AALBdnmt2 del  fenotipo  Blanco  y  Café  de  A.

albimanusmediante PCR  largo,  secuenciación  y  representación  esquemática  de  la
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constitución  génica  de  dnmt2 fenotipo  Blanco  y  fenotipo  Café;  Análisis  de  dominios

conservados de las secuencias de dnmt2 mediante CD-search.
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DISCUSIÓN

A. albimanus presenta naturalmente dos variantes fenotípicas distinguibles durante su

ontogenia.  Históricamente,  las  variaciones  fenotípicas  de  los  anophelinos  se  han

asociado con diferencias en su competencia vectorial (Jeffery 1950; W. E. et al. Collins

1976; Billingsley y Sinden 1997). Reportes previos han asociado al fenotipo Blanco de

A. albimanus con resistencia a insecticidas o mayor susceptibilidad a la infección por P.

vivax que su contraparte Café (Georghiou, Gidden, y Cameron 1967; Davidson 1963;

Chan  et  al.  1994).  Sin  embargo,  no  se  habían  caracterizado  a  nivel  molecular  las

diferencias de la susceptibilidad a la infección con Plasmodium. Aunque estudios previos

han sugerido la ausencia de un sistema de metilación de ADN funcional en dípteros, se

han reportado evidencias de la presencia de la 5mC en anophelinos y aedinos. En esta

investigación  se  empleó  como  modelo  de  estudio  a  A.  albimanus-P.  berghei para

caracterizar las propiedades fenotípicas de la susceptibilidad/resistencia a la infección y

poner a prueba la presencia e importancia biológica de la metilación del ADN en dos

fenotipos funcionales. Este trabajo de investigación se centró en el análisis de un grupo

de genes del sistema inmune que son cruciales para el establecimiento y desarrollo de

la infección con P. berghei y se dirigió el interés en el estudio del intestino medio de los

mosquitos por ser el principal órgano blanco de la invasión del parásito.

Durante la ontogenia de A. albimanus,  dnmt2 y tet2 se expresan dinámicamente en

todas las etapas del desarrollo del mosquito y la función de la 5mC es esencial a lo largo

de este proceso.  La inhibición temprana de la metilación en las  larvas  tiene efectos

perjudiciales en  su  crecimiento y  es  totalmente  incompatible  con  la  viabilidad  del

organismo. De la misma manera, la metilación de ácidos nucleicos es funcional en la

etapa adulta.  En principio, se comprobó cuantitativamente la presencia de la 5mdC en

ADN de intestino de ambos fenotipos y se evaluó su participación en la modulación de la

transcripción de marcadores inmunes relevantes en la  infección con  Plasmodium.  El

tratamiento inhibidor de la metilación produjo cambios en el perfil de expresión intestinal

que fueron dependientes del tipo de inhibidor y particulares del fenotipo. En cambio, la
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inhibición  de  la  metilación  del  ADN no  afectó  la  sobrevivencia  de  los  mosquitos  ni

produjo cambios en la producción de NO ni la actividad de PO.

En la  etapa adulta,  los  fenotipos ya  no son distinguibles  morfológicamente,  pero

están  asociados  a  niveles  intestinales  de  5mC genómica  distintos,  así  como  en  la

respuesta transcripcional ante el reto parasitario y en la susceptibilidad a la infección con

P. berghei.

Otro aspecto llamativo es la mayor inhibición de la metilación en el fenotipo Café, en

comparación  con lo  observado en el  fenotipo  Blanco.  La  decitabina  y  la  azacitidina

tienen  sus  efectos  inhibitorios  de  la  metilación  después  de su  incorporación  en  los

ácidos nucleicos. La incorporación de los azanucleósidos ocurre durante los eventos de

replicación,  de  reparación  del  ADN,  en  la  transcripción  o  en  la  desmetilación  con

sustitución de base; que son procesos en los que ocurre la incorporación o reemplazo

de nucleótidos. Luego, la enzima DNMT2 interactúa con los azanucleósidos y se une

covalente e irreversiblemente a ellos durante la reacción catalítica. De esta forma, los

inhibidores solo pueden inhibir la metilación en los lugares donde se incorporan y donde

la  DNMT2  puede  acceder  a  ellos  (Stresemann  y  Lyko  2008).  Lo  anterior  queda

ejemplificado  en  la  diferencia  observada  en  la  eliminación  de  la  marca entre  los

fenotipos.  La  mayor  actividad transcripcional  del  fenotipo  Café  correlaciona con una

reducción del 61.45% de la 5mC genómica; 23.45% más alta que la observada en el

fenotipo Blanco. Por su parte, el fenotipo Blanco con una menor actividad transcripcional

que  la  observada  en  el  fenotipo  Café,  perdió el  38% de  la  5mC total  después  del

tratamiento con decitabina. La inaccesibilidad a los inhibidores o a la DNMT2 en ciertas

regiones  genómicas  de  baja  actividad,  también  puede  explicar  por  qué  en  ambos

fenotipos la inhibición de 5mC alcanzó niveles similares sin disminuir más o alcanzar la

eliminación total de la marca epigenética.

En general, se considera que la función de la metilación del ADN es de represión de

la expresión génica; especialmente cuando se localiza en las regiones promotoras. Sin

embargo,  cuando  se  encuentra  dentro  del  cuerpo  del  gen  se  ha  asociado con una

transcripción  génica  activa  (Hunt  et  al.  2013b;  Zilberman 2017).  En  los  insectos,  la

metilación  del  ADN se  localiza  casi  exclusivamente  en  los  cuerpos  génicos,  lo  que
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explica  en  cierta  medida  la  asociación  observada  entre  el  contenido  de  5mC  y  la

actividad transcripcional de los fenotipos. El fenotipo Café, con mayor contenido de 5mC

tiene  una  transcripción  relativa  alta,  mientras  que  el  fenotipo  Blanco  con  menor

contenido  de  5mC  tiene  una  actividad  transcripcional  menor.  Estudios  en  insectos

indican que la metilación de su ADN es muy distinta a la de vertebrados y similar a la de

plantas;  tanto plantas  como insectos presentan abundante  metilación  en el  contexto

CHH y una metilación preferencial de los cuerpos génicos (Zilberman 2017). Al igual que

en las plantas, los patrones evolutivos de la metilación en insectos sugieren un tipo de

función homeostática para la metilación del cuerpo del gen (Regev, Lamb, y Jablonka

1998; Sarda et al. 2012; Zilberman 2017). Se requieren de futuros trabajos que aclaren

si la  función  de  la  5mC  en  A.  albimanus se  asocia  principalmente  con  perfiles

transcripcionales más activos que represivos, así como su potencial  contribución en el

mantenimiento de la homeostasis. En mosquitos, la regulación de la respuesta inmune

juega un papel crítico en el desarrollo de resistencia o susceptibilidad a las infecciones,

en este sentido, el estudio de la asociación de la competencia vectorial y la regulación

de la respuesta inmune mediante mecanismos conservados como la metilación del DNA

son relevantes.

Las marcas epigenéticas son activamente colocadas y removidas en respuesta a

señales  nutricionales  o  por  retos  inmunológicos.  Esta  dinámica  de  la  respuesta

epigenética permite que marcas reguladoras de la expresión génica como la metilación

del  ADN,  modulen  la  transición  de  un  estado  basal  a  un  estado  de  respuesta

transcripcional. En A. albimanus, la alimentación con sangre infectada con Plasmodium

aumenta la cantidad de metilación en el ADN de ambos fenotipos de mosquitos (Figura

11A); aunque el aumento es mayor en el fenotipo de Café. El incremento de la marca en

el ADN  es congruente con la mayor transcripción de  dnmt2,  así como con la menor

transcripción de tet2 en los dos fenotipos.

Los mosquitos hembra requieren del aporte nutricional de aminoácidos y lípidos que

provienen de la sangre de la que se alimentan para la formación y la puesta de los

huevos.  La  necesidad  de  la  hemoalimentación  para  la  formación  de  huevos  va

acompañada  de  la  inevitable  exposición  a  agentes  patógenos  potencialmente

contenidos en la sangre.  Así, la premisa de la existencia de vías de señalización que
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integren el estado nutricional, la regulación de la actividad de DNMT2 y la respuesta a

estímulos  estresantes  es  pertinente  en  el  contexto  de  los  mosquitos  vectores  de

patógenos como  Anopheles.  En esta investigación queda incipientemente ilustrada la

convergencia de estímulos provenientes de la dieta y la inducibilidad de la actividad de

DNMT2 en respuesta a P. berghei.

El borrado farmacológico de la metilación en el fenotipo susceptible tuvo una clara

correlación negativa con la prevalencia, intensidad y abundancia de la infección, de tal

manera  que  la  inhibición  de  la  metilación  revirtió  el  fenotipo  de  susceptibilidad  en

términos  de  carga  de  ooquistes  y  anuló  las  diferencias  de  susceptibilidad  entre  los

fenotipos. Además, la inhibición de la metilación llevó a los fenotipos a un estado de

mayor resistencia, haciéndolos considerablemente más capaces de controlar las cargas

de infección, sin embargo, los mecanismos por los cuales se elimina el parásito no se

comprenden completamente. Candidatos potenciales de la eliminación del parásito son

LRIM1 y TEP, ya que la transcripción de ambos genes fue regulada positivamente y de

manera  similar  entre  los  fenotipos  (Figura  12A).  La  respuesta  transcripcional  a  la

infección del fenotipo susceptible  Blanco  (A+Pb) cambió a un perfil compatible con un

estado  de  menor  susceptibilidad,  que  consistió  en  el  incremento  significativo  de  la

expresión de los antagonistas de la infección  lrim1 y  tep, y  reguló negativamente la

respuesta transcripcional del agonista  ctl4  (Pb vs A+Pb). Este perfil transcripcional es

coherente  con  la  menor  abundancia  e  intensidad  de  la  infección  observada  con  el

tratamiento desmetilante (Figura 12C; B+A y B+D).

Interesantemente, el tratamiento con azacitidina impidió la transcripción de duox en

mosquitos  de  ambos  fenotipos  retados  con  el  parásito.  Además  de  su  actividad

antimicrobiana a través de la producción de peróxido de hidrógeno, la enzima DUOX

está asociada con mecanismos que reducen el daño a la microbiota del hospedero a

través  de  disminuir  la  intensidad  de  la  respuesta  inmune  después  de  la

hemoalimentación (Kumar et al. 2010). En este mismo sentido, se ha demostrado que el

silenciamiento  de  DUOX  promueve  respuestas  inmunes  efectivas  que  incluyen  el

incremento  de TEP1,  lo  que conduce a  menores cargas de infección (Kakani  et  al.

2019).
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Por  otra  parte,  la  actividad  de  fenoloxidasa  (y  la  transcripción  del  gen  ppo1)

probablemente  no  esté  relacionada  con  la  muerte  del  parásito  en  el  modelo  A.

albimanus-P. berghei. El tratamiento con azacitidina que precedió al reto con el parásito

aumentó la transcripción de ppo1 únicamente en los mosquitos Blancos, mientras que

en los mosquitos fenotipo Café no se observó cambio transcripcional. No obstante a lo

anterior, ambos fenotipos redujeron efectivamente la carga de infección. El hecho de

que no se observaron restos de parásitos o melanización, sugiere que el parásito se

elimina por lisis.

A pesar de que el tratamiento con los inhibidores disminuyó la transcripción global,

aumentó  la  transcripción  de  lrim1 y  tep en  ambos  mosquitos  y  disminuyó  la  carga

parasitaria lo que indica que la metilación del ADN juega un papel en el desarrollo de la

infección. Lo anterior se puede interpretar como una respuesta transcripcional limitada,

pero con mayor especificidad contra el parásito. Pese a lo anterior, persistieron algunas

diferencias entre los fenotipos después de los tratamientos con inhibidores, lo que lleva

a considerar a otros factores como los responsables de estas diferencias. En principio,

se  consideraron  a las  diferencias  genéticas  como  la  potencial  causa.  Se  buscaron

diferencias en el gen  dnmt2; sin embargo, resultó ser idéntico en ambos fenotipos al

realizar la secuenciación. 

Una segunda posibilidad podría radicar en el factor de transcripción NF-kB, con base

en que todos los genes evaluados en este estudio tienen sitios de unión predichos para

esta familia de factores de transcripción, incluidos dnmt2 y tet2. La excepción es frep3

que no tiene sitios de unión putativos para NF-kB y no mostró cambios transcripcionales

significativos  en  ninguna  condición  probada  en  el  fenotipo  Blanco  (Tabla  S1).  Una

tercera posibilidad es la regulación a través de otros mecanismos epigenéticos. Se sabe

que la regulación génica por metilación del  ADN depende del contexto, tanto de los

genes circundantes (Jones 2012; Kumar et al. 2010; Ambrosi, Manzo, y Baubec 2017)

como de otras marcas epigenéticas asociadas,  como la  acetilación de histonas y la

organización nucleosómica (Hunt et al. 2013a; Ruiz et al. 2019; Jenkins y Muskavitch

2015; Coleman-Derr y Zilberman 2012).
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A la fecha, existen varios ejemplos de la estrecha  relación entre la metilación del

ADN y modificaciones epigenéticas en las histonas (Hunt et al. 2013a; Cho et al. 2005),

en particular la desacetilación. La proteína 2 de unión a CpG metilado (MeCP2) y otras

proteínas MBD, reclutan histona desacetilasas que crean un ambiente dominante de

cromatina represiva en respuesta a los cambios en el  estado de metilación del ADN

(Kass, Landsberger,  y Wolffe  1997; Zhu et al.  2017).  Teniendo en cuenta  el  escaso

conocimiento  del  panorama epigenético  en este  insecto  y  la  alta  complejidad  de la

regulación, no se espera necesariamente una relación directa entre la metilación del

ADN  y  una respuesta  transcripcional  particular,  sobre  todo porque  los  diferentes

mecanismos  epigenéticos  están  entrelazados.  En  este  sentido,  el  genoma  de  A.

albimanus  tiene  varios  genes  de  histona  desacetilasas  entre  otros  elementos

epigenéticos que deben tenerse en cuenta (Tabla S2).

El  tránsito  del  parásito  de  la  malaria  a  través  del  intestino  medio  del  mosquito

produce  un cuello  de  botella  que  a  menudo  reduce la  población  de  parásitos  a  un

número de un solo dígito (Angrisano et al.  2012). Por lo tanto, las intervenciones de

bloqueo de la transmisión deberían ser más efectivas en esta etapa de la infección. El

tratamiento de los mosquitos con los azanucleósidos en el presente estudio constituyó

un TBI eficiente, con una efectividad que oscila entre 70% y 96% (Figura 12D), por lo

que la metilación del ADN podría modular la competencia vectorial.
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OBSERVACIONES FINALES

Con el propósito de que las observaciones derivadas de esta investigación sean fuente

para  nuevos  cuestionamientos  en  futuros  estudios,  se  enumeran  a  continuación  las

observaciones finales de este trabajo:

1. El gen dnmt2 está conservado como única copia en el mosquito A. albimanus.

2. A. albimanus posee todos los componentes necesarios para la regulación de la

expresión génica por metilación de ácidos nucleicos.

3. El ADN genómico de intestino de mosquitos adultos  contiene 5mC, por lo que

DNMT2 es funcional en A. albimanus.

4. Los genes dnmt2 y tet2 se transcriben durante todo el desarrollo del mosquito y

en mosquitos adultos.

5. La función de  dnmt2 es esencial  para el  desarrollo y viabilidad larvaria de  A.

albimanus.

6. El tratamiento inhibidor de la metilación no afecta la sobrevivencia de mosquitos

adultos ni la sobrevivencia del parásito P. berghei.

7. La  inhibición  de  la  metilación  en  A.  albimanus reduce  la  carga  intestinal  de

ooquistes de P. berghei.

8. En A. albimanus fenotipo Blanco es más susceptible a la infección con P. berghei

que el fenotipo Café.

9. En A. albimanus, la producción basal de óxido nítrico y la actividad de la enzima

fenol-oxidasa  no  son  características  fenotípicas  que  condicionen  a  la

susceptibilidad o resistencia a la infección con P. berghei.

10.La expresión de dnmt2 y el porcentaje de 5mC en ADN genómico de intestino es

diferencial entre los fenotipos Blanco y Café de A. albimanus; la abundancia del
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transcrito dnmt2 es 3.5 veces mayor en el fenotipo Café y su porcentaje de 5mC

genómica es de 1.73% ± 0.22, mientras que en el fenotipo Blanco es de 0.85% ±

0.17.

11.El  perfil  de  transcripción  de  genes  de  la  respuesta  inmune  en  intestino  de

mosquitos  A.  abimanus  es  diferencial  entre  los  fenotipos.  Abundancia  de

transcritos entre fenotipo Café vs fenotipo Blanco: lrim1 (+6.3), tep (+4.1); clt4

(+11.6); ctl6 (+4.4); frep3 (+2.8).

12.La metilación del ADN en  A. albimanus  modula la transcripción de genes de la

respuesta inmune.

13.El mosquito A. albimanus contiene 5mC en su ARN intestinal.

14.La Inhibición  de  la  metilación  no  tiene efectos  post-transcripcionales  sobre  la

producción de óxido nítrico ni en la actividad de fenol-oxidasa. La Inhibición de la

metilación no afecta la sobrevivencia de mosquitos adultos de ambos fenotipos.

15.En mosquitos  A. albimanus, la alimentación con sangre y  sangre infectada con

Plasmodium aumentan la cantidad de metilación en el ADN de ambos fenotipos

de  mosquitos,  por  lo  que  el  sistema  de  metilación  de  A.  albimanus es  un

elemento de respuesta al reto inmune con P. berghei.

16.A. albimanus fenotipo Café responde transcripcionalmente al reto con P. berghei

incrementando 21.3 veces la expresión de dnmt2  y 1.2 veces la expresión de

tet2.

17.Las regiones promotoras de dnmt2 y tet2 tienen sitios de unión putativos para la

familia NF-kB, los factores de transcripción maestros de la respuesta inmune.

18. La  respuesta  transcripcional  de  A.  albimanus a  la  invasión  parasitaria  es

diferencial  entre  los  fenotipos:  en  el  fenotipo  Café-resistente  la  respuesta  es

intensa y robusta, la cual consiste en el incremento de lrim1 (104 veces), ctl4 (260

veces),  duox (37,8 veces),  ctl6  (47,6 veces) y  frep3 (4,9 veces). En el fenotipo

Blanco-susceptible su respuesta transcripcional se limita a la expresión de  ctl4,

con un incremento de 7.7 veces.
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19.El tratamiento inhibidor de la metilación reduce significativamente la infección en

el fenotipo Blanco-susceptible y es dependiente de la concentración.

20.La inhibición de la metilación en los fenotipos Blanco y Café de  A. albimanus,

elimina las diferencias de susceptibilidad a la infección por  P. berghei  entre los

fenotipos.

21.El borrado farmacológico de la metilación en los fenotipos Blanco y Café de  A.

albimanus,  reduce  las  diferencias  transcripcionales  entre  los  fenotipos  en

respuesta a la invasión del parásito.

22.En mosquitos A. albimanus, el tratamiento inhibidor de la metilación bloquea entre

el 70% - 96% de las infecciones por el parásito de la malaria P. berghei.

23.Las diferencias fenotípicas entre  A. albimanus Blanco y Café no radican en la

secuencia génica de dnmt2.

24.A. albimanus  posee genes codificantes para múltiples elementos de regulación

epigenética que son potencialmente relevantes en la competencia vectorial  de

este mosquito.
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PERSPECTIVAS

Este informe muestra una visión general del papel del sistema de metilación del ADN en

los mosquitos y agrega información sobre los cambios en la competencia del  vector

dentro de una especie de mosquito. Las direcciones potenciales para el trabajo futuro

son  en  primera  instancia:  la  determinación  del  patrón  de  metilación dentro  de  las

diferentes regiones génicas, la regulación de la marca epigenética por TET2 y MDB, y la

conexión entre laDNMT2 y el metabolismo de un carbono. Las vías de señalización de la

metilación del ADN y su integración a los circuitos epigenéticos son aspectos esenciales

que  requieren  ser  definidos para  tener  una  comprensión  más  completa  de  este

fenómeno.  Además,  al  considerar  posibles  interacciones  con  otros  mecanismos

epigenéticos  se  podrían  aclarar  aspectos  de  la  regulación  de  la  respuesta  inmune,

principalmente porque aún no está claro cómo A. albimanus se deshace del parásito de

la malaria.

Para concluir, es necesario mencionar con cierto énfasis, las razones por las que el

estudio de la metilación en insectos vectores es pertinente en México y en el mundo.

Insectos  como  Anopheles y  Aedes son  vectores  primarios  de  malaria  y  dengue

respectivamente,  enfermedades  humanas  catalogadas  como  problemas  de  salud

pública en México y en el mundo. El estudio del efecto biológico de la metilación en el

contexto de la infección o la resistencia de mosquitos vectores es pertinente, así como la

vinculación con parámetros de impacto ecológico y de prevención de enfermedades

transmitidas  por  vector,  como  lo  son  la  supervivencia,  la  tasa  de  crecimiento,  la

fecundidad,  la  fertilidad,  la  oviposición,  la  eclosión  de  huevos  y  viabilidad  de  la

descendencia de ambos géneros.

Este trabajo doctoral es el primer análisis de la relación entre la metilación del ADN,

la expresión génica de la respuesta inmune y el estado de susceptibilidad/resistencia a

la  infección  en  dos  fenotipos  funcionales.  Se  requiere  de  futura  investigación  más

detallada y profunda para una mejor comprensión de la epigenética y su impacto en la

competencia  vectorial,  así  como posteriores  abordajes  encaminados a  interrumpir  la

transmisión de la enfermedad más devastadora transmitida por vectores. 
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MATERIALES Y MÉTODOS

IDENTIFICACIÓN IN SILICO DE LOS GENES DNMT2, TET2 Y MBD

Los  genes  homólogos  para  ADN  C5-metiltransferasa  (dnmt),  la  metil-citosina

dioxigenasa tet (tet) y la proteína de unión a metilo (mbp) se identificaron en el banco de

datos del genoma de A. albimanus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/11556) y en la

base de datos de vectores (https://www.vectorbase.org/) (Figs. S1-S3). El análisis de

secuencia y la determinación del dominio de proteínas se realizaron utilizando InterPro

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

ANOPHELES ALBIMANUS WIEDEMANN (1820)

El manejo de Anopheles albimanus se realizó con base en la metodología de Benedict

(2010)  y  Foggie  y  Achee  (2009)  (Benedict  2010;  Foggie  y  Achee  2009),  con

adaptaciones  y  modificaciones  en  el  insectario  del  Centro  de  Investigaciones  sobre

Enfermedades Infecciosas (CISEI) del Instituto Nacional De Salud Pública (INSP) sede

Cuernavaca, Morelos (Anexo 1; manejo de A. albimanus).

PLASMODIUM BERGHEI

CRECIMIENTO DE LAS FASES MEROGÓNICAS EN EL RATÓN

La  cepa  Plasmodium  berghei Antwerpen-Katanga-GFP  (P.  berghei  ANKA-GFP)

(amablemente donada por el Dr. R. Sinden, Imperial College London) se utilizó a lo largo

de  los  experimentos.  La  cepa  P.  berghei  ANKA-GFP  (Rodríguez  et  al.  2002)  que

expresa  constitutivamente  la  proteína  verde  fluorescente,  fue  mantenida  en  ratones

BALB/c  machos  de  6  a  8  semanas  de  edad  mediante  pases  por  inoculaciones

intraperitoneales a partir  de un criopreservado en nitrógeno líquido (sangre de ratón

infectada y diluida 1:1 con una solución criopreservante; 28% v/v de glicerol, 4.2% p/v de
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sorbito y 111.22 mM de NaCl). Los parásitos se propagaron hasta el pase ocho y hasta

por 15 días en cada ratón, para evitar la pérdida de la capacidad de formar gametocitos.

La parasitemia se monitoreó mediante extendidos de sangre finos teñidos con Giemsa al

30% en agua por 10 min. Los pases se realizaron mediante la extracción de la sangre

vía punción cardiaca con una jeringa heparinizada a una concentración final de 2.5 UI/ml

con la sangre de un ratón infectado, previamente sacrificado en una cámara de CO 2

(cumpliendo con los criterios del Comité de Bioética).

CULTIVO DE OOCINETOS

Los oocinetos P. berghei ANKA-GFP fueron cultivados según lo descrito por Rodiguez et

al. (2002) (Rodríguez et al. 2002). Ratones BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad

fueron tratados intraperitonealmente con fenilhidrazina (6 mg / ml en solución salina al

0,8%; en un volumen final de 200 µl) dos días antes de la inoculación de 2 a 4 x 108

parásitos por la misma ruta. Ratones con parasitemia del 15-25% y con viabilidad de los

gametocitos verificada, fueron sacrificados con CO2 para la preparación del cultivo. Se

extrajo  la  sangre  infectada  de  los  ratones  por  punción  cardíaca  con  una  jeringa

heparinizada y posteriormente se incubó a 19-20°C durante 20-24 h en medio RPMI-

Ook (1 : 4, sangre : medio) para permitir la formación de los oocinetos. El medio RPMI-

Ook  consiste  en  medio  RPMI-1640  a  pH  8,3  suplementado  con  23,81  mM  de

bicarbonato de sodio, 0,37 mM de hipoxantina, 25 mM de HEPES, PSN (0,05 mg / ml de

penicilina, estreptomicina 0,05 mg / ml y neomicina 0,1 mg / ml) y 20% v / v de suero

fetal  bovino  inactivado  por  calor  al  (FBS).  Los  oocinetos  se  cuantificaron  en  un

hemocitómetro con una cuadrícula de Neubauer mejorada.

ENSAYOS DE INHIBICIÓN DE LA METILACIÓN

Para inhibir la metilación de los ácidos nucleicos, se utilizó el inhibidor de metilación de

ADN / ARN azacitidina (aza-C; 5-azacitidina), y el inhibidor de metilación exclusivo de

ADN  decitabina  (aza-dC;  5-Aza-2'-desoxicitidina).  Las  larvas  y  los  mosquitos  se

mantuvieron en condiciones experimentales óptimas para el desarrollo de Plasmodium

(ver Anexo 1; manejo de A. albimanus).
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INHIBICIÓN DE LA METILACIÓN EN LA ONTOGENIA DE A. ALBIMANUS

Para evaluar el impacto de la metilación en ácidos nucleicos durante el desarrollo, se

seleccionaron y trataron a 100 larvas de una hora post-eclosión con azacitidina (50 µM)

en placas de cultivo de 6 pozos en un volumen de 10 ml (ver Anexo 1; inhibición de la

metilación  en  la  ontogenia).  Para  evitar  la  acumulación  de  los  compuestos,  el

tratamiento se repuso cada 48 h moviendo las larvas a un pozo adyacente que contenía

un tratamiento nuevo. Cada 24 h se evaluó la supervivencia de las larvas y se midió el

crecimiento tomando la longitud cefálico-caudal. Las etapas de desarrollo se evaluaron

mediante la recolección y observación de exuvias con un microscopio estereoscópico

(Carton DSZ 44). Los volúmenes de agua y alimento se calcularon con base en los

requerimientos de cada estadio de desarrollo y se repusieron cada 24 h. Los cadáveres

se retiraron diariamente hasta concluidos los ensayos.

INHIBICIÓN DE LA METILACIÓN EN MOSQUITOS A. ALBIMANUS

Todos los  tratamientos  tuvieron  una  duración  de 72  h  retirándose  6  h  previas  a  la

hemoalimentación o alimentación con parásitos (ver Anexo 1; adultos, preparación de

mosquitos). Hembras A. albimanus de 2 días posteriores a la emergencia (dpe) fueron

alimentadas durante 2 h con  solución preparativa que consiste en sacarosa al 8%,

PABA al 0.05% (p/v) y PSN. Posteriormente se sustituyó la solución preparativa y se

iniciaron los  tratamientos de inhibición  de la  metilación mediante la  alimentación  ad

libitum en almohadillas de algodón humedecidas con azacitidina (50 µM) o decitabina

(50 µM) en 10 ml de solución preparativa. Se reemplazaron las almohadillas de algodón

con el tratamiento cada 24 h. Cumplidas las 72 h de tratamiento, se tomaron muestras

de intestino para la evaluación de los efectos del tratamiento de inhibición (ver Anexo 1;

toma de muestras). En todos los experimentos se retiraron los cadáveres y se cuantificó

la supervivencia cada 24 h hasta su conclusión.
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EFECTO DE AZACITIDINA EN LA SOBREVIVENCIA Y DESARROLLO DE P. BERGHEI

Los cultivos de ooquistes se realizaron con base en la metodología de Recio-Tótoro

(Recio-Tótoro  2015).  Para  determinar  si  la  azacitidina  afecta  la  supervivencia  o  el

desarrollo  del  parásito,  los  oocinetos  se  purificaron  para  cultivarse  en  presencia  de

azacitidina (50 µM).

Se utilizaron PBS y H2O2 1 mM de como controles. Los oocinetos se purificaron

mediante su adhesión a un gel de matriz extracelular (gel ECM) y posterior eliminación

de las células contaminantes en el cultivo (i. e. eritrocitos y otras etapas de parásitos)

con lavados de PBS. Las purificaciones se realizaron en cubreobjetos recubiertos con

20 µl de gel ECM diluido 1/3 con medio MEM. Los cubreobjetos se colocaron en placas

de cultivo de 24 pozos y se añadió 500 µl de cultivo de oocinetos P. berghei ANKA-GFP

con 400 oocinetos / μl. Después de 4 h de incubación a 19-20°C, los cubreobjetos se

lavaron con 2 ml de PBS y se colocaron en pozos para su posterior cultivo (27). Para

permitir la formación de ooquistes, los parásitos se cultivaron a 19-20°C en medio Schn-

Ooq que consiste en medio para insectos de Schneider a pH 6.8 suplementado con 23.8

mM de bicarbonato de sodio, 3.68 mM de hipoxantina, PSN, 44 µM de PABA, 0.2% de

lípidos / colesterol y 15% de FBS (28). Posteriormente se realizaron los conteos totales

de  oocinetos  por  pozo  (tiempo  cero)  en  un  microscopio  de  epifluorescencia  (Nikon

ECLIPSE TS 100) y se inició el tratamiento con azacitidina (50 µM). La sobrevivencia y

el desarrollo del parásito se determinaron con microscopía de fluorescencia a las 0, 12,

36 y 72 h de cultivo.

INFECCIONES DE MOSQUITOS A. ALBIMANUS CON P. BERGHEI 

INFECCIONES

Las  infecciones  se  realizaron  con  la  metodología  de  alimentación  de  membrana

estándar (Churcher et al. 2012). Todos los experimentos se realizaron con  P.berghei

ANKA-GFP propagado en ratón BALB/C (<8 pases), con parasitemias entre el 15-25% y

> 7 centros de exflagelación por campo de visión a 400X. Los oocinetos se contaron en

una cámara de Neubauer y el cultivo se centrifugó a 2000 rpm durante 5 min a 19°C. El

sedimento de oocinetos se resuspendió a una concentración P.berghei ANKA-GFP final
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de 400 oocinetos / μlcon SFBdc para las alimentaciones. Como control, se prepararon

cultivos simulados bajo las mismas condiciones con la sangre de ratones no infectados.

Los mosquitos hembra de 5 dpe permanecieron en ayuno durante 6 h y posteriormente

se alimentaron durante 30-60 min con P.berghei ANKA-GFP (400 oocinetos / μl)o cultivo

control,  a  una  temperatura  de  37ºC  en  un  recirculador.  Hembras  alimentadas

parcialmente  o  sin  alimentar,  fueron  excluidas  de  los  experimentos  (ver  Anexo  1;

preparación de mosquitos y manejo de mosquitos infectados).

PREVALENCIA,  ABUNDANCIA,  INTENSIDAD Y EFICIENCIA DE LAS INTERVENCIONES

EN EL BLOQUEO DE LA TRANSMISIÓN DE LA INFECCIÓN 

La  evaluación  de  la  infección  se  midió  3  días  posteriores  a  la  infección  (dpi).  Se

disecaron  intestinos  medios  en  PBS de  30  mosquitos  hembra  y  se  observaron  los

ooquistes  P.berghei  ANKA-GFP por microscopía de fluorescencia (microscopio Leica

DM1000  con  una  lámpara  de  mercurio  y  el  filtro  Leica  H3)  (ver  Anexo  I).  Se

determinaron la prevalencia, la abundancia y la intensidad de las infecciones de tres

experimentos independientes. La eficiencia del bloqueo de la transmisión (por sus siglas

en inglés TBIs; Transmission blocking interventions) se calculó con la siguiente fórmula

de Churcher, et al. (2012)(Churcher et al. 2012):

Eficiencia=
C−E
C

X 100

donde C es la media de la prevalencia (o la intensidad de infección) en el grupo control y

E es la media de la prevalencia (o la intensidad de infección) en el grupo experimental.

ADN GENÓMICO Y ARN

EXTRACCIÓN

El  ADN  genómico  se  extrajo  de  30  intestinos  por  muestra  (ver  Anexo  1;  toma  de

muestras). Las muestras se incubaron en 744 µl de solución de lisis (10mM deTris.CL a

pH 8. 0, 0.1M de EDTA a pH 8.0 y 0,5% de SDS) y 13 µl de proteinasa K (20 mg/ml)
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toda la noche a 55 ºC. Después de agregar 13 µl de RNAasa (4 mg/ml) y mezclar por

inversión 20 s, las muestras se incubaron durante 15 minutos a 37°C. Las proteínas se

precipitaron con 248 µl de acetato de amonio 3 M durante 10 min a 4°C y se centrifugó a

13000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se colectó la fase acuosa para colocarla en un

tubo nuevo y el ADN se precipitó con un volumen de isopropanol e incubación durante

10 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Las muestras se lavaron con dos volúmenes de etanol  al  75% y se centrifugaron a

13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El ADN se resuspendió en agua desionizada pura

de alta calidad (dpac).

El  ARN se  extrajo  empleando  el  protocolo  TRIzol  (Thermo Fisher  Scientific).  Se

colectaron 30 intestinos por  muestra y  se incubaron en 500 µl  de TRIzol  durante 5

minutos a temperatura ambiente. Después de agregar 100 µl de cloroformo y mezclar

por  inversión  20  s,  las  muestras  se  incubaron  3  min  a  temperatura  ambiente  para

centrifugarse posteriormente a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se colectó la fase

acuosa y trasladó a un tubo nuevo. El ARN se precipitó con un volumen de isopropanol

durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 13000 rpm durante 15 minutos a

4°C. Las muestras se lavaron con dos volúmenes de etanol al 75% y se centrifugaron a

13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El ARN se resuspendió en agua dpac.

La concentración  de ADN y  ARN se determinó a  través de una absorbancia  de

260/280 nm y 260/230 nm (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific). La integridad del

ADN y el ARN se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Alícuotas de

las muestras se almacenaron a -20 ° C hasta su posterior uso.

SÍNTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO Y PCR

TRATAMIENTO CON ADNSA. A extractos de ARN (1µg en 8 µl de agua dpac) se adicionó 1

µl de tampón para ADNsa 10X y se trataron con 1 unidad de ADNsa I. La reacción se

incubó durante 30 min / 37ºC y posteriormente se adicionando 1 µl de EDTA 50 mM.
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SÍNTESIS DE ADNC. A 1µg de ARN tratado con ADNsa I se le adicionó 1 µl de Oligo dT

(500 ng/µl) e incubó durante 10 min/70º C. Posteriormente se agregaron 10 µl de la

mezcla maestra (10 mM de dNTP’s; 0.1 mM de DTT; 20U de inhibidor de ARNsa;

tampon de transcriptasa reversa 5X y agua libre de ARNsas) y se mezcló por pipeteo.

Se agregó 1 µl de M-MLVRT (200U/ µl) e inició y mantuvo la reacción durante 1 h /

42ºC. La reacción se detuvo colocándola a 4ºC.

PCR. Los genes dnmt2, tet2 y s7 se amplificaron en reacciones de 12.5 µl con 10 ng

de ADNc, 0.5 µM de cada oligonucleótido (Tabla S1), 1 µM de dNTP, 1.25 mM de

MgCl2, tampón DreamTaq Green (con 2 mM MgCl2) y 1.25 U de enzima DreamTaq

Green DNA pol.  Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador B100-RAD

T100™ utilizando el siguiente programa: 95ºC / 2 min; (95ºC / 30 s; 60ºC / 30 s; 72ºC /

40 s) 35 X; 72ºC / 5 min. Los productos de PCR (dnmt2: 100 pb; tet2: 113 pb; s7: 105

pb) se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE.

QPCR. Los  genes  dnmt2,  tet2,  ctl4,  ctl6,  lrim1,  tep15,  duox,  ppo1,  frep3  y  s7  se

amplificaron en reacciones de 10 µl, de la siguiente manera: las mezclas de 5 ng de

cADN, 0.25 µM de cada oligonucléotido (Tabla S1), agua y MasterMix SYBR Green (con

2.5 mM de MgCl2) se cargaron en placas de 96 pozos en un termociclador ViiA™ 7

(Applied Biosystems). Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 95ºC / 2

min; (95 ºC / 30 s; 60 ºC / 30 s; 72 ºC / 30 s) 40 X; 72 ºC / 5 min. Los productos de PCR

se visualizaron en gel  de  agarosa al  2% en TBE.  La eficiencia de  amplificación se

determinó con LinRegPCR. Los datos se normalizaron a la amplificación del gen S7.

PCR LARGO Y SECUENCIACIÓN DEL GEN DNMT2. El  gen  dnmt2,  incluidas las regiones

promotora y UTR 5' y 3', se amplificó a partir de ADN genómico de intestino medio de

mosquitos. La amplificación de dnmt2 se realizó en mezclas de 50 µl con 100 ng de

cADN, 0.5 µM de cada oligo (Tabla S2), 1 µM dNTP’s, 2.5 mM de MgCl2, tampón Long

PCR y 2 U de Long PCR Enzyme. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

termociclador T100 ™ (BIO-RAD) en las siguientes condiciones: 95ºC / 2 min, (95 ºC /

20 s, 58 ºC / 20 s, 72 ºC / 2 min) 40 X; 72 ºC / 5 min. El producto de PCR de dnmt2

(2067 pb) se visualizó por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TBE. La banda

de  PCR  se  purificó  del  gel  siguiendo  las  especificaciones  del  kit  de  extracción

GeneJET. Después de la purificación, se cuantificó el amplicón en un NanoDrop 2000 y
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se secuenció en la Unidad de síntesis y secuenciación del Instituto de Biotecnología-

UNAM.

DIGESTIÓN CON LA ENZIMA DE RESTRICCIÓN HPAII 

El ADN genómico del  intestino (1 µg) de mosquitos hembra (ver Anexo I;  toma de

muestras) se digirió con 1 unidad de HpaII en tampón Fast Digest durante 1 h a 37 ºC

en un baño seco (Corning LSE Digital Dry Bath). Los productos de digestión de ADN se

visualizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE.

DOT BLOT

Se inmunodetectó 5mC en ADN genómico de intestino de mosquitos hembra mediante

con un anticuerpo anti-5mC (Zymo research, A3001-200). Se incubaron diluciones en

serie (1 µg, 500 ng, 250 ng, 125 ng, 75 ng y 37.5 ng) de ADN en citrato de sodio salino

(SSC) 6X en un volumen final  10  µl  de  durante  10 minutos  a  100 ºC.  La  mezcla

resultante se clarificó por  centrifugación a 13 000 rpm durante 30 s a temperatura

ambiente y se complementó con 10 µl de de SSC 20X. Las muestras se colocaron gota

a gota en una membrana de nitrocelulosa humedecida con SSC 20X y se incubaron 10

min a temperatura ambiente. La membrana se transfirió a 1,5 M de NaCl / 0,5 M de

NaOH durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se neutralizó con 1,5 M de NaCl /

0,5 M de Tris-Cl pH 7 durante 10 min a temperatura ambiente. La membrana se secó y

el ADN se fijó con luz UV (254 nm) durante 45 s. Después de lavar la membrana tres

veces con PBS / Tween20 al 0,1% (4 ml /  cm2) durante 10 minutos a temperatura

ambiente, se bloqueó con leche en polvo sin grasa al 5% en PBS / Tween20 al 0,5% a

4°C en agitación horizontal durante toda la noche. La membrana se lavó tres veces en

agitación con PBS / Tween20 al 0,1% durante 10 min y se incubó con anticuerpo anti-

5mC (Zymo research, A3001-200) en solución de bloqueo con leche en polvo sin grasa

al 1% en PBS / Tween20 al 0,5% durante 2 h en agitación a temperatura ambiente.

Después de cuatro lavados más con PBS / Tween20 al 0,1%, la membrana se incubó

con  αPRP  (1:1000;  GERPN2108  -  ECL™  Western  Blotting  Analysis  System)  en
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solución de bloqueo con leche en polvo sin grasa al 1% en PBS / Tween20 al 0,5%

durante  2 h en  agitación  a  temperatura ambiente.  Después de cuatro lavados con

PBS  /  Tween20  al  0,1%,  se  reveló  por  quimioluminiscencia  siguiendo  las

especificaciones  del  proveedor  de  GERPN2108 -  ECL™ Western  Blotting  Analysis

System en una película KODAK BioMax Light.

HPLC-FLD

La metilación en ADN y ARN se cuantificó por HPLC con base en la metodología de

Lopez-Torres,  et  al  (2011) (Lopez Torres et al.  2011)  con modificaciones menores.

HIDRÓLISIS. El ADN genómico de intestino de mosquito hembra fue digerido con ADNsa

I y nucleasa S1 en 50 µl con las siguientes concentraciones finales: 2 µg de ADN

genómico; 20 mM de CH3COOH, 20 mM de glicina; 5 mM MgCl2; 0.5 mM de ClZn; 0.2

mM ClCa;  2U de ADNsa I;  0.2 U de Nucleasa S1.  Las reacciones se mantuvieron

durante toda la noche a 37ºC. El ADN digerido se calentó durante 5 min a 95°C y se

enfrió rápidamente a 4ºC. Se adicionó NaOH (final 10 mM) y fosfatasa alcalina (final

0.2 U) y se incubó durante 2 h a 37ºC. Para la digestión de ARN, se usaron ARNasa H

y nucleasa P1.

DERIVATIZACIÓN.  Las muestras de ADN y ARN se aforaron a un volumen de 60 µl con

agua  desionizada  y  se  evaporaron  en  un  SpeedVac  SC110  (Savant)  ajustado  en

calentamiento  durante  30  minutos.  Las  muestras  se  reconstituyeron  en  130  µl

dimetilformamida (DMF) y 5 µl de CH3COOH al 100%. Los nucleósidos se derivatizaron

con 20 µl de bromoacetofenona (0.5 M en DMF) y Na2SO4 durante 90 minutos a 80°C en

oscuridad.

CROMATOGRAFÍA. El  análisis  por  HPLC se realizó  en un equipo Agilent  Series  1100

utilizando una columna Agilent Sorbax C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) y una precolumna

Supelco. Las muestras se diluyeron 1 : 1 en agua y el volumen de inyección fue de 20

µl. La temperatura de la columna se mantuvo a 28°C y se utilizaron cuatro fases móviles

diferentes: acetonitrilo (A), 0.4% m/v de TFA (B), metanol (C) y agua (D). La separación

se llevó a cabo a un flujo de 0,4 ml / min con el siguiente programa: 0-2 min 5% A, 13%

B, 20% C y 62% D; 4-12 min 10% de A, 13% B, 28% C y 49% D; 14-19 min 12% A, 13%
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B, 28% C y 47% D; 20-23 min 15% A, 13% B, 60% C y 12% D; 25 min 5% A, 13% B

20% C y 62% D. Los nucleósidos derivatizados se  detectaron fluorométricamente  a

longitudes de onda de excitación / emisión de 306 / 378 nm.

ACTIVIDAD DE FENOLOXIDASA

La actividad de fenol oxidasa (PO) se midió siguiendo la metodología de Li, et al. (2012)

(X. Li et al. 2012) con adaptaciones. Se maceraron 30 mosquitos hembra en 500 µl PBS

frío durante 1 min a 4°C y se centrifugaron a 10000 g durante 10 minutos a 4°C. Se

colectaron los supernadantes y se colocaron 20 µl en placas de 96 pozos por duplicado

para evaluar la enzima activa, la enzima total,  la inhibición enzimática, así como los

controles de auto-oxidación y los blancos correspondientes. Para cuantificar la actividad

de enzima total, se activó pro-fenol oxidasa (PPO) con 10 µl de isopropanol al 100%.

Para inhibir la enzima, se añadieron 10 µl de feniltiourea 1 mM y se usaron 10 µl de PBS

para medir  la actividad de enzima activa basal.  Las muestras se incubaron 5 min a

temperatura  ambiente  para  activar  o  inhibir  a  la  PPO.  Para  iniciar  el  ensayo,  se

añadieron 80 µl de L-DOPA 10 mM y se incubaron durante 10 minutos a temperatura

ambiente  en  oscuridad.  Se  incluyeron  controles  de  auto-oxidación  (solo  L-DOPA)  y

blancos (mosquitos macerados). La actividad de PO se midió cada minuto durante 30

minutos a 490 nm en un lector de microplacas (ELISA iMark ™, BIO-RAD).

CUANTIFICACIÓN DE NITRITOS Y NITRATOS

Los  nitritos  y  nitratos  se  evaluaron  mediante  el  ensayo  de  Griess  siguiendo  la

metodología de Miranda et al. (2001) (Miranda, Espey, y Wink 2001). Se maceraron 30

mosquitos hembra en 500 µl PBS frío durante 1 min a 4°C y se centrifugaron a 10000 g

durante  10  minutos  a  4°C.  Se  colectaron  los  supernadantes  y  se  centrifugaron

nuevamente a 10000 g durante 10 minutos a 4°C. Las proteínas se eliminaron de 250

µl de cada muestra mediante la adición de 1/10 del volumen de ZnSO4 (0.15 g / mL en

0.055 N de NaOH) y la agitación vigorosa durante 1 min. Las muestras se centrifugaron

a 10000 g durante 10 minutos a 4°C y se colocaron 30 µl del supernadante en placas
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de 96 pozos para el  ensayo de Griess.  La concentración de proteína se cuantificó

antes y después de la desproteinización en un espectrofotómetro NanoDrop 2000.

NITRITOS Y ESTÁNDAR. Se agregaron 30 µl de PBS e inmediatamente se adicionaron 30

µl de Sulfanilamida (1% m/v en 2.5% H3PO4 v/v) y 30 µl de NED (0.1% m/v en 2.5%

H3PO4 v/v).

NITRATOS. Se agregaron 30 µl de VCl3 (8 mg/ml en 1 N de HCl;) e inmediatamente se

adicionaron 30 µl de Sulfanilamida (1% m/v en 2.5% H3PO4 v/v) y 30 µl de NED (0.1%

m/v en 2.5% H3PO4 v/v). 

Se realizó una curva estándar con NaNO2 de 0 a 50 µM en un volumen de 30 µl.

Las reacciones se  incubaron durante  15 min  a  temperatura  ambiente.  Se realizó  la

lectura a 490 nm y 630 nm en un lector de microplacas (ELISA iMark™, BIO-RAD).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datos se analizaron con el software estadístico Prism 6. La supervivencia de larvas,

adultos y parásitos se analizó mediante la prueba Mantel-Cox. El crecimiento de las

larvas se analizó con la prueba de Kruskal-Wallis y de comparación múltiple de Dunns.

Los parámetros  de  infección  se  analizaron  mediante  las  pruebas  de  Mann-Whitney,

Kruskal-Wallis  y  de  comparaciones  múltiples  de  Dunn.  Los  resultados  de  PCR,

cromatografía, PO y NO se analizaron mediante la realización de una prueba t de dos

colas o ANOVA, seguida de una prueba de comparación múltiple de Tukey.

DISEÑO EXPERIMENTAL Y DATOS ADICIONALES 

Para detalles de selección, manejo y toma de muestras de mosquitos ver Anexo I. Para

especificaciones de materiales y reactivos ver Anexo II. Para preparación de soluciones

de trabajo y de almacenamiento ver Anexo III.
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FIGURA S1
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Figura S1. Identificación in silico del gen candidatodnmt2.

(A) Representación esquemática del  gen  dnmt2.  El  gen  dnmt2 está localizado en el

SuperContig KB672468: 4,759,720 - 4,761,021; anotado como AALB003610. Este gen

está constituido por dos exones que forman un transcrito final de 1.236 pb que codifica

una proteína de 344 aminoácidos. La región carboxilo terminal de la proteína presenta

un dominio de (citosina-C5)-metiltransferasa (IPR001525).

(B)  Múltiples alineamientos de las proteínas de la familia DNMT2. Se analizaron los

motivos conservados de DNMT2 (I, II, IV, V, VI, VII, VIII, CFT, IX y X) en  Anopheles

albimanus,  Anopheles  gambiae,  Aedes  aegypti,  Drosophila  melanogaster,  Mus

musculus y Homo sapiens. Los aminoácidos están marcados en color de acuerdo a sus

propiedades  en  ClustalW,  Los  números  de  acceso  están  anotados  después  de  la

anotación de la especie. 
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FIGURA S2

Figura. S2. Identificación in silico del gen candidatotet2.
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(A)  Representación  esquemática  del  gen  tet2.  El  gen  tet2 está  localizado  en  el

SuperContig KB672286; identificado como AALB005657. Está constituido por 11 exones

que produce un ARNm de 6.153 pb que codifica una proteína de 2.050 aminoácidos. La

proteína putativa muestra el  motivo catalítico canónico de dioxigenasa 2-oxoglutarato

(2OG) dependiente de Fe(II) (2OGFeDO) (IPR024779) (Fig. 2A.2 y Fig. S4). El dominio

catalítico de las enzimas TET realiza la  modificación del  ácido nucleico a través de

oxidaciones que conducen a la eliminación de la 5mC y la generación concomitante de

hidroximetil-citosina  (5hmC),  o  la  oxidación  adicional  y  formación  de  5-formilcitosina

(5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC).

(B)  Múltiples alineamientos de las proteínas de la familia TET2. Se analizó  el motivo

conservado 2OGFeDO en Anopheles albimanus, Anopheles gambiae, Aedes albopictus,

Drosophila  melanogaster,  Mus  musculus y  Homo  sapiens.  Los  aminoácidos  están

marcados en color de acuerdo a sus propiedades en ClustalW, Los números de acceso

están anotados después de la anotación de la especie.
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FIGURA S3

Figura S3. Identificación in silico del gen candidatombd. 
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(A)  Representación  esquemática  del  gen  mbd.  El  gen  mbd está  localizado  en  el

SuperContig KB672286 de 16,080,137 - 16,083,522 e identificado como AALB005086.

Contiene 2 exones que generan un ARNm de 3,324 bp codificante para una proteína de

1,107 aa. El gen contiene la secuencia del dominio específico de la familia de proteínas

de unión a metil-CpG en el ADN (MBD) de alrededor de 70 aminoácidos (IPR001739)

así como un dominio de dedo de Zinc de tipo C2CH (IPR006612) y un dominio de dedo

de zinc de tipo PHD (IPR001965) (Fig1A; fig 1S.3) Las proteínas MBD contienen un

dominio de unión a metil CpG que les confiere gran afinidad por sitios CpG metilados y

poseen un dominio de represión transcripcional  (TRD) que les permite  unirse a una

variedad de complejos represores.

(B)  Múltiples  alineamientos  de  las  proteínas  de  la  familia  MBD.  Se  analizaron  los

motivos conservados de  MBD (THAP, TUDOR, MBD, PHD) en  Anopheles albimanus,

Anopheles gambiae,  Aedes aegypti y Drosophila melanogaster. Los aminoácidos están

marcados en color de acuerdo a sus propiedades en ClustalW, Los números de acceso

están anotados después de la anotación de la especie.
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FIGURA S4

Figura S4.  Detección de 5mC en ARN  de intestinos de mosquitos tratados con

azacitidina.

Mosquitos  adultos  de  2  dpe  de  de la  cepa  parental  Tapachula  fueron  tratados con

azacitidina (50  μM) durante 72 h. 1μg de ARN total de intestino de 30 mosquitos por

grupo  fue  derivatizado  con  2-bromoacetofenona  y  detectado  fluorométricamente  a

306/378 nm exitación/emisión mediante HPLC-FLD.

106



FIGURA S5

Figura S5. Diferencias en la abundancia media y en la prevalencia de la infección

parasitaria entre los fenotipos Blanco y Café a través de diez generaciones.

Representación de la  diferencia media de la abundancia de la infección (línea negra

sólida) y de la diferencia de la prevalencia de la infección (línea negra sólida) entre los

fenotipos  Blanco  y  Café  en  10  generaciones  sucesivas.  Hembras de  5  días  post-

emergencia (dpe) fueron alimentadas con 400 oocinetos/μl y tres días post-alimentación

se  determinaron  los  parámetros  de  infección  intestinal mediante  microscopia  de

fluorescencia.
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FIGURA S6

Figura S6. Efecto de la inhibición de la metilación sobre la carga de ooquistes de

Plasmodium en los fenotipos Blanco y Café.

Mosquitos adultos de 2 dpe de ambos fenotipos fueron tratados con azacitidina (50 μM)

durante 72 h y  alimentados con 400 oocinetos/μl. Tres días después del reto con  P.

berghei se  determinó  la  carga  de  ooquistes  intestinales  en  los  mosquitos  tratados

fenotipo Blanco (B+A) y fenotipo Café (C+A). Prevalencia, intensidad y abundancia de la

infección  con  P.  berghei.  Tres experimentos  independientes  con  30  mosquitos  por

grupo.  ****p< 0.0001. Prueba de  Kruskal-Wallis y prueba de comparación múltiple de

Dunn.
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FIGURA S7

Fig.  S10. Alineamientos múltiples de las secuencias de  dnmt2  de los fenotipos

Blanco y Café comparados con la secuencia de referencia de A. albimanus.

El fondo coloreado denota una identidad ≤ 66 %.
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TABLA 1
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TABLA 2
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TABLA 3

Tabla 3. Oligonucleótidos usados para las amplificaciones por qPCR.
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TABLA 4

Tabla 4. Oligonucleótidos usados para el PCR largo y secuenciación.
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ANEXO I

ANOPHELES ALBIMANUS WIEDEMANN (1820)

CONDICIONES DE MANEJO DE A. ALBIMANUS 

CONDICIONES DE INSECTARIO: temperatura de 28 a 30 °C; humedad relativa de 70 a 80

%; ciclos de oscuridad/luz de 12 h/12 h.

CONDICIONES EXPERIMENTALES: temperatura de 19 a 20 °C; humedad relativa de 70 a

80 %; ciclos de oscuridad/luz de 12 h/12 h.

SELECCIÓN DE FENOTIPOS DE A ALBIMANUS

La cepa Tapachula fue la cepa parental del cual se seleccionaron los fenotipos. Los

fenotipos Blanco y Café se seleccionaron y se separaron en la etapa pupal con base en

la presencia o ausencia de una franja blanca en el dorso. Los fenotipos intermedios con

una franja blanca borrosa o un color de cuerpo verde se descartaron. Los fenotipos se

mantuvieron  separados  durante  20  generaciones  durante  el  transcurso  de  los

experimentos.  Los  fenotipos  recurrentes  se  depuraron  sistemáticamente  cada

generación.

MANEJO DE A. ALBIMANUS 

ETAPA LARVARIA. Las fases larvarias se colocaron en palanganas de (30 x 55) cm, con

2 cm de profundidad de agua corriente previamente reposada, a una densidad de ≈

200 individuos por palangana y se mantuvieron durante (9 ó 10) d hasta la transición a

la  fase  de  pupa.  Se  alimentaron  dos  veces  al  día  con  alimento  pulverizado  y

esterilizado a base de croquetas para gato. Diariamente se ajustó el nivel de agua de

las palanganas a 2 cm de profundidad.
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ETAPA PUPAL. Las pupas fueron colectadas con pipetas de transferencia de plástico y

colocadas en contenedores plásticos de 7.5 cm de diámetro por 4 cm de alto con agua

corriente reposada (aproximadamente 2 cm de profundidad) a una densidad de ≈ 200-

300  individuos,  para  mantenerse  dentro  de  contenedores  para  adultos  hasta  su

emergencia.

ADULTOS.  Hembras  y  machos  adultos  se  mantuvieron  a  una  densidad  de  200

individuos en contenedores de 30 cm de diámetro y 15 cm de alto, con tapa de tela de

tul para la alimentación y una entrada de manga de tela de tul lateral para permitir la

introducción y retiro de los contenedores de pupas, de ovoposición y mosquitos.

ALIMENTACIÓN.  En almohadilla de algodón estéril, agregar 10 ml solución sacarosa al

8% en almohadillas de algodón cada 24 h  ad libitum para alimentar ~200 mosquitos

hembra  A. albimanus,  durante 24h.  OVIPOSICIÓN.  Los mosquitos fueron alimentados

con  sangre  de  conejo  a  37°C  a  través  de  una  membrana  de  alimentación.  Se

proporcionaron  vasos  de  oviposición  48  h  después  de  la  hemoalimentación.  Los

huevos se recogieron después de 24 h y se dejaron eclosionar antes de transferirlos a

las bandejas de plástico.

PREPARACIÓN DE MOSQUITOS

Grupos  de  200  hembras  de  dos  días  posteriores  a  la  emergencia  (dpe)  fueron

seleccionadas y colocadas cuidadosamente a través de un tubo acoplado a un filtro y a

una manguera con boquilla para aspirarlos mediante succión, para formar los grupos a

evaluar: Café (C); Café + azacitidina (CA); Café + decitabina (CD); Blanco (B); Blanco +

azacitidina (BA);  y  Blanco + decitabina (BD). Los mosquitos fueron alimentados con

almohadillas de algodón estériles empapados con una solución azucarada (10 ml de

solución con sacarosa al 8 %, ácido paraminobenzóico (PABA) al 0.05% y penicilina,

estreptomicina y neomicina, (PSN) cada 24 h ad libitum, permaneciendo en condiciones

experimentales hasta finalizar los ensayos. En todos los experimentos se retiraron los

cadáveres y se cuantificó la supervivencia cada 24 h hasta su conclusión.
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MANEJO DE MOSQUITOS INFECTADOS

Para corroborar la presencia y viabilidad del parásito en el cultivo post-alimentación y en

el lumen intestinal, se tomaron dos muestras del cultivo y 10 intestinos de mosquitos

seleccionados  aleatoriamente  y  observarlos  por  fluorescencia.  Solo  las  hembras

completamente alimentadas se mantuvieron en condiciones experimentales a 19-20°C y

70-80% de humedad relativa, en un ciclo de luz / oscuridad de 12/12 h. Los mosquitos

infectados  y  controles  fueron  alimentados  ad  libitum con  almohadillas  de  algodón

humedecidas con una solución de sacarosa al 8% y PABA al 0.05% hasta finalizar los

ensayos.  Los  grupos  de  mosquitos  se  usaron  para  los  ensayos  únicamente  si  la

prevalencia de infección en el grupo control fenotipo blanco susceptible fue superior al

80%.

TOMA DE MUESTRAS

DISECCIÓN DE INTESTINO MEDIO DE MOSQUITOS

Las  hembras  fueron  anestesiadas  en  frío  durante  15  min  a  4ºC  y  se  coloraron

dorsalmente  en  laminillas  con  PBS  frío  para  disecar  los  intestinos.  Se  disecaron

intestinos medios y se realizaron incisiones longitudinales para lavar y eliminar cualquier

resto  del  contenido  intestinal  con  agua  fría  desionizada  pura  de  alta  calidad.  Cada

muestra con 30 tejidos se almacenó a -20ºC hasta su posterior uso.

ESPECIFICACIONES

1. Se realizaron tomas de muestra de intestinos de 30 hembras por grupo en los

siguientes condiciones: hembras de 5 dpe (control), hembras de 5 dpe con 72 h

de tratamiento de inhibición de la metilación (tiempo: 0 h) y hembras de 6 dpe con

24 h post-infección o hemoalimentación (tiempo: 24 h).

2. En el caso de los ensayos de mosquitos infectados, estos se infectaron seis h

después de concluir los tratamientos de inhibición.

3. La disección de los intestinos medios destinados a las extracciones de ADN o

ARN,  se  realizaron  en  mosquitos  hembra  de  5  dpe  (después  de  72  h  de
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tratamiento  con  inhibidores)  y  de  6  dpe  (24  h  después  de  la  infección  o

hemoalimentación).

4. Las muestras de mosquitos infectados se procesaron para la extracción de ADN

o ARN una vez confirmada la infección 3 días posteriores a la infección (dpi). Las

muestras se almacenaron a -20ºC hasta su posterior uso.

INHIBICIÓN DE LA METILACIÓN EN LA ONTOGENIA DE A. ALBIMANUS

Posterior a la selección de los fenotipos de A. albimanus por más de 20 generaciones,

se  colectaron huevecillos  provenientes  del  fenotipo  Blanco y  del  fenotipo  Café  para

supervisar  la  eclosión  de  los  mismos.  Cien  larvas  recién  emergidas  (L1)  de  cada

fenotipo se colocaron cuidadosamente en placas de seis  pozos con 10 ml  de agua

destilada y permanecieron durante 1 h en quietud. Se inició el tratamiento con 50 µM de

azacitidina  en  condiciones  experimentales hasta  concluir  los  ensayos.  Se  evaluó  la

sobrevivencia y el crecimiento larvario cada 24 h a través de la observación directa de la

placa y la medición de la longitud cefálica-caudal en un microscopio estereoscópico con

micrómetro  ocular.  Las dosis  de  azacitidina  se  realizaron cada 48  h,  reemplazando

siempre el  pozo en el  que se encontraban las larvas para evitar la acumulación del

fármaco. Los cadáveres se retiraron diariamente hasta concluidos los ensayos.
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ANEXO II

SOLUCIONES DE TRABAJO

Solución para alimentación: Disolver, con agitador magnético, 80g de fructosa y 0.5 g de

ácido  paraminobenzóico  (PABA)  en  900  ml  de  agua  desionizada.   Aforar  a  1  L.

Esterilizar y almacenar a 4ºC hasta por 1 semana.

Solución para  alimentación  con antibiótico:En 9.894 ml  de solución  de alimentación,

agregar 6.25 μl de gentamicina (80 mg/ml) y 100 μl de PSN (Penicilina, estreptomicina,

neomicina; 100X), para 24 h.

Tratamiento con Azacitidina (25  μM):  Agregar 25  μl de Azacitidina 10 mM fresco en

9.975 ml de solución para alimentación con antibióticos.

Tratamiento con Azacitidina (50  μM):  Agregar 50  μl de Azacitidina 10 mM fresco en

9.950 ml de solución para alimentación con antibióticos.

Tratamiento con Azacitidina (75  μM):  Agregar 75  μl de Azacitidina 10 mM fresco en

9.925 ml de solución para alimentación con antibióticos.

Tratamiento con Decitabina (50  μM):  Agregar 50  μl  de Decitabina 10 mM fresco en

9.950 ml de solución para alimentación con antibióticos.

SOLUCIONES DE ALMACENAMIENTO

Peróxido de hidrógeno (H2O2: Sigma 30% (w/w)): Tomar (1/12) 83.3 μl de H2O2 12 M y

aforar con 916.7 μl de PBS estéril a 1 ml para obtener una solución 1 M; almacenar las

alícuotas a 2-8ºC en oscuridad. SOLUCIÓN DE TRABAJO: agregar 10 μl de H2O2 1 M en 990

μl de PBS y mezclar por inversión para obtener una solución 10 mM.  Preparar antes de

su uso.
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Azacitidina (Sigma; wt: 244.2): Pesar 0.244 g de Azacitidina y disolver en 1 ml de ácido

acético:  H2O2 DEPC (1:1)  v/v  estéril  para  obtener  una  solución  1  M.  SOLUCIÓN DE

TRABAJO: Agregar 10 μl de Azacitidina1M en 990 μl de PBS y mezclar por inversión para

obtener una solución 10 μM. Preparar antes de su uso.

Decitabina (Sigma; wt: 228.2) Pesar 0.288 g de Decitabina y disolver en 1 ml de ácido

acético:  H2O2 DEPC  (1:1)  v/v  estéril  para  obtener  una  solución  1M.  SOLUCIÓN DE

TRABAJO: Agregar 10 μl de Decitabina1M en 990 μl de PBS y mezclar por inversión para

obtener una solución 10μM. Preparar antes de su uso.

Gentamicima: Alícuotas de 1ml, solución de almacenamiento a 80 mg/ml y almacenar a

-20ºC. Concentración de uso: 50 mg/ml.

Penicilina/Estreptomicina/Neomicina (PSN): Disolver el liofilizado en 100 ml de solución

salina 9 mg/ml, hacer alícuotas en 10 ml y almacenar a -20ºC.

Solución salina: Pesar 900 mg de NaCl, disolver en 80 ml de agua desionizada y aforar

a 100 ml. Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

Solución CH3COOH:H2O DEPC: Agregar poco a poco, 2.5 ml de ácido acético 100% en

2.5 ml de H2O2 DEPC estéril. Filtrar y almacenar. Preparar en fresco. 
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ANEXO III

MATERIALES Y REACTIVOS

ALIMENTACIÓN

Sacarosa  (Molecular  Probes);  ácido  paraminobenzóico  (PABA;  Sigma-Aldrich),

Penicilina, Estreptomicina y Neomicina, (PSN; Molecular Probes).

CRECIMIENTO DE FASES MEROGÓNICAS DE P. BERGHEI

Pirimetamina (Sigma-Aldrich); solución criopreservante; 28 % v/v de glicerol, 4.2 % p/v

de sorbitol y NaCl a 111.22 mM); giemsa(Sigma-Aldrich); heparina (Sigma-Aldrich).

CULTIVO DE OOCINETOS P. BERGHEI

Fenilhidrazina (Sigma-Aldrich); medio RPMI-Ooc (RPMI 1640 (Gibco); suero fetal bovino

descomplementado por calor (SFBdc; Gibco).

TRATAMIENTOS DE INHIBICIÓN DE LA METILACIÓN

Azacitidina (Sigma-Aldrich); decitabina (Sigma-Aldrich).

EFECTO DE AZACITIDINA SOBRE P. BERGHEI

Azacitidina (Sigma-Aldrich); H2O2(Sigma-Aldrich); gel ECM (Sigma-Aldrich); medio MEM

(Gibco); Schn-Ooq (Schneider a pH 6.8 suplementado con 23.8 mM de bicarbonato de

sodio, 3.68 mM de hipoxantina, PSN, 44 µM PABA, 0.2% de lípidos / colesterol (Gibco).
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AISLAMIENTO DE ADN Y ARN

Tris-HCl  (New  England  Biolabs);  EDTA  (Thermo  Scientific);  SDS  (Sigma-Aldrich);

proteinasa K (Promega); acetato de amonio (Sigma-Aldrich); ARNasa (Sigma-Aldrich);

isopropanol (Sigma-Aldrich); etanol (Sigma-Aldrich); TRIzol (Thermo Fisher); Cloroformo

(Sigma-Aldrich).

PCR LARGO DE DNMT2

dNTP’s  (Thermo  Scientific);  MgCl2 (Thermo  Scientific);  enzima  Long  PCR  (Thermo

Scientific); dNTP’s (Thermo Scientific).

PURIFICACIÓN DEL AMPLICÓN DE DNMT2

GeneJET GEL Extraction Kit (Thermo Scientific)

TRATAMIENTO CON ADNASA

ADNsa I (Thermo Scientific); EDTA (Thermo Scientific).

SÍNTESIS DE ADNC

Oligo  dT  (Thermo  Scientific);  dNTP’s  (Thermo  Scientific);  DTT  (Thermo  Scientific);

inhibidor de ARNsa Ribo look (Thermo Scientific); tampón y transcriptasa reversa M-

MLVRT (Thermo Scientific).

PCR

dNTP’s (Thermo Scientific); MgCl2 (Thermo Scientific); tampón de DreamTaq Green y

DreamTaq Green ADN pol (Thermo Scientific).
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QPCR

MasterMix SYBR Green (Thermo Scientific).

DIGESTIÓN DE ADN CON HPAII

Tampón Fast Digest y enzima HpaII (Thermo Scientific).

DOT BLOT

Membrana  de  nitrocelulosa  (Hybond® ECL™);  NaCl  (Sigma-Aldrich);  NaOH (Sigma-

Aldrich); Tris.Cl (New England Biolabs); Tween 20 (); anticuerpo primario α5mC (Zymo

research,  A3001-200);  anticuerpo  secundario  αPRP  (GERPN2108  -  ECL™  Western

Blotting Analysis System); quimioluminiscencia (GERPN2108 - ECL™ Western Blotting

Analysis System);  película (KODAK BioMax Light).

HPLC

HIDORÍLISIS:ADNsa I  (Thermo Scientific);  Nucleasa S1 (Thermo Scientific);  CH3COOH

(Sigma-Aldrich);  glicina  (Sigma-Aldrich);  MgCl2  (Sigma-Aldrich);  ClZn  (Sigma-Aldrich);

ClCa  (Sigma-Aldrich);  NaOH  (Sigma-Aldrich);  fosfatasa  alcalina  (Thermo  Scientific).

DERIVATIZACIÓN:dimetilformamida  (DMF;  Sigma-Aldrich);  CH3COOH  (Sigma-Aldrich);

bromoacetofenona  (Sigma-Aldrich).  CROMATOGRAFÍA:columna  cromatográfica  Agilent

Sorbax C18 (250 x 4.6 mm, 5 µm); precolumna Supelco; Acetonitrilo (Fisher Scientific,

Pittsburgh, USA), ácido trifluoroacético (TFA; Fisher Scientific, Pittsburgh, USA), metanol

(Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) y agua (D; (18.2 MΩ cm, Labconco, USA).

ACTIVIDAD FENOL-OXIDASA

Isopropanol (Sigma-Aldrich); feniltiurea (Sigma-Aldrich); L-DOPA (Sigma-Aldrich).
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CUANTIFICACIÓN DE NITRITOS Y NITRATOS 

ZnSO4 (Sigma-Aldrich);  NaOH  (Sigma-Aldrich);  Sulfanilamida  (Sigma-Aldrich);  NED

(Sigma-Aldrich);  H3PO4  (Sigma-Aldrich);  VCl3  (Sigma-Aldrich);  HCl  (Sigma-Aldrich);

NaNO2 (Sigma-Aldrich).
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ANEXO IV

UN RECORRIDO HISTÓRICO SOBRE LA 5MC

En 1925 Johnson y Coghill descubrieron a la 5mC como componente estructural en el

DNA del bacilo de la tuberculosis. En 1948, Hotchkiss confirmó el hallazgo de Jhonson-

Coghill en una muestra de timo bovino y sugirió que la citosina modificada se encuentra

naturalmente en el DNA; la nombró epicitosina por su comportamiento cromatográfico y

su espectro de absorción ultravioleta similar al de la citosina (Hotchkiss 1948). En ese

mismo año, Rosedale reportó la presencia de la 5mC en el DNA de insectos. (Rosedale,

J. L., 1948). En 1950, Wyatt mostró que la 5mC está presente en los ácidos nucleicos de

los animales y de las plantas (Wyatt 1951).

En 1958 Bessman caracterizó  la  función  de la  DNA polimerasa y  mostró  que la

enzima no puede distinguir entre las citosinas metiladas de las no metiladas, además

propuso  la  existencia  de  enzimas  responsables  de  propagar  a  la  5mC  durante  la

replicación del DNA, las metiltransferasas. Para 1962, con el trabajo de Arber y Dussoix

en el que descubren el fenómeno de restricción y modificación en DNA de bacterias, se

incorporan evidencias en las que la 5mC y/o N6 metil  adenosina tienen importantes

consecuencias biológicas. En 1963, Gold corroboró que la catálisis de la metilación en el

DNA es realizada por las proteínas DNA metil-transferasas (DNMTs). Grippo encontró

en 1968, que en los animales la metilación ocurre en la citosina del dinucleótido CpG y

dos años más tarde, Vanyushin encontró que hay diferencias entre las 5mC totales de

los diferentes tejidos en animales.

Finalmente en 1975 Holliday y Pug por un lado y Riggs por otro, publican en artículos

independientes la posible función de la metilación: silenciamiento de la expresión génica.

Luego se conocieron dos mecanismos de control transcripcional: 1) mecanismo directo,

en el que la 5mC previene la unión de los factores de transcripción como E2F, Krox-20 y

CREB. 2) mecanismo indirecto, unión de proteínas con dominios de unión a grupo metilo

y bloquean la unión de la RNApol (Proteínas de unión a DNA metilado: MBD1-4). Para

1978, la 5mC es reconocida como la quinta base del DNA en los vertebrados (Moore,

Le, and Fan 2012).
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En 1939, el biólogo del desarrollo Conrad Waddington, utilizó el término epigenética

para  referirse  al  camino que toman las  células  durante  el  desarrollo  y  su  paso  del

genotipo  al  fenotipo,  e  incorpora  la  idea  de  que  las  células  vecinas  influencian  la

diferenciación de las otras, sin embargo, no visualizó a la molécula responsable de este

fenómeno.  En  1956  Conrad  Waddington  logró  demostrar  la  herencia  de  una

característica adquirida en una población en respuesta a un estímulo ambiental.  Sus

estudios  se  centraron  en  analizar  el  efecto  que  tiene  cambiar  la  temperatura  o

administrar  estímulos  químicos en el  desarrollo  de  la  estructura  del  tórax y alas en

embriones de la mosca de la fruta. Observó que el desarrollo de los embriones se veía

persuadido por los estímulos ambientales que aplicaba y que conducían al embrión a

una  “canalización”  que  lo  llevaba  hacia  el  favorecimiento  de  un  tipo  de  estructura

torácica-alar definida, sobre otra no favorecida en una población con un mismo fondo

genético.  Para  Waddington,  la  imagen  de  “canalización”  representa  la  influencia  del

medio  sobre  el  desarrollo  de  los  organismos.  Al  modelar  al  desarrollo  como  un

panorama en el que el organismo o las células en diferenciación toman una serie de

decisiones que las conducen a la determinación del fenotipo, Waddington incluyó a la

influencia  del  medio  y  lo  simboliza  como  valles  u  horquillas  con  pendientes  que

estructuran el relieve o panorama del desarrollo.

Luego,  la  posibilidad  de  que  una  característica  adquirida  se  heredara  tenía  que

ponerse  a  prueba.  Waddington  seleccionó y  crió  a  la  progenie  de  los  insectos  que

mostraban  el  fenotipo  adquirido  y  los  expuso  a  los  mismos  factores  ambientales

inductores. Después de varias generaciones y aplicación de los inductores observó que

la  proporción  de  adultos  con  el  fenotipo  adquirido  se  incrementaba  e  incluso  se

mantenía sin  la  necesidad de aplicar  el  inductor.  Dado que la adquisición fenotípica

requería  de  varias  generaciones  para  “fijarse  en  el  genoma”  del  organismo  sin  la

necesidad del inductor, llamó a este proceso “asimilación”. Por tanto, en el proceso de

“asimilación” había dos etapas consecutivas a saber:  la asimilación suave,  donde la

fijación  fenotípica  en  la  población  ocurre  como  consecuencia  de  la  aplicación  del

inductor  en  cada generación  y  a través de un cierto  número de generaciones y,  la

asimilación dura, en cuyo caso no se requiere del  reforzamiento del  fenotipo con el

inductor para que la población presente la característica adquirida, pero es requerido

que la población sea descendiente del linaje en el que se fijó la característica. Es de

notar el requerimiento del linaje para la fijación fenotípica, pues sustenta el hecho de que
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la población de partida cuenta con la información del rasgo en su genoma, en forma de

alelo, y éste es seleccionado por el inductor para favorecer su expresión en la población.

Estos experimentos pioneros sentaron las bases de la herencia de las características

adquiridas en los organismos y es de resaltar también, que el modelo fundador es el

insecto. Ya desde entonces, se sugería que a pesar de precisar la codificación genómica

del rasgo, el sitio que albergaba esta adquisición se encontraba por encima del genoma

(epi-genoma).

Después de que se demostró que la herencia de una característica adquirida en una

población en respuesta a un estímulo ambiental ocurre, a finales de los 50’ se gestaban

las condiciones históricas que conducirían a elucidar el mecanismo de esta selección

alélica. Sin embargo, pasarían cerca de dos décadas para entrever a la epigenética

como mecanismo de herencia. Mientras tanto, se sumarían conocimientos que llevarían

a plantear a la función de la metilación del DNA como de silenciamiento de la expresión

génica.

Adams y McKay reportaron niveles bajos pero medibles en los mosquitos Aedes. A

través  de  la  cromatografía  con  columna  de  intercambio  iónico,  lograron  una  mejor

detección y mayor separación de la 5mC de las muestras de las células de los  Aedes

albopictus, que con la cromatografía en papel. Determinaron la presencia del 0.036% de

la 5mC del total de las bases del DNA en los Aedes (Adams et al. 1979). Casi una década

después Bianchi y Vidal-Rioja, buscaron la presencia de la 5mC a través de un abordaje

indirecto: a través del tratamiento con la 5-AZA a los cromosomas en las células de los

Aedes albopictus, los hacen susceptibles a la digestión con la enzima  HpaII  (Bianchi,

Vidal-Rioja, and Cleaver 1986). En 2004, Marhold et al, detectaron por slot blot la 5mC en

el  DNA genómico  embrionario  de  la  Drosophila  melanogaster,  la Drosophila

pseudoobscura y del mosquito Anopheles gambiae (Marhold et al. 2004). (Marhold et al.,

2004)

Sin embargo, en otros organismos también se ha tenido información controvertida

sobre si presentan metilación naturalmente. Por más de tres décadas, la existencia de la

metilación en el parásito Plasmodium es el tema de debate. Finalmente, en 2013 Ponts y

Fu  comprobaron  la  presencia  de  la  5mC en  el  DNA de  los  parásitos  del  género
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Plasmodium,  con  la  cromatografía  acoplada  a  la  espectrometría  de  masas  y

secuenciación genómica (Ponts et al. 2013).
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ACONTECIMIENTOS IMPORTANTES EN EL ESTUDIO DE LA METILACIÓN DEL ADN 

1904  –– Johnson y Wheeler sintetizan la 5-metil citosina (5mC).

1925  –– Johnson  y  Coghill  descubren  la  5mC  como  componente  estructural  en  la

molécula del ADN del bailo de la tuberculosis. Discuten que a través de la

desaminación la citocina se convierte en uracilo (principalmente en plantas) y

que la desaminación de la 5mC en animales, se convierte en timina.

1939  –– Conrad Waddington utiliza el término epigenética para referirse al camino que

toman las células  durante el  desarrollo  y  el  paso del  genotipo al  fenotipo.

También  incorpora  la  idea  de  que  las  células  vecinas  influencian  la

diferenciación de las otras.

1940  –– Conrad  Waddington  introduce  el  concepto  de  paisaje  epigenético  para

describir  el  fenómeno  en  el  que  las  células  en  diferenciación  pierden  la

habilidad para regresar a un estado de mayor pluripotencia.

1948  –– Hotchkiss comprueba la presencia de 5mC en ADN de timo bovino.

1950   –– Wyatt  muestra  que  la  5mC  está  presente  en  los  ácidos  nucleicos  de  los

animales y de las plantas.

1958  –– Bessman caracterizó la función de la ADN polimeraza y mostró que la enzima

no puede distinguir entre las citosinas metiladas y las no metiladas. Propone la

existencia de enzimas metiltransferasas como las responsables de propagar a

la 5mC durante la replicación del ADN.

1962  –– Arber y Dussoix descubrieron el  fenómeno de restricción y modificación en

bacterias. Fue reconocido más tarde que las modificaciones en el ADN como

la 5mC y /o N6 metil adenosina tienen importantes consecuencias biológicas.

1963  –– Gold reporta que la catálisis de la metilación en el ADN es realizada por las

proteínas DNMTs.

1968  –– Grippo encuentra que a diferencia de las plantas, en los animales mayores, la

metilación ocurre en la citosina del dinucleótido CpG.

1970  –– Kelly y Smith descubrieron endonucleasas de restricción con aplicación en el

análisis en el ADN.

147



1970  –– Li y Olin reportan la citotoxicidad y modo de acción de la 5-azacitidina en la

leucemia.

1970  –– Vanyushin encuentra diferencias entre el total de las 5mC en los diferentes

tejidos de animales.

1971  –– Danna  y  Nathans  probaron  que  enzimas  de  restricción  cuya  función  es

comprometida por la presencia de la 5mC en la secuencia de reconocimeinto

tienen un gran valor para analizar el estado de metilación de una secuencia de

ADN.

1974  –– Cihak descubre los efectos biológicos de la 5-azacitidina en eucariontes.

1975  –– Holliday and Pug, y Riggs publican la posible función de la metilación de forma

independiente.

1977  –– Constantinides muestra el efecto de la 5-azacitidina en las células del músculo

estriado.

1977  –– Christman demuestra que en presencia de L-methionina aumenta la expresión

de genes de la globina en células eritroleucémicas; la L-methionina conduce a

la reducción de la 5mC en el locus de la beta globina.

1978  –– Waalwijk y Flavell encuentran diferencias significativas entre la abundancia de

5mC del esperma, el cerebro y el hígado de conejo.

1978  –– Waalwijk y Flavell investigan la 5mC en el locus de la globina a través del uso

de los isoesquizómeros HpaII y MspI que reconocen la secuencia 5’-ccgg-3’

1978  –– Coulomdre reporta que la desaminación de la 5mC produce timina.

1979  –– McGhee y Ginder se preguntaron si los niveles de 5mC correlacionan con la

expresión de genes del locus de la beta globina de pollo. Prueban que los

genes sin 5mC se expresan y cuando inducen su metilación se silencian.

1981  –– Mohandas prueba que la 5mC inactiva a el cromosoma X.

1982  –– Ehrlich comprueba definitivamente las variedades globales de los niveles de

metilación entre tejidos y tipos celulares.

1982  –– Gruenbaum  reporta  que  la  DNMT1  tiene  una  alta  afinidad  por  el  ADN

hemimetilado  y  Stein  observa  que  copia  el  patrón  de  5mC  de  la  hebra
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parental.

1985  –– Bird identifica las islas CpG en promotores y la ausencia de la 5mC en estas

regiones.

1987  –– Reik reporta que la 5mC es el mecanismo de imprintig génico.

1988  –– Watt y Molloy demuestran que la 5mC tiene un efecto de represión directa de

la  expresión,  por  exclusión  de  la  unión  de  proteínas  que  efectúan  la

transcripción.

1990  –– Okano analiza la DNMT3 (de novo) y su especificidad de tejido.

2000  –– Ramsahoye  muestra  que  sólo  en  mamíferos,  la  5mC  que  está  fuera  de

contexto CpG es observada en células troncales embrionarias con potencial

relevancia biológica.

2000  –– Lyko la 5mC está presente en Drosophila melanogaster durante el desarrollo

embrionario.

2005  –– Robertson reporta el  mecanismo indirecto de la 5mC en la represión de la

expresión génica, por reclutamiento de proteínas de unión a metil-CpG que se

asocian con remodeladores de cromatina represivos de la expresión génica.

2007  –– Hellman reporta que la 5mC en promotores y enhancers silencian la expresión

génica y que la 5mC en el cuerpo del gen aumenta la expresión. 2007: Slotkin

y  Martiensenn  reportan  que  la  5mC  tiene  el  efecto  de  mayor  integridad

cromosómica y silenciamiento de transposones.
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