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RESUMEN

LA METILACION DEL ADN EN ANOPHELES ALBIMANUS MODULA LA RESPUESTA
INMUNE INTESTINAL CONTRA PLASMODIUM BERGHEI

por

Fabiola Claudio Piedras
Doctorado en Ciencias Biomédicas

Universidad Nacional Autbnoma de México, 2020

Los mecanismos epigenéticos como la metilacion del ADN y las modificaciones
postraduccionales en histonas son fundamentales para la plasticidad fenotipica de los
insectos durante sus interacciones con el medio ambiente. En respuesta a las sefnales
ambientales, el patrbn de metilacion del ADN se remodela para lograr el control
epigenético de la expresion génica. La metilacion del ADN en la posicion C5 de las
citosinas (5mC) ha sido objeto de estudio en insectos por su caracter evolutivamente
conservado; sin embargo, existe un escaso conocimiento sobre la regulacion
epigenética en mosquitos vectores, especialmente durante la infeccidn con parasitos del
género Plasmodium. El objetivo de la presente tesis fue determinar la presencia de la
marca epigenética 5mC en Anopheles albimanus y su participacion en la respuesta
inmune intestinal durante la infeccion con Plasmodium berghei. Para lograr este objetivo,
se determino la presencia de la 5mC a través de inmunodeteccion, de digestion con una
enzima de restriccion sensibles a metilacion y su cuantificacion genomica mediante
HPLC. Para probar los efectos biologicos de la metilacion del ADN, se establecieron
tratamientos con inhibidores de la metilacion y se evalué la tolerancia al tratamiento
durante la ontogenia del mosquito, seguido de la evaluacion de los efectos sobre los
perfiles de transcripcion del los genes del sistema de metilacion del ADN y de siete
genes de respuesta inmune anti-Plasmodium, asi como sobre la prevalencia e
intensidad de la infeccion 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 investigacion se demostro
que el sistema de metilacion del ADN en A. albimanus es funcional y esencial para el
desarrollo y viabilidad larvaria. En mosquitos adultos, la 5mC esta presente en el ADN
de intestino y su abundancia es diferencial entre los fenotipos evaluados. Ademas, la
transcripcion de los genes del sistema de metilacibon del ADN, asi como el
enriquecimiento de 5mC son inducibles por la hemoalimentacion y el reto con P. berghei.
Finalmente, el borrado farmacoldgico de la metilacibn mediante azacitidina o decitabina,
promovié una respuesta inmune anti- Plasmodium similar entre los fenotipos, adquiriendo
mayor resistencia y reduciendo efectivamente las cargas intestinales de parasitos. La
respuesta transcripcional de los fenotipos fue mas especifica y se redujeron las
diferencias entre sus perfiles de transcripcion. La presente investigacion representa el
primer analisis de la relacién entre la metilaciéon del ADN y la expresion de genes de la
respuesta inmune en dos fenotipos funcionales de A. albimanus. De acuerdo con estos
resultados, la metilacion del ADN es una modificacion epigenética importante en la
competencia vectorial y un objetivo prometedor para prevenir la transmision 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 Autbnoma 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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INTRODUCCION

PANORAMA GENERAL

METILACION DE CITOSINAS EN LOS ACIDOS NUCLEICOS

La metilacion de los acidos nucleicos es el mecanismo epigenético mas 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 metilacion del ADN en
la posicion C5 de las citosinas consiste en la unién covalente de un grupo metilo al
carbono cinco del anillo pirimidinico de la citosina; esta modificacidon quimica no afecta
la secuencia subyacente del ADN y ha sido el proceso epigenético mas 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
reportd la presencia de 5mC en timo bovino y sugiri6 que la base se encuentra
naturalmente en el ADN de los organismos; la denomin6é “epicitosina” por su
comportamiento cromatografico y su espectro de absorcion ultravioleta similar al de la
citosina (Hotchkiss 1948). Posteriormente en 1951, Wyatt demostré que la 5mC esta
presente en el ADN de animales y plantas y en 1963 Gold reportd que la catalisis de la
metilacion en el ADN es realizada por las proteinas ADN metiltransferasas (Wyatt
1951). Sin embargo, fue hasta 1975 cuando se reportd en dos articulos independientes
y por vez primera, la posible funcién de la 5mC: el silenciamiento de la expresidon
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 mayoria
de las células eucariontes y un biomarcador prometedor para multiples aplicaciones.
Inicialmente, la funcion de la 5mC se conceptualizé en torno a la modulacion de la
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expresion génica en dos de los fendbmenos mas relevantes en la biologia: la
diferenciacion celular y la herencia somatica (Holliday R y Pugh JE 1975; Riggs 1975).

Mas tarde, el interés por estudiar el paso de los caracteres adquiridos de un
organismo a su descendencia consolidé a la 5mC como la marca de la herencia intra- y
transgeneracional. Sin embargo, ha sido entorno al desarrollo y progresion del cancer
en humanos donde se ha centrado principalmente el interés por entender la funcion de
la 5mC. Importantes avances se han logrado en el establecimiento de biomarcadores
para la deteccidn temprana, el diagnostico preciso y la respuesta al tratamiento contra
el cancer. Hoy en dia se investigan los cambios en los niveles y patrones de 5mC en
enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes, infecciosas, cardiovasculares,
psiquiatricas, desoérdenes mitocondriales, en la condicién del envejecimiento y en el
abordaje para trasplantes.

Figura 1. Metilacion de citosinas

SAM SAH
NH, }-4‘
DNMT
N |
o‘jl\\N
I
dR NH,
N7
o‘jl\\N
I
dR

Figura 1. La metilacion de citosinas en el ADN es una modificacion quimica estable en
la posicion C5 del anillo pirimidinico catalizada por las ADN metiltransferasas. La
metilacion de citosinas es inducible y reversible al ser sustrato de las desmetilasas
TET.
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MECANISMO

La metilacion de citosinas en los acidos nucleicos es catalizada por las citosina-C5-
metiltransferasas (C5-MeTfs). Las C5-MeTfs constituyen una familia de enzimas que
producen modificaciones especificas sobre el anillo pirimidinico de la citosina en los
acidos nucleicos a través de un mecanismo enzimatico conservado. La catalisis de esta
modificacion 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 —CHS3 por parte de las C5-MeTfs es ATP-dependiente y lleva a la
liberacién de S-adenosil-homocisteina (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 region N-terminal de tamano
variable y con multiples dominios regulatorios y, la region C-terminal donde reside el
dominio catalitico. La regidbn N-terminal guia la localizacion nuclear y media las
interacciones de la DNMT con otras proteinas, con el ADN y la cromatina (Jurkowski y
Jeltsch 2011). La region C-terminal contiene el dominio catalitico genérico AdoMet-
MTasa (S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases) que consiste en siete
laminas 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 niumeros romanos |, IV, VI, VIII, IX y X. Los
motivos de las DNMTs estan dispuestos en arreglos compactos de 7 a 16 aminoacidos
que contienen al menos tres residuos altamente conservados y otros aminoacidos con
posiciones variables representados genéricamente con una “x” (I—LFxGxGG, IV —
GXxPCQxxSxxG, VI — PxxxxxENV, VIlII — GxxQxRxR, IX — RxxxxxExxRxxxF, X—
YxxxGNxVxVxxxxxl). Los motivos IV, VI y VIII estdn directamente involucrados en el
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mecanismo catalitico de las DNMTs, mientras que el motivo no conservado TRD (por
sus siglas en inglés; Target Recognition Domain) interactua con el ADN blanco vy el
motivo | con el cofactor SAM (Jurkowski y Jeltsch 2011; Jeltsch 2002).

La metilacion 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 eversion de la citosina para su proyeccion fuera de
la doble hélice ("giro de base") y en su retencién en el sitio catalitico de la DNMT
(Jeltsch 2002). La reaccién de metilacion es iniciada por la cisteina conservada en el
motivo IV, cuyo grupo tiol realiza un ataque nucleofilico en la posicion C6 del anillo
pirimidinico, que dirige a la subsecuente transferencia del —-CH3 del donador SAM. El
ataque nucleofilico es facilitado por el acido glutamico conservado en el motivo VI que
interactta con la posicion N3 de la citosina, la transferencia del -CH3 ocurre a travées
de la formacidén de un complejo transitorio y covalente entre la DNMT vy la posiciéon C6
de la citosina en el ADN. Posteriormente el complejo DNMT-ADN se resuelve mediante
la reaccion de beta eliminacién que da como resultado la liberacion de la DNMT activa
y la presencia de 5mC en el ADN (Jeltsch 2002; Jurkowski y Jeltsch 2011; Jones 2012)

Por lo anterior, la identificacion especifica de genes de ADN metiltransferasas en los
genomas secuenciados se realiza con el reconocimiento de las secuencias codificantes
para los motivos |, IV, VI, VIII, IX'y X, con prioridad de los motivos |, IV, VI y VIII, cuyas
funciones han sido firmemente establecidas. Aspectos como la conservacion de la
arquitectura de los dominios y la presencia del motivo distintivo TRD son también
necesarios para la identificacion de genes miembros de la familia dnmt2 (Jurkowski y
Jeltsch 2011; Jeltsch 2002).
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Figura 2. Familia de ADN metiltransferasas

N-terminal C-terminal
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Figura 2. Representacion esquematica de los tres miembros de familia de las ADN
metiltransferasas: DNMT1, DNMT2 y DNMT3. Los numeros romanos se refieren a los
motivos conservados de las ADN metiltransferasas. Los numeros entre paréntesis se
refieren al nUmero de aminoacidos de cada proteina.
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EFECTOS DE LA 5MC

La 5mC es una marca epigenética estable que agrega informacion al codigo genético,
es dinamica e inducible por estimulos ambientales, no interfiere con el apareamiento de
bases Watson/Crick, pero dependiendo del grado de metilacién y su contexto, puede
promover o inhibir la separacion de las hebras del ADN (Allis y Jenuwein 2016; Jeltsch
2002; Severin et al. 2011; Cassina et al. 2016). Ademas, 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 dinamica epigenética de la 5mC durante la generacion y el
mantenimiento de la diversidad fenotipica (Kohli y Zhang 2013; Wu y Zhang 2017).

En general, la 5mC modula la union y actividad de proteinas que influyen en la
expresion génica a través de dos mecanismos de control transcripcional sobre el
promotor: el mecanismo directo, en el que la 5mC previene la unidén de los factores de
transcripcion como E2F, Krox-20 y CREB; y el mecanismo indirecto, mediante la unién
de proteinas con dominios de union a grupo metilo que bloquean la union de la RNA
polimerasa o reclutan complejos remodeladores de la cromatina (Jones 2012;
Schubeler 2015).

Hoy en dia se sabe que los efectos biologicos de la metilacion del ADN dependen
de la localizacién, abundancia, contexto y dinamica de la 5mC, asi como de su
distribucion gendmica e intragénica. Por lo que se refiere a la metilacion en los
promotores, se reconoce el efecto de inhibicion de la iniciacion de la transcripcién y de
la elongacion (Jones 2012). En cuanto a la metilacion de los cuerpos génicos, se ha
asociado con mayor expresion génica, probablemente al facilitar la elongacion
transcripcional y prevenir los eventos de transcripcidon espurios (Schubeler 2015;
Zilberman 2017). Por su parte, la metilacion intragénica se ha asociado con la represion
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 metilacidn en las regiones de transicion exon-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 funcion particular de la
region reguladora (Jones 2012; Schuibeler 2015). Ahora bien, los efectos de la
metilacibn mas documentados son los generados sobre los transposones y en los
centrbmeros, en los que la metilacion produce el silenciamiento de larga duracion y la
estabilidad cromosémica respectivamente (Jones 2012; Schibeler 2015). En resumen,
la metilacién del ADN controla y modula la expresidn génica a través de la estructura y
estabilidad de la cromatina (Schmitz, Lewis, y Goll 2019; Schibeler 2015).

Finalmente, los efectos biolégicos de la introduccién, mantenimiento y remodelado
de la 5mC tienen un papel central en procesos biolégicos como la herencia
transgeneracional, la compensacién de la dosis, la impronta génica, el desarrollo
embrionario, la ontogenia celular, la determinacion del fenotipo celular y la respuesta a
estimulos como el estrés, la respuesta a patdgenos y la reparacion del ADN. (Santos,
Ferreira, y Oliveira 2017; E. Li, Beard, y Jaenisch 1993; Tost 2010).

ViAS DE SENALIZACION

Aunque poco se entiende de la(s) via(s) de senalizacion de la metilacion del ADN, la
conexidn directa que tiene con el metabolismo es clara. En principio, la fuente de —CH3
para todas las reacciones biolégicas de metilacion 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 4cido félico, la vitamina B12 y el fosfato
piridoxal para la formacion del donador universal SAM. Brevemente, el metabolismo de
un carbono consiste en la donacion de unidades de carbono de aminoacidos
especificos provenientes de nutrientes importados de la dieta o sintetizados, y su
posterior distribucién para diversos procesos celulares como la biosintesis celular, la
regulacion del estado redox, la regulacion epigenética y del mantenimiento genémico a
través del abastecimiento de la poza de nucleétidos. En este sentido, se ha demostrado
que los estimulos nutricionales pueden influir en la expresion génica a través de su
conexion con mecanismos epigenéticos (Locasale 2013).
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La conexion directa de la metilacion del ADN con el metabolismo y su asociacion
con procesos como la longevidad / senecencia, el cancer y la respuesta inmune, ponen
de relieve a la via de sefalizacibn mTOR (por sus siglas en inglés; mechanistic Target
of Rapamycin Kinase). La via mTOR es considerada como un integrador del estado
nutricional y de la respuesta al estrés, debido a que su activacion es inducida por
rifampicina, aminoacidos, insulina, factores inmunes como TNF alfa y condiciones
como el déficit energético, la hipoxia, el estrés oxidativo, la radiacion ionizante, el
acortamiento telomérico y el dafio al ADN. mTOR es una via de senalizacidbn que media
las respuestas celulares al estrés y esta presente desde bacterias, protozoarios,
hongos, plantas y animales. Nuevos abordajes que incluyan el estudio de vias de
sefializacion como la via mTOR, son necesarios para una mejor comprension de las
respuestas epigenéticas a factores ambientales.

MODULACION

La metilacion del ADN tiene un vinculo directo con el metabolismo central a través de
los intermediarios SAM, 2-oxoglutarato (2-OG), ATP, NAD+ y Fe(ll), 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 estimulos fisiologicos o patologicos, tiene efectos directos sobre la
dinamica epigenética que conducen a cambios medibles en la expresion 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 expresion génica dependientes de
metilacion del ADN (Cyr y Domann 2011). La disponibilidad de SAM, ATP, Fe(ll)y 2-OG
son particularmente importantes para la regulacion enzimatica de la metilacion y la
desmetilacibn, ya que son factores limitantes para las reacciones. Altas
concentraciones del producto SAH inhibe la accion de las DNMT’s, al igual que la
acumulacion de succinato generado como producto de la actividad catalitica de las
desmetilasas, que tiene un efecto inhibitorio sobre las enzimas TET.
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Durante la catalisis, 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 mdultiples modificaciones
postraduccionales en las DNMTs de ratén y humano, entre las que se encuentran la
fosforilacién, la acetilacion, la metilacion, la ubiquitilaciéon y la SUMOilacion; 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 fosforilacion
de Ser515 en DNMT1 esta involucrada en la interaccion del N-terminal y el dominio
catalitico, mientras que la metilacién de la Lys142 resulta en la mayor estabilidad de la
enzima y el mantenimiento de la metilacion del ADN (Jeltsch y Jurkowska 2016b). En
cuanto a la fosforilacion en Ser146, esta modificacion postraduccional disminuye la
afinidad de unién de DNMT1 al ADN (Jeltsch y Jurkowska 2016a). Se ha sugerido que
la fosforilacion de la Ser215 y Ser219 por la cinasa ATM podria ser requerida para la
relocalizacion de DNMT2 en los granulos de estrés (Dev et al. 2017). DNMT1 y DNMT3
tienen dominios regulatorios en la region variable N-terminal que interactian con el
dominio catalitico de estas enzimas y son el sitio donde se ha identificado la
fosforilacion y metilacion de las proteinas; en cambio, DNMT2 carece de dominios
regulatorios y no se ha reportado regulacibn dependiente de modificaciones
postraduccionales (Estéve et al. 2011; Lyko 2018; Jeltsch y Jurkowska 2016a).

Otro nivel de modulacion 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 metilacibn gendmica. Estas proteinas son
dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe(ll) que catalizan la desmetilacion de
las citosinas en el ADN a través de reacciones de oxidacion secuenciales; oxidan a la
5mC para producir 5-hidroximetil-citosina (Kohli y Zhang 2013), y su oxidacion adicional
para formar 5-formil-citosina y 5-carboxil-citosina (Wu y Zhang 2017). Los grupos
formilo y carboxilo son eliminados enzimaticamente con o sin escisibn de base,
regenerandose asi la citosinano metilada.

El siguiente nivel de modulacion ocurre a través de las proteinas con dominio de
union a CpG metilado (MBD1, MBD2 y MBD4). Las proteinas MBD poseen gran

afinidad por sitios CpG metilados y cuentan con un dominio de represion transcripcional
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(TRD) que les permite unirse a diversos complejos represores (Moore, Le, y Fan 2012).
Al unirse a citosinas metiladas, las proteinas MBD median el reclutamiento de
correpresores transcripcionales como los complejos de desacetilacion de histonas,
proteinas polycomb y complejos remodeladores de cromatina, que establecen una
configuracion de cromatina represiva (Zhu et al. 2017).

DETECCION Y ANALISIS DE 5MC

Los métodos que se han empleado para estudiar la metilacidbn gen-especifico incluyen
PCR metilacion-especifica, qPCR-metilacidn-especifica y conversion con bisulfito de
sodio y secuenciacion. Por lo que se refiere a el analisis gendmico de la metilacion, se
han empleado extensamente a las enzimas de restriccidbn sensibles a metilacion, la
conversién por bisulfito de sodio y la captura por afinidad con anticuerpos o proteinas
MBDs, para el posterior analisis del mapa de restriccion o la secuenciacion
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 metilacion del ADN. Los azanucledsidos son
farmacos inhibidores de la metilacion del ADN, actualmente aprobados por la FDA y la
Agencia de Medicinas Europea como medicamentos para el tratamiento de neoplasias
hematolégicas. EI mecanismo por el que la azacitidina y la decitabina inhiben la
metilacion es el mismo, y ocurre a través de la formacion 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 dinucledtidos azacitosina-guanina son reconocidos como
sustrato natural por las DNMT’s, e inician la reaccion de metilacidon a través de un
ataque nucleofilico. En ausencia de la azacitosina, se produce la formacion de un
enlace covalente entre el C6 del anillo de la citosina y la enzima. Normalmente la union
se resuelve por la beta-eliminacién del C5, pero la reaccién es bloqueada por la
azacitosina, donde el C5 esta sustituido por el N5. Por lo tanto, la DNMT permanece
unida covalentemente al ADN y su funcion se bloquea irreversiblemente; como
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consecuencia de ello, las marcas de la metilacion se pierden. (Stresemann y Lyko
2008).

ADN METILTRANSFERASA 2

DNMT2 es la ADN metiltransferasa mas conservada pero su papel en la metilacién 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 metilacion global de ADN en células
embrionarias de ratén deficientes en dnmt2 (Okano, Xie, y Li 1998), y la actividad
catalitica 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 deteccion de
cantidades muy pequefas de residuos metilados en el ADN y la demostracién de la
actividad catalitica en ensayos bioquimicos directos.

La primera evidencia convincente de la funcionalidad de DNMT2 como una
metiltransferasa de ADN activa, fue la deteccidbn de 5mC en el ADN de Drosophila
(Gowher, Leismann, y Jeltsch 2000; Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch 2000). Se prob6 que
la sobreexpresion del transgen dnmt2 produce hipermetilacion del ADN con un
incremento en la vida media util en la mosca del 58%, mientras que en el mutante nulo
de dnmt2 no se detectd metilacidon en el ADN y exhibié una vida media util disminuida
(Lin et al. 2005). Ademas, la interferencia de la expresion de dnmit2 en embriones de
Drosophila mediante iRNA, elimin6é toda la 5mC gendmica; 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 dnmit2
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pierden completamente la metilacion en su ADN (Phalke et al. 2009). La cantidad
maxima de 5mC en el ADN de Drosphila esta presente durante la etapa embrionaria (0-
3 h), en concordancia con la maxima cantidad de DNMT2 encontrada en embriones de
las moscas. Mediante los andlisis de restriccidon enzimatica con Sgel (secuencia de
restriccion: 5mCpNpNpG), conversion por bisulfito y secuenciaciéon, probaron que en
células somaticas de Drosophila el silenciamiento de retrotransposones es dependiente
de la metilacion del ADN y ésta a su vez, es dependiente de DNMT2. En embriones, la
hipermetilacion de la secuencia 5-LTR del retrotransposon /nvader4 es mediada por
DNMT2 y la supresion de la expresion del retrotransposon en células somaticas es
dependiente de la actividad de DNMT2. Ademas, demostraron que DNMT2 controla la
integridad cromosomica de 2R y 3R. La funcion de DNMT2 es importante para la
estabilidad cromosémica al interactuar con la metiltransferasa SUV4-20 y favorecer su
actividad sobre regiones teloméricas; la marca H4k20me3 estd ausente en células
somaticas mutantes nulas para dnmt2-/- y exhiben una sobreexpresion de Invaderd y
de los transposones rt1by de rb (Phalke et al. 2009).

CONSERVACION GENOMICA DE DNMT2

DNMT2 es la DNMT mas conservada y ampliamente distribuida entre los eucariontes
(Bewick et al. 2016). La mayoria 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 esta presente en todos los
organismos que cuentan con DNMT1 y/o DNMT3, mientras que en otros organismos
esta presente como la Unica DNMT (Ashapkin, Kutueva, y Vanyushin 2016). En los
insectos dipteros como Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae y Aedes
albopictus, la Unica 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 mas de un gen codificante para dnmfs y confirman el
hecho de que dnmt2 esta presente universalmente como copia Unica: el escarabajo
Tribolium castaneum y el gusano Bombyx mori cuentan con un gen dnmti y un gen
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dnmt2; la abeja Apis mellifera tiene dos copias génicas de dnmt1, un gen dnmit2y uno
dnmt3; por ultimo, la avispa Nasonia vitripennis posee tres copias génicas de dnmt1, un
gen dnmt2y un gen dnmt3f(Glastad et al. 2011; Glastad et al. 2016).

Figura 3. Conservaciéon de DNMT2
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Figura 3. DNMT2 es la ADN metiltransferasa evolutivamente mas conservada.
Representacion de las relaciones filogenéticas entre los sistemas de metilacion 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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CARACTERISTICAS DE LA PROTEINA Y CATALISIS

DNMT2 comparte la estructura fundamental del dominio catalitico 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 hidrofébico de su centro catalitico. Las enzimas
DNMT2 contienen un tripéptido invariante CFT en el motivo TRD, que es una
caracteristica especifica de este miembro de la familia de las metiltransferasas. DNMT2
contiene todas las secuencias motivo caracteristicas de la region catalitica DNA
(citosinina-5)-metiltransferasa asi 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 catalisis, DNMT2 realiza la metilacién de citosinas
mediante el mismo mecanismo conservado de todas las ADN C5-MeTfs y lleva a cabo
la reaccibn mayoritariamente fuera de contexto CpG. DNMT2 es una citosina-C5-
metiltransferasa con alta especificidad para metilar ARN; los residuos C79 (motivo 1V),
E119 (motivo VI), R160 y R162 (ambos del motivo VIIl) son absolutamente requeridos
para la metilacion 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
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Figura 4. Representacién esquematica de DNMT2 y los motivos prototipo de las ADN
metiltransferasas en numeros romanos (I, 11, IV, V, VI, VII, VIII, CFT, IX 'y X)

32



BLANCOS DE METILACION

Parte sustancial del estudio de DNMT2 se ha realizado en Drosophila melanogaster, el
insecto modelo preponderante. En Drosophila, los blancos predominantes de metilacién
gendmica son los sitios CpA y CpT de regiones distales a promotores y de las
secuencias codificantes. La mayor actividad catalitca de DNMT2 sobre ADN
enDrosophila es en retroelementos (Phalke et al. 2009). En mamiferos, DNMT2 no
participa en la metilacion gendmica, pero metila ARN con una especificidad muy alta
(Jurkowski et al. 2012a). DNMT2 metila ARN empleando el mecanismo catalitico tipico
de las DNMTs, que es claramente diferente al mecanismo de otras ARN
metiltransferasas (Jurkowski et al. 2012b). En este mismo sentido, andlisis filigenéticos
detallados sugieren que el ancestro de DNMT2 fue una ADN metiltransferasa que
incorpor6 al ARNt como sustrato (Jurkowski y Jeltsch 2011). DNMT2 metila ARN
mensajeros (ARNm), ARN no codificantes largos (ARNnI), ARN ribosomal (ARNr) y
especialmente ARN de transferencia (ARNt), entre los que destacan el del aspartico
(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).

LOCALIZACION SUBCELULAR

DNMT2 se localiza principalmente en el nucleo (Kunert et al. 2003), aunque se ha
encontrado en el citoplasma y en otros componentes celulares como los granulos
citoplasmicos 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
mayoria de la DNMT2 inmunorreactiva se detecta en la fraccidén citoplasmatica, sin
embargo, también hay una cantidad significativa en la fraccion nuclear, en donde se
asocia a la matriz nuclear (Schaefer, Steringer, y Lyko 2008). DNMT2 se distribuye
dinamicamente durante el ciclo celular; durante la fase S, la distribucion de DNMT2 es
ubicua pero al inicio de la mitosis se concentra rapidamente en los ndcleos.
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EXPRESION EN TEJIDOS Y SU TEMPORALIDAD

DNMT2 es detectable en todas las etapas de vida de Drosophila. La expresion maxima
de dnmt2 se observa en el embridén de 8 h (Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch 2000; Hung
et al. 1999; Schaefer et al. 2010) y en las moscas adultas se expresa mas activamente
en ovarios y testiculos (Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch 2000). En larvas, dnmt2 se
expresa en glandulas salivales, en la traquea y en el cerebro, en donde se localiza
principalmente en neuroblastos en divisidn. Al interferir la expresién de dnmit2 mediante
iIARN, se interrumpe el desarrollo normal del ojo. En adultos se ha detectado una
expresion 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 funcién enzimatica y de union acidos nucleicos ha
sido probada. Los procesos bioldgicos en los que participa DNMT2 son: 1)
mantenimiento del tiempo de vida de moscas adultas (Lin et al. 2005); 2) metilacion del
ADN (Tang et al. 2003); 3) la metilacion 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 regulacion positiva de la respuesta de defensa contra virus (Durdevic,
Hanna, et al. 2013); 6) la regulacion positiva de la respuesta inmune innata (Durdevic,
Mobin, et al. 2013); 7) la regulacion 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 metilacibn del ARNt
(Genenncher et al. 2018; Schaefer et al. 2010; Goll et al. 2006).
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LA METILACION DEL ADN ES INDUCIDA POR FACTORES AMBIENTALES

A pesar de que la metilacion en el ADN es una marca estable, no es definitiva y ocurren
cambios fisiologicos en el perfil de metilacién durante el desarrollo, la metamorfosis y el
envejecimiento. En insectos, factores como la nutricién, el estrés nutricional, el estrés
térmico y las infecciones son importantes inductores de cambios en la metilacion
(Cridge et al. 2017; Vilcinskas 2017).

La regulacién de la biodisponibilidad y el destino de los metabolitos compartidos
entre los procesos metabdlicos y epigenéticos resultan particularmente importantes
durante la respuesta celular a estimulos estresantes. Tal es el caso del mantenimiento
del estado redox y la disponibilidad de los substratos para las reacciones de metilacion,
debido a que estan vinculados a través de la sintesis de glutation y el metabolismo de
la metionina (Locasale 2013). Primeramente, el glutation es un tripéptido formado por
glutamato, cisteina y glicina, y es responsable en gran medida de mantener el estado
redox celular. Luego, la sintesis de glutation es fuertemente regulada por la
biodisponibilidad de la cisteina, pues es el sustrato limitante para su sintesis. Después,
la metionina es una fuente importante de carbono para la sintesis del donador SAM y
es, ademas, una fuente potencial de cisteina a través de series de reacciones de
multiples pasos que involucran a los intermediarios SAM, SAH, homocisteina vy
cistationina. Finalmente, la sintesis de metionina y de glutation estan vinculadas a
través de la via de la transulfuracion, en la que la sintesis de novo de cisteina puede
provenir de la metionina a través de dicha via(Cyr y Domann 2011; Locasale 2013).

Un segundo ejemplo de la influencia de los factores ambientales sobre la metilacion
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 expresion
génica a través de mecanismos epigenéticos. Variaciones en la ingesta dietética de
metionina, pueden alterar los niveles de SAH y producir cambios en la expresion génica
que son dependientes de metilacién del ADN. El remodelado del perfil de metilacion 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 funcion de DNMT2 es indispensable para el
control de los virus de ARN mediante la via 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 expresibn de dnmit2 y su correlacion positiva con la
expresion de hsp22, hsp23 'y hsp26. La sobreexpresion de estas chaperonas junto con
dnmt2 en respuesta al estrés térmico, incrementan la vida media util de la mosca, asi
como la metilacion de los ARNt dependientes de DNMT2 que los protege de la
degradacion inducida por el estrés. (Schaefer et al. 2010).

METILACION DEL ADN EN INSECTOS

En Drosophila, la cantidad de 5mC global es tan baja como el 0.1-0.6% de todas las
citosinas gendmicas (Gowher, Leismann, y Jeltsch 2000; Lyko, Ramsahoye, y Jaenisch
2000; Phalke et al. 2009; Lin et al. 2005) y la mutacién nula del gen dnmt2 no mostré
anomalias aparentes en el desarrollo (Lin et al. 2005). Estos niveles bajos de metilacion
en el ADN de los dipteros han generado controversia con respecto a su importancia
biologica 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
metilacion mas complejos que comprenden a DNMT1, DNMT2 y DNMT3 (Bewick et al.
2016). Por ejemplo, Apis mellifera tiene aproximadamente 1.4% de sus citosinas
genoOmicas totales metiladas (Feng et al. 2010) y su sistema de metilacidon ha sido
estudiado en relacidén con la actividad transcripcional y la plasticidad fenotipica (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 metilacion de su ADN desempefa un papel en la generacion de
diferentes fenotipos, cambios en la plasticidad conductual y nutricional, asi 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 metilacion del ADN juega un papel
esencial en su desarrollo, nutricibn 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 cromatografia de intercambio idnico lograron una
deteccion 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 isoesquizbmeros Hpall y Mspl,
encontrando resistencia a la digestion de las regiones centroméricas. Al tratar a las
células de Aedes con azacitidina, encontraron que los cromosomas se hacen
susceptibles a la digestion por la enzima de restriccion sensible a metilacion Hpall.
(Bianchi, Vidal-Rioja, & Cleaver, 1986). Mas tarde, Marhold y cols., detectaron la
presencia de 5mC gendémica mediante la técnica slot blot, en ADN embrionario de
Drosophila melanogaster, pseudoobscura y en el mosquito Anopheles gambiae.
(Marhold et al. 2004)

METILACION DEL ADN E INFECCIONES

La metilacion del DNA regula la expresion de genes inducibles por retos inmunolégicos.
Fallas en el adecuado establecimiento o mantenimiento de los patrones de metilacion
en el DNA llevan a la disfuncién celular y a condiciones de susceptibilidad o desarrollo
de infecciones recurrentes. Actualmente se han estudiado los cambios en los patrones
de metilacion 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 metilacion del
ADN, se tiene poca informacioén sobre la funcion de la 5mC en infecciones causadas
por protozoarios como la malaria.
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MOSQUITOS ANOPHELES Y SU INFECCION 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
parasitos del género Plamodium.

Cuando una hembra Anopheles se alimenta con sangre de un hospedero infectado
con Plasmodium, los parasitos ingeridos en la sangre (~10 000 eritrocitos infectados)
inician el proceso de fertilizacion y diferenciacion dentro del lumen intestinal (Figura 5).
En un lapso de 10 a 25 h, alrededor de 1000 de los parasitos ingeridos logran
diferenciarse a la forma invasiva del parasito; el oocineto. Transcurridas las primeras 24
h, s6lo 100 de los oocinetos logran invadir y atravesar el epitelio intestinal. Menos de 10
de los oocinetos lograran alojarse en la lamina basal del intestino para continuar su
desarrollo y transformarse en ooquistes. Después de ~10 dias, cada ooquiste maduro
liberara cientos o miles de esporozoitos hacia la cavidad hemocélica, a través de la
cual, decenas o cientos, llegaran hasta las glandulas salivales. Finalmente, miles de
esporozoitos establecen la infeccion de las glandulas salivales del mosquito, donde
seran 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. Dinamica de infeccion parasitaria en mosquitos
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Figura 5. Establecimiento de la infeccion parasitaria en mosquitos Anopheles. Se
representan las variaciones en la carga parasitaria y el establecimiento de la infeccidén
del intestino y las glandulas salivales de Anopheles, en relacion al tiempo desde la
alimentacion sanguinea de un hospedero vertebrado infectado con Plasmodium. Estan
representadas las diferentes estadios del desarrollo de Plasmodium: gametocitos intra-
eritrociticos (BSG), oocinetos (OOK), ooquistes (OOC) y esporozoitos (SPZ). En gris
degradado se esquematiza el cambio en el nimero de parasitos con respecto al
tiempo. Tomado de Christophides 2005.

39



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 parasito se produce en
el intestino, en la cavidad hemocélica, en el cuerpo graso y en las glandulas salivales
del mosquito (Clayton, Dong, y Dimopoulos 2014). El sitio critico para el
establecimiento de la infeccibn en mosquito es el intestino, donde los parasitos 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 reduccion del numero de
parasitos Plasmodium ocurre en el intestino medio del mosquito. EI ambiente digestivo
del intestino, la formacion de la matriz peritréfica y la rapida respuesta inmune contra el
parasito, producen el mayor cuello de botella de la poblacion parasitaria. Por lo anterior,
el intestino medio de los mosquitos es un blanco de intervencion prometedor para
bloquear la transmisién (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
transmision de la Malaria y para el entendimiento de la inmunologia en insectos
(Sinden, Alavi, y Raine 2004). Las diferencias en la intensidad de la infeccion 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 eliminacion del parasito son la
encapsulacion melanética 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 multiples marcadores de la respuesta inmune de
mosquitos que estan relacionados con diferentes grados de resistencia a Plasmodium
(Osta, Christophides, y Kafatos 2004; S. Blandin et al. 2004; Sinden, Alavi, y Raine
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2004; Fraiture et al. 2009). Estos marcadores inmunes participan en las fases de
reconocimiento, regulacion, transduccién de sefal, o son efectores o mediadores de la
lisis, la melanizacion y la fagocitosis de Plasmodium (Martinez-Barnetche et al. 2012;
Christophides et al. 2002; Osta, Christophides, y Kafatos 2004). Tal es el caso de la
inmunolectina con dominio de fibrindbgeno 3 (FREP3) que ha sido implicada en el
reconocimiento y el fenbmeno de lisis en respuesta a la infeccion con Plasmodium
(Ghosh et al. 2011).

Se han estudiado dos proteinas de unién a carbohidratos dependientes de calcio
que tienen efectos antagdnicos en la infeccién de los mosquitos con Plasmodium: la
lectina tipo C 6 (CTL6) y la lectina tipo C 4 (CTL4). CTL6 media la respuesta de
opsonizacién y melanizacidbn en Anopheles, mientras que CTL4 inhibe la melanizacién
del oocineto de P. berghei, por o que es considerada como un factor agonista de la
infeccion.(Osta, Christophides, y Kafatos 2004; Volz et al. 2006). Por su parte, la
proteina con enlace tioéster 1 (TEP1) es el efector mas estudiado en la actualidad;
estudios en A. gambiae y A. stephensi muestran que los grados de resistencia estan
relacionados con la participacién 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 esta implicada en el reconocimiento, la melanizacién y lisis
de Plasmodium- (S. Blandin et al. 2004). TEP1 forma un complejo ternario con la
proteina con repetidos ricos en leucina 1 (LRIM1) y la proteina APLC1, que estabilizan
la conformacién de TEP1 durante la melanizacion y la lisis del parasito Plasmodium:-
(Le et al. 2012). Otros efectores ampliamente estudiados son las oxidasas duales
(DUOX) vy las fenol-oxidasas (PO). Las proteinas 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 oxigeno- (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 melanizacién.
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ANOPHELES ALBIMANUS

En México, las especies de mosquitos vectores de Plasmodium mas 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 region norte de América del Sur y el Caribe. Este vector
neotropical habita en la costa atlantica (desde Texas hasta Venezuela) y la del pacifico
(desde México al norte de Peru), asi como en la mayoria de las islas del Caribe (Conn,
Quifones, y Povoa 2016).

El habitat del mosquito A. albimanus puede ser natural o artificial, cuyos sitios
larvales son abiertos, soleados y con agua clara. Las larvas toleran una amplia
variacion quimica del agua y son capaces de explotar diversas fuentes de alimento que
les permite sobrevivir en agua dulce (canales de riego, estanques, pantanos, margenes
de rios) y salobre (manglares).

El desarrollo de A. albimanus tiene una duracién de 14 dias 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 dias, mientras que la
dieta de las hembras consta de sangre y néctares, y su longevidad es de 30 dias. El
mosquito tiene un comportamiento predominantemente exo6fago y exofilico, con
tendencia zoofilica y actividad antropofilica. Tras la hemoalimentacion, 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 si por la presencia de un marcador morfolégico
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
cuticula del dorso del abdomen y el térax, dispuesta en menor densidad en las regiones
intersegmentales y mayor hacia la linea media, delineando una franja blanca (Benedict
et al. 1986). Por su parte, el fenotipo sin franja o Café (C) muestra una coloracion
homogénea en todo el dorso sin coloracion blanca visible. En etapa adulta, el marcador
morfolégico ya no es visible y los fenotipos son indistinguibles. A. albimanus
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naturalmente presenta estas variantes fenotipicas durante su desarrollo, que se
asocian con distintos niveles de infeccion por Plasmodium en la etapa de adulto. A.
albimanus fenotipo Blanco es significativamente mas susceptible a la infeccién con
Plasmodium vivax que el fenotipo Café (Fenotipo Blanco: prevalencia 57%; 446.7
parasitos/intestino) (Fenotipo Café: prevalencia del 38,8%; 115.4 parasitos/intestino)
(Chan et al. 1994).

Figura 6. Ontogenia de Anopheles albimanus
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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.nim.nih.gov/genome/11556).
El tamano 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 nimero 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 proteinas, 320 genes
pequenos no codificantes (~200 bases que son transcritos, pero no traducidos y que
incluyen a ARNmi, ARNmisc, ARNr, ARNsc, ARNsnl, ARNsno y ARNsn) y dos ARNIn.
El genoma de A. albimanus esta compuesto por el 49% de CG y el 51% de AT, tiene un
contenido de repetidos pequefo (<2%). En glandulas salivales de larva, el genoma es
altamente politenizado (Faran 1980; Artemov et al. 2016; Hobbs, 1962).

TRANSCRIPTOMA. En 2012 se ensamblé el transcriptoma del intestino de la hembra
adulta (16,669 transcritos) e infectada con Plasmodium vivax (Martinez-Barnetche et al.
2012). Se reportdé que el intestino expresa diferencialmente 385 genes relacionados
con la inmunidad. Estos genes se agruparon en 27 familias implicadas en las fases de:
reconocimiento, regulacién, transduccion de la senal y los efectores.
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Figura 7. Panorama genémico de Anopheles albimanus
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Figura 7. Fotomapa citogenético de Anopheles albimanus. Se muestran las divisiones
cromosoémicas numeradas y las subdivisiones con letras debajo de las imagenes
cromosémicas. Las lineas horizontales y las flechas indican el orden y la orientacion
gendmica. Tomado de Artemov et al. 2016.
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PROPUESTA

El intestino medio de Anopheles es un modelo apropiado para estudiar mecanismos de
regulacion epigenética en conjunto con la respuesta inmune de mosquitos vectores, al
ser el sitio de convergencia de sefales nutricionales, enddcrinas, neuronales e
inmunoloégicas. En insectos, el intestino es una barrera fundamental contra la invasion
de patdégenos y es un 6rgano que despliega una rapida respuesta inmune local contra
parasitos 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 rapidas de activacion,
represion y reversibilidad ante estimulos. En este trabajo de investigacién se propuso
analizar la relacién entre la metilacion del ADN y la expresion de genes de la respuesta
inmune intestinal en dos fenotipos de A. albimanus en el contexto de la infeccion con P.
berghei.

46



SEGUNDA PARTE

RESULTADOS
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RESULTADOS

I. A. ALBIMANUS POSEE UN SISTEMA DE METILACION DE ACIDOS 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 metilacion de acidos nucleicos en A. albimanus, se buscaron
bioinformaticamente las secuencias de ADN codificantes para las proteinas involucradas
en su metilacion (Figura 8A y Figuras S1-S3). Se identificaron tres genes unicos que
codifican para tres componentes del sistema de metilacion: una ADN (citosina-C5)-
metiltransferasa 2 (dnmt2), una desmetilasa de metilcitosina tet2 (tet2) y una proteina
con dominio de union a CpG metilado (mbd). Se corrobor6 la identidad de las tres
secuencias a través su andlisis y clasificacibn de dominios en InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Figura 8A y Figuras S1-S3). La presencia de dnmt2
(AALBO003610), tet2 (AALB005657) y mbd (AALB005086) en el genoma de A. albimanus
indican que este organismo tiene todos los componentes necesarios para la regulacion
génica por metilacibn de &cidos nucleicos y un sistema de metilacion claramente
conservado.

El intestino de los mosquitos vectores es una barrera de defensa fundamental contra
la invasion de patbgenos como Plasmodium (Sinden 2004; Abraham y Jacobs-Lorena
2004). Por la gran importancia de este 6rgano en el establecimiento de la infeccion
parasitaria en el vector, se buscé la presencia de la 5mC en ADN y ARN como evidencia
de la funcionalidad de dnmt2, la Unica metiltransferasa presente en el mosquito capaz de
metilar ADN. Se encontr6 la marca epigenética en el ADN gendmico 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 bioldégico de la metilacion y, con base en
el caracter indispensable de la marca epigenética durante la ontogenia, se determiné su
funcionalidad durante el desarrollo del mosquito. Primero, se evalud 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
evaluod el efecto de la inhibicion de la metilacion en las primeras etapas del desarrollo
larvario. El tratamiento inhibidor de la metilacién afecté sustancialmente el desarrollo de
Anopheles; la inhibicion de la metilacion fue incompatible con la viabilidad larvaria y
condujo a la muerte del organismo tempranamente (L1; dia 4 post-eclosion) (Figura 8D).
En contraste, la supervivencia de los mosquitos adultos y del parasito P. berghei no se
afectaron por el tratamiento (Figura 8E). En conjunto, estos datos proporcionan una
fuerte evidencia del funcionamiento del sistema de metilacion y demuestran que la
metilacion de acidos nucleicos es esencial durante la ontogenia del mosquito.
Interesantemente, el tratamiento con azacitidina redujo significativamente los parametros
de la infeccidbn 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 metilacion de los acidos nucleicos es relevante durante la
infeccion del vector.
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Figura 8. El sistema de metilacion de acidos nucleicos de A. albimanus es
funcional e indispensable para el desarrollo del mosquito.

(A) Identificacion in silico de candidatos del sistema de metilacion de acidos nucleicos
en A. albimanus. Representacion esquematica de los genes AALB-dnmt2, AALB005657-
tet2 y AALB005086-mbd.

(B) Inmunodeteccion de 5-metil-citosina (5mC) en ADN gendomico 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) Expresion de dnmt2 y tet2 durante el desarrollo y la etapa adulta de A. albimanus.
Expresion 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 dias post-emergencia (dpe)
mediante gPCR. Normalizaciébn con ARNm s7 ribosomal y analisis mediante el método
2—-DCt. Representacion de la media + error estandar de la media (SEM; standard error
of the mean) de dos a cinco experimentos independientes.

(D) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilacion sobre el desarrollo de A. albimanus.
Larvas fenotipo blanco (Blanco) y fenotipo café (Café) en etapa L1 de 1h post-eclosion,
fueron tratadas con azacitidina (50 pM) (B+A; C+A).

Crecimiento larvario: representacion 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 comparacion multiple de Dunn.

Sobrevivencia larvaria: representacion de la relacidon de lavas vivas entre el total de
larvas cada 24 h durante 8 dias. 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 metilacién 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 uM) durante 72 h. Representacion de la
relacidbn de mosquitos vivos entre el total de mosquitos cada 24 h durante 10 dias. Tres
experimentos independientes con 100 mosquitos por grupo. ns; no significativo. Prueba
de Mantel-Cox.

Sobrevivencia de P. berghei. parasitos en etapa de oocineto fueron purificados y
tratados in vitro con azacitidina (50 uM), H.O, (100uM; control positivo) y PBS (control
negativo). Representacion de la relacién de parasitos vivos entre el total de parasitos
cada 24 h durante 3 dias. Tres experimentos independientes por duplicado. ns; no
significativo. Prueba de Mantel-Cox.

(F) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilaciéon sobre la infeccidn deA. albimanus
con P. berghei. Mosquitos adultos de 2 dpe de la cepa parental Tap fueron tratados con
azacitidina (50 pM) durante 72 h y posteriormente fueron alimentados con 400
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oocinetos/ul de P. berghei. Tres dias post-alimentacidon se determin6 la carga de
ooquistes intestinales mediante microscopia de fluorescencia. Prevalencia, intensidad y
abundancia de la infeccion enA. albimanus retados con P. berghei. Los parametros de
infeccidon fueron calculados como sigue: prevalencia, porcentaje de mosquitos
infectados; intensidad, promedio del numero de parasitos en los mosquitos infectados;
abundancia, promedio del numero de parasitos en el total de mosquitos. Dos
experimentos independientes con 30 mosquitos por grupo. ****p< 0.0001. Prueba Mann-
Whitney.
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Il. LOS FENOTIPOS BLANCO Y CAFE DE A. ALBIMANUS DIFIEREN EN EL
PORCENTAJE DE METILACION DEL ADN, EL PERFIL DE TRANSCRIPCION DE GENES
DE LA RESPUESTA INMUNE Y LA SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION 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 caracteristicas moleculares de estos
fenotipos es escaso.

Para caracterizar a los dos fenotipos a nivel funcional y molecular, inicialmente se
determinaron los patrones de infeccion inter-generacional de la cepa parental Tap y de
los fenotipos Blanco y Café. Mosquitos hembra de cinco dias post-emergencia (dpe)
fueron alimentados con P. berghei (400 oocinetos/ul) y tres dias después de la
alimentacion se cuantifico la intensidad y la prevalencia de la infeccién en intestinos,
mediante microscopia de fluorescencia. El experimento se repiti6 durante siete
generaciones para la cepa de los mosquitos parentales Tap (Tapos) Yy durante 10
generaciones sucesivas para los mosquitos fenotipo Blanco y Café (Blanco1.io y Caféi.10).
En cada generacion de la cepa Tap y de los fenotipos derivados Blanco y Café, se
destinaron mosquitos para las infecciones con el parasito, mientras que el resto se
mantuvo para criar las proéximas generaciones. Como se observa en la Figura 9A, los
mosquitos fenotipo Blanco susceptibles a P. vivax también son mas susceptibles a las
infecciones por P. berghei en comparacion con los mosquitos fenotipo Café; parametros
de infeccion Blanco vs Café: prevalencia (85% vs 52%), intensidad (8 vs 3
ooquistes/intestino) y abundancia (7 vs 1 ooquistes/intestino) (Figura 9B). Esto se
observo en las 10 generaciones estudiadas, y los parametros de infeccion obtenidos
oscilaron dentro de la variacibn parental observada, indicando que el rasgo de
susceptibilidad / resistencia no se diluye ni refuerza con la reproduccion 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 evalué la
produccion basal de 6xido nitrico (NO), la actividad de fenoloxidasa (PO), la cantidad de
5mC genomica y el perfil transcripcional de varios marcadores inmunes descritos
previamente como moléculas importantes en la infeccion con Plasmodium. La
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produccion 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 producciéon basal de NO o la actividad de PO, por lo que no son una
caracteristica fenotipica que condicione a la susceptibilidad o la resistencia a la
infeccion.

A continuacién, se analiz6 el perfil transcripcional de los genes del sistema de
metilacion y el contenido de 5mC en ambos fenotipos. La abundancia del transcrito de
dnmt2 fue 3.5 veces mayor en el fenotipo Café en comparacién con el fenotipo Blanco,
mientras que la abundancia de tet2 no fue distinta entre los fenotipos (Figura 9D). Con
una mayor transcripcion de dnmt2, los mosquitos fenotipo Café tuvieron
significativamente mas metilacién del ADN genémico que los mosquitos fenotipo Blanco
(1.73% = 0.22 vs 0.85% + 0.17) (Figura 9D). El tratamiento de inhibicion de la metilacion
exclusiva sobre el ADN con decitabina, igualé 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 inhibicién en el fenotipo Café fue del 61.45%, mientras que en el fenotipo
Blanco fue 38% (Figura 9D). Asi, la inhibicion de la metilacién en el fenotipo Café fue
23.45% mas eficiente que en el fenotipo Blanco. El tratamiento con azacitidina también
fue efectivo en la inhibicién de la metilacién del ADN en ambos fenotipos y también se
observé una mayor reduccion 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 restriccion como sistema de evaluacion de la metilacion se
basa en la sensibilidad a la 5mC de las enzimas. La endonucleasa Hpall reconoce el
sitio de restriccion 5-CCGG-3’ y corta entre las citosinas, sin embargo, la digestion del
ADN es nula cuando la citosina interna estd metilada (CmCGG), por lo que el ADN
metilado en esta posicion queda protegido de la digestion por Hpall (Waalwijk y Flavell
1978). Se observaron claras diferencias en los patrones de la digestion del ADN entre
los fenotipos, mismas que se pierden con el tratamiento inhibidor de la metilacion.
Después de la digestion del ADN con Hpall, el ADN de los mosquitos fenotipo Café
mostraron mayor proteccion contra la digestion, misma que se perdid después del
tratamiento con azacitidina (Figura 9F), confirmando asi, un mayor grado de metilacion
en el ADN que el observado en los mosquitos fenotipo Blanco.
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Posteriormente se evaluaron mediante gPCR, los niveles de transcripcién basal de
los marcadores inmunes en intestino de ambos fenotipos. Se encontraron diferencias
fenotipicas en la expresion basal de los marcadores de respuesta inmune anti-
plasmodium en A. albimanus fenotipo Café vs Blanco: Irim1 (+6.3), tep (+4.1); clt4
(+11.6); ctl6 (+4.4); frep3 (+2.8) (Figura 9G). Las diferencias observadas en los perfiles
de transcripcion entre los fenotipos son coherentes con sus diferencias en la
susceptibilidad a la infeccion 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
actia como un modulador que previene una fuerte respuesta inmune (Kumar et al.
2010). Por lo tanto, la menor transcripcién de duox (-3.1) en los mosquitos fenotipo Café,
también podrian contribuir a su condicidén de resistencia (Figura 9G). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la expresion 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 metilacion de los acidos nucleicos, en las tasas de respuesta al
tratamiento inhibidor de la metilacion, hasta la susceptibilidad a la infeccibn con P.
berghei. Asi, el fenotipo Café resistente tiene una mayor abundancia de 5mC gendmica
y actividad transcripcional de los marcadores inmunes, asi como una menor prevalencia
e intensidad de la infeccion en comparacién con el fenotipo Blanco.
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Figura 9. Los fenotipos Blanco y Café de A. albimanus difieren en los porcentajes
de metilacion del ADN, en los perfiles de transcripcion de genes de la respuesta
inmune y la susceptibilidad a la infeccién por P. berghei

(A-B) Parametros de la infeccion parasitaria en A. albimanus. Hembras de 5 dias post-
emergencia (dpe) fueron alimentadas con 400 oocinetos/ul de P. bergheiy tres dias
post-alimentacién se determind la carga de ooquistes intestinales mediante microscopia
de fluorescencia.

(A) Prevalencia y abundancia de la infeccion con P. berghei en siete generaciones de A.
albimanus cepa parental (Tap) y de 10 generaciones sucesivas de los fenotipos Blanco
y Café. Representacion de la media aritmética y del tamafio de la muestra (nUmeros
debajo de las cajas). Los valores de p se incluyen en el grafico. Prueba Mann-Whitney.

(B) Prevalencia, intensidad y abundancia de la infeccidbn en A. albimanus fenotipo
Blanco y Café. Tres experimentos independientes con 30 mosquitos por grupo. **** p<
0.0001. Pureba de Mann-Whitney.

(C) Produccion de Oxido nitrico y actividad de fenol oxidasa en A. albimanus fenotipo
Blanco y Café. Mediciones en mosquitos completos de 5 dpe ambos fenotipos.

Produccion de 6xido nitrico: representacion de la media aritmética + SEM de la
concentracion de nitritos (NO,) y nitratos (NO;) 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): representacion de la media aritmética + SEM de la de la
actividad enzimatica 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 sustraccién de los valores de los controles de auto-
oxidacion (s6lo L-DOPA) y blancos (mosquitos macerados). Enzima inhibida (inh),
enzima activa (act) y enzima total (tot). Tres experimentos independientes con 30
mosquitos por grupo Yy realizado por duplicado. ns; no significativo. Prueba de t de dos
colas.
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(D) Diferencias en la expresion basal del sistema de metilacion y en la abundancia de 5
metil-desoxicitosina (5mdC) en intestino de mosquitos fenotipo Blanco y Café.

Expresion relativa de dnmt2 y tet2 en intestino de hembras de 5 dpe mediante qPCR.
Normalizacion con ARNm s7 ribosomal y relativizado a la abundancia del fenotipo
Blanco (B). Analisis mediante el método 2-DDCt. Representacion de la media + SEM de
cinco experimentos independientes. *p< 0.05; ns, no significativa. Prueba de t de dos
colas.

Porcentaje gendmico 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 uM) durante 72 h (B+D; C+D). 125 ng de ADNg fueron derivatizados
con 2-bromoacetofenona y detectados fluorométricamente a 306/378 nm
exitacion/emision mediante HPLC-FLD. Representacion 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 comparacion multiple de Tukey.

(E) Inhibicion de la metilacion del ADN en mosquitos A. albimanus fenotipo Blanco (B) y
Café (C). Mosquitos de 2 dpe de ambos fenotipos fueron tratados con azacitidina (50
MM) durante 72 h (B+Aza; C+Aza). La determinacion del contenido de 5mC de ADN
gendémico de intestino se evalu6 mediante el uso de un anticuerpo anti-5mC.
Representacion de la intensidad media de los pixeles del dot-blot (gréafico a la derecha).
ADN humano comercial hipermetilado (control positivo; C +), ADN de fago lambda
(control negativo; C-); ADNg de la linea celular deA. albimanus LSB-AA695BB (AALBS).
Los numeros arriba de los dot-blots representan las diluciones de ADNg.

(F) Diferencias en la inhibicion de la metilacion 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 uM) durante 72 h. EIl ADNg (1 ug) de
intestinos de 30 mosquitos se digiri6 con 1 unidad de Hpall durante 1 h a 37°C. Se
muestra un gel de agarosa representativo de los productos de digestion de ADN. ADN
humano comercial hipermetilado (control positivo; C +).

(G). Expresion basal de marcadores inmmunes anti-Plasmodiumen intestino de
mosquitos A. albimanus fenotipo Blanco (B) y Café (C). Expresion relativa de los
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siguientes marcadores: Irim1 (proteina con repetidos ricos en leucina 1), tep (proteina
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 fibrinbgeno 3) y
ppo1 (profenotloxidasa 1) en intestino de hembras adultas de 5 dpe mediante qPCR.
Normalizacion con ARNm s7 ribosomal y relativizado a la abundancia del fenotipo
Blanco. Analisis mediante el método 2—-DDCt. Representacion 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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lll. A. ALBIMANUS FENOTIPO BLANCO Y CAFE DIFIEREN EN LA MODULACION
TRANSCRIPCIONAL DE MARCADORES DE LA RESPUESTA INMUNE POR METILACION
DE ACIDOS NUCLEICOS

Para investigar si la transcripcion de los marcadores inmunes contra Plasmodium esta
modulada por la metilacién de ADN o ARN, los mosquitos fenotipo Blanco y Café fueron
tratados con los azanucledsidos decitabina o azacitidina, y se determinaron sus perfiles
de transcripcion.

El inhibidor de la metilacion decitabina es un analogo de desoxicitidina que se
incorpora exclusivamente al ADN, mientras que la azacitidina se incorpora al ADN vy al
ARN (Stresemann y Lyko 2008). En general, la inhibicion de la metilacion por los
azanucledésidos tuvo efectos sobre la transcripcion de Irim1, tep, ctl4, duox, frep3'y ppo1
que fueron especificos del fenotipo (Figura 10A), sin embargo, no produjo cambios en la
expresion de dnmt2 en ninguno de los mosquitos. A pesar de que el tratamiento con
azacitidina tiene efectos globales sobre la metilacion genémica, el cambio en los perfiles
de transcripcion en respuesta al tratamiento fueron diferenciales entre los fenotipos.
Cada fenotipo desplegd un perfil transcripcional que fue dependiente del tratamiento
desmetilante. Estos efectos particulares sobre los fenotipos podrian deberse a la
diferencia en la deposicion de las marcas epigenéticas entre ellos, que puede depender
de las diferencias genéticas subyacentes (Anreiter, Kramer, y Sokolowski 2019); asi, los
perfiles de expresidbn génicos asociados a la perturbacion del perfil de metilacion
resultarian 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 traduccion de
los ARNt (Trixl y Lusser 2018), mientras que el efecto de la decitabina influyeen
procesos transcripcionales. La inhibicion selectiva de la metilacion del ADN afecta la
abundancia de distintos transcritos entre los fenotipos. En el fenotipo Blanco, la
decitabina tuvo efectos sobre Irim1 y ctl4. Por su parte, en el fenotipo Café la decitabina
afecté la abundancia de frep3 y tep (Figura 10A). Ademas, en los mosquitos fenotipo
Blanco, la abundancia de transcripcion de ctl6 y ppo1 se afectd principalmente por la
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inhibicion de la metilacion en el ADN; esto es, la inhibicion de la metilacion en el ARN
por azacitidina no agregé efectos transcripcionales a los generados por la decitabina.

No se observaron cambios transcripcionales exclusivos de la inhibicibn de la
metilacion en el ARN; es decir, efectos producidos por la azacitidina pero no por la
decitabina. En contraste, ambos inhibidores afectaron la transcripcion de genes
particulares en cada fenotipo: tep y ppo1 en los mosquitos fenotipo Blanco y Irim1 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 Irim1, duoxy ctl6 en
el fenotipo Café (Figura 10A)

Por otro lado, la inhibicion de la metilacidbn no tuvo efectos a nivel post-traduccional y
no genero diferencias adicionales sobre la produccion 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 expresion de genes anti-Plasmodium en el intestino medio
de A. albimanus esta modulada epigenéticamente a través de la metilaciéon del ADN.
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(A-D) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilacion sobre la expresion de marcadores
inmunes, producciéon de Oxido nitrico, actividad de fenol oxidasa y sobrevivencia de
mosquitos A. albimanus fenotipo Blanco y Café. Mosquitos adultos de 2 dias post-
emergencia (dpe) de ambos fenotipos fueron tratados con azacitidina (50 uM; BA y CA)
o decitabina (50 uM; BD y CD) durante 72 h.

(A) Expresion relativa de marcadores inmunes en intestino de mosquitos A. albimanus
fenotipo Blanco y Café tratados con inhibidores de la metilacion. Expresion relativa de
dnmt2, Irim1, tep, ctl4, duox, ctl6, frep3y ppoien intestino de hembras adultas de 5 dpe
mediante gPCR. Normalizacion con ARNm s7 ribosomal y relativizado a la abundancia
del fenotipo Blanco (B). Analisis mediante el método 2-DDCt. Representacion 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 comparaciéon multiple de Tukey.

(B) Medicion de la produccion de 6xido nitrico. Representacion de la media aritmética +
SEM de la concentracion de nitritos (NO,), nitratos (NO;) y nitritos + nitratos (NOy), 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) Medicién de la actividad de fenol oxidasa. Representacion de la media aritmética +
SEM de la de la actividad enzimatica 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
sustraccion de los valores de los controles de auto-oxidacion (s6lo 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.
Representacion de la relacidon de mosquitos vivos entre el total cada 24 h durante 10
dias. Tres experimentos independientes con 100 mosquitos por grupo. ns; no
significativo. Prueba de Mantel-Cox.
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IV. LOS FENOTIPOS BLANCO Y CAFE DE A. ALBIMANUS RESPONDEN
DIFERENCIALMENTE AL RETO CON P. BERGHEI EN TERMINOS DE METILACION DEL
ADN Y TRANSCRIPCION DE GENES DE LA RESPUESTA INMUNE

Los estimulos ambientales como el balance nutricional y la invasidbn por agentes
patbgenos son capaces de modular la dinamica de metilacion del ADN (Cridge et al.
2017; Vilcinskas 2017; Cavalli y Heard 2019). Con base en lo anterior, se probd la
funcionalidad del sistema de metilacion en ambos fenotipos de mosquitos en el contexto
de su interaccion con del medio ambiente. Para explorar si hay un cambio en la
abundancia de la metilacion gendmica en la misma ventana de tiempo en que se
evaluaron los perfiles transcripcionales (invasion intestinal), se analizé el ADN genémico
de mosquitos fenotipo Blanco y Café con 24 h post-reto con Plasmodium mediante el
uso de la endonucleasa Hpall. EI ADN del intestino medio de hembras retadas con P.
berghei de cada fenotipo (BPb; CPb) mostr6 una menor sensibilidad a la digestién por
Hpall (Figura 11A), revelando un nivel mas alto de 5mC y un estado en el que los
niveles de metilacion cambian dinamicamente en respuesta al reto inmune.

En congruencia con la respuesta epigenética inducida por el reto inmune, se
encontré6 que dnmt2 y tet2, asi como la mayoria de los genes anti-Plasmodium,
contienen en su region promotora secuencias de union predichas para la regulacion por
el factor nuclear kB (NF-kB), el factor de transcripcion 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 disminucion de tet2 (Bb / BPb: 1.2 veces), mientras que el fenotipo Blanco no
mostré6 cambios transcripcionales (Figura 11B). El balance entre una mayor trasncripcion
de dnmt2 y una menor transcripcion 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 parasito (Figura 11A).
Ademas, la alimentacion con sangre indujo un aumento sustancial en la transcripcion de
dnmt2 (Bb: 372 veces; Cb 21 veces) y una disminucién de tet2 (Bb: 5.6 veces; Cb: 3.6
veces) (Figura 11B). Consecuentemente, tanto la hemoalimentacion como la invasion
parasitaria inducen una respuesta transcripcional que involucra a estos dos
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componentes esenciales del sistema de metilacion, sin embargo, sélo en el fenotipo
Café se indujo una respuesta especifica de dnmi2 a la invasion parasitaria.

Los mosquitos anophelinos modulan su perfil transcripcional en respuesta a la
infeccion con Plasmodium (Martinez-Barnetche et al. 2012). La especificidad y cantidad
de esta respuesta contribuyen a la resistencia o susceptibilidad a la infeccion parasitaria.
Para caracterizar a nivel molecular la respuesta intestinal a la invasién parasitaria, se
analizaron mediante qPCR la expresion de los marcadores de respuesta inmune anti-
plasmodium en ambos fenotipos (Figura 11B). Las respuestas a la invasion 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
Irim1, tep, duox, ctl6, frep3 y ppo1 no mostraron cambios en su abundancia ante la
invasion (Figura 11B). En contraste, A. albimanus fenotipo Café (BPb:Bb) desarrollé una
amplia respuesta transcripcional con incremento de Irim1 (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 practicamente
no produce una respuesta transcripcional ante la invasién parasitaria y desarrolla
infecciones con alta prevalencia (85%) e intensidad de la infeccion (8
ooquistea/intestino), el fenotipo Café monta una fuerte respuesta transcripcional
multigénica, con elevada expresion intestinal de genes anti- Plasmodium y exhibe una
baja prevalencia (52%) e intensidad de la infeccion (3 ooquistes/intestino).

Para explorar la correspondencia entre la metilacion de &cidos nucleicos y la
susceptibilidad a la infeccion, se evalud el efecto biolégico del esquema de inhibicion de
la metilacion sobre la abundancia, intensidad y prevalencia de la infeccion en los
mosquitos susceptibles. Las hembras del fenotipo susceptible tratadas con azacitidina
(B+A: 5 uM, 25 uM, 50 pM y 75 uM) 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 infeccion, que claramente fue
dependiente de la concentracién del inhibidor (Figura 11C). Existe una fuerte correlacion
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negativa entre el tratamiento inhibidor de la metilacion vy la prevalencia (r= -0.8721), la
intensidad (r= -0.9747) y la abundancia (r= -0.9747) de la infeccién 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 inhibicién sobre los parametros de infeccion se
satur6 a una concentracion de 50 pM de azacitidina, pues no se observd una
disminucién adicional en la carga de ooquistes.

Para evaluar si las diferencias en la metilacion de los acidos nucleicos entre los
fenotipos podrian estar relacionadas con sus diferencias en la susceptibilidad a P.
berghei, se determin6 el efecto del esquema de inhibicion con azacitidina sobre la
infeccion de ambos fenotipos. El tratamiento con azacitidina redujo significativamente la
infeccion 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 anulé sus diferencias
fenotipicas 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 metilacion del ADN en A. albimanus es una
marca dinamica. En respuesta al reto inmune con el parasito, ocurre una regulacion
positiva de dnmt2 asociada a la regulacion negativa de tet2, dos genes con secuencias
de unién putativa de NF-kB en su regién 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 parasito y el rescate del fenotipo susceptible a la
infeccidn con Plasmodium a través del borrado farmacologico de la metilacion, sugiere
un papel importante de la metilaciébn en este proceso. Interesantemente, la inhibicion de
la metilacién previa al reto inmune con el parasito anula las diferencias fenotipicas 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 metilacion del ADN y
transcripcion de genes de la respuesta inmune.

(A-B) Mosquitos A. albimanus fenotipo Blanco (B) y Café (C) de 5 dias post-emergencia
(dpe) fueron retados con P. berghei (400 oocinetos/pl) y 24 h posterior al reto se extrajo
ADNg y ARNm de intestinos de 30 mosquitos por grupo.

(A) Diferencias en la metilacién del ADN de intestino de mosquitos A. albimanus fenotipo
Blanco y Café retados con P. berghei (BPb; CPb). EI ADNg (1 pg) se digiri6 con 1
unidad de Hpall durante 1 h a 37 °C Se muestra un gel de agarosa representativo de los
productos de digestion 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. Expresion relativa de marcadores
inmunes en mosquitos alimentados con sangre infectada (BPb; CPb) y sangre sin
infectar (Bb y Cb). Normalizacion con ARNm s7 ribosomal y relativizado a la abundancia
del fenotipo Blanco (B). Analisis mediante el método 2-DDCt. Representacién 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 comparacion multiple de Tukey.

(C) Efecto del tratamiento inhibidor de la metilacién sobre la infeccion de mosquitos
susceptibles con P. berghei. Mosquitos adultos de 2 dpe fueron tratados con 25 pM, 50
MMy 75 uM de azacitidina durante 72 h y alimentados conP. berghei (400 oocinetos/pl).
Tres dias después del reto con P. berghei se determiné la carga de ooquistes
intestinales en los mosquitos. Prevalencia, intensidad y abundancia de la infeccion en
hembras susceptibles.

Correlacién entre la concentracién del tratamiento con azacitidina y la prevalencia,
intensidad y abundancia de la infeccidn. 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 comparacién multiple de Dunn. (r) Correlacion de Spearman.
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V. LA INHIBICION DE LA METILACION DEL ADN DIRIGE A LOS MOSQUITOS A.
ALBIMANUS A UNA CONDICION DE RESISTENCIA CONTRA P. BERGHEI

Para evaluar la respuesta transcripcional a la invasion de parasitos en un estado en
donde la marca epigenética fue borrada globalmente (Figura 12A), se trataron a ambos
fenotipos con los inhibidores de la metilacién y se retaron con P. berghei. Se analizé
mediante qPCR la expresion de los marcadores de respuesta inmune en el fenotipo
Blanco y Café después de la exposicion a azacitidina (A), Decitabina (D), al reto con P.
berghei (Pb) y en la combinacion 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, llevdé a ambos fenotipos a
responder de manera similar ante el reto con el parasito, produciendo dnmt2, Irim1'y tep
(Figura 12B; A+Pb). TEP1 y LRIM1 se consideran los principales factores que controlan
las cargas parasitarias en los mosquitos; su funcidbn es similar al sistema del
complemento de mamiferos y promueven la lisis y la melanizacion de los parasitos
(Osta, Christophides, y Kafatos 2004; S. Blandin et al. 2004; Fraiture et al. 2009). En
ambos fenotipos retados con Plasmodium, la inhibicibn de la metilacion aumentoé la
transcripcion de tep (Figura 12B; Pb vs A+Pb). El incremento en la trasncripcion de Irim1
fue mayor en los mosquitos de fenotipo Blanco a lo observado en mosquitos del fenotipo
Café. Ademas, ctl4 disminuyd en ambos fenotipos retados cuando se trataron con
azacitidina. Sin embargo, persistieron algunas diferencias transcripcionales, en particular
ppo1 que aumento significativamente en el fenotipo Blanco, mientras que ctl4 y ctl6 s6lo
se expresaron en el fenotipo Café (Figura 12B; A+Pb).

El hecho de que los inhibidores disminuyeran la transcripcion de la desmetilasa tet2 a
niveles indetectables, podria contribuir a la preservacion de la 5mC incipientemente
colocada en respuesta al reto con el parasito. Una explicacion para las observaciones
anteriores es que los patrones preexistentes de la metilacion heredada en los fenotipos
fue borrada con el tratamiento inhibitorio, asi como la divergencia de la respuesta
transcripcional, de tal forma que los mosquitos respondieron con lo que probablemente
es relevante para contender con la infeccion, resultando en una menor carga parasitaria
en ambos fenotipos (Figura 12C).
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Para discriminar entre los efectos biolégicos de la metilacion del ADN y el ARN, se
realizaron experimentos de infeccion en mosquitos tratados con azacitidina y decitabina
y a partir de los datos de prevalencia e intensidad de infeccion se calculd, segun
Churcher, et al (2012), la eficacia en el bloqueo de la transmision (por sus siglas en
inglés TBls; Transmission blocking interventions) (tabla superior; Figura 12C). En el
fenotipo Blanco, el tamafio del efecto del bloqueo de la infeccidbn 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 observd un importante efecto
de blogueo 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 transmision 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 metilacién entre
los fenotipos se deben a aspectos genéticos de la dnmt2, se amplificd y secuencib el
gen de ambos fenotipos (Figura 12D y Figura S7). Se realizd la traduccidn in silico y
andlisis de dominios conservados de los resultados de la secuenciacion 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. Dnmit2 tiene un promotor
de 50 pb de tamano, localizado a 563 pb de distancia del ORF y una secuencia de union
putativa para NF-kB localizada a 548 pb rio arriba del ORF (Figura 12E).
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Figura 12. La inhibicion de la metilacion del ADN dirige a los mosquitos A.
albimanus a una condicion de resistencia contra P. berghei.

(A) Representacion esquematica de la metodologia. Se determind la expresion relativa
de los marcadores inmunes mediante gPCR de muestras de ARNm tomadas de cada
grupo experimental (fenotipos normales, borrado del metiloma y reto con el parasito) y
posterior determinacién de la carga de ooquistes intestinales.

(B) Representaciéon de la expresion génica por medio de mapa de calor de los
marcadores inmunes en mosquitos fenotipo Blanco y Café después de la exposicion a
azacitidina (A), Decitabina (D) y al reto con P. berghei (Pb). Se incluye la combinacion
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 expresion basal y la condicion tratada. S6lo se representancon
color los genes con diferencias significativas en su expresion. Las cajas blancas
representan cambios en la expresion no significativos. Una linea representa que el
transcrito no fue detectado por gPCR. Los numeros 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 inhibicion de la metilacion por azacitidina (A) y decitabina (D) sobre los
parametros de infeccion. Representacion de la media + SEM de la prevalencia, la
intensidad y la abundancia de la infeccibn en mosquitos fenotipo Blanco (B) y Café (C)
retados con P. berghei (400 oocinetos/ul) (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 comparacién multiple de Dunn.

(D) Eficacia de las intervenciones de bloqueo de la transmision (por sus siglas en inglés
TBIs; Transmission blocking interventions) de azacitidina (A) o decitabina (D) sobre la
prevalencia e intensidad de la infeccion en mosquitos fenotipo Blanco (B+A; B+D) y
fenotipo Café (C+A; C+D).

(E) Amplificacion del gen AALBdnmt2 del fenotipo Blanco y Café de A.
albimanusmediante PCR largo, secuenciacién y representacidbn esquematica de la
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constitucién génica de dnmt2 fenotipo Blanco y fenotipo Café; Analisis de dominios
conservados de las secuencias de dnmt2 mediante CD-search.
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DISCUSION

A. albimanus presenta naturalmente dos variantes fenotipicas distinguibles durante su
ontogenia. Histdéricamente, las variaciones fenotipicas 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 infeccién por P.
vivax que su contraparte Café (Georghiou, Gidden, y Cameron 1967; Davidson 1963;
Chan et al. 1994). Sin embargo, no se habian caracterizado a nivel molecular las
diferencias de la susceptibilidad a la infeccién con Plasmodium. Aunque estudios previos
han sugerido la ausencia de un sistema de metilacion de ADN funcional en dipteros, se
han reportado evidencias de la presencia de la 5mC en anophelinos y aedinos. En esta
investigacidbn se empled como modelo de estudio a A. albimanus-P. berghei para
caracterizar las propiedades fenotipicas de la susceptibilidad/resistencia a la infeccion y
poner a prueba la presencia e importancia biolégica de la metilacion del ADN en dos
fenotipos funcionales. Este trabajo de investigacion se centr6 en el analisis de un grupo
de genes del sistema inmune que son cruciales para el establecimiento y desarrollo de
la infeccion con P. berghei'y se dirigio el interés en el estudio del intestino medio de los
mosquitos por ser el principal 6rgano blanco de la invasion del parasito.

Durante la ontogenia de A. albimanus, dnmt2y tet2 se expresan dindmicamente en
todas las etapas del desarrollo del mosquito y la funcidén de la 5mC es esencial a lo largo
de este proceso. La inhibicion temprana de la metilaciéon en las larvas tiene efectos
perjudiciales en su crecimiento y es totalmente incompatible con la viabilidad del
organismo. De la misma manera, la metilacion de acidos nucleicos es funcional en la
etapa adulta. En principio, se comprob6 cuantitativamente la presencia de la 5mdC en
ADN de intestino de ambos fenotipos y se evalud su participacion en la modulacion de la
transcripcion de marcadores inmunes relevantes en la infeccibn con Plasmodium. El
tratamiento inhibidor de la metilacion produjo cambios en el perfil de expresion intestinal
que fueron dependientes del tipo de inhibidor y particulares del fenotipo. En cambio, la
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inhibicion de la metilacion del ADN no afectd la sobrevivencia de los mosquitos ni
produjo cambios en la produccién de NO ni la actividad de PO.

En la etapa adulta, los fenotipos ya no son distinguibles morfolégicamente, pero
estan asociados a niveles intestinales de 5mC gendmica distintos, asi como en la
respuesta transcripcional ante el reto parasitario y en la susceptibilidad a la infeccién con
P. berghei.

Otro aspecto llamativo es la mayor inhibicién de la metilacion en el fenotipo Café, en
comparacion con lo observado en el fenotipo Blanco. La decitabina y la azacitidina
tienen sus efectos inhibitorios de la metilacion después de su incorporacion en los
acidos nucleicos. La incorporacion de los azanucledsidos ocurre durante los eventos de
replicacion, de reparacion del ADN, en la transcripcion o en la desmetilacion con
sustitucion de base; que son procesos en los que ocurre la incorporacion o reemplazo
de nucledtidos. Luego, la enzima DNMT2 interactia con los azanucleésidos y se une
covalente e irreversiblemente a ellos durante la reaccion catalitica. De esta forma, los
inhibidores solo pueden inhibir la metilacion 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 eliminacion de la marca entre los
fenotipos. La mayor actividad transcripcional del fenotipo Café correlaciona con una
reduccion del 61.45% de la 5mC gendmica; 23.45% mas 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, perdié el 38% de la 5mC total después del
tratamiento con decitabina. La inaccesibilidad a los inhibidores o0 a la DNMT2 en ciertas
regiones gendmicas de baja actividad, también puede explicar por qué en ambos
fenotipos la inhibicion de 5mC alcanz6 niveles similares sin disminuir mas o alcanzar la
eliminacion total de la marca epigenética.

En general, se considera que la funcion de la metilacion del ADN es de represion de
la expresion génica; especialmente cuando se localiza en las regiones promotoras. Sin
embargo, cuando se encuentra dentro del cuerpo del gen se ha asociado con una
transcripcion génica activa (Hunt et al. 2013b; Zilberman 2017). En los insectos, la
metilacion del ADN se localiza casi exclusivamente en los cuerpos génicos, lo que
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explica en cierta medida la asociaciébn observada entre el contenido de 5mC y la
actividad transcripcional de los fenotipos. El fenotipo Café, con mayor contenido de 5mC
tiene una transcripcion relativa alta, mientras que el fenotipo Blanco con menor
contenido de 5mC tiene una actividad transcripcional menor. Estudios en insectos
indican que la metilacién de su ADN es muy distinta a la de vertebrados y similar a la de
plantas; tanto plantas como insectos presentan abundante metilacion en el contexto
CHH y una metilacién preferencial de los cuerpos génicos (Zilberman 2017). Al igual que
en las plantas, los patrones evolutivos de la metilacion en insectos sugieren un tipo de
funcidn homeostatica para la metilacion del cuerpo del gen (Regev, Lamb, y Jablonka
1998; Sarda et al. 2012; Zilberman 2017). Se requieren de futuros trabajos que aclaren
si la funcion de la 5mC en A. albimanus se asocia principalmente con perfiles
transcripcionales mas activos que represivos, asi como su potencial contribucion en el
mantenimiento de la homeostasis. En mosquitos, la regulacion de la respuesta inmune
juega un papel critico en el desarrollo de resistencia o susceptibilidad a las infecciones,
en este sentido, el estudio de la asociacion de la competencia vectorial y la regulacion
de la respuesta inmune mediante mecanismos conservados como la metilaciéon del DNA
son relevantes.

Las marcas epigenéticas son activamente colocadas y removidas en respuesta a
sefales nutricionales o por retos inmunolbégicos. Esta dinamica de la respuesta
epigenética permite que marcas reguladoras de la expresidon génica como la metilacion
del ADN, modulen la transicibn de un estado basal a un estado de respuesta
transcripcional. En A. albimanus, la alimentacién con sangre infectada con Plasmodium
aumenta la cantidad de metilaciéon 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 transcripcion de dnmt2, asi como con la menor
transcripcion de tet2 en los dos fenotipos.

Los mosquitos hembra requieren del aporte nutricional de aminoacidos y lipidos que
provienen de la sangre de la que se alimentan para la formacion y la puesta de los
huevos. La necesidad de la hemoalimentaciéon para la formacidon de huevos va
acompanada de la inevitable exposicion a agentes patdogenos potencialmente
contenidos en la sangre. Asi, la premisa de la existencia de vias de sefializacion que
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integren el estado nutricional, la regulacién de la actividad de DNMT2 y la respuesta a
estimulos estresantes es pertinente en el contexto de los mosquitos vectores de
patbgenos como Anopheles. En esta investigacion queda incipientemente ilustrada la
convergencia de estimulos provenientes de la dieta y la inducibilidad de la actividad de
DNMT2 en respuesta a P. berghei.

El borrado farmacolégico de la metilacién en el fenotipo susceptible tuvo una clara
correlacién negativa con la prevalencia, intensidad y abundancia de la infeccion, de tal
manera que la inhibiciobn de la metilacion revirti6 el fenotipo de susceptibilidad en
términos de carga de ooquistes y anul6 las diferencias de susceptibilidad entre los
fenotipos. Ademas, la inhibicion de la metilacion llevo a los fenotipos a un estado de
mayor resistencia, haciéndolos considerablemente mas capaces de controlar las cargas
de infeccién, sin embargo, los mecanismos por los cuales se elimina el parasito no se
comprenden completamente. Candidatos potenciales de la eliminacion del parasito son
LRIM1 y TEP, ya que la transcripcion de ambos genes fue regulada positivamente y de
manera similar entre los fenotipos (Figura 12A). La respuesta transcripcional a la
infeccion del fenotipo susceptible Blanco (A+Pb) cambid a un perfil compatible con un
estado de menor susceptibilidad, que consisti6 en el incremento significativo de la
expresion de los antagonistas de la infeccion Irim1 y tep, y reguld negativamente la
respuesta transcripcional del agonista ctl4 (Pb vs A+Pb). Este perfil transcripcional es
coherente con la menor abundancia e intensidad de la infeccion observada con el
tratamiento desmetilante (Figura 12C; B+A y B+D).

Interesantemente, el tratamiento con azacitidina impidio la transcripcidon de duox en
mosquitos de ambos fenotipos retados con el parasito. Ademas de su actividad
antimicrobiana a través de la produccion de perdxido de hidrogeno, la enzima DUOX
esta asociada con mecanismos que reducen el dafno a la microbiota del hospedero a
travées de disminuir la intensidad de la respuesta inmune después de la
hemoalimentacion (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 infeccion (Kakani et al.
2019).
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Por otra parte, la actividad de fenoloxidasa (y la transcripcibn del gen ppof7)
probablemente no esté relacionada con la muerte del parasito en el modelo A.
albimanus-P. berghei. El tratamiento con azacitidina que precedio al reto con el parasito
aumento la transcripcion de ppo1 unicamente en los mosquitos Blancos, mientras que
en los mosquitos fenotipo Café no se observé cambio transcripcional. No obstante a lo
anterior, ambos fenotipos redujeron efectivamente la carga de infeccion. El hecho de
que no se observaron restos de parasitos 0 melanizacion, sugiere que el parasito se
elimina por lisis.

A pesar de que el tratamiento con los inhibidores disminuy6 la transcripcion global,
aumento la transcripcion de Irim1 y tep en ambos mosquitos y disminuy6 la carga
parasitaria o que indica que la metilacién del ADN juega un papel en el desarrollo de la
infeccion. Lo anterior se puede interpretar como una respuesta transcripcional limitada,
pero con mayor especificidad contra el parasito. 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, resultd ser idéntico en ambos fenotipos al
realizar la secuenciacion.

Una segunda posibilidad podria radicar en el factor de transcripcion NF-kB, con base
en que todos los genes evaluados en este estudio tienen sitios de unidn predichos para
esta familia de factores de transcripcion, incluidos dnmt2 'y tet2. La excepcion es frep3
que no tiene sitios de union putativos para NF-kB y no mostré6 cambios transcripcionales
significativos en ninguna condicion probada en el fenotipo Blanco (Tabla S1). Una
tercera posibilidad es la regulacion a través de otros mecanismos epigenéticos. Se sabe
que la regulacion génica por metilacion 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 acetilacidon de histonas y la
organizacion nucleosdmica (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 relacion entre la metilacion del
ADN y modificaciones epigenéticas en las histonas (Hunt et al. 2013a; Cho et al. 2005),
en particular la desacetilacion. La proteina 2 de unién a CpG metilado (MeCP2) y otras
proteinas MBD, reclutan histona desacetilasas que crean un ambiente dominante de
cromatina represiva en respuesta a los cambios en el estado de metilacion 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
regulacién, no se espera necesariamente una relacion directa entre la metilacion del
ADN y una respuesta transcripcional particular, sobre todo porque los diferentes
mecanismos epigenéticos estan 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 transito del parasito de la malaria a través del intestino medio del mosquito
produce un cuello de botella que a menudo reduce la poblacién de parasitos a un
nuamero de un solo digito (Angrisano et al. 2012). Por lo tanto, las intervenciones de
bloqueo de la transmisién deberian ser mas efectivas en esta etapa de la infeccion. El
tratamiento de los mosquitos con los azanucledsidos en el presente estudio constituyd
un TBI eficiente, con una efectividad que oscila entre 70% y 96% (Figura 12D), por lo
que la metilacién del ADN podria modular la competencia vectorial.
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OBSERVACIONES FINALES

Con el propésito de que las observaciones derivadas de esta investigacién sean fuente
para nuevos cuestionamientos en futuros estudios, se enumeran a continuacién las
observaciones finales de este trabajo:

1. El gen dnmt2 esta conservado como Unica copia en el mosquito A. albimanus.

2. A. albimanus posee todos los componentes necesarios para la regulacién de la
expresion génica por metilacion de acidos nucleicos.

3. El ADN gendmico de intestino de mosquitos adultos contiene 5mC, por lo que
DNMT2 es funcional en A. albimanus.

4. Los genes dnmt2y tet2 se transcriben durante todo el desarrollo del mosquito y
en mosquitos adultos.

5. La funcién de dnmt2 es esencial para el desarrollo y viabilidad larvaria de A.
albimanus.

6. El tratamiento inhibidor de la metilacidbn no afecta la sobrevivencia de mosquitos
adultos ni la sobrevivencia del parasito P. berghei.

7. La inhibicidbn de la metilacibn en A. albimanus reduce la carga intestinal de
ooquistes de P. berghei.

8. En A. albimanus fenotipo Blanco es mas susceptible a la infeccién con P. berghei
que el fenotipo Café.

9. En A. albimanus, la produccion basal de 6xido nitrico y la actividad de la enzima
fenol-oxidasa no son caracteristicas fenotipicas que condicionen a la
susceptibilidad o resistencia a la infeccion con P. berghei.

10.La expresion de dnmt2y el porcentaje de 5mC en ADN gendmico 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
gendomica es de 1.73% = 0.22, mientras que en el fenotipo Blanco es de 0.85% +
0.17.

11.El perfil de transcripcion 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: Irim1 (+6.3), tep (+4.1); cli4
(+11.6); ctl6 (+4.4); frep3 (+2.8).

12.La metilaciéon del ADN en A. albimanus modula la transcripcidbn de genes de la
respuesta inmune.

13. El mosquito A. albimanus contiene 5mC en su ARN intestinal.

14.La Inhibicion de la metilacion no tiene efectos post-transcripcionales sobre la
produccion de 6xido nitrico ni en la actividad de fenol-oxidasa. La Inhibicion de la
metilacion no afecta la sobrevivencia de mosquitos adultos de ambos fenotipos.

15.En mosquitos A. albimanus, la alimentacion con sangre y sangre infectada con
Plasmodium aumentan la cantidad de metilacion en el ADN de ambos fenotipos
de mosquitos, por lo que el sistema de metilacion 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 expresion de dnmt2 y 1.2 veces la expresion de
tet2.

17.Las regiones promotoras de dnmt2 y tet2 tienen sitios de unién putativos para la
familia NF-kB, los factores de transcripcibn maestros de la respuesta inmune.

18. La respuesta transcripcional de A. albimanus a la invasion parasitaria es
diferencial entre los fenotipos: en el fenotipo Café-resistente la respuesta es
intensa y robusta, la cual consiste en el incremento de Irim1 (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 expresion de ct/4,
con un incremento de 7.7 veces.
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19. El tratamiento inhibidor de la metilacion reduce significativamente la infeccion en
el fenotipo Blanco-susceptible y es dependiente de la concentracion.

20.La inhibicién de la metilacion en los fenotipos Blanco y Café de A. albimanus,
elimina las diferencias de susceptibilidad a la infeccion por P. berghei entre los
fenotipos.

21.El borrado farmacologico de la metilacion en los fenotipos Blanco y Café de A.
albimanus, reduce las diferencias transcripcionales entre los fenotipos en
respuesta a la invasion del parasito.

22.En mosquitos A. albimanus, el tratamiento inhibidor de la metilacién bloquea entre
el 70% - 96% de las infecciones por el parasito de la malaria P. berghei.

23.Las diferencias fenotipicas entre A. albimanus Blanco y Café no radican en la
secuencia génica de dnmt2.

24.A. albimanus posee genes codificantes para multiples elementos de regulacion
epigenética que son potencialmente relevantes en la competencia vectorial de
este mosquito.
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PERSPECTIVAS

Este informe muestra una vision general del papel del sistema de metilacion del ADN en
los mosquitos y agrega informacion 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 determinacién del patron de metilacidbn dentro de las
diferentes regiones génicas, la regulacién de la marca epigenética por TET2 y MDB, y la
conexion entre laDNMT2 y el metabolismo de un carbono. Las vias de sefializacion de la
metilacion del ADN y su integracion a los circuitos epigenéticos son aspectos esenciales
que requieren ser definidos para tener una comprensibn mas completa de este
fenbmeno. Ademas, al considerar posibles interacciones con otros mecanismos
epigenéticos se podrian aclarar aspectos de la regulacidbn de la respuesta inmune,
principalmente porque aun no esta claro cobmo A. albimanus se deshace del parasito de
la malaria.

Para concluir, es necesario mencionar con cierto énfasis, las razones por las que el
estudio de la metilacion 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
publica en México y en el mundo. El estudio del efecto biolégico de la metilacién en el
contexto de la infeccion o la resistencia de mosquitos vectores es pertinente, asi como la
vinculacion con parametros de impacto ecoloégico y de prevencién de enfermedades
transmitidas por vector, como lo son la supervivencia, la tasa de crecimiento, la
fecundidad, la fertilidad, la oviposicion, la eclosion de huevos y viabilidad de la
descendencia de ambos géneros.

Este trabajo doctoral es el primer anélisis de la relacién entre la metilacion del ADN,
la expresion génica de la respuesta inmune y el estado de susceptibilidad/resistencia a
la infeccibn en dos fenotipos funcionales. Se requiere de futura investigacion mas
detallada y profunda para una mejor comprension de la epigenética y su impacto en la
competencia vectorial, asi como posteriores abordajes encaminados a interrumpir la
transmision de la enfermedad mas devastadora transmitida por vectores.
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MATERIALES Y METODOS

IDENTIFICACION IN SILICO DE LOS GENES DNMT2, TET2 Y MBD

Los genes homologos para ADN Cb5-metiltransferasa (dnmi), la metil-citosina
dioxigenasa tet (tet) y la proteina de union 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 analisis de
secuencia y la determinacion del dominio de proteinas se realizaron utilizando InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

ANOPHELES ALBIMANUS WIEDEMANN (1820)

El manejo de Anopheles albimanus se realizd con base en la metodologia 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 Publica (INSP) sede
Cuernavaca, Morelos (Anexo 1; manejo de A. albimanus).

PLASMODIUM BERGHEI

CRECIMIENTO DE LAS FASES MEROGONICAS EN EL RATON

La cepa Plasmodium berghei Antwerpen-Katanga-GFP (P. berghei ANKA-GFP)
(amablemente donada por el Dr. R. Sinden, Imperial College London) se utilizé a lo largo
de los experimentos. La cepa P. berghei ANKA-GFP (Rodriguez et al. 2002) que
expresa constitutivamente la proteina 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 nitrédgeno liquido (sangre de raton
infectada y diluida 1:1 con una solucién criopreservante; 28% v/v de glicerol, 4.2% p/v de
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sorbito y 111.22 mM de NaCl). Los parasitos se propagaron hasta el pase ocho y hasta
por 15 dias en cada ratdn, para evitar la pérdida de la capacidad de formar gametocitos.
La parasitemia se monitoredé mediante extendidos de sangre finos tefildos con Giemsa al
30% en agua por 10 min. Los pases se realizaron mediante la extraccion de la sangre
via puncion cardiaca con una jeringa heparinizada a una concentracion final de 2.5 Ul/ml
con la sangre de un raton infectado, previamente sacrificado en una camara de CO.
(cumpliendo con los criterios del Comité de Bioética).

CULTIVO DE OOCINETOS

Los oocinetos P. berghei ANKA-GFP fueron cultivados segun lo descrito por Rodiguez et
al. (2002) (Rodriguez et al. 2002). Ratones BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad
fueron tratados intraperitonealmente con fenilhidrazina (6 mg / ml en solucién salina al
0,8%; en un volumen final de 200 ul) dos dias antes de la inoculacion de 2 a 4 x 108
parasitos por la misma ruta. Ratones con parasitemia del 15-25% y con viabilidad de los
gametocitos verificada, fueron sacrificados con CO, para la preparacién del cultivo. Se
extrajo la sangre infectada de los ratones por puncién cardiaca con una jeringa
heparinizada y posteriormente se incub6é a 19-20°C durante 20-24 h en medio RPMI-
Ook (1 : 4, sangre : medio) para permitir la formacion 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
hemocitometro con una cuadricula de Neubauer mejorada.

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA METILACION

Para inhibir la metilacion de los acidos nucleicos, se utilizoé el inhibidor de metilacion de
ADN / ARN azacitidina (aza-C; 5-azacitidina), y el inhibidor de metilacion exclusivo de
ADN decitabina (aza-dC; 5-Aza-2'-desoxicitidina). Las larvas y los mosquitos se
mantuvieron en condiciones experimentales Optimas para el desarrollo de Plasmodium
(ver Anexo 1; manejo de A. albimanus).
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INHIBICION DE LA METILACION EN LA ONTOGENIA DE A. ALBIMANUS

Para evaluar el impacto de la metilacion en acidos nucleicos durante el desarrollo, se
seleccionaron y trataron a 100 larvas de una hora post-eclosion con azacitidina (50 yM)
en placas de cultivo de 6 pozos en un volumen de 10 ml (ver Anexo 1; inhibicion de la
metilacion en la ontogenia). Para evitar la acumulacion de los compuestos, el
tratamiento se repuso cada 48 h moviendo las larvas a un pozo adyacente que contenia
un tratamiento nuevo. Cada 24 h se evalud la supervivencia de las larvas y se midi6 el
crecimiento tomando la longitud cefalico-caudal. Las etapas de desarrollo se evaluaron
mediante la recoleccion y observacién de exuvias con un microscopio estereoscopico
(Carton DSZ 44). Los volumenes de agua y alimento se calcularon con base en los
requerimientos de cada estadio de desarrollo y se repusieron cada 24 h. Los cadaveres
se retiraron diariamente hasta concluidos los ensayos.

INHIBICION DE LA METILACION EN MOSQUITOS A. ALBIMANUS

Todos los tratamientos tuvieron una duracién de 72 h retirdndose 6 h previas a la
hemoalimentacién o alimentacién con parasitos (ver Anexo 1; adultos, preparacion de
mosquitos). Hembras A. albimanus de 2 dias posteriores a la emergencia (dpe) fueron
alimentadas durante 2 h con solucidén preparativa que consiste en sacarosa al 8%,
PABA al 0.05% (p/v) y PSN. Posteriormente se sustituyd la solucién preparativa y se
iniciaron los tratamientos de inhibicion de la metilacibn mediante la alimentacion ad
libitum en almohadillas de algodon humedecidas con azacitidina (50 yM) o decitabina
(50 uM) en 10 ml de solucion preparativa. Se reemplazaron las almohadillas de algodén
con el tratamiento cada 24 h. Cumplidas las 72 h de tratamiento, se tomaron muestras
de intestino para la evaluacion de los efectos del tratamiento de inhibicion (ver Anexo 1;
toma de muestras). En todos los experimentos se retiraron los cadaveres y se cuantificd
la supervivencia cada 24 h hasta su conclusion.
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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 metodologia de Recio-To6toro
(Recio-Tétoro 2015). Para determinar si la azacitidina afecta la supervivencia o el
desarrollo del parasito, los oocinetos se purificaron para cultivarse en presencia de
azacitidina (50 yM).

Se utilizaron PBS y H-O, 1 mM de como controles. Los oocinetos se purificaron
mediante su adhesion a un gel de matriz extracelular (gel ECM) y posterior eliminacidn
de las células contaminantes en el cultivo (i. e. eritrocitos y otras etapas de parasitos)
con lavados de PBS. Las purificaciones se realizaron en cubreobjetos recubiertos con
20 pl de gel ECM diluido 1/3 con medio MEM. Los cubreobjetos se colocaron en placas
de cultivo de 24 pozos y se afnadié 500 yl de cultivo de oocinetos P. berghei ANKA-GFP
con 400 oocinetos / pl. Después de 4 h de incubacion 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 formacidén de ooquistes, los parasitos 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 uM de PABA, 0.2% de
lipidos / 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 inici6 el tratamiento con azacitidina (50 yM). La sobrevivencia y
el desarrollo del parasito se determinaron con microscopia de fluorescencia a las 0, 12,
36y 72 h de cultivo.

INFECCIONES DE MOSQUITOS A. ALBIMANUS CON P. BERGHEI
INFECCIONES

Las infecciones se realizaron con la metodologia de alimentacibn de membrana
estandar (Churcher et al. 2012). Todos los experimentos se realizaron con P.berghei
ANKA-GFP propagado en ratdbn BALB/C (<8 pases), con parasitemias entre el 15-25% y
> 7 centros de exflagelacion por campo de vision a 400X. Los oocinetos se contaron en
una camara de Neubauer y el cultivo se centrifugd a 2000 rpm durante 5 min a 19°C. El
sedimento de oocinetos se resuspendié a una concentracion P.berghei ANKA-GFP final
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de 400 oocinetos / plcon 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 / pl)o cultivo
control, a una temperatura de 37°C en un recirculador. Hembras alimentadas
parcialmente o sin alimentar, fueron excluidas de los experimentos (ver Anexo 1;
preparacion de mosquitos y manejo de mosquitos infectados).

PREVALENCIA, ABUNDANCIA, INTENSIDAD Y EFICIENCIA DE LAS INTERVENCIONES
EN EL BLOQUEO DE LA TRANSMISION DE LA INFECCION

La evaluacion de la infeccion se midi6 3 dias posteriores a la infeccion (dpi). Se
disecaron intestinos medios en PBS de 30 mosquitos hembra y se observaron los
ooquistes P.berghei ANKA-GFP por microscopia de fluorescencia (microscopio Leica
DM1000 con una lampara 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 transmision (por sus siglas
en inglés TBIs; Transmission blocking interventions) se calcul6 con la siguiente formula
de Churcher, et al. (2012)(Churcher et al. 2012):

Eficiencia= CC;E X100

donde C es la media de la prevalencia (o la intensidad de infeccion) en el grupo control y
E es la media de la prevalencia (o la intensidad de infeccidn) en el grupo experimental.

ADN GENOMICO Y ARN
EXTRACCION

El ADN gendomico se extrajo de 30 intestinos por muestra (ver Anexo 1; toma de
muestras). Las muestras se incubaron en 744 ul de solucion de lisis (10mM deTris.CL a
pH 8. 0, 0.1M de EDTA a pH 8.0 y 0,5% de SDS) y 13 ul de proteinasa K (20 mg/ml)

92



toda la noche a 55 °C. Después de agregar 13 yl de RNAasa (4 mg/ml) y mezclar por
inversion 20 s, las muestras se incubaron durante 15 minutos a 37°C. Las proteinas se
precipitaron con 248 ul de acetato de amonio 3 M durante 10 min a 4°C y se centrifug6 a
13000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se colectd la fase acuosa para colocarla en un
tubo nuevo y el ADN se precipitd con un volumen de isopropanol e incubacién durante
10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Las muestras se lavaron con dos volumenes de etanol al 75% y se centrifugaron a
13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. ElI ADN se resuspendié 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 yl de TRIzol durante 5
minutos a temperatura ambiente. Después de agregar 100 ul de cloroformo y mezclar
por inversion 20 s, las muestras se incubaron 3 min a temperatura ambiente para
centrifugarse posteriormente a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se colecto la fase
acuosa y traslad6 a un tubo nuevo. ElI ARN se precipitd con un volumen de isopropanol
durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos a
4°C. Las muestras se lavaron con dos volumenes de etanol al 75% y se centrifugaron a
13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. ElI ARN se resuspendié en agua dpac.

La concentracion de ADN y ARN se determin6é 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 evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Alicuotas de
las muestras se almacenaron a -20 ° C hasta su posterior uso.

SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO Y PCR

TRATAMIENTO CON ADNSA. A extractos de ARN (1ug en 8 ul de agua dpac) se adicioné 1
ul de tampdn para ADNsa 10X y se trataron con 1 unidad de ADNsa |. La reaccién se
incub6 durante 30 min / 37°C y posteriormente se adicionando 1 yl de EDTA 50 mM.
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SinTESIS DE ADNc. A 1ug de ARN tratado con ADNsa | se le adicioné 1 ul de Oligo dT
(500 ng/ul) e incubd durante 10 min/70° C. Posteriormente se agregaron 10 ul 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 mezcld por pipeteo.
Se agregd 1 pyl de M-MLVRT (200U/ ul) e inicié y mantuvo la reaccion durante 1 h /
42°C. La reaccion se detuvo colocandola a 4°C.

PCR. Los genes dnmt2, tet2 y s7 se amplificaron en reacciones de 12.5 ul con 10 ng
de ADNc, 0.5 yM de cada oligonucleétido (Tabla S1), 1 yM de dNTP, 1.25 mM de
MgCI2, tampdn DreamTaq Green (con 2 mM MgCI2) 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: 95°C / 2 min; (95°C / 30 s; 60°C / 30 s; 72°C /
40 s) 35 X; 72°C / 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 dnmi2, tet2, ctiA, ctlb, Irim1, tep15, duox, ppol, frep3 y s7 se
amplificaron en reacciones de 10 pl, de la siguiente manera: las mezclas de 5 ng de
cADN, 0.25 yM de cada oligonucléotido (Tabla S1), agua y MasterMix SYBR Green (con
2.5 mM de MgCI2) se cargaron en placas de 96 pozos en un termociclador ViiA™ 7
(Applied Biosystems). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95°C / 2
min; (95°C /30 s;60°C/30s;72°C/30s)40 X; 72 °C /5 min. Los productos de PCR
se visualizaron en gel de agarosa al 2% en TBE. La eficiencia de amplificacion se
determind con LinRegPCR. Los datos se normalizaron a la amplificacion del gen S7.

PCR LARGO Y SECUENCIACION DEL GEN DNMT2. El gen dnmi2, incluidas las regiones
promotora y UTR 5'y 3', se amplific6 a partir de ADN gendmico de intestino medio de
mosquitos. La amplificacion de dnmi2 se realiz6 en mezclas de 50 pl con 100 ng de
cADN, 0.5 yM de cada oligo (Tabla S2), 1 uM dNTP’s, 2.5 mM de MgCl,, tampdn 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: 95°C / 2 min, (95 °C /
20s,58°C/20s,72°C /2 min) 40 X; 72 °C / 5 min. El producto de PCR de dnmt2
(2067 pb) se visualizd por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TBE. La banda
de PCR se purifico del gel siguiendo las especificaciones del kit de extraccion
GeneJET. Después de la purificacidn, se cuantificd el amplicon en un NanoDrop 2000 y
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se secuencio en la Unidad de sintesis y secuenciacion del Instituto de Biotecnologia-
UNAM.

DIGESTION CON LA ENZIMA DE RESTRICCION HPAII

El ADN gendmico del intestino (1 pg) de mosquitos hembra (ver Anexo I; toma de
muestras) se digiri6 con 1 unidad de Hpall en tampén Fast Digest durante 1 h a 37 °C
en un bano seco (Corning LSE Digital Dry Bath). Los productos de digestion de ADN se
visualizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE.

DoT BLOT

Se inmunodetecté 5mC en ADN gendmico de intestino de mosquitos hembra mediante
con un anticuerpo anti-5mC (Zymo research, A3001-200). Se incubaron diluciones en
serie (1 ug, 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 yl de durante 10 minutos a 100 °C. La mezcla
resultante se clarificd por centrifugacion a 13 000 rpm durante 30 s a temperatura
ambiente y se complement6 con 10 pl 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 transfiri6 a 1,5 M de NaCl / 0,5 M de
NaOH durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se neutralizé con 1,5 M de NaCl /
0,5 M de Tris-Cl pH 7 durante 10 min a temperatura ambiente. La membrana se seco y
el ADN se fij6 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 bloqued con leche en polvo sin grasa al 5% en PBS / Tween20 al 0,5% a
4°C en agitacidén horizontal durante toda la noche. La membrana se lavd tres veces en
agitacion con PBS / Tween20 al 0,1% durante 10 min y se incub6 con anticuerpo anti-
5mC (Zymo research, A3001-200) en solucién de bloqueo con leche en polvo sin grasa
al 1% en PBS / Tween20 al 0,5% durante 2 h en agitacion a temperatura ambiente.
Después de cuatro lavados mas con PBS / Tween20 al 0,1%, la membrana se incub6
con aPRP (1:1000; GERPN2108 - ECL™ Western Blotting Analysis System) en
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solucion de bloqueo con leche en polvo sin grasa al 1% en PBS / Tween20 al 0,5%
durante 2 h en agitacion a temperatura ambiente. Después de cuatro lavados con
PBS / Tween20 al 0,1%, se reveld por quimioluminiscencia siguiendo las
especificaciones del proveedor de GERPN2108 - ECL™ Western Blotting Analysis
System en una pelicula KODAK BioMax Light.

HPLC-FLD

La metilacion en ADN y ARN se cuantific6 por HPLC con base en la metodologia de
Lopez-Torres, et al (2011) (Lopez Torres et al. 2011) con modificaciones menores.
HiproLisis. EI ADN genomico de intestino de mosquito hembra fue digerido con ADNsa
| y nucleasa S1 en 50 ul con las siguientes concentraciones finales: 2 yg de ADN
gendmico; 20 mM de CH;COOH, 20 mM de glicina; 5 mM MgCl,; 0.5 mM de ClZn; 0.2
mM CICa; 2U de ADNsa I; 0.2 U de Nucleasa S1. Las reacciones se mantuvieron
durante toda la noche a 37°C. El ADN digerido se calentd durante 5 min a 95°C y se
enfrid rapidamente a 4°C. Se adicion6 NaOH (final 10 mM) y fosfatasa alcalina (final
0.2 U) y se incubd durante 2 h a 37°C. Para la digestiéon de ARN, se usaron ARNasa H
y nucleasa P1.

DERIVATIZACION. Las muestras de ADN y ARN se aforaron a un volumen de 60 ul con
agua desionizada y se evaporaron en un SpeedVac SC110 (Savant) ajustado en
calentamiento durante 30 minutos. Las muestras se reconstituyeron en 130 ul
dimetilformamida (DMF) y 5 ul de CH;COOH al 100%. Los nucle6sidos se derivatizaron
con 20 ul de bromoacetofenona (0.5 M en DMF) y Na,SO, durante 90 minutos a 80°C en
oscuridad.

CROMATOGRAFIA. El analisis por HPLC se realizé en un equipo Agilent Series 1100
utilizando una columna Agilent Sorbax C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym) y una precolumna
Supelco. Las muestras se diluyeron 1 : 1 en agua y el volumen de inyeccién fue de 20
yl. La temperatura de la columna se mantuvo a 28°C y se utilizaron cuatro fases moviles
diferentes: acetonitrilo (A), 0.4% m/v de TFA (B), metanol (C) y agua (D). La separacion
se llevo a cabo a un flujo de 0,4 ml / min con el siguiente programa: 0-2 min 5% A, 13%
B, 20% Cy 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 nucledsidos derivatizados se detectaron fluorométricamente a
longitudes de onda de excitacidén / emision de 306 / 378 nm.

ACTIVIDAD DE FENOLOXIDASA

La actividad de fenol oxidasa (PO) se midi6 siguiendo la metodologia de Li, et al. (2012)
(X. Li et al. 2012) con adaptaciones. Se maceraron 30 mosquitos hembra en 500 uyl PBS
frio 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 ul en placas de 96 pozos por duplicado
para evaluar la enzima activa, la enzima total, la inhibicibn enzimatica, asi como los
controles de auto-oxidacion y los blancos correspondientes. Para cuantificar la actividad
de enzima total, se activd pro-fenol oxidasa (PPO) con 10 ul de isopropanol al 100%.
Para inhibir la enzima, se anadieron 10 pul de feniltiourea 1 mM y se usaron 10 ul 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
anadieron 80 ul de L-DOPA 10 mM y se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Se incluyeron controles de auto-oxidacién (solo L-DOPA) y
blancos (mosquitos macerados). La actividad de PO se midié cada minuto durante 30
minutos a 490 nm en un lector de microplacas (ELISA iMark ™, BIO-RAD).

CUANTIFICACION DE NITRITOS Y NITRATOS

Los nitritos y nitratos se evaluaron mediante el ensayo de Griess siguiendo la
metodologia de Miranda et al. (2001) (Miranda, Espey, y Wink 2001). Se maceraron 30
mosquitos hembra en 500 ul PBS frio 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 proteinas se eliminaron de 250
ul de cada muestra mediante la adicion de 1/10 del volumen de ZnSO4 (0.15 g/ mL en
0.055 N de NaOH) y la agitacion vigorosa durante 1 min. Las muestras se centrifugaron
a 10000 g durante 10 minutos a 4°C y se colocaron 30 ul del supernadante en placas
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de 96 pozos para el ensayo de Griess. La concentracidn de proteina se cuantificd
antes y después de la desproteinizacion en un espectrofotbmetro NanoDrop 2000.

NITRITOS Y ESTANDAR. Se agregaron 30 yl de PBS e inmediatamente se adicionaron 30
ul de Sulfanilamida (1% m/v en 2.5% H3PO, v/v) y 30 pyl de NED (0.1% m/v en 2.5%
H3PO4 V/V).

NITRATOS. Se agregaron 30 ul de VClI; (8 mg/ml en 1 N de HCI;) e inmediatamente se
adicionaron 30 ul de Sulfanilamida (1% m/v en 2.5% H;PO, v/v) y 30 ul de NED (0.1%
m/v en 2.5% H3PO, v/v).

Se realiz6 una curva estandar con NaNO, de 0 a 50 yM en un volumen de 30 pl.
Las reacciones se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Se realizd la
lectura a 490 nm y 630 nm en un lector de microplacas (ELISA iMark™, BIO-RAD).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron con el software estadistico Prism 6. La supervivencia de larvas,
adultos y parasitos se analiz6 mediante la prueba Mantel-Cox. El crecimiento de las
larvas se analiz6 con la prueba de Kruskal-Wallis y de comparacion multiple de Dunns.
Los parametros de infeccion se analizaron mediante las pruebas de Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis y de comparaciones multiples de Dunn. Los resultados de PCR,
cromatografia, PO y NO se analizaron mediante la realizacion de una prueba t de dos
colas o ANOVA, seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.

DISENO EXPERIMENTAL Y DATOS ADICIONALES
Para detalles de seleccion, manejo y toma de muestras de mosquitos ver Anexo |. Para

especificaciones de materiales y reactivos ver Anexo |l. Para preparacién de soluciones
de trabajo y de almacenamiento ver Anexo lll.
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Figura S1. Identificacion in silico del gen candidatodnmi2.

(A) Representacion esquematica del gen dnmt2. El gen dnmt2 esta localizado en el
SuperContig KB672468: 4,759,720 - 4,761,021; anotado como AALB003610. Este gen
esta constituido por dos exones que forman un transcrito final de 1.236 pb que codifica
una proteina de 344 aminoacidos. La region carboxilo terminal de la proteina presenta
un dominio de (citosina-C5)-metiltransferasa (IPR001525).

(B) Mdltiples alineamientos de las proteinas de la familia DNMT2. Se analizaron los
motivos conservados de DNMT2 (1, II, IV, V, VI, VII, VIIl, CFT, IX y X) en Anopheles
albimanus, Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Drosophila melanogaster, Mus
musculus y Homo sapiens. Los aminoacidos estan marcados en color de acuerdo a sus
propiedades en ClustalW, Los numeros de acceso estdn anotados después de la
anotacion de la especie.
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FIGURA Ss2
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Ac.albopictus AALPOOS48-PA.  GNGSNSSQNS - - == - - - o ovnonnnn SGSGS-----n---- KGQSSNSSSTKTSGETSANGNNSTTNVNKAAWP - - - - - - - - - - QGQAAG-----=-=-omnn- NNGSNSAFTPEN
D.melanogaster NP 0012465811 ENGNGVNANGASSKSKGKGKSNQSNNSSAST PGSAPPSTPSPRCQTPVTNNPSPAGSAFSTPPMHG - - - - - - v vvvvvmmno e SNANPQSNGEQG
Mmusculus NP ODIZSA90Z == == === =======+=2cs2sssessssaaanaaas PVIRQPPTLQRHLQQGQRPQQPQPPQPQFQTTRQP - - - - -QPQPQH I MPG
Hsopiens NP_OO1120680] == svesesscssessssscsassnsnssnssansasnanns BVMQQS---=-=--- QQPQPLOKQPPOPOQQQRPQ -« - - - v v vvevmsenmmammanmrannnnns QQQPHHPQTE
ZDGFeDO

Analbimanus AALBO0SSST-PA  ARGELNSPNAN -AAA LIDI L N DYYGNPRGDPS KLG-IER EIPDT

Angambioe ACAPOUTISOPA  TINSPNSLANNGANN LD L N DYYGN-RGDPS - . m..qcu:u EIPDT

Aealbopictus AALFO0S246-PA.  AITEPN - - - - - - - NG LVDI L N DYYGN-RTDPN EIPDT

D.melanagaster NP.001246581.1 TGNQPEQ -LMS] LMN punucnqaqvccu;c.c.cpustvnavnLn;TanPQLﬁ"PA

Mmusculus NP.0010354902  NSQEVGSH- - - s H.\SGS LLN@NNQYARF
H.sapiens_NP_001120680.1 SUN SSQAAGS NEQYPSY

20GFeDO

Analbimanus AALBO0SSS7-PA  RPGSHSSNSAF rsunr PEPIH ASTELGQHGQHQHG - - - - - - -QQQQQQQQQQHGQQQHYSQQY
An.gambice AGAPOOTIE0PA  RPGSNSSNSAF rslrur x PEPIHMDDNG - - - - - - - - - - STKLGQGQVHHHHHQLQQ - -QQQQQQQQHQQQHQQHQQQHY

Aealbopictus AALPOOSZ48-PA. Mis Nsu PSIPDPTKEPEPIHLDDES - - - - - - - - - oo ATKLNQ - < - - e = v s m e et e e e ee e e e e ema e e e nemeenaen s
Dmelanogaster NP. 0012465811 m: LPATAPPEATPTQ
Mmusculus NP.0010354902  PYN| svrvuuc PFLGS pqaqlnn
H sapiens_NP_001120680.1 QCN lenuc PYLGS ququn

Analbimanus AALB00SS57-PA  QQLGQQQQLGQQQSQNT QUPEQEFVKPKPPDYNP-AGYCYH TPMGYG----------- HHHHHPPYHHHHHTP! QNIN GYPPQS---------- YHHH - AATYHN
An gambioe AGAPOO7180-PA QQQQHQQQQSQQ QNT PEQGFVKPKPPDYNPAAGYCYHHPN - TPMGYG- - - - -- - - - - - HHHHHPPYH- - -HTP! QNIN’ GYPPQS---------- YHHHHHTTYHN
Acalbopictus AALFODS248-PA, - - -~ -- - - -~ - ONT FYKPKPPDYNPGYGY - -TPMGYG----------- HSP--------- ¥TP QNYNNGYPPQS---------- YHP - - - - TYHN
D.melanogaster_ NP 001246581.1 mnl.uuqm‘rm.an. HHPQEGFVKPKPPP| o!nQvnQ NYQMYPRPPPPPHSAYSA Da?qunuvnvc‘(lqn MYPQQTPPPEPPPPS PNWNMYGHHQTGSVNS
Mmusculus NP.0010354902 - - - - - NQDHLTN@NLPP IHELHGQTFED| “ LS------- TTNSTLKPNVHHLATES PHPTPKMD SHEMG
Hsapiens NP.0O11206801 - - --- sQDPLSKLELPPIHEL YQPRFENSQSF LG------- -ESS-CTIRPNVHHVGKLPPEP THEMDGHEMG

20GFeDO
An.albimanus AALB0OS657.PA  MYP - - - - SAAAAAAQ ul..\: GPAPPPPPTAVIPAPPPPSNWNL LG-TPTPTQLHVAAATGGGVAAASAAAAAAAAAAAAAAIHEQPHQLGKAGSESSGASGGGGGEESGGPAR
Angambioe AGAPOOTIB0-PA  MYPAA - -AAAAAAAQ Ql.ri GPAPPPPPTAV PPPSNWNL LGNPSTAQLNMMMG ------------------- ALGKQSELGGAVEAGMMSQSAVVPQAPAAPPSA
Acalbopictus AALFOOS248-PA, MY - - - - - - - - - SATQTQLPGTGPAPPPPPTAV PPPSNWNLYPPHP - - - - - HHQTHEPESTRS - - - - ---------nnnnnn QUHTPHQP - - HLGSKQHD | PRAMQQARQ - PPAP
Dmelanogaster NP 001246581.1 ABSLISSHGSVASAGVGLOKAMY! cnnnuqqqn.uuqqqquuqqquuuqqqqqqqqququl.qqmruTlLrnl.sNcumsDTVATPTncnsssunncrnurcn
Mmusculus NP_0010354902 ~-¥SHPH nlml:nll.rsn‘llrsl::nlcs ss:I: INXENDN ----- BANGLSR -+ vvvrenennnns VLPGENHDRTASAQELLYSLTGSS - QEKQPE - -VWs@
H.sapiens NP_001120680.1 LSNPNMDYKNGEHHSPSHI | HN PGMFNSSL LQNKENDMLSHEANGLSK - - - - - -« covnnnnn MLPALNHDRTACVQGGLHKLSDANGQEKQPLALVQG
An.albimanus AALBOOS6S7-PA  IVPBGVP -« v cvvvnnnnnnnannnns KETLGEVTET D L L 5
An gambioe AGAPOO7180-PA - -KETLGEVTETHENLD L LEMH S
Aealbopictus AALFOUS248-PA.  PPPP- - - -« - o oocoonoononn --KETLGEVTET (] L LEMH s
D.melanogaster NP 001246581.1 AATTAPPIASPGSTNSTKIEPIGEVAE! 1 LN
Mmusculus NP.00103549%02  QDAA- - - - -« - o oo vvniii AVQEIEYWS S EHN P c
Hsapiens NP.0011206801  WABG-- - - -« ---ccoooooniiiinnn AEDNDEVWSHSEQ BT R

Figura. S2. Identificacion in silico del gen candidatotet2.
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(A) Representacion esquematica del gen tet2. El gen tet2 esta localizado en el
SuperContig KB672286; identificado como AALB005657. Esta constituido por 11 exones
que produce un ARNm de 6.153 pb que codifica una proteina de 2.050 aminoacidos. La
proteina putativa muestra el motivo catalitico candnico de dioxigenasa 2-oxoglutarato
(20G) dependiente de Fe(ll) (20GFeDO) (IPR024779) (Fig. 2A.2 y Fig. S4). El dominio
catalitico de las enzimas TET realiza la modificacion del acido nucleico a través de
oxidaciones que conducen a la eliminacion de la 5mC y la generacion concomitante de
hidroximetil-citosina (5hmC), o la oxidacién adicional y formacion de 5-formilcitosina
(5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC).

(B) Mdltiples alineamientos de las proteinas de la familia TET2. Se analizd el motivo
conservado 20GFeDO en Anopheles albimanus, Anopheles gambiae, Aedes albopictus,
Drosophila melanogaster, Mus musculus y Homo sapiens. Los aminoacidos estan
marcados en color de acuerdo a sus propiedades en ClustalW, Los numeros de acceso
estan anotados después de la anotacion de la especie.
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FIGURA Ss3
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Figura S3. Identificacion in silico del gen candidatombd.
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(A) Representacion esquematica del gen mbd. El gen mbd estd 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 proteina de
1,107 aa. El gen contiene la secuencia del dominio especifico de la familia de proteinas
de union a metil-CpG en el ADN (MBD) de alrededor de 70 aminoacidos (IPR001739)
asi 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 proteinas MBD contienen un
dominio de union a metil CpG que les confiere gran afinidad por sitios CpG metilados y
poseen un dominio de represion transcripcional (TRD) que les permite unirse a una
variedad de complejos represores.

(B) Multiples alineamientos de las proteinas 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 aminoacidos estan
marcados en color de acuerdo a sus propiedades en ClustalW, Los numeros de acceso
estan anotados después de la anotacion de la especie.
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FIGURA sS4
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Figura S4. Deteccion 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 pM) durante 72 h. 1ug de ARN total de intestino de 30 mosquitos por
grupo fue derivatizado con 2-bromoacetofenona y detectado fluorométricamente a
306/378 nm exitacion/emisibn mediante HPLC-FLD.
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FIGURA S5
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Figura S5. Diferencias en la abundancia media y en la prevalencia de la infeccién
parasitaria entre los fenotipos Blanco y Café a través de diez generaciones.

Representacién de la diferencia media de la abundancia de la infeccidén (linea negra
sélida) y de la diferencia de la prevalencia de la infeccion (linea negra sélida) entre los
fenotipos Blanco y Café en 10 generaciones sucesivas. Hembras de 5 dias post-
emergencia (dpe) fueron alimentadas con 400 oocinetos/pl y tres dias post-alimentacion
se determinaron los parametros de infeccién intestinal mediante microscopia de
fluorescencia.
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FIGURA S6
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Figura S6. Efecto de la inhibicion de la metilacién 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 uM)
durante 72 h y alimentados con 400 oocinetos/pl. Tres dias después del reto con P.
berghei se determind la carga de ooquistes intestinales en los mosquitos tratados
fenotipo Blanco (B+A) y fenotipo Café (C+A). Prevalencia, intensidad y abundancia de la
infeccion con P. berghei. Tres experimentos independientes con 30 mosquitos por
grupo. ****p< 0.0001. Prueba de Kruskal-Wallis y prueba de comparacion mdultiple de
Dunn.
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FIGURA S7

CGGCTTTCGATTTGTCTTTAACTCTTGGATTTAAAGACATTTTGCATTTGTTTTTACGCGTCTAACGAAGATACTTACTGCA
CGGCTTTCGATTTGTCTTTAACTCTTGGATTTAAAGACATTTTGCATTTGTTTTTACGCGTCTAACGAAGATACTTACTGCA
CGGCTTTCGATTTGTCTTTAACTCTTGGATTTAAAGACATTTTGCATTTGTTTTTACGCGTCTAACGAAGATACTTACTGCA

CGGACGGAAATGTTCCCGATTTCAGCTGTTCTGTTTGTGTTCAATCTATTTGTTCTCCCTGGTATCTAAAAAGGCTATCCGT
CGGACGGAAATGTTCCCGATTTCAGCTGTTCTGTTTGTGTTCAATCTATTTGTTCTCCCTGGTATCTAAAAAGGCTATCCGT
CGGACGGAAATGTTCCCGATTTCAGCTGTTCTGTTTGTGTTCAATCTATTTGTTCTCCCTGGTATCTAAAAAGGCTATCCGT

AATTGCAGGAGGTGTTGCCGGTATGATGACTGAAAGGAGATTTCGATCGTTAAAGCAAGATCTTTGCAGATCTTTGAATCTT
AATTGCAGGAGGTGTTGCCGGTATGATGACTGAAAGGAGATTTCGATCGTTAAAGCAAGATCTTTGCAGATCTTTGAATCTT
AATTGCAGGAGGTGTTGCCGGTATGATGACTGAAAGGAGATTTCGATCGTTAAAGCAAGATCTTTGCAGATCTTTGAATCTT

TCTACTTGCCGGTGCGGTTTCCGATGGTTTCTATGCTCTCAGCAGTTGATTGGGAGTCGGTTGGTTGGTTCCCAAAGCGTTG
TCTACTTGCCGGTGCGGTTTCCGATGGTTTCTATGCTCTCAGCAGTTGATTGGGAGTCGGTTGGTTGGTTCCCAAAGCGTTG
TCTACTTGCCGGTGCGGTTTCCGATGGTTTCTATGCTCTCAGCAGTTGATTGGGAGTCGGTTGGTTGGTTCCCAAAGCGTTG

TAAAAGGATTTGCAATCCTTTTCCGTGTTTTCCGCCTCGTGCTTTTGTGAATCGTTCACGATACACTTGGTATCGAGGCTCT
TAAAAGGATTTGCAATCCTTTTCCGTGTTTTCCGCCTCGTGCTTTTGTGAATCGTTCACGATACACTTGGTATCGAGGCTCT
TAAAAGGATTTGCAATCCTTTTCCGTGTTTTCCGCCTCGTGCTTTTGTGAATCGTTCACGATACACTTGGTATCGAGGCTCT

CCAAGTTCCTTACAGTTCTCCGACGTACTTTTCCAAAGGGCAAAAGGCGGCGGGAGTTGGAGTACAACTTGAGTTCACTCTT
CCAAGTTCCTTACAGTTCTCCGACGTACTTTTCCAAAGGGCAAAAGGCGGCGGGAGTTGGAGTACAACTTGAGTTCACTCTT
CCAAGTTCCTTACAGTTCTCCGACGTACTTTTCCAAAGGGCAAAAGGCGGCGGGAGTTGGAGTACAACTTGAGTTCACTCTT

ATCGCCTTTATCCAGATCTTTATCGTCCAAAAAAGCTAAAAATATTCCATTTTAAACGCGATTTTAAGGAACGTAGCTGTAA
ATCGCCTTTATCCAGATCTTTATCGTCCAAAAAAGCTAAAAATATTCCATTTTAAACGCGATTTTAAGGAACGTAGCTGTAA
ATCGCCTTTATCCAGATCTTTATCGTCCAAAAAAGCTAAAAATATTCCATTTTAAACGCGATTTTAAGGAACGTAGCTGTAA

GTGGAAACGTATACAGAATTGACCATTAAACGATAATAATTGCTCACAAAAAAGAAAACAAACGAAAAATCGATAAGCACCA
GTGGAAACGTATACAGAATTGACCATTAAACGATAATAATTGCTCACAAAAAAGAAAACAAACGAAAAATCGATAAGCACCA
GTGGAAACGTATACAGAATTGACCATTAAACGATAATAATTGCTCACAAAAAAGAAAACAAACGAAAAATCGATAAGCACCA

CGCTATAATAAACGATACCTGTTATGACATAAACGATATTAGTTTGGTCGAGTCGAGTTGGTCGTGTGCGGAAACAAAACCC
CGCTATAATAAACGATACCTGTTATGACATAAACGATATTAGTTTGGTCGAGTCGAGTTGGTCGTGTGCGGAAACAAAACCC
CGCTATAATAAACGATACCTGTTATGACATAAACGATATTAGTTTGGTCGAGTCGAGTTGGTCGTGTGCGGAAACAAAACCC

GTGAGCGGAAAATGGAAAAGCCGGAAAGCGAGAATGCCGTGAAAACGTTCCGCATTCTAGAGCTTTTCAGCGGAATCGGTGG
GTGAGCGGAAAATGGAAAAGCCGGAAAGCGAGAATGCCGTGAAAACGTTCCGCATTCTAGAGCTTTTCAGCGGAATCGGTGG
GTGAGCGGAAAATGGAAAAGCCGGAAAGCGAGAATGCCGTGAAAACGTTCCGCATTCTAGAGCTTTTCAGCGGAATCGGTGG

CATGCGGATGGCCCTCGAGCGTAAGAATGTGACGAATGCTATTTAATGGAACATTTATGTCAATTAACTGTGCCTTTACCAC
CATGCGGATGGCCCTCGAGCGTAAGAATGTGACGAATGCTATTTAATGGAACATTTATGTCAATTAACTGTGCCTTTACCAC
CATGCGGATGGCCCTCGAGCGTAAGAATGTGACGAATGCTATTTAATGGAACATTTATGTCAATTAACTGTGCCTTTACCAC

GCAGGAGCCGGCAAAGCGTTCGAGGTCGTTTCAGCTATAGATGTGAATCCCATCGCCAACTCGGTGTACATGCACAACTTTG
GCAGGAGCCGGCAAAGCGTTCGAGGTCGTTTCAGCTATAGATGTGAATCCCATCGCCAACTCGGTGTACATGCACAACTTTG
GCAGGAGCCGGCAAAGCGTTCGAGGTCGTTTCAGCTATAGATGTGAATCCCATCGCCAACTCGGTGTACATGCACAACTTTG

GAGAGAAAGCAGCTCGCAACGGCAACATATTGAGTCTTACGGCGAAAGCCATTTCCAAACTGGCCATCGATACGATTCTCAT
GAGAGAAAGCAGCTCGCAACGGCAACATATTGAGTCTTACGGCGAAAGCCATTTCCAAACTGGCCATCGATACGATTCTCAT
GAGAGAAAGCAGCTCGCAACGGCAACATATTGAGTCTTACGGCGAAAGCCATTTCCAAACTGGCCATCGATACGATTCTCAT

GTCGCCCCCGTGTCAACCGTTTACACGCAATGGGAAGTTCAACGATATCCACGATCGCCGCTCGGATCCGTTCCTGCACATT
GTCGCCCCCGTGTCAACCGTTTACACGCAATGGGAAGTTCAACGATATCCACGATCGCCGCTCGGATCCGTTCCTGCACATT
GTCGCCCCCGTGTCAACCGTTTACACGCAATGGGAAGTTCAACGATATCCACGATCGCCGCTCGGATCCGTTCCTGCATATT

TGCGATCTCTTGCACGATATCCCGACCGTGGAGTTTATACTGATGGAAAATGTGAAGGGGTTCGAAGGATCGCAAGCCTGTG
TGCGATCTCTTGCACGATATCCCGACCGTGGAGTTTATACTGATGGAAAATGTGAAGGGGTTCGAAGGATCGCAAGCCTGTG
TGCGATCTCTTGCACGATATCCCGACCGTGGAGTTTATACTGATGGAAAATGTGAAGGGGTTCGAAGGATCGCAAGCCTGTG

CCCTGTACAAAGCGCGTTTGAAGGAGGCCGGATTCGATCATCAGGAGTATGTGCTCTCTCCACATCAGTTCGGCATACCGAA
CCCTGTACAAAGCGCGTTTGAAGGAGGCCGGATTCGATCATCAGGAGTATGTGCTCTCTCCACATCAGTTCGGCATACCGAA
CCCTGTACAAAGCGCGTTTGAAGGAGGCCGGATTCGATCATCAGGAGTATGTGCTCTCTCCACATCAGTTCGGCATACCGAA

CACTCGCCATCGGTACTACTGTATTGCAAAGCGGAAAGGCACAGGATTCAAGCGGAAAGGGGATGGAACCATCATAACACAT
CACTCGCCATCGGTACTACTGTATTGCAAAGCGGAAAGGCACAGGATTCAAGCGGAAAGGGGATGGAACCATCATAACACAT
CACTCGCCATCGGTACTACTGTATTGCAAAGCGGAAAGGCACAGGGTTCAAGCGGAAAGGGGATGGAACCATCATAACACAT

CCCAGTGACGATGGTGGCACGATTCCGGTCTTGAGGATTGGTGACATAGTCGATGCTGGCGAGAACGACGAAAAATATTTGC
CCCAGTGACGATGGTGGCACGATTCCGGTCTTGAGGATTGGTGACATAGTCGATGCTGGCGAGAACGACGAAAAATATTTGC
CCCAGTGACGATGGTGGCACGGTTCCGGTCTTGGGGATTGGTGACATAGTCGATGCTGGCGAGAACGACGAAAAATATTTGC

TGAAAGAGGCGGCATTAAGAAAACATTTGCCTATTATGGATGTCTGCACGCCGGAATCCAGTAACTCGATGTGCTTCACCAA
TGAAAGAGGCGGCATTAAGAAAACATTTGCCTATTATGGATGTCTGCACGCCGGAATCCAGTAACTCGATGTGCTTCACCAA
TGAAAGAGGCGGCATTAAGAAAACATTTGCCTATTATGGATGTCTGCACGCCGGAATCCAGTAACTCGATGTGCTTCACCAA

GGCGTACACGCACTATGCGGAAGGTACCGGATCAGTGTTCACACCACACTCCAAGGAAGAGTTTGATAAAGTTTATCAGAGC
GGCGTACACGCACTATGCGGAAGGTACCGGATCAGTGTTCACACCACACTCCAAGGAAGAGTTTGATAAAGTTTATCAGAGC
GGCGTACACGCACTATGCGGAAGGTACCGGATCAGTGTTCACACCACACTCCAAGGAAGAGTTTGATAAAGTTTATCAGAGC

GCATCCCTCGTGACGGACGAATCGGAAAAGATGGCTCTTCTGGGATCTTTGCGCGTTCGGTATTTCACACCGCAGGAGGTGG
GCATCCCTCGTGACGGACGAATCGGAAAAGATGGCTCTTCTGGGATCTTTGCGCGTTCGGTATTTCACACCGCAGGAGGTGG
GCATCCCTCGTGACGGACGAATCGGAAAAGATGGCTCTTCTGGGATCTTTGCGCGTTCGGTATTTCACACCGCAGGAGGTGG

CTAAGCTAATGAGCTTTCCCGAAAATTTCAACTTTCCCGACAGCGTAACAGATAAGCAGCGGTACCGAGTCCTGGGCAACAG
CTAAGCTAATGAGCTTTCCCGAAAATTTCAACTTTCCCGACAGCGTAACAGATAAGCAGCGGTACCGAGTCCTGGGCAACAG
CTAAGCTAATGAGCTTTCCCGAAAATTTCAACTTTCCCGACAGCGTAACAGATAAGCAGCGGTACCGAGTCCTGGGCAACAG

CATCAATGTTCATGTAGTTAGTTATTTGCTGGAGGAACTACAATAAAGCATAGAAAAGCAAGCAATTGGCGCTCAGCATACT
CATCAATGTTCATGTAGTTAGTTATTTGCTGGAGGAACTACAATAAAGCATAGAAAAGCAAGCAATTGGCGCTCAGCATACT
CATCAATGTTCATGTAGTTAGTTATTTGCTGGAGGAACTAGAATAAAGCATAGAAAAGCAAGCAATTGGCGCTCAGCATACT

TTATTATTTAATGAAATAAACTAACACGTGATTGGTAGAACAAAG
TTATTATTTAATGAAATAAACTAACACGTGATTGGTAGAACAAAG
TTATTATTTAATGAAATAAACTAACACGTGATTGGTAGAACAAAG

Fig. S10. Alineamientos multiples de las secuencias de dnmit2 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

Sitios de union predichos
4.1.1.0 familia (NF-kB)

Gen Factor Localizacional TS Secuencia
dnmt2

DI - .74 TTTCGATTT
AALBOO3610 seq (-737..-746) CTTICG
tet2 NF-kappa seq(-1148..-1157) GAGGAAAATT
AALB005657 NF-kappaB seq(-1150..-1159) GGAAAATTCA
Irim1

DI -103..-112 TTTT
AALBOO5865 seq (-103 ) GG CCCC
tep

NF-k B -1084.. -1 TGATTTCCT
AALBO10457 appaB seq (-108 093) GTG CC

NF-kappaB1 seq (-689.. -698) GGAAATTCCA
ctl4 c-Rel1 seq (-766.. -775) GGAAAATTCC
AALB014534 DI seq (-933..-942) TGGGAAATTC

NF-kappa seq(-992..-1001) AGCGATTCCC

NF-kappa seq(-1093..-1103) GGGAAAGTCG
duox DI seq (-138..-147) TGGGATTTCA
AALB000205 c-Rel1 seq (-453..-462) CGGGCTTCCC
ctlé

NF-k B - .. =874 TCCT
AALB003258 appaB seq(-865..-874) GGAAAATCC
frep3
AALBOO7405 /"7~ ~—T— 7T~ TTTTTT
ppo1 DI seq (-1183.. -1192) GTGGAAATTC

AALB002317
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TABLA 2

Genes epigenéticos en A. albimanus
ortologos de D. melanogaster

Clase de descriptor Numero de
Funcidn epigenética genes en
A. albimanus

Acetilacion 17
Desacetilacion 7
Metilacion 24
Desmetilacion 7

DNA metilacion 3
Complejo Ino80 7
Complejo ACF 3
Complejo NURF 2
Complejo NuRD 4
Otros complejos 6
Heterocromatina 5
Heterocromatina centromérica 4
Heterocromatina intercalante 3
Heterocromatina nuclear 2

Otra heterocromatina 10
Ubiquitilacion/fosforilacion 10
Proteinas Set-N 18

Extendido de Jenkins et al., 2015
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TABLA 3

Gen Secuencia nucleotidica (5’2 3’) Ta"?pﬁ?NA Gen ID
S F: GGA AGG TAC CGGATCAGTGTTC 101 AALBO03610
R: GAGCCATCTTIT CCGATT CGTC
eto F: TCC TCC GAT CCG AAG GAT CAG GT 114 AALBOOSE57
R: GTA CCT TGC TGT TGC TGG GCA
1rim1 F: CGT GCT CGC TAGCTACGTT 115 AALBOOS865
R: CGT AGT GCC TGT CCC AAA CT
tep F: GTG AAC TTG CCG AGT GGC TA 107 AALBO10457
R: CAA CCA TAG TTC CGC CAT GAA GA
ctl4 F: CAATCG CAAAAT ACAGCT CGT G 151 AALBO14534
R: CCA GTA GGA CGA GGA ACG AAG
duox F: CTC TCT CTG TTG CAG AAT CCA G 11 AALBO00205
R: TGG TGT GAGATG GTTATCGACT
otl6 F: CTG GAT GCG TAC TTT GAATGC 117 AALBO03258
R: CAA AGG TCC TCT TTG CGA TCA
frep3 F: CAG TGC GTG TCG TGC AAT 144 AALBOOT405
R: AAC CGT TTG AGA ATC TGT AGC A
ppo? F: GGC GGA CCA AAT CAAGCAG 101 AALBO02317
R: CGA TTG CCC GAT TCG TCA AC
F: CGC TAT GGT TTT CGG ATC A
s7 103 AALBO10399

R: GAG TTC ATC TCC AGC TCC AG

Tabla 3. Oligonucleétidos usados para las amplificaciones por qPCR.
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TABLA 4

dnmt2 . _— = Talla
fragmento Secuencia nucleotidica (5’2 3’) cDNA (pb) Gen ID
] F: TGG ATT TAAAGAYATTITGYATITG 551
R: ACT TAC ARC TAC RTT CCT TAA AA
2 F:GAGTTG GAG TAY AAY TTG AGT T 569
R: CTT TCR CCR TAARAC TCAATAT AALBO03610

3 F: GAATGT GAY GAATGY TAT TTA ATG GAA 574
R: AAC CRT RCC ACC ATC RT

4 F: GGT TYAAGY GGA AAG GGG AT 582
R: TCA CAT CCTTTR TTC TAC CAATCAC

Tabla 4. Oligonucledétidos usados para el PCR largo y secuenciacion.
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ANEXO |

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.

SELECCION 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 o0 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 sistematicamente cada
generacion.

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 6 10) d hasta la transicién a
la fase de pupa. Se alimentaron dos veces al dia con alimento pulverizado vy
esterilizado a base de croquetas para gato. Diariamente se ajustd 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 plastico y
colocadas en contenedores plasticos de 7.5 cm de didmetro 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 diametro y 15 cm de alto, con tapa de tela de
tul para la alimentacién y una entrada de manga de tela de tul lateral para permitir la
introduccién y retiro de los contenedores de pupas, de ovoposicidn y mosquitos.

ALIMENTACION. En almohadilla de algodén estéril, agregar 10 ml solucion sacarosa al
8% en almohadillas de algoddén cada 24 h ad libitum para alimentar ~200 mosquitos
hembra A. albimanus, durante 24h. OVIPOSICION. Los mosquitos fueron alimentados
con sangre de conejo a 37°C a través de una membrana de alimentacion. Se
proporcionaron vasos de oviposicion 48 h después de la hemoalimentacién. Los
huevos se recogieron después de 24 h y se dejaron eclosionar antes de transferirlos a
las bandejas de plastico.

PREPARACION DE MOSQUITOS

Grupos de 200 hembras de dos dias 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 succion, 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 algodon estériles empapados con una solucién azucarada (10 ml de
solucién con sacarosa al 8 %, acido paraminobenzoéico (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
cadaveres y se cuantifico la supervivencia cada 24 h hasta su conclusion.
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MANEJO DE MOSQUITOS INFECTADOS

Para corroborar la presencia y viabilidad del parasito en el cultivo post-alimentacion 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 algoddn
humedecidas con una solucién de sacarosa al 8% y PABA al 0.05% hasta finalizar los
ensayos. Los grupos de mosquitos se usaron para los ensayos Unicamente si la
prevalencia de infeccién en el grupo control fenotipo blanco susceptible fue superior al
80%.

TOMA DE MUESTRAS

DISECCION DE INTESTINO MEDIO DE MOSQUITOS

Las hembras fueron anestesiadas en frio durante 15 min a 4°C y se coloraron
dorsalmente en laminillas con PBS frio para disecar los intestinos. Se disecaron
intestinos medios y se realizaron incisiones longitudinales para lavar y eliminar cualquier
resto del contenido intestinal con agua fria desionizada pura de alta calidad. Cada
muestra con 30 tejidos se almacen6 a -20°C 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 inhibicion de la metilacion (tiempo: 0 h) y hembras de 6 dpe con
24 h post-infeccion o hemoalimentacién (tiempo: 24 h).

2. En el caso de los ensayos de mosquitos infectados, estos se infectaron seis h
después de concluir los tratamientos de inhibicién.

3. La diseccidon 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 infeccion o
hemoalimentacion).

4. Las muestras de mosquitos infectados se procesaron para la extraccion de ADN
o ARN una vez confirmada la infeccién 3 dias posteriores a la infeccion (dpi). Las
muestras se almacenaron a -20°C hasta su posterior uso.

INHIBICION DE LA METILACION EN LA ONTOGENIA DE A. ALBIMANUS

Posterior a la seleccion de los fenotipos de A. albimanus por mas de 20 generaciones,
se colectaron huevecillos provenientes del fenotipo Blanco y del fenotipo Café para
supervisar la eclosidon 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 inici6 el tratamiento con 50 yM de
azacitidina en condiciones experimentales hasta concluir los ensayos. Se evalu6 la
sobrevivencia y el crecimiento larvario cada 24 h a través de la observacion directa de la
placa y la medicion de la longitud cefalica-caudal en un microscopio estereoscopico con
micrometro ocular. Las dosis de azacitidina se realizaron cada 48 h, reemplazando
siempre el pozo en el que se encontraban las larvas para evitar la acumulacién del
farmaco. Los cadaveres se retiraron diariamente hasta concluidos los ensayos.
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ANEXO Il

SOLUCIONES DE TRABAJO

Solucion para alimentacion: Disolver, con agitador magnético, 80g de fructosa y 0.5 g de
acido paraminobenzéico (PABA) en 900 ml de agua desionizada. Aforar a 1 L.
Esterilizar y almacenar a 4°C hasta por 1 semana.

Solucién para alimentacién con antibiotico:En 9.894 ml de solucion de alimentacion,
agregar 6.25 ul de gentamicina (80 mg/ml) y 100 pl de PSN (Penicilina, estreptomicina,
neomicina; 100X), para 24 h.

Tratamiento con Azacitidina (25 uM): Agregar 25 pl de Azacitidina 10 mM fresco en
9.975 ml de solucién para alimentacidén con antibiéticos.

Tratamiento con Azacitidina (50 puM): Agregar 50 pl de Azacitidina 10 mM fresco en
9.950 ml de solucion para alimentacidén con antibiéticos.

Tratamiento con Azacitidina (75 uM): Agregar 75 ul de Azacitidina 10 mM fresco en
9.925 ml de solucién para alimentacidén con antibiéticos.

Tratamiento con Decitabina (50 pM): Agregar 50 pl de Decitabina 10 mM fresco en
9.950 ml de solucién para alimentacidén con antibiéticos.

SOLUCIONES DE ALMACENAMIENTO

Peroxido de hidrégeno (H20.: Sigma 30% (w/w)): Tomar (1/12) 83.3 pl de H.O, 12 M y
aforar con 916.7 pl de PBS estéril a 1 ml para obtener una solucion 1 M; almacenar las
alicuotas a 2-8°C en oscuridad. SOLUCION DE TRABAJO: agregar 10 ul de H,O>1 M en 990
pl de PBS y mezclar por inversion para obtener una solucién 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 acido
acético: H.O, DEPC (1:1) v/v estéril para obtener una soluciobn 1 M. SOLUCION DE
TRABAJO: Agregar 10 pl de Azacitidina1M en 990 pl de PBS y mezclar por inversion para
obtener una solucion 10 uM. Preparar antes de su uso.

Decitabina (Sigma; wt: 228.2) Pesar 0.288 g de Decitabina y disolver en 1 ml de &cido
acético: H,O, DEPC (1:1) v/v estéril para obtener una solucibn 1M. SOLUCION DE
TRABAJO: Agregar 10 pl de Decitabina1M en 990 ul de PBS y mezclar por inversion para
obtener una solucién 10uM. Preparar antes de su uso.

Gentamicima: Alicuotas de 1ml, solucion de almacenamiento a 80 mg/ml y almacenar a
-20°C. Concentracion de uso: 50 mg/ml.

Penicilina/Estreptomicina/Neomicina (PSN): Disolver el liofilizado en 100 ml de solucion
salina 9 mg/ml, hacer alicuotas en 10 ml y almacenar a -20°C.

Solucién salina: Pesar 900 mg de NaCl, disolver en 80 ml de agua desionizada y aforar
a 100 ml. Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

Solucion CH;COOH:H.0 DEPC: Agregar poco a poco, 2.5 ml de &cido acético 100% en
2.5 ml de H,O, DEPC estéril. Filtrar y almacenar. Preparar en fresco.
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ANEXO llI

MATERIALES Y REACTIVOS

ALIMENTACION

Sacarosa (Molecular Probes); acido paraminobenzéico (PABA; Sigma-Aldrich),
Penicilina, Estreptomicina y Neomicina, (PSN; Molecular Probes).

CRECIMIENTO DE FASES MEROGONICAS DE P. BERGHEI

Pirimetamina (Sigma-Aldrich); solucion 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 INHIBICION DE LA METILACION

Azacitidina (Sigma-Aldrich); decitabina (Sigma-Aldrich).

EFECTO DE AZACITIDINA SOBRE P. BERGHEI

Azacitidina (Sigma-Aldrich); H.O,(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 uM PABA, 0.2% de lipidos / colesterol (Gibco).
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AISLAMIENTO DE ADN Y ARN

Tris-HCI (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); MgCl. (Thermo Scientific); enzima Long PCR (Thermo
Scientific); ANTP’s (Thermo Scientific).

PURIFICACION DEL AMPLICON DE DNMT2

GeneJET GEL Extraction Kit (Thermo Scientific)

TRATAMIENTO CON ADNASA

ADNsa | (Thermo Scientific); EDTA (Thermo Scientific).

SINTESIS DE ADNC

Oligo dT (Thermo Scientific); dNTP’s (Thermo Scientific); DTT (Thermo Scientific);
inhibidor de ARNsa Ribo look (Thermo Scientific); tampbn y transcriptasa reversa M-
MLVRT (Thermo Scientific).

PCR

dNTP’s (Thermo Scientific); MgCl, (Thermo Scientific); tampdn de DreamTaq Green y
DreamTaqg Green ADN pol (Thermo Scientific).
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QPCR

MasterMix SYBR Green (Thermo Scientific).

DIGESTION DE ADN CON HPAIl

Tampon Fast Digest y enzima Hpall (Thermo Scientific).

DoT BLOT

Membrana de nitrocelulosa (Hybond® ECL™); NaCl (Sigma-Aldrich); NaOH (Sigma-
Aldrich); Tris.Cl (New England Biolabs); Tween 20 (); anticuerpo primario a5™C (Zymo
research, A3001-200); anticuerpo secundario aPRP (GERPN2108 - ECL™ Western
Blotting Analysis System); quimioluminiscencia (GERPN2108 - ECL™ Western Blotting
Analysis System); pelicula (KODAK BioMax Light).

HPLC

HIDORILISIS:ADNsa | (Thermo Scientific); Nucleasa S1 (Thermo Scientific); CH;COOH
(Sigma-Aldrich); glicina (Sigma-Aldrich); MgCl, (Sigma-Aldrich); ClZn (Sigma-Aldrich);
ClCa (Sigma-Aldrich); NaOH (Sigma-Aldrich); fosfatasa alcalina (Thermo Scientific).
DERIVATIZACION:dimetilformamida (DMF; Sigma-Aldrich); CH;COOH (Sigma-Aldrich);
bromoacetofenona (Sigma-Aldrich). CROMATOGRAFiIA:columna cromatografica Agilent
Sorbax C18 (250 x 4.6 mm, 5 um); precolumna Supelco; Acetonitrilo (Fisher Scientific,
Pittsburgh, USA), acido trifluoroacético (TFA; Fisher Scientific, Pittsburgh, USA), metanol
(Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) y agua (D; (18.2 MQ cm, Labconco, USA).

ACTIVIDAD FENOL-OXIDASA

Isopropanol (Sigma-Aldrich); feniltiurea (Sigma-Aldrich); L-DOPA (Sigma-Aldrich).
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CUANTIFICACION DE NITRITOS Y NITRATOS

ZnSO, (Sigma-Aldrich); NaOH (Sigma-Aldrich); Sulfanilamida (Sigma-Aldrich); NED
(Sigma-Aldrich); HszPO, (Sigma-Aldrich); VCI; (Sigma-Aldrich); HCI (Sigma-Aldrich);
NaNO; (Sigma-Aldrich).
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ANEXO IV

UN RECORRIDO HISTORICO 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 confirmé el hallazgo de Jhonson-
Coghill en una muestra de timo bovino y sugirié que la citosina modificada se encuentra
naturalmente en el DNA; la nombro epicitosina por su comportamiento cromatografico y
su espectro de absorcion ultravioleta similar al de la citosina (Hotchkiss 1948). En ese
mismo ano, Rosedale reportd la presencia de la 5mC en el DNA de insectos. (Rosedale,
J. L., 1948). En 1950, Wyatt mostrd que la 5mC esta presente en los acidos nucleicos de
los animales y de las plantas (Wyatt 1951).

En 1958 Bessman caracterizd la funcion de la DNA polimerasa y mostré que la
enzima no puede distinguir entre las citosinas metiladas de las no metiladas, ademas
propuso la existencia de enzimas responsables de propagar a la 5mC durante la
replicacion del DNA, las metiltransferasas. Para 1962, con el trabajo de Arber y Dussoix
en el que descubren el fendmeno de restriccion y modificacion en DNA de bacterias, se
incorporan evidencias en las que la 5mC y/o N6 metil adenosina tienen importantes
consecuencias biolégicas. En 1963, Gold corrobord que la catélisis de la metilacion en el
DNA es realizada por las proteinas DNA metil-transferasas (DNMTs). Grippo encontr6
en 1968, que en los animales la metilacidbn ocurre en la citosina del dinucleétido CpG y
dos aflos mas tarde, Vanyushin encontr6 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 articulos
independientes la posible funcion de la metilacion: silenciamiento de la expresion génica.
Luego se conocieron dos mecanismos de control transcripcional: 1) mecanismo directo,
en el que la 5mC previene la unién de los factores de transcripcién como E2F, Krox-20 y
CREB. 2) mecanismo indirecto, unién de proteinas con dominios de unién a grupo metilo
y bloguean la union de la RNApol (Proteinas de unién 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 bidlogo del desarrollo Conrad Waddington, utilizé 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
diferenciacion de las otras, sin embargo, no visualiz6 a la molécula responsable de este
fenbmeno. En 1956 Conrad Waddington logré demostrar la herencia de una
caracteristica adquirida en una poblacién en respuesta a un estimulo ambiental. Sus
estudios se centraron en analizar el efecto que tiene cambiar la temperatura o
administrar estimulos quimicos en el desarrollo de la estructura del torax y alas en
embriones de la mosca de la fruta. Observo que el desarrollo de los embriones se veia
persuadido por los estimulos ambientales que aplicaba y que conducian al embrién a
una “canalizacion” que lo llevaba hacia el favorecimiento de un tipo de estructura
toracica-alar definida, sobre otra no favorecida en una poblacion con un mismo fondo
genético. Para Waddington, la imagen de “canalizacidn” 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 diferenciacion toman una serie de
decisiones que las conducen a la determinacion del fenotipo, Waddington incluy6 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 caracteristica adquirida se heredara tenia que
ponerse a prueba. Waddington seleccioné y cri6 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 aplicacion de los inductores observo que
la proporcidon de adultos con el fenotipo adquirido se incrementaba e incluso se
mantenia sin la necesidad de aplicar el inductor. Dado que la adquisicion fenotipica
requeria de varias generaciones para “fijarse en el genoma” del organismo sin la
necesidad del inductor, llamo6 a este proceso “asimilacion”. Por tanto, en el proceso de
“asimilacion” habia dos etapas consecutivas a saber: la asimilacion suave, donde la
fijacidon fenotipica en la poblacidbn ocurre como consecuencia de la aplicacion del
inductor en cada generacion y a través de un cierto nUmero de generaciones vy, la
asimilacion dura, en cuyo caso no se requiere del reforzamiento del fenotipo con el
inductor para que la poblacion presente la caracteristica adquirida, pero es requerido
que la poblacion sea descendiente del linaje en el que se fij6 la caracteristica. Es de
notar el requerimiento del linaje para la fijacion fenotipica, pues sustenta el hecho de que
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la poblacién de partida cuenta con la informacion del rasgo en su genoma, en forma de
alelo, y éste es seleccionado por el inductor para favorecer su expresion en la poblacion.

Estos experimentos pioneros sentaron las bases de la herencia de las caracteristicas
adquiridas en los organismos y es de resaltar también, que el modelo fundador es el
insecto. Ya desde entonces, se sugeria que a pesar de precisar la codificacibn gendémica
del rasgo, el sitio que albergaba esta adquisicion se encontraba por encima del genoma
(epi-genoma).

Después de que se demostrd que la herencia de una caracteristica adquirida en una
poblacioén en respuesta a un estimulo ambiental ocurre, a finales de los 50’ se gestaban
las condiciones histéricas que conducirian a elucidar el mecanismo de esta seleccion
alélica. Sin embargo, pasarian cerca de dos décadas para entrever a la epigenética
como mecanismo de herencia. Mientras tanto, se sumarian conocimientos que llevarian
a plantear a la funcion de la metilacion del DNA como de silenciamiento de la expresion
génica.

Adams y McKay reportaron niveles bajos pero medibles en los mosquitos Aedes. A
través de la cromatografia con columna de intercambio idnico, lograron una mejor
deteccidn y mayor separacion de la 5™C de las muestras de las células de los Aedes
albopictus, que con la cromatografia en papel. Determinaron la presencia del 0.036% de
la 5™C 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 5™C 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 digestion con la enzima Hpall (Bianchi,
Vidal-Rioja, and Cleaver 1986). En 2004, Marhold et al, detectaron por slot blot la 5™C en
el DNA genOmico 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 informacion controvertida
sobre si presentan metilacién naturalmente. Por mas de tres décadas, la existencia de la
metilacion en el parasito Plasmodium es el tema de debate. Finalmente, en 2013 Ponts y
Fu comprobaron la presencia de la 5™C en el DNA de los parésitos del género
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Plasmodium, con la cromatografia acoplada a la espectrometria de masas y
secuenciacion gendémica (Ponts et al. 2013).
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ACONTECIMIENTOS IMPORTANTES EN EL ESTUDIO DE LA METILACION DEL ADN

1904
1925

1939

1940

1948
1950

1958

1962

1963

1968

1970

Johnson y Wheeler sintetizan la 5-metil citosina (5mC).

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
desaminacion la citocina se convierte en uracilo (principalmente en plantas) y
que la desaminacion de la 5mC en animales, se convierte en timina.

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
diferenciacion de las otras.

Conrad Waddington introduce el concepto de paisaje epigenético para
describir el fendbmeno en el que las células en diferenciacion pierden la
habilidad para regresar a un estado de mayor pluripotencia.

Hotchkiss comprueba la presencia de 5mC en ADN de timo bovino.

Wyatt muestra que la 5mC esta presente en los &cidos nucleicos de los
animales y de las plantas.

Bessman caracterizo6 la funcion de la ADN polimeraza y mostré 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 replicacion del ADN.

Arber y Dussoix descubrieron el fenbmeno de restriccion y modificacion en
bacterias. Fue reconocido mas tarde que las modificaciones en el ADN como
la 5mC y /o N6 metil adenosina tienen importantes consecuencias biolégicas.

Gold reporta que la catélisis de la metilacion en el ADN es realizada por las
proteinas DNMTs.

Grippo encuentra que a diferencia de las plantas, en los animales mayores, la
metilacién ocurre en la citosina del dinucleétido CpG.

Kelly y Smith descubrieron endonucleasas de restriccion con aplicacion en el
analisis en el ADN.
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1970

1970

1971

1974
1975

1977

1977

1978

1978

1978

1979

1981

1982

1982

Li y Olin reportan la citotoxicidad y modo de accidon de la 5-azacitidina en la
leucemia.

Vanyushin encuentra diferencias entre el total de las 5mC en los diferentes
tejidos de animales.

Danna y Nathans probaron que enzimas de restriccibn cuya funcién es
comprometida por la presencia de la 5mC en la secuencia de reconocimeinto
tienen un gran valor para analizar el estado de metilacién de una secuencia de
ADN.

Cihak descubre los efectos biologicos de la 5-azacitidina en eucariontes.

Holliday and Pug, y Riggs publican la posible funcion de la metilaciéon de forma
independiente.

Constantinides muestra el efecto de la 5-azacitidina en las células del muUsculo
estriado.

Christman demuestra que en presencia de L-methionina aumenta la expresion
de genes de la globina en células eritroleucémicas; la L-methionina conduce a
la reduccién de la 5mC en el locus de la beta globina.

Waalwijk y Flavell encuentran diferencias significativas entre la abundancia de
5mC del esperma, el cerebro y el higado de conejo.

Waalwijk y Flavell investigan la 5mC en el locus de la globina a través del uso
de los isoesquizomeros Hpall y Mspl que reconocen la secuencia 5’-ccgg-3’

Coulomdre reporta que la desaminacion de la 5mC produce timina.

McGhee y Ginder se preguntaron si los niveles de 5mC correlacionan con la
expresion de genes del locus de la beta globina de pollo. Prueban que los
genes sin 5mC se expresan y cuando inducen su metilacion se silencian.

Mohandas prueba que la 5mC inactiva a el cromosoma X.

Ehrlich comprueba definitivamente las variedades globales de los niveles de
metilacion entre tejidos y tipos celulares.

Gruenbaum reporta que la DNMT1 tiene una alta afinidad por el ADN
hemimetilado y Stein observa que copia el patrbn de 5mC de la hebra
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1985

1987
1988

1990
2000

2000

2005

2007

parental.

Bird identifica las islas CpG en promotores y la ausencia de la 5mC en estas
regiones.

Reik reporta que la 5mC es el mecanismo de imprintig génico.

Watt y Molloy demuestran que la 5mC tiene un efecto de represion directa de
la expresion, por exclusion de la uniébn de proteinas que efectian la
transcripcion.

Okano analiza la DNMT3 (de novo) y su especificidad de tejido.

Ramsahoye muestra que sbélo en mamiferos, la 5mC que estd fuera de
contexto CpG es observada en células troncales embrionarias con potencial
relevancia bioldgica.

Lyko la 5mC esta presente en Drosophila melanogaster durante el desarrollo
embrionario.

Robertson reporta el mecanismo indirecto de la 5mC en la represién de la
expresion génica, por reclutamiento de proteinas de union a metil-CpG que se
asocian con remodeladores de cromatina represivos de la expresion génica.

Hellman reporta que la 5mC en promotores y enhancers silencian la expresion
génica y que la 5mC en el cuerpo del gen aumenta la expresién. 2007: Slotkin
y Martiensenn reportan que la 5mC tiene el efecto de mayor integridad
cromosomica y silenciamiento de transposones.
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Epigenetic mechanizms such as DMNA methylation and histone post-translatonal
modifications are fundamental for the phenotypic plastcity of insects dunng therr
interaction with the emironment. In response to environmental cues, the methylabon
pattern in DNA 1= dynamically remodeled to achieve an epigenstic control of gene
expres=ion. DMA methylation iz the focus of study in insects for ite evolutionarily
conserved character; however, there 1= scant knowledge about the epigenetic regulation
invector mosquitoes, especially dunng their infection by parasites. The aim of the present
study was to evaluate the parficipation of DMA methylation in the immune response
of Anopheles albimanus to a Plasmodium infection. For this, we first investigated the
presence of a fully functional DNA methylation system in A albimanus by assessing
itz potential role in larval development. Subsequently, we evaluated the transcrphbonal
response to Plasmadium bergher of two mosguito phenotypes with diferent degress of
suzceptibility to the parasite, in a scenario where their global DNA methylation had been
pharmacologically inhibited. COur study revealed that A. albimanus has a functional DNA
miethylation system that is essential to larval viability, and that is also responsive to feeding
and parasite challenges. The phamacological erasure of the methylome with azacytidine
or decitabine abolished the divergent responses of both mosguito phenotypes, leading
to a transcrptionally similar response upon parasite challenge. This response was more
specific, and the infection load in both phenotypes was lowered. Our findings suggest
that DMA methylation may constitute a key factor in vector competence, and a promising
target for preventing malania transmission.

Keywords: DNA methylation, resistanca to Plasmodium, Anophales, Immune response, epigenatic reguiation

INTRODUCTION

Nucleic acid methylation is the most andent and conserved epigenetic mechanism (1-4). The
methylation of cytosines is a chemical modification of nucleic acids that involves the covalent
addition of methyl groups to the 5-carbon of the cytosine (5, £). This reaction is catalyzed by a
family of conserved enzymes called methyltransferases, which place the methyl group on cytosines
that lie in the major groove of double-stranded DNA (7-9). DNA methyltransferase 2 (DNMT2) is
the most conserved methyliransferase, and it is the only present in dipterans capable of methylating
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DNA as well as RNA (10-12). Unlike DNMT1 which methylates
cytosines in the CpG sites, DNMT2 methylates out of any
particular context (6, 10, 11). The 5-methyl-cytosine (SmC) is
a stable epigenetic mark that adds information to the genetic
code, this mark is dynamic and changes ocour in response to
environmental stimuli. It does not interfere with base pairing
but, depending on the degree of methylation and its context,
it can promote or inhibit strand separation (5, 6, 13). The
maost widespread function of 5mC is to enhance or hinder the
binding of transcriptional factors or regulatory proteins that, in
conjunction with other epigenetic modifications, modulate the
expression of genes through the structure and stability of the
chromatin (14, 15). Additionally, the 5mC is the substrate for
Ten-eleven Translocation (TET) dioxygenases, which have a key
role in the epigenetic dynamics of DNA methylation during the
generation and maintenance of phenotypic diversity (16, 17). The
family of TET enzymes is formed by TET1, TETZ, and TET3
(17). TET enzymes catalyze the oxidative demethylation of 5mC
to form more oxidized intermediates of cytosine that can be
converted back to unmodified cytosines (17).

In the dipteran model Dirosophila, the amount of global SmC
is about as low as 0.1-0.6% of all cytosines (16-20) and the null
mutation of the dnmit2 gene showed no apparent anomalies in
development (21). This low levels of DNA methylation present
in dipterans has caused it to been regarded as having a subtle
function or even a lack thereof (22, 23). Despite this, the
biological significance of this epigenetic mark in Drosophila
has been established in the silencing of retrotransposon
transcription, maintenance of telomere integrity (20), and as a
requirement for a normal lifespan (21). Furthermore, DNMT2
is essential for efficient immune antiviral responses (24) and
the protection of RNA under heat shock and ooddative stress in
Dirosophila (25). Other insects like bees, wasps, and sawflies have
more complex methylation system comprising three enzymes;
DNMT1, DNMT2, and DNMT3 (23). For example, Apis mellifera
have ~1.4% of their total genomic cytosines methylated (4)
and their methylation system has been studied in relation to
transcriptional activity and phenotypic plasticty (1, 4, 26, 27).
In other insects such as horned beetles, Tribolium castanewun,
and Galleria mellonella, DNA methylation has been shown to
play a role in the generation of different phenotypes, changes
in behavioral and nutritional plasticity, as well asz in stress
responses induced by heat or infections (26-30). In mosquitoes,
it is not well-understood whether DNA methylation plays
an essential role in their development, nutrition, or immune
response {31-35).

Anopheles albimanus is one of the principal malaria vectors in
Central America and its surroundings from Florida and Texas in
the morth, to Peru in the south (36, 37). Mosquito infection by
Flasmodium depends on the parasite development into invasive
ookinetes that colonize and form oocysts in the midgut (38, 39).
The most significant reduction in parasite numbers ocours in
the midgut, which displays a fast immune response (36, 40,
41). Since the innate immune response constitutes an insect’s
primary defense mechanism against infections, several mosquito
immune effectors are related to different degrees of resistance
to Plasmodium (41-44). Anopheles albimanus has two naturally

occurring phenotypes with differences in their P. vivax infection
susceptibility (45). These phenotypes are distinguished on larvae
and pupae by the presence or absence of a morphological
marker denominated stripe. The white stripe phenotype shows
a layer of white pigment visible below the cuticle of the back
of the abdomen and the thorax. The white stripe mosquitoes
(White, W) have been shown to be more susceptible to P. vivax
infections than the non-striped mosquitoes (Brown, B} (45).
This phenomenon has not been characterized at the molecular
or functional level The natural occurring of phenotypes in A
albimanus may be involved in various physiological processes
in the mosquitoes, in which DNA methylation can play an
important role. We took advantage of this phenotypic trait to
study the influence of DNA methylation in the transcriptional
immune response to a parasite challenge in susceptible and
resistant mosquitoes.

RESULTS

Anopheles albimanus Has Functional
Genes of the DNA Methylation Machinery
Which Are Required for Mosquito
Development

To obtain insights regarding if the methylation system is
operating in A albimanus, we initially took a bicinformatic
approach to look for the DNA sequences coding for the
proteins involved in DNA methylation. A search in the
A albimanus genome database revealed the presence of
genes coding for a DNA/RNA methpliransferase 2 (dnmt2),
a demethylase methylcytosine dicxygenase fet2 (tet2) and the
regulatory protein, methyl-Cpl-binding domain protein (mbd)
(Figure 1A and Figores 51-53). Hence, the A albimanus
genome presents all the components needed for regulating
gene expression by nucleic acid methylation. Given that the
first organ challenged by Plasmodium invasion is the midgut
(38), we particularly focused on this organ and determined
whether the genomic DMA (gDNA) and ENA in this organ
contained SmC. We found the epigenetic mark in the midgut
DNA (Figore 1B; mean pixel intensity: C4+ = 44.2 £ 32,
Midgut = 1026 + 2.3) and RNA (Figure 54; 5mC% = 0.73
+ (.11, after azacytidine treatment 5mC% = 048 + 0.16).
Since DMA methylation has essential roles in reproduction
and development, orchestrating the phenotypic plasticity of
almost all organisms (45), we determined its functionality during
mosquite development. First, we evaluated the transcription
profile of dnmt2 and tet2 during ontogeny. Both genes were
transcribed throughout the mosquito development and during
adulthood (Figure 1C). Then, the effect of methylation inhibition
with azacytidine in the early stages of larval development
was evaluated, resulting in diminished size and survival of
the larvae (Figure 1D). Together, these data provide strong
evidence for the functionality of the methylation system and
demonstrate an essential role of nucleic acid methylation during
the ontogeny of the mosquito. In contrast, the survival of
adult mosquitoes and cokinetes was not affected (Figure 1E).
Interestingly, the azacytidine treatment significantly reduced the
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mosquite infection (Figure 1F), suggesting that nudeic acid
methylation plays a key role during this process.

Anopheles albimanus Phenotypes Are
Different in gDNA Methylation Status,
Transcriptional Profile, and Susceptibility
to Plasmodium

Epigenetic maodifications have been shown to modulate
phenotype expression in insects (26-30). Thus, to explore the
potential role of the DNA methylation in the phenotypes of A
albimanus and their responses against a Plasmodium infection,
we first characterized the two phenotypes from the parental
mosquite Tapachula (Tap) strain at a functional and molecular
level. We determined the susceptibility/resistance condition
of the White and Brown phenotypes to P. berghei infections.

For this, female mosquitoes of 5 days post-emergency were fed
with 400 cokinetes per pl, and 3 days post-feeding, the oocyst
Ioad per midgut was determined by fluorescence microscopy.
This experiment was repeated for seven generations for the Tap
strain and for 10 successive generations for White and Brown.
In each generation of the Tap strain and the denived Brown and
White phenotypes, a sample of mosquitoes were taken for the
parasite challenges, while the rest were kept for breeding the next
generation. As shown, P. vivax-susceptible White mosquitoes
are also more susceptible to P. berghei infections compared to
Brown mosgquitoes (Fignres 24,8, and Figure §5).

To characterize the phenotypes at a molecular level, we
evaluated basal nitric oxide production, phenoloxidase activity,
amount of genomic 5mC, and transcriptional profile of several
immune markers previously described as the main effectors in
the mosquito midgut against Plasmoedium (36, 40). The basal
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nitric oxide (NO) production and phenoloddase (PO) activity
were not different between the phenotypes (Figure 2C). The
differences in susceptibility observed between phenotypes did not
correlate with basal NO' production or PO activity, so it is not a
feature that conditions the susceptibility/resistance to infection
in the phenotypes.

Next, we analyzed the transcriptional profile of dnmi2
and tet?, and the 5mC content in both phenotypes. With
a 35-fold higher dnmi2 transcription, Brown mosquitoes
had significantly more total gDMNA methylation (1.73% +
0.22) than White mosquitoes (0.85% + 0.17) (Figure 2I)).
We found that the amount of the nucleoside 5-methyl-
2-deoxycytidine (5mdC) between phenotypes was leveled
after the treatment with decitabine; an exclusive DNA-
methylation inhibitor (Figure 2D). Furthermore, azacytidine
inhibited DNA methylation in both phenotypes, although
slightly more efficdently in Brown mosquitoes (Figures 2D-F).
After gDMA digestion with the SmC-sensitive restriction
enzyme Hpall, Brown mosquitoes showed digestion protection
which is lost after avacytidine treatment (Figure2F), thus
corroborating a higher degree of gDNA methylation than in the
White mosquitoes.

Then, evaluation was made of the basal transcription levels of
lewcine-rich repeat immmune protein 1 (Irim1), thiester-containing
complement-like protein (tep), c-type lectin 4 (ctld), dual oxidase
(dnox), c-type lectin 6 (cti6), fibrinogen-related protein 3 (frep3),
and pro-phenoloxidase 1 (ppol). We found several differences
between the transcription levels in the phenotypes. Fold change
transcript abundance of Brown in relation to White mosquito
were as follows: Iriml (+6.3), tep (+4.1); ctlf (+11.6), ctls
(+4.4), frep3 (+2.8) (Figure 2G). In A gambiae and A. stephenst,
Dual oxidase acts as a modulator that prevents a strong
immune response (47, 48). Thus, the lower transcription (3.1-
fold) of duox in Brown mosguitoes could also contribute to its
resistance condition (Figure 2G). No differences were observed
in the pro-phenoloxidase 1 (ppol) expression (Figure 2G). These
mosquito transcriptional profiles correlate with the susceptibility
differences observed between the White (prevalence = 85%,
intensity = 8, bundance = 7) and Brown (prevalence = 52%,
intensity =3, abundance = 1) phenctypes (Figure 2B). Our
results show significant differences between the phenotypes,
which consist of a higher abundance of genomic SmC, higher
transcriptional activity of immune markers in basal conditions,
and a lower load of cocysts in the Brown phenotype compared to
the White phenotype. Considering the transcriptional differences
and amount of 5mC observed between White and Brown
mosquitoes, we explored the possibility that these differences
would be modulated by gDNA methylation.

White and Brown Phenotypes Differ in
Their Modulation of Immune Genes by

Methylation
To investigate whether transcription of the immune markers
selected are modulated by DNA or RNA methylation, White
and Brown mosquitoes were treated with the aranuceosides
decitabine or azacytidine, and their transcription profiles
were determined The methylation inhibitor decitabine is a
deoxycytidine analog that is exclusively incorporated into
DNA. while azacytidine incorporates into DNA and RNA (49).
Inhibition of methylation by the azanucleosides had phenotype-
specific effects on transcription (Figure 3A). This effect may be
due to the differential deposition of epigenetic marks between the
phenotypes, which can depend on underlying genetic differences
(50). Remarkably, decitabine produced greater and in many cases
contrary transcriptional effects than azacytidine. It has been
shown that a loss of 5mC in RNA causes impairments in post-
transcriptional processes (51), whereas the effect of dedtabine
only involves transcriptional processes. The selective inhibition
of DNA methylation affects the abundance of distinct transcripts
among the phenotypes (White: Iriml and otl4; Brown: frep3)
(Figure 3A}. In White mosquitoes, transcript abundance of cfls
and ppol were affected mainly by 5mC inhibition in the DNA
(the inhibition of RNA methylation by azacytidine did not
aggregate transcriptional effects). There were no changes in
transcript expression resulting exclusively from RNA inhibition
(by azacytidine but not decitabine). In contrast, both inhibitors
affected the expression of some gene transcripts in White
mosquitoes (fep, duox, ctl, and ppol) and Brown mosgquitoes
{Irim1, duox and ctl6), although with opposite effects (White:
tep; Brown: Iriml, duox, and cfif). In contrast, 5SmC inhibition
did not have any post-transcriptional effect on NO production
(Figure 3B) and phenoloxidase activity (Figure 3C). Moreover,
the methylation inhibition treatment did not have any impact
on the adult survival of both phenotypes (Figure 300, Our
results show that the inhibition of methylation had phenotype-
specific effects on the midgut transcription profile. Furthermore,
these data provide evidence that the midgut expression of
anti-Plasmodium genes is epigenetically modulated by DNA
methylation in A. albimanus.

White and Brown Phenotypes Respond
Differently to a Plasmodium Challenge in
Terms of DNA Methylation and

Transcription of Immune Genes
Since oxidative stress, nutritional balance, and microbial
challenges trigger epigenetic marking of DNA (52-54), we
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tested the functionality of the methylation system of both
mosquitoes phenotypes. For this we evaluated whether the status
of 5mC in midgut gDNA changes in response to an immune
challenge with the parasite. Midgut gDNA of Plasmodium-
challenged mosquitoes of both phenotypes were digested with
the restriction enzyme Hpall. Midgut gDNA of Plasmodium-
challenged mosquitoes of both phenotypes showed less sensitivity
to Hpall digestion (Figure 4A}. revealing a higher level of SmC
and a dynamic methylation status that responds to the immune
challenge. In agreement with this epigenetic response, clearly
induced from the immune challenge, we found that drmit2 and
tet2, as well as most of the anti- Plasmodium genes have putative
regulatory binding sequences for the nudear factor-kB (NF-kB)
family, the key transcription factors of the immune response (55)
(Table §1). Therefore, we evaluated the transcriptional profile of
mosquitoes fed with uninfected- and P. berghei infected-blood.
Upon parasite challenge, Brown mosquitoes showed an increase
in dmmt? transcription (BPb/Bb: 21.3-fold) and a tendency

to decrease fet?, while the White mosquitoes did not show
significant differences (Figure 4B). This balance is congruent
with the gain in the epigenetic mark. Also, blood-feeding induced
a substantial increase in dnmt2? transcription (Wh: 372-fold;
Bb 21-fold) and a decrease in fet? (Wh: 5.6-fold; Bb: 3.6-fold).
Hence, we corroborated that dnmit2 and fet2 are responsive to
environmental stimuli.

Anopheles mosquitoes regulate their transcriptional profile
during Plasmodinm invasion (36). The specificity and quantity
of this response can contribute to the resistance to the parasite,
therefore to obtain further insights into the susceptibility
differences; we evaluated the transcriptional response to the
parasite in both mosquito phenotypes. We found that the
transcription profile of Brown vs. White mosquitoes during
Plasmodiurn invasion was strongly induced and significantly
most robust (Figure 4B). Furthermore, the only significantly
up-regulated gene in White mosquitoes was ctld (7.7-fold), a
lectin-like receptor considered an agonist of Plasmodium survival
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in the midgut (55). In contrast, Brown mosquitoes drastically
increased the transcription of Iriml (104-fold), ctld (47 6-fold),
frep3 (4.9-fold), and ppol (286-fold) which correlates with its
resistance condition despite the increment in ctl4 {260-fold) and
duox (37.8-fold). Then, to assess the impact of 5mC on the
susceptibility condition, the methylation pattern was altered in
the White phenotype with azacytidine 3 days before the ookinete
challenge. A strong correlation was found between a lower

quantity of oocysts and a higher concentration of aracytidine
(Figure 4C). The effect bottomed at 50pM of aracytidine
showing no further decrease in oocyst infection. We then asked
if the gDNA methylation status differences between the two
phenotypes could be related to the differences observed in P.
berghet susceptibility. By inhibiting methylation with azacytidine
before mosquito exposure to the parasite, a lower prevalence
and intensity of infection was exhibited by both the White and
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Brown mosquitoes (Figure 56), resulting in the elimination of
the differences between the two phenotypes. These data show
that DMA methylation is dynamic in response to an immune
challenge with the parasite; this challenge induces a substantial
increase in the 5SmC mark and a significant up-regulation of
drmi2 coupled with a down-regulation of fet2. Both these genes
have a putative binding sequence of NF-kB in their promoter
region, suggesting that they can be induced as a primary response
against the challenge. We showed transcriptional differences
between phenotypes that may partially explain the susceptibility
differences to Plasmodium. Furthermore, the rescue of the
susceptible phenotype by pharmacological erasure of methylome
supports this

Inhibition of DNA Methylation Bring A.
albimanus Mosquitoes Into a Resistance

Condition Against Plasmodium

Subsequently, we examined the impact of the methylation
inhibitors on the transcription of immune genes in challenged
maosquitoes. We treated the mosquitoes with azacytidine and
then challenged them with ookinetes to evaluated transcriptional
response to parasite invasion in a state where the epigenetic mark
was globally eliminated (Figure 5A). The epigenetically naive
state induced by the inhibitor led both phenotypes to respond
similarly to the parasite challenge by producing drmt2, Irim I, and
tep, thus abolishing most of the differences between phenotypes
{Figure 5B; A+Pb). TEP1 and LRIM1 are considered the main
factors controlling parasite loads in mosquitoes. Their function
is similar to the complement system in mammals promoting
parasite lysis and melanization (41, 42, 44). In both Plasmodizm-
challenged phenotypes, methylation inhibition increased tep
transcription (Figure 5B; Pb vs. A+Ph). The increase in Irim]
transcription, however, was greater in White mosquitoes to that
ohserved in Brown mosguitoes.

On the other hand, the transcription of the infection agonist
ctl4 diminished in both challenged phenotypes when treated
with azacytidine. Furthermore, some transcriptional differences
persisted; in particular, ppol was also expressed in the White
phenotype, while ctl# and ctlf were only expressed in the Brown
phenotype (Figure 5B; A+Pb). The fact that the inhibitors
reduced the demethylase tet2 transcription to undetectable levels,
probably contributes to the preservation of the S5mC incipiently
placed in response to the parasite challenge. An explanation
for these observations is that the epigenetic inheritance of the
phenotypes was erased with the inhibitory treatments, so when
the mosquitoes encounter the parasite, they started by producing
what is probably relevant against the infection. In summary,
the response involved the activation of the DNA methylation
system, the increment of the 5mC mark, the transcription of
anti-Plasmodinm effectors, and higher resistance to the parasite
(Figure 5C). This effect was more noticeable with decitabine,
especially in the White mosquitoes.

The transit of the malaria parasite through the mosquito
midgnt results in a bottleneck that often reduces the parasite
population to a single-digit mumber (32). Hence, transmission-
blocking interventions (TEls) ought to be more effective

at this stage of infection. Treatment of mosguitoes with
the azanucleosides herein constituted an efficient TBI, with
effectiveness ranging between 70 and 9% (Figure5D),
suggesting that DMNA methylation could modulate the
vector competence.

The damt2 gene was sequenced in an attempt to elucidate
the reasons for the observed differences in methylation, but
both phenotypes showed identical gene sequences (Figure SE
and Figure 87). The distinct response to methylation inhibition
by the azanudeosides between White and Brown mosguitoes,
suggests that DNA methylation signaling is divergent in the two
phenotypes. Despite this, downstream effects were the same,
leveling 5mC and parasite loads between the phenotypes.

DISCUSSION

This study shows that DNA methylation has an essential role
in A albimanus biology. Larvae in which the methylation has
been inhibited were unable to grow, and their development was
hampered, resulting in early death. This result revealed that in
A. albimanus, the DNA methylation mechanism is functional
and works similarly as in other better-studied insects. In adult
mosquitoes, the inhibition of DNA methylation did cause neither
death nor other apparent effects besides the modifications in the
transcriptional responses. This inhibition translated into both
phenotypes becoming considerably more capable of controlling
infection loads; however, the mechanism(s) by which the parasite
is eliminated are not fully understood. Possible candidates are
LRIM1 and TEPI, since both of these transcripts were up-
regulated similarly between the phenotypes (Figure 54).

Interestingly, the azacytidine treatment prevented the
transcription of duox after a parasite challenge in the two
phenotypes. Besides its antimicrobial activity through hydrogen
peroxide production, DUOQX is associated with mechanisms that
reduce damage to the hosts microbiota afier a blood meal by
lowering the intensity of the immune response (47). It haz been
shown that the silencing of DUOX promotes effective immune
responses that include the increment of TEPL, leading to lower
infection loads (48). In the particular case of A albimanus,
phenoloxidase activity (and ppol gene transcription) is not likely
to be related to parasite death. Despite the increment of ppol
upon infection in Brown mosquitoes, when the mosquitoes
were trested with azacytidine and then challenged, ppol only
increased in the White mosquitoes and yet both phenotypes
effectively reduced the infection load. The fact that we do not
ohserve parasite remainders or melanization suggests that the
parasite is being eliminated by lysis.

The methylation inhibitors removed higher amounts of SmC
in Brown compared to White, though without reaching a
total removal of the epigenetic mark. Decitabine or azacytidine
act when they are incorporated into DNA (and RNA for
aracytidine) during replication, DNA repair, transcription, or
demethylation events that involve nucleotide replacement. Then,
the DNMT2 interacts with these cytidine analogs and gets
irreversibly covalently bonded to the imhibitor during the
catalytic reaction. This observation implies that the inhibitors can
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only inhibit methylation in places where they are incorporated
and where the DNMT2 can access them (49), correlating with
the higher transcriptional activity of Brown, in which more mark
was eliminated. Whereas, in White, with lower transcriptional
activity, less 5mC was eliminated The inaccessibility of
certain low activity-genomic regions to the inhibitors or
the DMMT2 may also explain why in both phenotypes
the 5mC inhibition reached similar levels without lowering
any further.

In general, DNA methylation is considered to have gene
repression functionalities, primarily when it is located in the
promoter regions. However, when located within the gene body
it seems to be assocated with gene expression (57). In insects
DNA methylation is almost exclusively present in gene bodies (),
which explain why the Brown phenotype, with two times more
5mC content, has an overall higher transcription than the White
phenotype. After feeding with or without ookinete-containing
blood, DNA methylation increases in both phenotypes, although
slightly more in the Brown phenotype (Figure 44). This result
correlates with the higher transcription of drmi2, and lower
transcription of tet2. Furthermore, this is in line with the higher
transcription of anti-Plasmodium genes observed after feeding,
The reduction of 5mC after the treatment with the methylation
inhibitors lowered the transcription of the immune genes in
both phenotypes (Figure 5A). By looking at Figure 5B it can
be concluded that the inhibitor treatment lowered the overall
transcription but increased the transcription of [riml and tep,
causing the mosquitoes to respond less intensely but with higher
specificity. Despite the above, some transcriptional differences
persisted in the phenotypes after the inhibitor treatments which
led us to consider as a first possibility the genetic differences.
We searched for differences in the dnmi2 gene; however, it
resulied in being identical in both phenotypes after sequencing,
A second possibility could rely on the NF-kB family, since
all of the genes evaluated in this study have putative binding
sites for this family of transcription factors, including dnmit2
and tet2. The exception being frepd, which does not have a
putative binding site and did not show significant transcriptional
changes, at least in White (Table 51). A third possibility is the
regulation of other epigenetic mechanisms. It is known that, in
many organisms, gene regulation by DNA methylation depends
on the context of the surrounding genes (8, 58, 59) and more
critical in the context of other epigenetic marks, like histone
acetylation and nucleosomal organization (58, 60-62). In this
context, the epigenctic state as a whole is a combination of
epigenetic modifications. There is a dose association between
DMA methylation and the modifications in histones {58, 63}, in
particular, the deacetylation. The methyl CpG binding protein 2
{MeCP2) and other MBI proteins recruit histone deacetylases,
which create a dominant repressive chromatin environment
in response to changes in the DNA methylation status (&4)
Considering the lack of knowledge and the complexity of the
epigenetic systems, a straightforward relationship between DNA
methylation and a particular transcriptional response is not to
be forcefully expected, even more knowing that the different
epigenetic mechanisms are intertwined In this regard, the
genome of A. albimanus has several genes of histone deacetylases

among other epigenetic elements that shoold be taken into
account (Table §2).

This report shows a general view of the role of the DNA
methylation system in mosquitoes and adds extra information
in the changes in vector competence within @ mosquito spedes.
Potential directions for future work are the location of S5mC
within the different regions that comprise a gene, the regulation
of the epigenetic mark by fet? and mbd, and the connection
between the dmmi2 and the one-carbon metabolism that
provides methyl groups for all methylation reactions. Signaling
pathways of DNA methylation and epigenetic chromatin
circuits are essential aspects that need clarification to have
a more comprehensive understanding of this phenomenon.
Also, considering possible interactions with other epigenetic
mechanisms could clear the view about the epigenetic regulation
of immunity, mainly because it is not yet cdear how A. albimars
gets rid of the malania parasite.

In this work, we used the imteraction of A. albimanus and
P. berghei as a study model to characterize the phenotypic
properties of susceptible and resistance phenotypes, making the
first analysis of the relationship between DNA methylation, the
expression of immune genes, and the susceptible-resistant state
of the mosquitoes. We found that the expression profile of anti-
Plasmodiurm ive genes in the midgut is modulated by
DNA methylaton. This modulation is different between the
phenotypes and, regardless of this; the outcome in terms of
parasite elimination is the same in both phenotypes upon the
erasure of the epigenetic mark, resulting in the elimination of
the differences between phenotypes We found that the SmC
is required for proper larval development but is not necessary
for adult survival In the adult, however, we found that the
transcription of drmt2 and tet2 is regulated through feeding and
parasite challenges, resulting in an increase of the SmC mark in
the genome. These results render the methylation system in this
maosquits as a responsive element to environmental cues, which
is further supported by the presence of NF-kB putative binding
sites in the promoter regions of these genes.

We have focused on the role of damt2, the methylating
agent, as the factor regulating immunity; however aspecs
like epigenetic-by-genetic and gene-by-environment interactions
are important components to vector competence that should
be considered and understood. Here we have unveiled the
participation of the methylation system in the malaria mosquito
infection, creating new paths to interrupt the transmission of
what is the most devastating vector-borne disease.

MATERIALS AND METHODS

Bioinformatics Identification of the

Methylation System Genes

The genes involved in the methylation system were identified
in the A albimarnus genome databank (http=/fwww._nchi.nlm.nih.
gov/genomel11556) and in the vector database (https:/fwww.
vectorbase.org/) using the genes of the methylation system
of Drosophila, Mus musculus and human as the entry query.
Sequence analysis and protein domain determination were
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performed using InterPro (https:/fwww ebiacuk/interpro/).
Promoter analysis was made in (http:/fwww. fruitfly.orglseq
tools/promoter html) and the prediction of transcription biding
sites was obtained in the program AliBabal at (http://gene-
regulation.com).

Anopheles albimanus Breeding Conditions

and Phenotype Selection

The parental A. albimanus Tapachula strain and the derived
Brown and White phenotypes were reared as described (85).
The insectary was maintained at 28-30°C and 70-80% relative
humidity, on a 12h photoperiod. Larvae were kept at a density
of 200 individuals per tray with 2cm deep tap water and
fed twice a day with dry ground cat food The White and
Brown phenotypes were selected and separated at the pupal
stage based on the presence or absence of a white stripe in
the dorsal side. Intermediate phenotypes having a blurry white
stripe or green body color were discarded. The phenotypes
were kept separated for 20 generations during the course of
the experiments. Reocourring phenotypes were systematically
depurated each generation.

For determining the developmental stage of the larvae, the
maoltings were traced by the presence of exuviae, and confirmed
by comparing the exuvial head capsules size to the larval head
size. Measurements were made in a stereoscopic microscope
with an ocular micrometer. Adult mosguitoes were maintained
under the aforementioned insectary conditions at a density of
200 mosquitoes per 5 liter container. Feeding was carried out
ad libitum with 8% wiv sucrose in ddH;0, delivered on sterile
cotton pads and changed every 24 h. For breeding, mosquitoes
were fed rabbit blood at 37“C though a feeding membrane.
(wiposition cups were provided 48 h after feeding. The eggs were
collected after 24 h and allowed to hatch before transferring to the
plastic trays.

Ookinete Culture and Mosquito Infections
Plasmodium berghei ANEA strain (kindly donated by Dr. R
Sinden, Imperial College London), constitutively expressing the
green fluorescent protein, was used throughout the riments.
Ookinetes were cultured as described (66). Briefly, male BALB/c
mice from 6 to 8 weeks of age were intraperitoneally treated
with phenylhydrazine (6 mg'ml in 0.8% saline} 2 days before
the inoculation of 2-4 x 107 parasites via the same route. When
the parasitemia reached 15-25%, and after verifying gametocyte
wvighility, the infected blood was extracted by cardiac puncture
with a heparinised syringe from the COz euthanized mice. To
allow for ookinete formation, the blood was then incubated at
19-20°C for 20-24 h in cokinete medium (1-4, blood medium]},
which consists of RPMI-1640 at pH 83 supplemented with
23.81 mM sodium bicarbonate, 0.37 mM hypoxanthine, 25 mM
HEPES, PSN (0.05 mg/ml penidillin, 0.05 mg/ml streptomycin
and 0.1 mg/m] neomycin; Giboo) and 20% heat inactivated fetal
bovine serum (FBS).

Mosquitoes were infected with ookinetes by the standard
membrane alimentation methodology. Only cultures containing
=7 exflagellation centers per 400X field of view were used.
The ookinetes were counted in a Neubauer chamber and the

culture was centrifuged at 2,000 rpm for 5min. The ookinete
pellet was resuspended to a final concentration of 400 cokinetes
per microliter of FBS for the feedings. As control, mock
cultures were prepared with the blood from non-infected mice.
Mosquitoes of 5 days post-emergency (dpe) were starved for 6h
and allowed to feed for 30-60min from the membrane glass
feeder heated at 37°C. Only fully engorged females were kept
for further experimentation at 19-20°C and 70-80% relative
humidity, on a 12h photoperiod. Infected and mock-infected
mosquitoes fed on cotton pads moistened with 8% sucrose
solution with 0.05% PABA. Appraisal of the infection was
measured 3 days post infection (dpi) by dissecting in PBS the
midguts of 30 cold anesthetized females and observing the GFP-
expressing oocysts by fluorescence microscopy. The mosquitoes
were used for the assays only if the infection prevalence
was 80% or higher in the susceptible-White phenotype
control group.
Transmission blocking efficiency was calculated as in (67).

Nucleic Acids Methylation Inhibition

Assays

For inhibiting the methylation of nucleic acids, the DNA/ENA
methylation inhibitor azacytidine (5-azacytidine), and the
DMA exclusive methylation inhibitor decitabine (5-Aza-2'-
deoxycytidine; both purchased from Sigma-Aldnich) were used.
Larvae and mosquitoes were maintained under experimental
conditions optimal for F. berghei (see above). To evaluate
the impact of nucleic acid methylation during development.
100 larvae of 1h post hatching were treated with 50pM
aracytidine in & well-culture plates. To awoid compound
accumulation, the treatment was replenithed every 48h by
maoving the larvae to an adjacent well-containing fresh treatment.
Every 24h larval survival was monitored and growth was
measured taking the cephalic-caudal length. Developmental
stages were assessed by collection of exuviae and dead larvae
were removed.

Methylation inhibition in adults started at 2 dpe by ad
libitum feeding on cotton pads moistened with 50pM of
aracytidine or decitabine in a solution of 8% sucrose, 0.05%
PABA and PSN. The treatments lasted 72h, replacing the
cotton pads every 24 h. In the case of assays requiring infected
mosquitoes, these were infected after the inhibition treatments
were concluded. Dissection of midguts destined for RNA or DNA
extractions, was carried out at 5 dpe (after 72h of treatment
with inhibitors) and also at & dpe (24 h post infection). Midguts
were dissected as described above, thoroughly washed and
stored at —20°C. For infected mosquitoes, the midguts were
used for ENA or DNA extraction only if the infection was
confirmed at 3 dpi.

Effect of Azacytidine on P. berghei Survival
and Development

To determine whether azacytidine affects parasite survival or
development, the ookinetes were purified and then coltured in
the presence of 50 M azacytidine. Mock treated { PBS) and 1 mM
H3(; were used as controls. The ookinetes were cultured to allow
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ococyst formation at 19-20°C in oocyst medium consisting of
Schneider’s insect medium at pH 6.8 supplemented with 23.8 mM
sodium bicarbonate, 3.68 mM hypoxanthine, PSN, 44 p M PABA,
0.2% lipids/cholesterol (Gibco) and 15% FBS (68). Parasite
survival and development were determined with fluorescence
microscopy at 0, 12, 36 and 72 h of culture.

gDNA and RNA Extraction

For gDMNA extraction, the midguts of 30 mosquitoes per
treatment were dissected and incubated overnight at 55°C in
bysis solution and treated with proteinase K and RMNase A. RNA
was extracted from 30 midguts per sample by employing the
TRIzol (Thermo Fisher Sdentific) protocol. DNA and RNA
samples were stored at —20°C until further use. For cDNA
synthesis, RNA extracts (1 pug) were treated with DNase [ and 500
ngipl of OligodT were added. After 10 min at 70°C, the master
mix {1 mM dNTFs, 0.01 mM DTT, 20 units of RNase inhibitor
and reverse transcriptase buffer) and 200 Ufpl M-MLVRT
were added.

PCRs

dmmt2, tet and 57 genes were amplified using 10 ng cDNA,
05pM for each primer (Table53), 1pM dNTPFs 325mM
MgClz, 1X DreamTaq Green buffer (with 2mM MgClz) and
125U DreamTag Green DNA pol (Thermo Fisher Scientific).
drnmt? long PCR, including the 5 and 3 UTR and promoter
regions, was amplified from midgut DNA. The reaction mix
contained 100 ng of gDMNA, 0.5M of each primer (Table 54),
1 pM dNTPs, 2.5 mM MgCly, Long PCR 1X buffer (with 1.5 mM
MgClz) and 2 U of Long PCR enzyme (Thermo Fisher Scientific).
PCR reactions were carried out in a T100™ (BIO-RAD)
thermocycler and visualized on agarose gel electrophoresis. The
PCR band was purified with the Gene]ET Gel Extraction kit
{Thermo Fisher Scientific). The PCR product was sequenced at
the Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN of the Instituto
de Biotecnologia-UNAM.

RT-qPCR
drmt2, tef2, ctld, ctls, Iriml, tep, duox, ppol, frep3, and 57 genes
were amplified as following: a mixture of 5 ng cDNA, 0.25 pM
oligo (Table 53) and Master Mix SYBR Green 1X was loaded on
96 well-plates on a VitA™ 7, Applied Biosystems thermocycler.
Amplification efficiency was determined with LinRegPCR. Data
were normalized to 57 gene amplification.

gDNA Digestion Sensitive to Methylation
Midgut gD'NA (1 pg) was digested with 1 unit of Hpall (Thermo
Fisher Scientific) in 1X Fast Digest buffer for 1h at 37°C. gDNA
digestion products were visualized on agarose gel electrophoresis.

Dot Blot

Midgut gDNA of 5 dpe female mosquitoes was spotted on a
nitrocellulose membrane (Hybond® ECL™), dried and fixed
with UV light. An anti-5™C antibody (Zymo research, A3001-
200) was used in conjunction with cPRP (1:1.000, GERPN2108-
ECL™ Western Blotting Analysis System). Fluorescence was
developed on a KODAK BioMaxLight film. The films were

scanned and a densitometric analysis was performed using
Image] to calculate the mean pixel intensity of the dots.

High Performance Liguid Chromatography

(HPLC)

Methylation groups in DNA and RNA were quantified by HPLC
by the following methodology (69). Briefly, gDMNA was digested
with DMase I, 51 nuclease and treated with alkaline phosphatase.
For RMNA digestion, RNase H and P1 nuclease were used
following the same methodology as for gDNA. The nucleosides
were derivatized with bromoacetophenone. HPLC analysis was
performed on an Agilent Series 1100 utilizing an Agilent
Sorbax C18 (250 x 46 mm, 5pm) column and a Supeloo pre-
column. Dervatized nucleosides wene fluorometrically detected
at excitation/emission wave lengths of 306/378 nm.

PO Activity
PO activity was measured as described (70). Pools of 30
mosquitoes were macerated and centrifuged at 10,000g for
10 min at 4°C. PPO was activated with isopropanol to quantify
the total enryme. PO was inhibited with phenylthiourea and
PBS was used to measure basal enzyme activity. L-DOPA was
used as the substrate for PO, which is transformed into the
dye dopachrome. Auto-oxidation controls (L-DOPA only) and
blanks (macerated mosquitoes) were included. PO activity was
measured every minute for 30min at 4%0nm in a microplate
reader (ELISA iMark, BIO-RAD).

NO Quantification

Mitrites and nitrates were evaluated by the Griess assay (71).
Pools of 30 mosquitoes per treatment were macerated and
centrifuged twice at 10,000 g for 10 min at 4°C. Proteins were
eliminated with ZnS0y. Mitrates were reduced into nitrites using
VCl; immediately followed by the addition of sulfanilamide
and NED. The reaction was incubated for 15min at BT
and the absorbance was measured at 490 and 630 nm in a
microplate reader.

Statistical Analysis

Data was analyzed in Prism & statistical software. The sample
sire for mosquito infections and nucleic acids extraction was
determined according to Churcher et al. (67). Diata were tested
for normality by the [¥ Agostino and Pearson omnibus normality
test. Survival of larvae, adults and parasites was analyred using
Mantel-Cox test (Log-rank test). Larval growth was analyzed
with Kruskal-Wallis and Dunns multiple comparisons test. The
infection parameters were analyzed through Mann-Whitney or
Kruskal-Wallis and Dunns multiple comparisons test. PCR,
HPLC, PO, NO and TBIs results were analyzed by conducting
a two-tailed ¢ test or ANOVA followed by a Tukeys multiple
comparison test.
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