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RESUMEN

Las defensinas son una familia de péptidos antimicrobianos que forman patte de la respuesta inmunolégica de los
insectos. En la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) se han identificado genes que codifican para estas
moléculas, sin embargo, la mayorfa de la informacién existente corresponde a especies sudamericanas que no se
encuentran en México. Este es uno de los primeros trabajos enfocado al estudio de péptidos antimicrobianos
presentes en Triatoma pallidipennis, especie endémica de México y reportada como uno de los principales vectores del
parasito protozoatio Trypanosoma crugi, agente causal de la Enfermedad de Chagas, en el pais. Debido a que aun no
existen ni vacunas ni farmacos completamente efectivos contra el parasito, la Enfermedad de Chagas sigue siendo
un grave problema de salud publica en nuestro pafs. El objetivo del presente trabajo fue hacer un estudio de las
defensinas presentes en 1. pallidipennis, para lo cual se caracterizaron genes codificantes para defensinas, se analizé la
expresion del ARN mensajero de algunos genes de defensinas bajo diferentes condiciones y se evalué la actividad

biolégica de una defensina recombinante.

A partir del ADN extraido de T. pallidipennis, se identificaron 12 genes que codifican para defensinas y la principal
diferencia entre las secuencias de los genes se observé en los intrones. El andlisis de las secuencias codificadoras de
defensinas se realizé6 por medio de analisis bioinformaticos para determinar las regiones caracteristicas de los
precursores de defensinas: péptido sefial, propéptido y péptido maduro. El péptido sefal fue la regién mas
conservada entre las secuencias y el propéptido fue la regién mds variable, a nivel de péptido maduro solo se
identificaron tres diferentes, los cuales al hacer analisis filogenéticos y alineamientos con otras secuencias de
triatominos sudamericanos, se determiné que dos son defensinas tipo 1 (TpDefl.1 y TpDefl.2) y una tipo 4
(TpDef4). Una vez identificados los genes codificantes para defensinas, se analizé la expresién de tres ARN
mensajeros (defl.1, defl.2 y deft.6) bajo diferentes condiciones biologicas. Nuestros resultados muestran que las dos
defensinas tipo 1 tienen una expresién basal alta comparada con la defensina tipo 4, mientras que ésta muestra un
aumento en su expresién cuando el insecto se encuentra bajo diferentes retos inmunolégicos. Estos resultados
sugieren que def4.6 tiene un papel en la respuesta inmune de T. pallidipennis, mientras que defl. 1 y defl.2

probablemente participan en otros procesos como el desarrollo o metabolismo del insecto.

Finalmente, se generé la proteina recombinante de una defensina tipo 1 (tDefl.3) y se probaron diferentes
concentraciones iz vitro sobre los tripanosomatidos T. cruzi, T. rangeli (patégeno de insectos triatominos) y dos
especies de Ledshmania (agentes causales de la Leishmaniasis cutanea): Leishmania major y Leishmania mexicana; asi
como contra las bactetias Escherichia coli'y Micrococcus lutens, sin embargo no se observé actividad bactericida. L. major
fue el parasito que mostré mayor dafio a nivel morfoldgico, pues los ensayos de viabilidad mostrarén que mas del
50 % de los parasitos estaban muertos o con membrana dafiada, mientras que T. owz/ fue el menos dafiado, ambos
parasitos no lograron recuperarse después del tratamiento con la rDefl.3. Estos resultados sugieren que la

defensina recombinante tiene mayor efecto sobre los tripanosomatidos que T. pallidipennis no transmite.



ABSTRACT

Defensins are a family of antimicrobial peptides that are patt of the insects immune response. Genes encoding
these molecules have been identified in the vectors of the subfamily Triatominae (Hemiptera: Reduviidae),
however, most of the existing information corresponds to South American species that are not found in Mexico.
This work focused on the study of antimicrobial peptides present in Triatoma pallidipennis, an endemic species from
Mexico and one of the main vectors of Trypanosoma crugi, the protozoa parasite causative agent of Chagas disease, in
the country. Because there are still no fully effective vaccines or drugs against T. ¢z, Chagas disease continues to
be a serious public health problem in our country. In this work, genes coding for defensins were characterized, the
expression of the messenger RNA of some defensins genes was analyzed under different conditions, and the

biological activity of a recombinant defensin was evaluated.

From genomic DNA, 12 genes that code for defensins were identified, the main difference between genes was
observed in the introns. When making the protein translation, the characteristic regions of a defensin precursor
were determined: signal peptide, pro-peptide and mature peptide. The signal peptide was the most conserved
region in the sequences and interestingly, the pro-peptide was the most variable region. Only three different mature
peptides were identified and by phylogenetic analysis and alignments with other South American triatomine
sequences, the three mature peptides were characterized as two type 1 defensins (TpDefl.1, TpDefl.2) and one
type 4 (TpDef4).

Once the genes coding for defensins were identified, the expression of three messengers RNA (def7.7, def1.2 and
def4.6) was analyzed under different conditions. Our results show that the two type 1 defensin have a high basal
expression compared to the type 4 defensin, while this shows an increase in its expression when the insect was
under different immunological challenges. These results suggest that def£.6 has a direct activity in the immune
response of T. pallidipennis, while defl.7 and defl.2 probably participate in other functions as the development or the

metabolism of the insect.

Finally, a recombinant type 1 defensin (tDefl.3) was generated and was challenged against the trypanosomatids T.
crugi, 1. rangeli (triatomine insect pathogen) and two species that cause cutaneous Leishmaniasis, Leishmania major
and Leishmania mexicana, as well as against the bacteria Escherichia coli and Microccocus lutens, however no bactericidal
activity was observed. L. zajor was the parasite most affected by the recombinant defensin, since when evaluating
the viability more than 50 % of the parasites were dead or with a compromised membrane. T. ¢ugi presented the
least damage at morphological and viability level, also both parasites did not show recovery after treatment. These
results suggest that rDefl.3 has a greater antimicrobial effect against trypanosomatids that are not naturally

transmitted by T. pallidipennis.



I. INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Artrépodos (ETAs) han sido durante miles de afios una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en los seres humanos, estas enfermedades son causadas por virus, bacterias
o parasitos, los cuales son transmitidos de vertebrados hospederos infectados a otros por medio de
artropodos hematéfagos (mosquitos, garrapatas, chinches, piojos, moscas) (Martina, et al., 2017). Los insectos
son los principales vectores de algunas de las enfermedades infecciosas mas devastadoras a nivel mundial. Los
mosquitos son los vectores con mayor importancia médica para los humanos, enfermedades tales como la
malaria y el dengue (ambas transmitidas por mosquitos) tienen como vectores a insectos pertenecientes al
género Anogpheles y Aedes respectivamente. Asimismo, la Tripanosomiasis Americana (Enfermedad de Chagas),
transmitida por insectos pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) o la
Leishmaniasis transmitida por dipteros de las familias Psychodidae y Phlebotomus, son enfermedades muy
importantes. Hoy en dia, todas ellas generan un gran impacto econémico y representan un grave problema de

salud a nivel mundial (Colwell, et al., 2011; Elston, et al., 2004; Vinaouger, et al., 2017).
I.1 Generalidades de 1a enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas (ECh) o Tripanosomiasis Americana es una zoonosis parasitaria transmitida por
insectos vectores que tiene por agente causal al protozoatio Trypanosoma cruzi (1. cruzi). Esta enfermedad fue
descrita por primera vez en 1909 por el brasilefio Carlos Chagas (WHO, 2018) y se presenta mayormente en el
continente americano (Rassi, et al., 2010). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) agrupa a esta
enfermedad dentro de las 20 enfermedades tropicales desatendidas y se estima que a nivel mundial alrededor
de 6 - 7 millones de personas se encuentran infectadas con T. eugi, principalmente en Latinoamérica y 20 %
de la poblacién latinoamericana se considera en riesgo de adquirir la infeccién sobre todo en las zonas

endémicas de 21 paises (WHO, 2018).

Esta enfermedad es la segunda enfermedad transmitida por vectores mas propagada en América Latina y se
ubica a nivel mundial como la cuarta enfermedad parasitaria de mayor importancia segin el Banco

Mundial/PNUD/OMS (World Bank, 1993; WHO, 2018).

En Meéxico es la enfermedad parasitaria mas importante, basado en prevalencia, morbilidad y mortalidad.
Aunque se desconoce una cantidad exacta del nimero de personas infectadas, se estima que entre 1.5 y 2
millones de personas se encuentran infectadas con T. ¢uzi y de acuerdo con bancos de sangre se ha reportado

que de 1 - 1.5 % de la sangre proveniente de donadores se encuentra contaminada (Hotez, et al, 2012; Ramsey



et al,, 2015). Mas recientemente, el meta analisis realizado por Arnal y colaboradores en 2019, sugiere que la

seroprevalencia de 1. ¢ugi es mayor, llegando al 3.38 % correspondiente a 4.06 millones de casos en el pais.

Del total de personas infectadas a nivel mundial, se estima que el 85 — 96 % adquirieron al parasito por via
vectorial (Dias, 2002), la cifra restante contrajo al parasito por diferentes vias de trasmisiéon como: trasfusion
sanguinea, donacién de 6rganos, via congénita, accidentes de laboratorio o por medio de la ingesta de
alimentos contaminados (Mufioz, et al., 1992; Totrico, et al., 2004; Rassi, et al., 2010; Pereira, et al., 2009). La
migracién representa un factor determinante para la propagacion de la infeccién por medio de donaciéon de

organos y trasfusion sanguinea.

Durante la enfermedad, se presentan dos fases: la aguda y la crénica. La fase aguda se caracteriza por la
presencia del parasito en circulacién sanguinea y por una sintomatologia variable, pudiendo presentarse fiebre,
voémito, anorexia, diarrea y hepatomegalia. Aproximadamente un 50 % de las personas que han sido picadas
por los insectos vectores, presentan lesiones cutineas tales como inflamacién local presente justo donde el
insecto introdujo su probéscide (Chagoma) o hinchazén de los parpados de un ojo (signo de Romafa),

cuando la inoculacién del parasito se dio via mucosa conjuntival (Rassi, et al., 2010).

La fase crénica, comienza de 2 a 3 meses después de haber iniciado la infeccién y se divide a su vez en dos
etapas: Fase crénica asintomatica y crénica sintomatica. La fase asintomatica es el momento de la infeccién en
donde los pacientes tienen serologia positiva para T. ¢ruzgz, pero carecen de sintomas clinicos, ya que el nimero
de parasitos en circulacién es reducido y no se puede detectar con facilidad al parasito. Mientras que, durante
la fase crénica sintomatica, el parasito permanece oculto principalmente en corazén y musculos del tracto
digestivo, esta fase se caracteriza por una disfuncién de los tejidos de los 6rganos afectados, debido a una
hipertrofia de las capas musculares, asi como fibrosis, que traec como consecuencia un engrosamiento de la
pared de los érganos (Rassi, et al.,, 2010). Mas de un 30 % de los pacientes sufren desérdenes cardiacos y
aproximadamente un 10 % desérdenes digestivos (generalmente agrandamiento del eséfago o colén),

neurolégicos o una combinacién de ambos.

I.2 Generalidades del agente causal de la enfermedad

T. ¢cruzi es un protozoario flagelado perteneciente al orden de los Kinetoplastidos, familia Trypanosomatidae.
Una de las principales caracteristicas del orden de los Kinetoplastidos es la presencia de DNA extranuclear
localizado en una regiéon conocida como cinetoplasto. T. ¢ruzgi posee solo una mitocondria, con un genoma
condensado en una estructura semejante a una gran red formada topolégicamente por minicirculos y
maxicirculos, dando como resultado al DNA del cinetoplasto (Schamber- Reis, et al., 2012). Este parasito
posee un ciclo de vida complejo, con al menos tres estadios morfolégicos diferentes entre el insecto vector y

el hospedero mamifero: amastigote, epimastigote y tripomastigote (Fig. 1). La diferencia morfologica del



parasito en sus diferentes estadios de desarrollo refiere a la posicién del cinetoplasto con respecto al nicleo y a

la presencia o ausencia del flagelo (De Souza, et al., 2000).
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Figura 1. Diferentes formas morfolégicas de Trypanosoma cruzi (amastigote, epimastigote y tripomastigote) y localizacion
caracteristica de algunas estructuras en el parasito: N (nicleo), C (cinetoplasto), F (flagelo) y BF (bolsa flagelar). Imagen
modificada de la Tesis de Doctorado de Pérez-Morales, 2013.

Los amastigotes son la forma replicativa en el hospedero vertebrado, aqui el cinetoplasto se encuentra muy
cerca del nicleo, en la regién media de la célula, es la forma intracelular, practicamente es inmévil ya que
carece de flagelo y membrana ondulante, tiene alta capacidad de replicacion por divisién binaria dentro del
citoplasma de células de diferentes tejidos como: corazén, musculo, higado y bazo. El epimastigote por su
parte, tiene capacidad replicativa pero no infectiva, el nicleo se encuentra en el centro de la célula y el
cinetoplasto se localiza en la parte anterior al nucleo, es el estadio que se encuentra en el intestino del vector.
Por ultimo, los tripomastigotes tienen un cinetoplasto voluminoso posterior al nucleo, este estadio se puede
localizar en la sangre de hospederos mamiferos (tripomastigotes sanguineos) y en las heces de los insectos
triatominos (tripomastigote metaciclico) siendo este el estadio infectivo para el mamifero (Almeida-de-Faria, et

al., 1999; Carrada-Bravo, 2004; de Souza et al., 2010).

T. cruzi es un parasito con poblaciéon heterogénea; debido a su diversidad bioldgica, genética y bioquimica
durante mucho tiempo se hicieron esfuerzos para caracterizar la estructura poblacional con el objetivo de
agrupar los diferentes subgrupos de este parasito. Por medio de genotificacion de multilocus actualmente se
ha agrupado en seis principales unidades discretas de tipificaciéon (DTUs, Discrete Typing Units) denominadas
Tcl a TcVI, las cuales se definen como conjuntos de poblaciones genéticamente més relacionadas entre si que
a cualquier otra poblacién y que son identificables por marcadores genéticos, moleculares o inmunolégicos

(Zingales et al., 2009).



1.3 Ciclo de vida de T. cruzi

La distribucion geografica de triatominos y hospederos vertebrados asociados con insectos hematéfagos y su
preferencia por ingerir fuentes de sangre especificas ha dado como resultado que T. ¢ruzi tenga dos ciclos de
transmision: el ciclo selvatico el cual involucra diferentes triatominos y animales silvestres como por ejemplo
didélfidos, murciélagos y armadillos; y por otro lado, el ciclo doméstico/peridoméstico donde animales

domésticos (perros, gatos, vacas, etc.) y humanos estan involucrados (Manoel-Caetano & Silva, 2007).

El ciclo de vida de T. ¢ruzi comienza cuando el insecto vector infectado defeca en la cercanfa de su picadura y
el parasito entra al hospedero mamifero (Fig. 2). Las heces contienen los estadios infectivos (tripomastigotes
metaciclicos), los cuales son internalizados al rascarse o a través de las membranas mucosas, para luego
infectar células cercanas. Una vez adentro de las células, el tripomastigote metaciclico se diferenciara a
amastigote y se replicard en el citoplasma de las células. Después de varias rondas de replicacion, se
diferenciard en tripomastigotes sanguineos, los cuales tendran acceso al torrente sanguineo y eventualmente
infectaran nuevas células, para asi perpetuar la infecciéon. Posteriormente, al llegar un insecto de la subfamilia
Triatominae a alimentarse de sangre que contenga tripomastigotes sanguineos, éstos seran ingeridos por el
vector, después de algunos dias en el estomago del insecto (parte anterior del intestino medio), la mayoria de
los tripomastigotes sanguineos se transformaran a epimastigotes. Principalmente en la parte posterior del
intestino medio, los epimastigotes se dividiran por division binaria y se adheririn a la membrana
perimicrovellosa, la cual es secretada por las células del epitelio intestinal de la regién posterior (De Souza, et
al., 2010). Finalmente, en la regién que corresponde al recto, una cantidad de epimastigotes se adheriran a la
cuticula rectal y se transformarin en tripomastigotes metaciclicos (estadio infectivo para el mamifero

hospedero), los cuales seran excretados en las heces (Rassi, et al., 2012).
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Figura 2. El ciclo de vida de T. ¢rugi se desatrolla en un hospedero vertebrado y un vector artrépodo. El ciclo comienza
cuando el insecto triatomino no infectado se alimenta de un mamifero infectado con T. ¢uzi, ingiriendo tripomastigotes
presentes en el torrente sanguineo, éstos pasaran al trato digestivo del insecto (A) donde en el intestino medio se
transformaran a epimastigotes (B). Posteriormente, los epimastigotes comenzarin a duplicarse por fisién binaria en el
intestino posterior y finalmente llegaran al recto, donde sufririn metaciclogénesis y saldran en las heces, siendo éste el
estadio infectivo de T. cruzi (C). Los tripomastigotes metaciclicos son el estadio que pueden infectar cualquier tipo de
célula nucleada del vertebrado y convertirse en amastigotes, estadio replicativo que terminara por lisar la célula. Algunos
amastigotes infectaran células contiguas y otros se transformaran a tripomastigotes sanguineos. El principal 6rgano que se
dafia es el corazén, causando artitmias ventriculares, trombosis y/o aneutisma apical; aunque también se pueden dafiar
otros 6rganos como: tracto digestivo Megaeséfago, megacolon y bazo. Modificada de Garcia, et al., 2007; Rassi, et al.,
2010 y Rassi, et al., 2012.

1.4 Generalidades de los insectos triatominos

Los triatominos, llamados “chinches verdaderas” son los vectores de T. cruzi y pertenecen al orden Hemiptera,
el cual se caracteriza por poseer un aparato bucal de tipo succionador, familia Reduviidae y subfamilia
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), la Gnica hematéfaga en ese grupo (Dujardin, et al., 2002). Formalmente

se han clasificado 140 especies dentro de 5 tribus y 15 géneros (Tabla 1), todas potenciales vectores de 1. cruzi,



aunque con diferente grado de importancia epidemiolégica tomando en cuenta su capacidad vectorial,
distribucién geografica, tendencias antropofilicas y habitos para establecerse en los domicilios (Schofield &

Galvao, 2009).

Tabla 1. Clasificacion de triatominos.

Tribu Género Numero de especies

Alberproseniini Alberprosenia 2
Balboderini Belminus 8
Balbodera 1

Microtriatoma 2

Parabelprinus 2

Cavernicolini Cavernicola 2
Rhodniini Psammolestes 3
Rhodnins 16

Triatomini Dipetalogaster 1
Eratyrus 2

Hermanlentia 1

Linshcosteus 6
Panstrongylus 13

Paratriatoma 1
Triatoma 80

Modificado de Schofield & Galvio, 2009.

La clasificacién de los triatominos estd basada principalmente en sus caracteristicas morfologicas. Las especies
del género Triatoma se agrupan en 9 complejos, uno de ellos es el complejo Phyllosoma (Fig. 3), el cual es el mas
distribuido en México (Martinez, et al., 2006). Las especies del complejo Phyllosoma han sido revalidadas como
género Mecens, ya que dentro de sus caracteristicas externas poseen testiculos diferentes tanto en tamaflo como
en forma a los de otros miembros de la subfamilia Triatominae, asi como diferencias genéticas (Carcavallo, e
al., 2000). Las especies de este complejo responsables de la mayoria de las transmisiones de T. ¢rugi en México
son: Triatoma (Meccus) pallidipennis, Triatoma (Meccus) longipennis, Triatoma (Meccus) bassolsae, Triatoma (Meccus)
phyllosoma, Triatoma (Meccus) mazzottii y Triatoma (Mecens) picturata (Martinez, ef al., 2006; Martinez-Ibarra et al.,
2014).

En Meéxico se han reportado alrededor de 31 especies de subfamilia Triatominae, las cuales han sido
distribuidas en 7 géneros: Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma, Panstrongylus, Belminus, Triatoma y Rhbodnins. Es
importante mencionar que 28 de estas especies son endémicas y 23 han sido reportadas por estar infectadas de
manera natural con T. euzi (Vidal-Acosta et al., 2000; Martinez, et al., 2000). Entre las especies endémicas del
pais, como ya se menciond, se encuentran las pertenecientes al complejo Phyllosoma, el cual esta distribuido
desde el centro hasta el sur del pafs. Debido al alto porcentaje de infeccién natural con el parasito, este

complejo es de importancia epidemiolégica para el pafs (Martinez-Hernandez, et.al., 2010).



T. pallidipennis es una especie endémica de México, se ha reportado en 13 estados de la Republica Mexicana
(Martinez-Ibarra, et al., 2008) y se le atribuye indices de infeccién natural con T. auzi de 90 % en algunos

estados, como Morelos (Cortes-Jimenez, et al., 1996).

Mecens pallidipennis

Meccus bassolsae

Meccus /7/{) Hlosomus

Mecens picturatus
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Meccus longipennis
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Figura 3. Distribucién del complejo Phyllosoma en México. En rojo se marca la presencia de T. pallidipennis. Modificada
de Martinez-Ibarra, et al., 2008.

1.5 Ciclo de vida de los insectos Triatominos

Los triatominos presentan un desarrollo hemimetabolo, conocido como metamorfosis incompleta o simple;
en este tipo de desarrollo, después de la eclosion del huevo, los insectos pasan por 5 estadios ninfales antes de
llegar al estado adulto o imago (Fig. 4). Las ninfas difieren de los adultos por el tamafio y por poseer un
desarrollo incompleto tanto de alas como de aparato reproductor. El desarrollo completo del insecto puede
durar de 6 meses a un afio, dependiendo de la especie, de los factores abidticos y del suministro de alimento
que tengan. Las hembras pueden poner de 100 a 600 huevos a lo largo de sus vidas en la mayoria de las
especies. Estos insectos son hemat6fagos en todos los estadios del ciclo de vida. En cada uno de los estadios,
los insectos requieren una ingesta de alimento de alrededor de 6 - 12 veces su propio peso corporal (aunque
en ocasiones es menor), la alimentacién activa receptores de hormonas (ecdisona) que dan como resultado el
desarrollo de una nueva cuticula (ecdisis) para dar origen a la muda del siguiente estadio ninfal o adulto

(Noireau, et al., 2009; Schaub, 2009).
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Figura 4. Ciclo de vida de Triatoma pallidipennis. Consta de 5 estadios ninfales después de la eclosion del huevo, para
finalmente llegar al estado adulto. Las hembras se logran diferenciar de los machos, por tener el extremo final del térax

[T}

en forma de “v”. Tomado de la Tesis de Doctorado de Martinez-Herniandez, 2008.
1.6 Interaccion 7. cruzi— Triatomino

La asociacién entre T. crugi y los triatominos es probablemente el resultado de un proceso coevolutivo, el cual
esta mediado por factores intrinsecos del vector y del parasito (Texeira, et al., 2009). Una vez que los insectos
ingieren sangre infectada con T. wugy, éste se establecera, multiplicara y diferenciara a lo largo del tracto
digestivo, por lo que el alojamiento del parasito queda limitado por las barreras fisicas propias del insecto,

como lo es el tejido epitelial del intestino.

Dentro de los factores intrinsecos del vector, los componentes y enzimas digestivas del tracto digestivo
influyen tanto en la infeccién, como en el establecimiento y la replicacién del parésito (Garcia, et al., 2010). Un
sitio de contacto entre el parasito y el vector se da en la membrana perimicrovilar presente en el intestino, la
cual estd compuesta por lipoproteinas, glicoconjugados y moléculas de unién a carbohidratos; esta membrana
funciona como un sitio de adhesién para los epimastigotes (Fig. 5), proceso esencial para el establecimiento
del parasito dentro del insecto (Gutiérrez-Cabrera, et al., 2014). Otros factores que influyen en la interaccion
vector-parasito son la activacién de la respuesta inmune humoral y la microbiota del tracto digestivo, las
lectinas, los factores neuroendocrinos y cambios de temperatura, entre otros (Schaub, 1989; Garcla &
Azambuja, 1991; Schaub, 1994; Kollien, et al., 1998; Garcia, et al., 1999; Vallejo, et al., 2009). Dado que la
mortalidad de T. ¢ruzi en el intestino del insecto puede ser mayor al 80 % y llegar al 100 % en el hemocele, es
claro que la respuesta inmune tiene un papel importante en la regulacién de la poblacién del parasito, sin
embargo, los mecanismos exactos del porqué el insecto no es capaz de eliminar completamente la infeccion,

aln se desconocen (Ferreira, et al., 2016; Fuentes-Vicente, et al., 2016).
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Figura 5. Esquema de la localizacién de la membrana perimicrovilar en el intestino posterior del insecto. Se muestran
imagenes de microscopia de escaneo y microscopia electrénica de transmision de la adhesion de los epimastigotes a la
membrana perimicrovilar. Tomado de Garcia, et al., 2007.

Como ya se mencioné en la seccién “Generalidades del agente causal de la enfermedad”, T. ¢uzi posee una
gran variabilidad genética por lo que actualmente se agrupa en unidades discretas de tipificacién (DTUs,
Discrete Typing Units) denominadas Tcl al TcVI (Zingales et al., 2009). Los DTUs presentan diferente
distribucién geografica y se comportan de forma variable dentro de los hospederos vertebrados e
invertebrados (Vallejo, et al., 2009). Las variaciones morfoldgicas, fisiologicas y ecolédgicas de T. ¢ruzi, incluidas
su grado de infectividad y su grado de virulencia, podrian explicar las diversas manifestaciones clinicas de la
Enfermedad de Chagas en las diferentes regiones geograficas (Garcla & Azambuja, 1991). La estructura
genética del parasito esta vinculada a la capacidad que tienen las diferentes cepas para poder desatrollarse en

una especie de triatomino determinada (Azambuja, et al., 2004; Azambuja, et al., 2005; Vallejo, et al., 2009).

1.7 Sistema inmunolégico en insectos

Los insectos son el grupo de organismos mas exitoso en términos de diversidad de especies, este éxito
evolutivo refleja su capacidad de adaptacion ante constantes cambios y ante la presencia de un amplio espectro

de organismos potencialmente patégenos (Vilcinskas, 2013).

Los insectos han desarrollado mecanismos para el reconocimiento de patégenos, asi como una serie de
estrategias para defenderse de microorganismos potencialmente patdgenos. El sistema inmunolégico de
insectos ha sido mayormente estudiado en insectos con desarrollo holometibolo (desarrollo completo), el
principal modelo de estudio utilizado es Drosophila melanogaster (D. melanogaster), del cual se han descrito los

principales componentes y mecanismos de la respuesta inmune en insectos (Lemaitre & Hoffman, 2007),
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quedando la informacién sobre el sistema inmunolégico en insectos triatominos limitada y los pocos estudios

realizados estan enfocados principalmente a especies sudamericanas.

A diferencia de los mamiferos, los insectos carecen de inmunoglobulinas y de una respuesta inmunoldgica
adaptativa, sin embargo, su sistema innato estd muy desarrollado (Gillespie & Kanost 1997). La defensa inicial
que tienen los insectos para contener a los patdégenos son la cuticula y los epitelios, ambos actian como
barreras fisicas, previniendo la entrada y dispersiéon de agentes externos hacia la cavidad interna de los insectos
denominada hemocele (Lavine & Strand, 2002). Una vez que los microorganismos invasores logran romper

estas barreras, se activa la respuesta inmunolégica, la cual esta compuesta de elementos celulares y humorales.

La respuesta celular estd dada principalmente por células del sistema circulatorio (hemocitos), los cuales
participan en la destruccion de agentes patégenos por medio de diferentes mecanismos de accién: fagocitosis,
encapsulacion y nodulacion (Gillespie & Kanost 1997; Tsakas & Marmaras, 2010). Ademas, las células del
epitelio intestinal y del cuerpo graso (6rgano homélogo al higado de vertebrados) participan en la secrecién de
moléculas solubles efectoras que componen la defensa de tipo humoral, dentro de las cuales se encuentran
moléculas citotéxicas (EROs, especies reactivas de oxigeno; ERNs, especies reactivas de nitrégeno), cascadas
proteoliticas que dan como resultado la melanizacién y coagulacién de la hemolinfa (Lu, et al., 2014). También
la activacion de diferentes vias de sefializacién (Toll, Imd, JAK/STAT) mediante el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs por sus siglas en inglés: pathogen associated molecular
patterns), como por ejemplo peptidoglicanos y lipopolisacaridos bacterianos y glucanos $-1-3 de hongos, los
cuales son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés: Pattern Recognition
Receptor) localizados en la superficie de las células del epitelio y de los hemocitos (Lemaitre & Hoffman, 2007).
Existen otros mecanismos de reconocimiento microbiano en insectos, los que estin mediados por lectinas
tipo C (CTLs, C-type lectiny (Dodd & Drickamer, 2001) y por proteinas con enlaces tioéster (TEPs, Thivester-
containing proteins) (Blandin & Levashina, 2004). Dependiendo del tipo de PAMP reconocido es que se dard la
activacién de alguna de las vias intrinsecas, la sefializacién culmina con la sintesis de diferentes tipos de
péptidos antimicrobianos (PAM) a la hemolinfa (Fig. 6), los cuales actian directamente sobre las paredes

celulares de los patogenos (bacterias, hongos, parasitos) (Imler & Bulet, 2005).
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Figura 6. Modelo de la activaciéon de las vias Toll e Imd. La via Toll es activada por hongos y bacterias Gram +, la
via Imd se activa principalmente por bacterias Gram-. Via Toll: El receptor Toll se activa al unirse con una forma
escindida de Spitzle, procesada por cascadas proteoliticas activada por moléculas de reconocimiento secretadas (PGRP-
SA, PGRP-SD, GNBP1, GNBP3), Spitzle maduro se une como un dimero a Toll, induciendo asi su dimerizacién en la
membrana plasmatica, esto provoca el reclutamiento de tres proteinas intracelulares: MyD88, Tube y Pelle, esta ultima

también es una quinasa; por un mecanismo aun no descrito, Cactus es fosforilado y luego degradado por el proteosoma,
en consecuencia los factores de transcripcion de Dif y Dorsal son liberados para llegar al nacleo. Via Imd: Tras la unién
directa con inductores bacterianos (DAPS [4dcido diaminopimélico] monomerico o polimerico) PGRP-LC recluta al
adaptador Imd, luego Imd interacciona con dFADD que se une a la caspasa Dredd, se ha propuesto que esta caspasa se
une a Relish, después de la escision de Relish, el dominio Rel se transloca al nicleo, mientras que el dominio inhibidor
permanece estable en el citoplasma, Relish es fosforilado por el complejo de sefializacion IKK, que se cree que es
activado por TAK1 y su adaptador TAB2 de manera dependiente de Imd y posiblemente dFADD. Expresion diferencial
de drosomicina (Toll objetivo) y diptericina (Imd objetivo) genes en respuesta a la inyeccion de E. co/i (bacterias Gram-) o
M. Intens (Gram +). Tomado de Lemaitre & Hoffman, 2007.
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1.7.1 Péptidos Antimicrobianos (PAMs) de insectos

El primer PAM extraido y purificado de insectos fue la cecropina proveniente del diptero Hyalophora cecropia
(H. cecropia) (Hultmark, et al., 1979), desde entonces se han descrito mas de 200 PAMs en diferentes especies
de insectos (Lee, et al., 2013).

Los PAMs estan compuestos por menos de 100 residuos de aminoacidos, en su mayoria basicos (Lisinas,
Argininas e Histidinas), por lo tanto, un gran porcentaje de estas moléculas reportadas en insectos son de
naturaleza catiénica y presentan un alto grado de hidrofobicidad, ambas caracteristicas les permiten
interaccionar con las membranas celulares de bacterias, hongos, parasitos y virus (Hancock & Diamond, 2000;

Wu, et al., 2018).

En insectos con metamorfosis completa (holometabolos), los PAMs se sintetizan principalmente por células
del cuerpo graso y en insectos con desarrollo incompleto (hemimetabolos) se sintetizan mayormente por los
hemocitos; en ambos casos, estas moléculas son secretadas a la hemolinfa (Bulet & Stécklin, 2005) y su
expresion esta regulada mayormente por las vias Toll e Imd (Hetru, et al., 2003). Es importante destacar que
en insectos sanos hay una expresion basal de estas moléculas, sin embargo, existe una sobreexpresion ante la

presencia de una infeccién (Uvell & Engstrom, 2007).

La mayoria de los PAMs son sintetizados como proteinas precursoras inactivas (pro-péptidos), las cuales tras
un proceso de maduracién y con ayuda de una peptidasa, se convertirdn en péptidos maduros con actividad
antimicrobiana y seran secretados al espacio extracelular (Bulet & Stdcklin, 2005; Yi, et al, 2014).
Dependiendo de la composiciéon de aminoacidos y de la estructura terciaria, los PAMs se clasifican dentro de
tres grupos (Tabla 2):

e DPéptidos catidnicos lineales a-hélice sin residuos de cisteinas.

e DPéptidos con gran cantidad de residuos de prolinas y/o glicinas.

e DPéptidos cuya estructura esta establecida por puentes disulfuro.

En insectos, el mecanismo de accién preciso de estas moléculas estd descrito solo para un numero limitado de
PAMs, sin embargo, la permeabilizacién de la membrana es un tema recurrente (Tonk & Vilcinskas, 2017).
Los mecanismos de accion tipicos descritos para estas moléculas, involucran la lisis celular de bacterias por
medio de la despolarizacién de las membranas y de la formaciéon de poros transmembranales y de canales

i6nicos (Lee, et al., 2013; Jozetiak & Engberg, 2017).

14



Tabla 2. Clasificacién de PAMs.

Grupo PAM Actividad Origen
Péptidos catiénicos cecropinas, Gram +y - Dipteros
lineales a-hélice sin sarcotoxins, Hongos Lepidopteros
residuos de cisteina stomoxyns filamentosos
Péptidos con gran Apidaecin, Gram +y — Dipteros

cantidad de residuos de Drosocin, Hongos Lepidopteros
prolinas y/o glicinas Lebocin, Hymenopteros
Metchnikowin
Formaecin,
Pyrrhocoricin,
Metalnikowin
Péptidos cuya Defensinas Gram + Dipteros
estructura esta Tanatinas Gram - Lepidopteros
establecida por puentes Lisozimas Coledpteros
disulfuro Drosomicinas Hymenopteros
Odonatos
Triatominos

Informacién tomada de Bulet & Stocklin, 2005 y Yi, et al., 2014.

Los PAMs inicialmente interaccionan con la superficie de las células por medio de interacciones
electrostaticas. Las superficies externas de las membranas citoplasmaticas de células eucariontes, carecen de
carga neta debido a que estin compuestas basicamente de lipidos no cargados, mientras que las membranas de
las células bacterianas contienen fosfolipidos acidos tales como el fosfatidilglicerol y la cardiolipina,
confiriéndoles una carga negativa (Tonk & Vilcinskas, 2017). La eficiencia antimicrobiana de estas moléculas
depende de la composicién de lipidos, asi como del potencial eléctrico negativo de las membranas blanco
(Bahar & Ren, 2013). En la literatura se han descrito 4 modelos principales (Fig. 7) que explican los posibles

mecanismos de accién de los PAMs contra bacterias (Brogden, 2005; Bahar and Ren, 2013):

- Modelo tipo carpeta/detergente: Los péptidos no se insertan en la membrana, sino que
permanecen asociados con la regién externa y forman una especie de alfombra capaz de debilitar la
membrana, causando su colapso en una configuracién de micelio y eventualmente se produce la
muerte celular por pérdida del citoplasma.

- Modelo de agregados: Similar a la funcién de los detergentes, los péptidos se unen a la membrana a
una concentracion alta, posteriormente se reorientan permitiendo la formaciéon de estructuras
parecidas a las micelas que se extienden en la bicapa en un complejo péptido-lipidico. Estos agregados
aleatorios transmembrana de lipido-péptido y agua, forman un canal por el cual se liberan iones,
causando la muerte celular por pérdida del contenido citoplasmatico, o pueden desintegrarse
espontaneamente, lo que lleva a la translocacién de los péptidos hacia el citoplasma donde pueden

afectar blancos de accion internos.
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- Modelo tipo barril: Los péptidos se unen a la region hidrofébica de las membranas, creando un poro
hidrofilico. La formacién de este tipo de poros es irregular en tamafio y duracién, lo que da como
resultado la pérdida del equilibrio osmético y del potencial de membrana. Este mecanismo de accion
esta dado por péptidos altamente hidrofébicos

- Modelo toroidal: Los péptidos se insertan en la membrana en direccién paralela a los fosfolipidos y a
los fostatos, propiciando que las bicapas lipidicas se doblen continuamente a través del poro formado
para que el ndcleo del poro esté alineado por los péptidos y los fosfatos de los fosfolipidos, dando

como resultado una lisis celulat.

A) Toroidal B) Tipo carpeta C) Tipo barril D) Agregados

Figura 7. Principales modelos de accién de los PAMs contra bacterias. A) Tipo barril, los PAMs se insertan en la
membrana perpendicularmente, unidos hacia el lado hidrofébico de la bicapa lipidica. B) Tipo carpeta, pequefas areas de
la membrana estin recubiertas con moléculas de PAMs con los lados hidrofébicos mirando hacia adentro dejando poros
en la membrana. C) Modelo toroidal, este modelo se parece al modelo tipo barril, con la diferencia de que los PAMs
siempre estan en contacto con los grupos fosfatos de los fosfolipidos. D) Canal agregado, aqui los péptidos se insertan
en la membrana y luego se agrupan en agregados no estructurados que se extienden por la membrana. Imagen
modificada de Li et al., 2012.

Otros mecanismos de accién descritos para estas moléculas involucran la internalizacion celular para llegar a
blancos especificos. Existen reportes de PAMs capaces de inhibir funciones determinantes para el
funcionamiento celular como por ejemplo la sintesis de proteinas, la formacién del septo en bacterias, la
sintesis de la pared celular y la sintesis de dcidos nucleicos (Brogden, 2005). No obstante, estos mecanismos
estan descritos para PAMs de vertebrados, por lo que la informacién referente a los mecanismos de accion

intracelulares en insectos es pobre (Tonk & Vilcinskas, 2017).

El principal papel que desempefian estas moléculas se da dentro del sistema inmunolégico, como agentes
antimicrobianos efectores y como inmunomoduladores, sin embargo, también participan en el control

poblacional de la microbiota y recientemente se ha reportado una sobre expresion de genes durante el proceso
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de envejecimiento de D. melanogaster (Hancock & Diamond, 2000; Hancock, et al., 2006; Hanson & Lemaitre,

2018; Garschall & Flatt, 2018; Min & Tatar, 2018).

1.7.1.1 Defensinas

Las defensinas son una familia de PAMs catiénicos ampliamente distribuida en la naturaleza y estan agrupadas
dentro de la categoria de péptidos cuya estructura estd establecida por puentes disulfuro. Las defensinas de
insectos poseen 6 residuos de cisteinas conservados que dan como resultado la formaciéon de tres puentes
disulfuro, el patrén de apareamiento entre las cistefnas es Gnico en insectos (Cys!'-Cys*, Cys2-Cys?, Cys3-Cys®) y
la formacién de los puentes disulfuro estabiliza el dominio activo CSaf3, el cual también se encuentra en
diferentes grupos de organismos invertebrados como plantas y escorpiones (Dassanayake, et al., 2007; Gao &
Zu, 2014). El dominio CSof3 esta compuesto por una a-hélice y dos -laminas antiparalelas unidas por los tres
puentes disulfuro (Fig. 8), los cuales brindan al péptido una compactacion de la estructura, incrementando su

estabilidad (Koehbach, 2017).

Las defensinas son sintetizadas como proteinas precursoras de mayor tamafio, denominadas pre-pro-péptidos
conformados por: un péptido sefial, el cual se encargara de guiar a la molécula al reticulo endoplasmico; un
propéptido que sirve como inhibidor intramolecular para evitar la autocitotoxicidad (Michaelson, et al., 1992)
y un péptido maduro que en insectos tiene un tamafio de entre 34-51 residuos de aminoacidos, cuya estructura

terciaria es el dominio CSafB. Los péptidos maduros de esta familia poseen alto grado de similitud.

Figura 8. Estructura terciaria (CSof8) de una defensina de invertebrado. Se representan los tres puentes disulfuro y el
extremo C- y N- terminal. Tomada de Ilsayov, et al., 2011.

La gran mayoria de las defensinas de insectos tienen actividad contra bacterias Gram + (Ganz, 2005), a través
de la formacién de poros en la membrana o por medio de la inhibicién de la sintesis de la pared celular, ya que
son capaces de unirse al lipido II (precursor del peptidoglicano) (Schneider, et al., 2010). La variabilidad en la
composicion fosfolipidica de las membranas bacterianas podtia explicar el amplio espectro de accidén que tiene

esta familia de péptidos (Suarez-Carmona, et al., 2015). De manera interesante, pocas defensinas de insectos se
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han reportado por tener exclusivamente actividad contra hongos, la mayoria de ellas exhiben actividad tanto
bactericida como fungica (Aumer, et al., 2019). Asimismo, se ha reportado la participacion de estas moléculas

en mecanismos de destruccion de células tumorales en D. melanogaster (Parvy, et al., 2019).
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IT. ANTECEDENTES

En 2015 se publicé la secuencia del genoma de R. profixus, que hasta ahora es el tnico insecto triatomino cuya
secuencia genémica ha sido determinada. En ese estudio se reporté la ausencia de los principales
componentes canénicos de la via Imd y particularmente se identificé la presencia de 11 genes que codifican

para defensinas, ademas de otros PAMs como lisozimas y prolixicinas (Mesquita, et al., 2015).

La familia de PAMs mas estudiada en triatominos es la de las defensinas. Diferentes isoformas de estas
moléculas se han reportado en los principales vectores de T. ¢uzi de Sudamérica: R. prolixcus, T. infestans y 'T.
brasiliensis (Lopez, et al., 2003; Waniek, et al., 2009; Aragjo, et al., 2015; Mannino, et al., 2019). La mayoria de
estos trabajos se enfocan en la caracterizacion de los genes y en la expresion de RNA mensajeros bajo
diferentes retos inmunolégicos (Vieira, et al., 2014 y 2016). Sin embargo, la informacién referente a moléculas
del sistema inmunolégico y particularmente de PAMs en especies de triatominos norteamericanos es escaza y

para especies mexicanas es practicamente nula.

También se ha reportado que existe una expresién localizada de las defensinas en los diferentes 6rganos
sintetizadores de PAMs. En T. brasiliensis se ha observado que defl se expresa de forma diferencial en los
diferentes compartimentos del tracto digestivo y particularmente en el intestino anterior a tiempos tardios de
la ingesta de sangre con T. ¢ruzi, por lo que posiblemente participa tanto en la regulacion de bacterias después
de la alimentacién como en la regulacién de la poblacién del parasito (Aradjo, et al., 2006; Waniek, et al.,
2011), sin embargo se desconoce el efecto directo del péptido. Mientras que defA de R. prolixus aumenta en el

intestino y cuerpo graso tras un desafio inmune (Lopez, et al., 2003).

Recientemente se reporté el transcriptoma de 1. pallidipennis, donde nuevamente se observé la ausencia de
componentes de la via Imd, curiosamente tampoco se encontraron PAMs como cecropinas y atacinas, pero s
lisozimas, prolixicinas y se identificaron 8 transcritos de defensinas (Zumaya-Estrada, et al., 2018). Ademas, se
ha reportado el proteoma y el transcriptoma de los componentes de la saliva de T. pallidipennis, donde se
identificaron dos moléculas de bajo peso molecular: una denominada toxin_38 (péptido tipo defensina) muy
similar a la Hge-scorpine reportada en el veneno del escorpién Hadrurus gertsehi, la cual tiene como mecanismo
de accién bloquear canales de potasio y tiene actividad contra bacterias y protozoarios; y la tonxin_2, similar al
bloqueador de canales de potasio Kv1.3 reportada en el escorpion Heterometrus laoticus (Hernandez-Vargas, et

al.,, 2017).
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III. JUSTIFICACION

Pese a que la enfermedad de Chagas es uno de los principales padecimientos parasitarios en México, no
existen ni vacunas ni farmacos completamente efectivos contra el parasito que la produce, ademas de que los
farmacos utilizados generan efectos secundarios. En México se ha tratado de controlar la poblacién vectorial

por medio de campafias de fumigacion, sin embargo, éstas no han sido exitosas.

El estudio sobre la respuesta inmune de insectos de importancia médica ha mejorado el entendimiento de
diversos procesos biolégicos que involucran la transmision de patdgenos, lo cual ayuda a generatr estrategias
para controlar las enfermedades que transmiten. A pesar de que 1. pallidipennis es uno de los principales
vectores de T. ecuzi en México, no existen estudios orientados a la interacciéon vector-parasito ni a la
caracterizacién del sistema inmune del insecto, lo cual es determinante para desarrollar nuevas estrategias de

control.

Particularmente, las defensinas son moléculas efectoras que participan en la respuesta inmunolégica en
diversos grupos de organismos. En triatominos se han identificado diferentes isoformas de estas moléculas y
existen evidencias del posible papel que tienen ante la presencia de T. ¢ruz/ dentro del insecto, por lo que, al
conocer la variabilidad genética de estas moléculas, asi como su expresion ante la presencia del parasito,
podremos entender mds sobre el papel de estas moléculas en el sistema inmunolégico de los insectos, asi

como en la relaciéon vector-parasito.
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IV. HIPOTESIS

Si existen diferentes isoformas de defensinas en T. pallidipennis y tienen actividad antimicrobiana, entonces

podrian tener un efecto directo contra T. cruzi.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar las defensinas de I pallidipennis a nivel de gen, transcrito y proteina funcional.

Objetivos Particulares

Identificar, secuenciar y caracterizar genes codificantes para defensinas en T. pallidipennis.
Determinar la expresion de genes de defensinas en T. pallidipennis bajo diferentes tipos de infecciones.
Generar una defensina recombinante.

Evaluar la actividad de la defensina recombinante contra bacterias.

vV V V V V

Evaluar la actividad de la defensina recombinante contra los tripanosomatidos: Trypanosoma crugi,

Trypanosoma rangeli, Leishmania major y Leishmania mexicana.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VIL.1. Mantenimiento de 7. pallidipennis

Los insectos se mantuvieron en la colonia del Laboratorio de Estudios sobre la Tripanosomiasis Americana,
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, bajo condiciones controladas de humedad y temperatura
(25 - 28 °C). Los insectos se alimentaron de sangre de conejo cada 15 dias, todos los procedimientos se
realizaron siguiendo los lineamientos generales del Cédigo de Etica del Instituto de Investigaciones

Biomédicas para el cuidado de los animales.

VI.2. Cultivo de T. cruzi, T. rangeli, Leishmania major y Leishmania mexicana

Los epimastigotes de la cepa Querétaro (Qro) y la cepa Ninoa de T. euzi (Espinoza, et al, 2010) se
mantuvieron rutinariamente en medio LIT pH 7.2 (por sus siglas en inglés, Liver Infusion Trptose),
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 25 ul/ml de hemina a 28 °C. Los parasitos se

mantuvieron en cultivo de 3 - 4 dfas para obtener la fase logaritmica (log) de crecimiento.

Los epimastigotes de Trypanosoma rangeli se mantuvieron en medio LIT suplementado con 20 % SFB sin
hemina a 28 °C (De Moraes, et al., 2008). Los parasitos se mantuvieron en cultivo de 3 - 4 dias para obtener la

fase log de crecimiento.

Promastigotes de Leishmania major (L. major) y Leishmania mexicana (L. mexicana) se mantuvieron en medio 199
(M199) (Gibco BRL, France) suplementado con 10 % de SFB, 2 mM L-glutamina, 25 mM HEPES, 100U/ml
penicilina (Sigma-Aldrich) y 100 pg/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Dey, et al.,

2002). Los parasitos se mantuvieron a 28 °C en cultivo de 2 - 3 dias para obtener la fase log de crecimiento.
VL.3. Infecciones de T. pallidipennis

Infeccion con 7. cruzi cepa Ninoa

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 8 a 11 semanas, proporcionados por el biotetio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los ratones se inocularon intraperitonealmente con 300,000
tripomastigotes sanguineos de la cepa Ninoa, la cual ha sido catalogada de baja virulencia (Espinoza, et al.,
2010), los ratones se mantuvieron con alimento y agua ad /bitum. A los 22 dias post infeccion (dpi) (dia
maximo de parasitemia en circulacién), se tomo6 una muestra de sangre y los parasitos se contaron mediante
camara de Neubauer, aquellos ratones que tuvieran una parasitemia similar se utilizaron en la infecciéon de los
insectos (Montedn et al., 1996; Espinoza et al., 2010). Para cada experimento se infectaron de 4 a 6 ratones,

dependiendo del nimero de insectos a utilizar.
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Para la infeccién de los insectos, se utilizé el estadio V, dado que es un estadio donde los insectos tienen un
buen tamafio para poder ser manipulados y la presencia de hormonas sexuales es minima. Los insectos fueron
alimentados por 4 hrs con los ratones infectados y como grupo control, se alimentaron insectos con sangre de
ratones no infectados. Para garantizar la homogeneidad en la alimentacién de los insectos, éstos se pesaron
antes y después de la alimentacién con la finalidad de determinar cuanta sangre ingirieron y estimar el nimero
de parasitos con el que se infectaron. Los insectos alimentados con sangre de ratones infectados y ratones no
infectados se sacrificaron a diferentes tiempos: 1 y 7 dpi, para posteriormente analizar la expresiéon de

defensinas mediante RT-PCR cuantitativo. Cada punto experimental consistio en tres individuos.

Infeccion con bacterias

Las bacterias utilizadas fueron Listeria inocua (L. inocna), Escherichia coli (E. coli) y Micrococens lutens (M. Iutens), las
cuales se crecieron en medio liquido Lutia Bertani (LB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 37 °C por 18
hrs y 180 rpm. Pasadas las 18 hrs, se re-inoculé un cultivo fresco de medio LB con el cultivo crecido
previamente y se dej6 incubando hasta llegar a una densidad éptica de 1.2 a 600 nm. Una vez llegada a la
D.Ogoo deseada, el cultivo se centrifugd a 9000 X g por 5 min, y el paquete celular se re-suspendié en el mismo
volumen inicial con amortiguador de fosfato salino (PBS) estéril, para posteriormente infectar ninfas de
estadio V de T. pallidipennis que tuvieran 15 dfas de haber consumido su ultima alimentacién. La infeccién se
realizé via hemocele, para lo cual, los insectos se inmovilizaron con alfileres en una placa rellena de parafina y
con ayuda de una aguja Hamilton se cargaron 7 ul de PBS estéril (grupo control) o 7 ul de bacterias en PBS
(D.Os00 1.2) (grupos experimentales). La inoculacion se realizé entre el trocanter y la coxal, para evitar que se
saliera la solucion inoculada por presion la herida se sell6 con cera. Los insectos se sacrificaron a las 4 hrs post
infeccién, para posteriormente analizar la expresiéon de defensinas mediante RT-PCR cuantitativo. Se

realizaron dos experimentos independientes, cada grupo experimental consistié en pools de tres insectos.

VI.4. Diseccion de T. pallidipennis

Todo el material utilizado para la diseccion de los insectos se esterilizé previamente en autoclave. Los insectos
se anestesiaton con frio a -20 °C durante 10 min y una vez inmovilizados se realizé un corte sobre el
conexivo? de tal forma que no se lastimaran los tejidos al hacer el corte para extraer el contenido abdominal
(tracto digestivo, tubulos de Malpighi3 y cuerpo graso*). Los insectos se sumergieron en cajas Petri con agua

tratada con 0.1 % de dietilpirocarbonato (agua DEPC) estéril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para

1 Segmentos que componen la estructura de las patas de insectos.

2 Parte lateral del abdomen de los insectos, en triatominos se caracteriza por presentar manchas de color amarillas, naranjas o rojas.

3 Sistema de excresion y osmoregulacién en insectos.

2 Prpatwicenl debatidsnhernbedds iancctobgeenouiieomimes wa qapdetieatpalr greken fumniomdsasbeatmlicasmarplasj diprasjaslosrejasemas
3 Sistema de excresion y osmoregulacion en insectos.

4 Organo en insectos localizado en el hemocele, tiene un papel central en las funciones metabélicas y participa en los sistemas
endocrino e inmunolégico.
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eliminar el contenido intestinal y con ayuda de una aguja de insulina, se realizaron varios lavados con agua

DEPC.

VL.5. Extraccion de acidos nucleicos y obtencion de ADN complementario (ADNc) de 6rganos de T.

pallidipennis
Extraccion de ADN genémico (ADNg)

Se extrajo ADN genémico de los 6rganos del contenido abdominal (tracto digestivo, cuerpo graso y tubulos
de Malpighi) (Sambrook, et al., 1989) para lo cual, todo el tejido se maceré en amortiguador de lisis (50 mM
Tris—HCI, pH 8; 100 mM EDTA, pH 8; 100 mM NaCl y 1 % SDS) y se incub6 a 37 °C por 18 hrs.
Transcurrido este tiempo, se agregd un volumen igual de fenol saturado (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA),
se mezcld por inversiéon 1 min, se centrifugd a 12800 X g por 5 min a temperatura ambiente (TA) y la fase
acuosa se recuperé para pasarse a otro vial. Después se agregd un volumen igual de cloroformo (Sigma
Aldrich), se realizaron los mismos pasos descritos anteriormente. Al volumen recuperado, se le agregd un
volumen igual de fenol: cloroformo: isoamilico (25: 24: 1) (Sigma-Aldrich), se mezcld, se centrifugd y se
recupero la fase acuosa. Para la precipitacién, se agregaron 2.5 volimenes de etanol (EtOH) absoluto (Sigma-
Aldrich), se dejé a -20 °C por 18 hrs, se centrifugo a 12800 X g a 4 °C por 15 min, a la pastilla se le agregd la
misma cantidad de 70 % EtOH y se centrifugd en las mismas condiciones. Finalmente, la pastilla se
resuspendié en agua inyectable estéril. La concentracion del ADN se cuantific6 en un NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y su integridad se analiz6 por medio de geles de agarosa 1 %. El
ADN se guardé a -20 °C hasta su uso.

Extraccion de ARN total y obtencion de ADN complementario (ADNCc)

El ARN total se extrajo de los érganos del contenido abdominal (tracto digestivo, cuerpo graso y tdbulos de
Malpighi) para lo cual los 6rganos se mantuvieron en todo momento en presencia de agua tratada con 0.1 %
DEPC. El tracto digestivo se lavé varias veces con agua tratada con 0.1 % DEPC, con ayuda de una aguja de
insulina, hasta que la solucién quedara limpia. Posteriormente, los 6rganos se colocaron en tubos eppendorf 'y
se maceraron con ayuda de un pistilo en 400 pl de TRIZOL™ (Invitrogen, USA), siguiendo la metodologia del
fabricante. Para la fase de separacion, se agregd una proporcién de 20 % cloroformo grado molecular (Sigma-
Aldrich) del volumen original en TRIZOL™, se mezcl6 por inversioén 15 segundos a TA y se dejo reposar por
3 min, luego se centrifugd a 12800 X g a 4 °C por 15 min. Para recuperar la fase orginica se agregé una
proporcién de 50 % del volumen inicial de isopropanol y se dejé a -20 °C por 18 hrs, se centrifugé a 12800 x
g por 10 min a 4 °C, se deseché el sobrenadante y la pastilla se lavé con 75 % EtOH. Finalmente, para
obtener el ARN total, se centrifugd a 7500 X g por 5 min y se deseché el sobrenadante, una vez que el tubo

estuviera seco de los residuos del EtOH, la pastilla se resuspendié en agua tratada con 0.1 % DEPC. La
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concentraciéon del ARN se cuantificé con un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y la
integridad se analizé por medio de geles de agarosa 1 %. E1 ARN total se congel6 a -70 °C hasta el momento

de su uso.

Para eliminar residuos de ADN, partiendo de 1 pg de ARN, se realiz6 el tratamiento con la enzima DNasa 1
(desoxyribonuclease I) amplification Grade (Invitrogen, USA). Para la mezcla de reaccién se preparé un
volumen final de 10 pl: por cada pg de ARN total se adicioné 1 pl de DNasa I (1 U/ul), 1 ul de amortiguador
DNasa 10 x y agua tratada con 0.1 % DEPC. La mezcla se incubé a TA por 15 min, se afiadié 1 pl de 0.25
mM EDTA y se incub6 a 65 °C durante 10 min para inactivar la DNasa I. La sintesis de ADNc se realiz6 en
30 ul de reacciéon que consistieron en 1 pg de ARN, 1.25 mM de cada ANTP (Invitrogen, USA), 4.25 uM de
oligo dT (Invitrogen, USA), 40 U de inhibidor de ribonucleasas (Invitrogen) y 50 U transcriptasa reversa del
virus Moloney de la leucemia murina (Invitrogen). Se utilizé el termociclador PTC-100® Programmable
Thermal Controller (M] research Inc.) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 10 minutos a 25 °C, 30
minutos a 42 °C y 72 °C por 10 minutos para inactivar la transcriptasa. El ADNc se almacené a -20 °C hasta

Su uso.

VL.6. Caracterizaciéon de genes que codifican para defensinas en T. pallidipennis

Amplificacién de los genes de defensinas

Para la estandarizacién de la amplificacién de los genes, se extrajo ADN genémico (previamente descrito), a
partir del contenido abdominal (cuerpo graso, tracto digestivo y tubulos de Malpighi) de un insecto adulto
hembra, utilizando los oligonucleétidos reportados para la amplificacién de los genes completos de tres
isoformas de defensinas (defl, def3 y def#) de Triatoma brasiliensis (Aratjo et al., 2006; Waniek et al., 2009) ya que
no se ha reportado la secuencia del genoma de T. pallidipennis. La mezcla de reaccién consistié en lo siguiente:
1.5 mM MgCl2, 1X de amortiguador de Taq polimerasa, 0.2 mM dNTPs, 1 U Taq polimerasa, 0.5 uM
oligonucleétidos y 70 ng de DNA. El programa de PCR consistié en 30 ciclos de amplificacién: 1 min a 94
°C, 1 min de Tm a 66 °C (def7) o 70 °C (def3/ def#) y 1 min a 72 °C. La amplificacion de los genes se realizé en

un termociclador T100 thermal cycler (Bio-Rad, Inc).
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Tabla 3. Oligonucleétidos usados para la amplificacion de los genes def7, def3 y def4.

Gen Secuencia Tamaifio esperado
5 >3 del gen (pb)
defl Fw: 5- GGCGCCATGAAGTGCGCACTCTCTTTG - 3° 400

Rv 5°- CATTGCAGGAAGTGAATTGATGCTTGGG - 37

def3 Fw: 5"- GGCGCCATGAAGTGTGCACTCTCTTTG - 3° 400
Rv: 5°- CTATCTGTCACTGCAGGAAGTGAGCTTGGG - 37

defd Fw: 5- GGCGCCATCATGAAGTGTGCACTCTC - 3° 400
Rv: 5°- CACTGCAGGAAGTGAAGAGTGCTTGGG - 3°

Clonacién de genes de defensinas en el plasmido de clonacién pJET

Los productos de PCR de cada gen se purificaron con el kit PureLink PCR Purification (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA) y con ayuda del kit CloneJet PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) se clonaron independientemente en el plasmido de clonaciéon pJET, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las bacterias transformadas se plaquearon en cajas de LB-Agar (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) y de las colonias crecidas, se seleccionaron 15 (5 colonias por gen) para la obtencién del ADN
plasmidico. EI ADN obtenido de cada gen se mandé secuenciar al CINVESTAYV, unidad Zacatenco, por la
técnica de  Sanger  (ABI  PRISM  3100), utilizando el  oligonucledtido  Fw (57
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3).

Analisis bioinformatico de defensinas

Para la identificacién de los intrones en las 15 secuencias de def!, def3 y def4, éstas se alinearon con las
secuencias de ARN reportadas para T. brasiliensis: defl (AY641574.1), def3 (EUG94177.1) v defd (EU694178.1).
La traduccién a aminoacidos se realizé con ayuda de la plataforma ExPASy y el alineamiento se realizé en el
servidor MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) (Corpet, 1988). La identificacion
del péptido sefal se realiz6 en el servidor ProP 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ProP/). La masa

molecular, punto isoeléctrico y otros parametros moleculares se obtuvieron con ExPASy.
Analisis filogenético de defensinas

El analisis filogenético se realizé por dos métodos: Maxima verosimilitud®, usando el programa MEGAG y el
modelo de Tamura 3-parameter. Se utiliz6 una distribucién gamma discreta para modelar las diferencias de

velocidad evolutiva entre los sitios (5 categorias (+G, parametro = 2.25606)) y las posiciones de codén

5> Método estadistico utilizado para estimar parametros desconocidos de un modelo probabilistico. Se define como la cantidad
proporcional de la probabilidad de los datos observados, dado el modelo.
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incluidas fueron Ist + 2nd + 3th + sin codificacién, y se utilizaron 10,000 replicas. El otro analisis fue por
Inferencia Bayesiana® utilizando el software Mr. Bayes, los valores de soporte de nodo se obtuvieron de
1,000,000 de generaciones mostrados a un lado de las ramas, la distancia evolutiva fue calculada usando el
modelo de sustitucion GTR con una tasa distribucién gamma entre sitios y una proporcion de sitios

invariables.
Modelo por homologia de defensinas

Las tres secuencias identificadas deff.7, 1.2 y 4.6 correspondientes a los péptidos maduros, se enviaron al
servidor I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) pata la prediccién de la estructura
terciaria. Los modelos obtenidos se mejoraron minimizando la energfa utilizando el software YASARA

(15097).

VI.7. Expresion de genes de defensinas en Triatoma pallidipennis
Generacion de oligonucleétidos para péptidos maduros de defensinas

De las tres defensinas diferentes (defl.7, def1.2 y deft.6) se disefiaron oligonucledtidos para amplificar la region

del péptido maduro (Tabla 4), con la finalidad de analizar su expresiéon por medio de PCR cuantitativo.

Tabla 4. Oligonucleétidos para PCR cuantitativo del péptido maduro de defl.7, def1.2'y def4.6.

Gen Secuencia Tamafio
5 >3 (pb)
Act Fw: 5- CTGACCGAGGCCCCACTCAA - 37 475
Rv: 5- GGAACAAGGCTTCTGGGCAG - 37
defl.1 Fw: 5- ATGACGCCGTATGGGAACAA - 3 190

Rv 5- CTGCAATGGCACACAGTTCC - 37

defl.2  Fw: 5- TGGGAACAACCAGCTGGTGAA - 3° 178
Rv: 5- CTGCAATGGCACACAGTTCC - 3°

defd.6 Fw:5- AGCAGAATGGACTCAGCAACA -3’ 196
Rv: 5°- CCCTTACATTGGCCACCACG - 37

Amplificacion de genes por RT-PCR cuantitativo (RT-PCRq)

El ARN obtenido del contenido abdominal de insectos infectados con bacterias y T. cugi, asi como de
insectos adultos sin infectar (hembras y machos), se traté (10 pug) con la enzima DNAsa (Invitrogen, USA) y
utilizando el kit KAPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Kapa Biosystems, Boston, MA, USA) se realizaron

las reacciones de amplificaciéon de los genes de interés, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las

¢ Método matematico basado en el Teorema de Bayes y utilizado para calcular la verosimilitud de una hipétesis teniendo en cuenta
informacién condicional. Calcula la probabilidad posterior partiendo de su probabilidad previa y multiplicindola por la probabilidad
condicional, para dar una probabilidad conjunta.
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reacciones de PCR se llevaron a un volumen final de 9 pl con: 100 ng de ARN como templado, 1x Kapa Sybr,
1x RT Kapa, 0.2 pM de cada oligonucleétido y agua estéril. Como gen constitutivo utilizado para normalizar

los datos, se utiliz6 el gen de actina.

El programa de PCR consistié en un paso inicial para la retro transcripciéon (RT) de 10 min a 42 °C, seguido
del paso para la activacién de la ADN polimerasa de 5 min a 94 °C y 30 ciclos de amplificacion:
desnaturalizaciéon (25 segundos a 94 °C), alineamiento (25 segundos de Tm a 66 °C) y elongacién (30
segundos a 72 °C). La amplificacién de los genes se realiz6 en el quipo Rotor Gene 6000 (Corbett Reseatch,

Australia).

La expresion relativa de los genes entre grupo de insectos infectados con respecto a grupos no infectados
(controles) se realiz6 midiendo los cambios relativos del gen de interés (defensinas) con referencia al gen

constitutivo (actina), la férmula que se utilizé es la siguiente (Arroyo-Olarte, et al., 2018):

(Eficiencia defensina) *"ACT defensina(promedio en controles — promedio en infectados)

E i6n Relativa =
xpresion Refativa (Eficiencia actina) *ACT actina (promedio de controles — promedio de infectados)

VI.8. Generacion de la defensina recombinante tipo 1 (rDefl)

Clonacion del gen defl en el plasmido de clonacion/expresion pQE-30

A partir de la secuencia del gen def7 reportado en T. brasiliensis (Aragjo, et al., 2006) y utilizando ADNc de T.
pallidipennis, se amplificé este gen y el amplicon obtenido se secuencio, a partir de la secuencia, se disefiaron
oligonucleétidos para amplificar Unicamente la regién del péptido maduro adicionando el sitio de
reconocimiento para la enzima de restricciéon BazHI en el extremo 5” y en el extremo 3” se ubicaron dos

codones de paro, seguidos por el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién PsA (Tabla 5).

Tabla 5. Oligonucledtidos para amplificar la region del péptido maduro de def7 con los sitios de corte BazHI

y PsA.

Gen Secuencia Tamafio de la region del
5 >3 péptido madutro (pb)
defl.3  Pw: 5~ caa goatee agggccacttgtgatctgctaag - 37 160

Rv: 5°- caa cfgeag cttcctgcaatggeacag - 3°

Las condiciones de amplificaciéon fueron las ya descritas para la amplificacién de los tres genes. El producto de
amplificaciéon se purificé con el kit QIAEX II Gel Extraction Kit (QiaGen, Hilden, Germany).
Posteriormente, se realizé la digestion parcial con la enzima BamHI por 18 hrs a 37 °C, transcurrido el tiempo
se afladié la enzima Psfl y se incubd por 2 hrs a 37 °C. El plasmido de clonacién/expresion pQE-30 (donado

por el Dr. Gerardo Corzo del Instituto de Biotecnologfa de la UNAM) se digirié en las mismas condiciones.
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Una vez linealizado el inserto de interés y el plasmido, se realiz6 el proceso de ligacion en 25 pl de reaccién de
ligacién con 5 U de la enzima T4 ADN Ligasa (Invitrogen, USA), 1x amortiguador T4 ADN Ligasa
(Invitrogen, USA), mas el inserto y el vector linealizado en una relacién molar de 4 a 1 respectivamente. La
reaccion se realizé a 16 °C por 16 hrs Transcurrido el iempo, 1 pl de la reaccién de ligacién se utilizd para
transformar células hospederas de mantenimiento E. ¢/ Topl0 por medio de electroporacion utilizando
celdas de electroporacién con una distancia de 1.0 mm entre electrodos, la cual se enfrié previamente a 4 °C
hasta el momento de su uso, la electroporacion se realizé con una descarga de 1.75 kV. Inmediatamente se
permitié la recuperacion de las células incubandolas en medio LB a 37 °C por 1 hr y 180 rpm. Posteriormente
se concentraron las células mediante centrifugacion (12800 X g por 1 min) y el paquete celular se dispersé con

ayuda de una espatula en cajas con LB agar-100 pg/ml de ampicilina y se incubé por 18 hrs a 37 °C.

Aleatoriamente se seleccionaron 8 colonias para extraer ADN plasmidico (ADNp), las cuales se incubaron en
medio liquido LB-100 pg/ml de ampicilina por 18 hrs a 37 °C y 180 rpm. Se concentraron las células por
centrifugacién (12800 X g por 1 min) y se resuspendieron en 300 pl de solucién STET (8 % sacarosa, 50 mM
Tris-HCI pH 8.8, 50 mM EDTA, 5 % Tritén X-100 y 1 mg/ml de Lisozima), la mezcla se agité por 5 seg en
vortex, se hirvié por 45 seg y se centrifugd a TA y 13000 X g por 15 min. El sobrenadante se pas6 a un vial
nuevo y el ADN se precipitd con 300 pl de isopropanol, se incubd en hielo por 10 min y el paquete celular se
resuspendié en 500 pl de 70 % EtOH, luego se centrifugé a 4 °C por 20 min a 13000 X g y una vez que el
tubo estuviera seco de los residuos de EtOH, el ADN se resuspendié en 50 pl de agua estéril. E1 ADNp se

digiri6 con las enzimas de restricciéon BawHI y Psfl para corroborar la presencia del inserto de 150 pb.

Una vez identificadas las colonias que presentaron la integraciéon del inserto, se crecieron dos colonias que
tuvieran la integracion del inserto en 10 ml de medio LB con 100 ng/ml de ampicilina a 37 °C, por 18 hrs y
180 tpm, transcurrido el tiempo se extrajo el DNAp con el kit Qlprep Spin Miniprep (QiaGen, Hilden,
Germany). La concentracién del ADN se cuantificé en el NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y su integridad
se analizé con geles de agarosa 1 %. La construccién se secuencié por la técnica de Sanger en el equipo
3500XL (Applied) para corroborar la secuencia y que el inserto estuviera en el marco de lectura. La
secuenciacién se realizé en el Laboratorio de secuenciacién genémica de la biodiversidad y de la salud del

Instituto de Biologia (UNAM).

Generacion de células competentes de la cepa de E. coli M15 [pREP4]

En condiciones de esterilidad, de un glicerol congelado de E. ¢/ cepa M15 [pREP4] (donado por el Dr.
Gerardo Corzo) se tomaron 10 pl y se incorporaron en 3 ml de LB con 30 pg/ml de kanamicina (Kan), este
cultivo llamado pre-inéculo se incubé a 37 °C por 18 hrs y 180 rpm. Transcurrido el tiempo, se tomaron 100
ul del pre-inéculo, se adicionaron 5 ml de LB-Kan y se incubé a 37 °C y 180 rpm, hasta llegar a una densidad

optica de 0.6 2 600 nm y una vez que se llegd a la D.O. deseada, se centrifugd a 4 °C y 5000 X g por 5 min. El
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paquete celular se resuspendié en 5 ml de 100 mM CaCly, se dejoé en hielo por 20 min y se centrifugd a 5000 X
g por 5 min a 4 °C. Posteriormente, el paquete celular se resuspendié con suavidad en 800 ul de 100 mM
CaCly, se dejo en hielo por 1 hr y de esa mezcla, 200 ul se pasaron a un nuevo vial donde se agregd 1 pl de la
construccion y se dejé en hielo por 30 min. El vial se incubé en agua previamente calentada a 43 °C por 2 min
y enseguida se pasé a hielo por 5 min. Inmediatamente, se permiti6 la recuperacion de las células, agregando 1
ml de medio LB e incubando a 37 °C por 1 hr y en agitacién a 180 rpm. Finalmente, se concentré el paquete
celular centrifugando a 12800 X g por 2 min, este se dispersé con ayuda de una espatula en cajas con LB-agar

con ampicilina y se incub6 a 37 °C por 18 hrs.

Expresion heter6loga de rDefl.3

Para la induccién de la expresion de rDefl.3, de las colonias crecidas de E. ¢/ M15 [pREP4] con la
construccién pQE-30_defl.3, se tomé una colonia y se incubo en 5 ml de medio enriquecido 2xYT (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 37 °C por 18 hrs. Transcurrido el tiempo de incubacién, se tomaron 14 ml
del pre-inéculo para agregarlo a 500 ml de medio 2xYT con 100 pg/ml de ampicilina, e incubatlo a 37 °C'y
180 rpm hasta llegar a una D.O.s00 de 0.7 para adicionar el inductor 1 mM de IPTG (isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranésido) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), e incubar el cultivo a 30 °C por 18 hrs y 180
rpm. Se tomo una alicuota del cultivo antes de inducirlo y al finalizar la induccién, se analiz6 la expresion de la
proteina en un gel de poliacrilamida de Tricina — dodecil sulfato de sodio (Tticina-SDS/PAGE) (15% gel

separador / 4 % gel concentrador) tefiido con el colorante azul de Coomassie G-250 (BioRad).

Una vez expresada la proteina de interés, se analizo si la proteina recombinante se encontraba en la fraccion
soluble o insoluble. El paquete celular (1 gr) se descongeld a TA, se resuspendié en amortiguador de lisis (20
mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM DTT y 1 mM PMSF) siguiendo una relacién de 2.5 ml de
amortiguador por 50 ml de cultivo. La ruptura celular se realizé por sonicacién utilizando el equipo
Ultrasonic-Homogenizer (Cole-Parmer) con 6 pulsos de 30 segundos, con intervalos de reposo de 15
segundos a 4 °C y la fraccién soluble e insoluble se separaron por medio de centrifugacién (8000 X g durante

30 minutos a 4 °C). Las fracciones fueron analizadas en un gel SDS-PAGE Tricina al 15%.

Para corroborar la presencia de la recombinante en la fracciéon insoluble, se transfirié un gel SDS-PAGE
Tricina al 15 % a membrana de nitrocelulosa para realizar un western blot (WB) anti-Histidinas. L.a membrana
se bloque6 a TA por 2 hrs en presencia de 10 % leche descremada, posteriormente se incubd con el
anticuerpo primario anti-Histidinas (Roche, Penzberg, Germany) en presencia de 5 % leche descremada/ 0.05
% PBS-Tween 20 a 4 °C por 18 hrs en agitacién. Luego se incubd a TA por 2 hrs en agitacién con el
anticuerpo secundario, anti-mouse IgG acoplado a peroxidasa de rabano (IgG-HRP) (Sigma Aldrich, St.

Louis, MO, USA). La membrana se revelé por quimioluminiscencia (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA).
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Solubilizacion de cuerpos de inclusién

Para solubilizar la fraccién insoluble (cuerpos de inclusién), se sigui6 el protocolo reportado por Cardenas-
Guerra, et al., 2015. La fraccién insoluble se resuspendié con 15 ml del amortiguador de lavado frio (2 M
Urea, 20 mM Tris-HCI pH 8, 0.5 M NaCl y 2 % Triton X-100), se sonic6 con 4 pulsos de 30 segundos, con 15
segundos de reposo a 4 °C y las muestras se centrifugaron a 8000 X g por 10 min a 4 °C, estos pasos de
lavado se repitieron 4 veces. Posteriormente, la pastilla se resuspendié en amortiguador de solubilizacién (8 M
Urea, 20 mM Tris-HCI pH 8, 0.5 M NaCl y 1 mM B-mercaptoetanol) en una relacion 5 ml de amortiguador
por 100 ml de cultivo y se dejé incubando en agitacién inclinada a 37 °C por 18 hrs. Finalmente, se centrifugd
2 8000 X ga 4 °C por 20 min y el sobrenadante (los cuerpos de inclusién solubilizados) se analizé en un gel

SDS/PAGE-Tticina al 15 %.
Purificacion y replegamiento de rDefl.3

La proteina recombinante (tDefl.3) se puriticé mediante cromatogratia de afinidad a Niquel con columnas
Acido Niquel-Nitrilotriacético-Agarosa (Ni-NTA) de QiaGen (Hilden, Germany) cuyo principio es la
interacciéon del tag de Histidinas de la proteina recombinante con cationes divalentes del Niquel que se
encuentran en la resina. Primeramente, la columna precargada con 1 ml de resina, se equilibra con 2 ml de
amortiguador de solubilizacién (previamente descrito), se adiciona 1.5 ml de los cuerpos de inclusion
solubilizados y posteriormente se adicionan 3 ml de amortiguador de lavado (100 mM Na2POy, 10 mM Tris-
HCI pH 6.3, 4 M de Urea y 40 mM Imidazol) para eliminar proteinas unidas inespecificamente. La proteina se
eluyé con 1.6 ml de amortiguador de elucién (20 mM Na,PO4 pH 8, 0.5 M NaCl, 4 M de Urea y 500 mM
Imidazol). La pureza de fracciones recolectadas se analizé por geles SDS/PAGE-Tricina al 15 %. Se realizé

un analisis de densitometria para determinar el rendimiento de la purificacién.

Con el objetivo de eliminar el agente desnaturalizante, 1.2 ml de tDefl.3 purificada se dializé con membrana
de corte 15000 Da (Specttum™ Labs Spectra/Potr™) en 250 ml de PBS estéril a 4 °C por 18 hrs con dos
recambios. Debido a que durante este proceso una gran parte de la rDefl.3 se precipitd, fue necesario
centrifugar a 8000 X g, 4 °C por 3 min para eliminar el precipitado y se analiz6 que cantidad de proteina se
recuperaba bajo estas condiciones. Para lo cual, el sobrenadante se cuantificé en un NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Para concentrar la rDef1.3, se utilizaron columnas Amicon-Ultra 0.5 ml filtros
de centrifugado (Merck) con punto de corte 3 K. El producto de dialisis se concentré de 2-4 veces,
dependiendo de la concentracién deseada. Inmediatamente después de obtener el péptido concentrado, este se
cuantificé otra vez en NanoDrop 1000, se le determiné como tDefl.3 y se utiliz6 para evaluar su efecto

contra bacterias y parasitos.
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Analisis de rDefl.3 por espectrometria de masas

El analisis se realizé en el Laboratorio Nacional de Servicios Experimentales (LaNSE), Unidad de Gendmica,
Proteémica y Metabolémica del CINVESTAV, Unidad Zacatenco. Se envié una muestra de rDefl.3
proveniente de un gel SDS-PAGE-Tricina al 15 %, la cual fue enzimaticamente digerida con tripsina de
acuerdo con el protocolo modificado de Shevchenko, et al. 2006. Los péptidos resultantes fueron cargados en
una columna trampa Symmetry C18 Trap V/M (Waters, Milford, MA) usando una fase mévil A, 0.1% acido
térmico (FA) en H>O y una fase mévil B, 0.1% FA en acetonitrilo (ACN). Posteriormente, los péptidos
fueron separados en una columna C18 HSS T3 (Waters, Milford, MA); usando un UPLC ACQUITY M-Class
(Waters, Milford, MA), con un flujo de 400 nL. min-1 y 45 °C. Los espectros fueron adquiridos en un
espectrémetro de masas con ionizacion por aspersion eléctrica y separacion por movilidad i6nica Synpat G2-
Si (Waters, Milford, MA) usando adquisicién de datos independientes (DIA) en el modo HDMSE (Waters,
Milford, MA). Los archivos .raw generados que contenfan los espectros de MS y MS/MS fueron
deconvolucionados y comparados usando el software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v3.0.32 (Waters,
Milford, MA) contra una base de datos reversa en formato .fasta de Homo sapiens, Rhodnins prolixus y defensinas

de Triatoma (Meccus) pallidipennis.
VI.9. Evaluacion de la actividad de rDefl.3 sobre bacterias y tripanosomatidos
Actividad antibiética

Para la determinacién de actividad bactericida se utilizé la técnica Kirby-Bauer (difusion de disco en agar),
para lo cual se utilizaron las cepas M. lutens, L. inocua y E. coli. Las cepas utilizadas para los ensayos de
antibiosis fueron reactivadas a partir de los viales de preservacién en caldo nutritivo a 37 °C durante 18 hrs y
180 rpm, posteriormente se pasaron a medio solido (agar nutritivo). Se tomaron 3-4 colonias y se crecieron en
5 ml LB liquido, hasta llegar a una turbidez comparable a la solucién de Mc Farland 0.5. Se tomaron 10 pl del
inéculo bacteriano preparado y se sembraron sobre una placa de LB-agar para obtener un crecimiento
confluente, esta se estrié con ayuda de un asa bacteriolégica en forma paralela y bien compacta abarcando
toda la superficie de la misma. Luego se repitié el procedimiento rotando la placa 60 ° en dos oportunidades
mas y se dejo secar 3 a 5 min antes de colocar los discos. Las muestras se colocaron sobre sensidiscos de papel
filtro, a cada sensidisco se le agregd un volumen de 25 pl de la rDefl.3 disuelta en PBS, las concentraciones
usadas fueron 25 pg y 100 pg. Una vez agregada la solucién, los sensidiscos se dejaron secar a TA, una vez
secos se colocaron sobre la superficie de agar solidificado. Las cajas de LB-agar se dejaron en incubacién a 37
°C por 18 hrs y posteriormente se midieron los halos de inhibicién. Como control positivo se utilizé 3 pg de

Ampicilina y como control de vehiculo PBS estéril.

32



Alteracion morfologica de tripanosomatidos

Para la evaluacion de este parametro, se utilizaron 2X105 epimastigotes de T. ¢ruzi (cepa Qro) incubados con
diferentes concentraciones de rDefl.3 (5.2, 10.5, 21, 42 y 84 uM). Los epimastigotes de 1. rangeli y
promastigotes de L. major y L. mexicana se incubaron en presencia de 84 uM, como grupo control se incub6 la
misma cantidad de pardsitos con PBS estéril, el tiempo de incubacién fue de 4 hrs a 28 °C. Transcutrrido el
tiempo de incubacién, los parasitos se centrifugaron a 3100 X g por 5 min a 4 °C, el paquete celular se lavéd

dos veces y se resuspendié en 100 pl de PBS estéril.

Para las preparaciones permanentes, del volumen de 100 pl de PBS con parasitos, se tomaron 10 pl y se
colocaron sobre pozos de portaobjetos Teflon printed slides (Electron Microscopy Science) de 21 pozos,
permitiendo que las células se pudieran adherir a los pozos y se dejaron a TA durante 20 minutos. Los
parasitos adheridos se fijaron con metanol absoluto durante 6 minutos y se tifieron con el colorante Giemsa
(Sigma Aldrich) por 30 minutos. Posteriormente, se lavaron y se montaron con la resina Organo/Limonene
Mount (Santa Cruz, Biotechnology), colocando un cubreobjetos encima. Se contaron 300 parasitos por
condicién y de esas células se contabilizaron los parasitos con morfologia alterada (parasitos con acortamiento

de flagelo y redondeados).

Para analizar la actividad sinérgica de rDef1.3 con perdxido de Hidrégeno (H202), se probé la concentracion
de 21 puM de tDefl.3 con 1.5, 3, 10, 20 y 40 uM de H>O, sobre 2X105 de epimastigotes de T. crugi. La
incubacién de los parasitos se realizé por 2, 4 y 8 hrs a 28 °C, como grupo control se incubd la misma
cantidad de parasitos en PBS estéril en presencia de las diferentes concentraciones de H>O». Transcurrido el
tiempo de incubacion, los parésitos se centrifugaron a 3100 X g por 5 min a 4 °C, el paquete celular se lavé 2
veces y se resuspendié en 100 pl de PBS estéril. Los parasitos se fijaron en preparaciones permanentes y el

conteo de parasitos se realizé6 como previamente se describi6. Este andlisis se realizé por triplicado.
Curva de recuperacion de T. cruzi

Para evaluar la recuperacién de los parasitos post tratamiento con la rDefl.3, 5X105 epimastigotes de T. ¢ruzi o
promastigotes de L. major se incubaron a 28 °C por 4 hrs con 84 uM de rDefl.3. Transcurrido el tiempo de
incubacién, los parésitos se lavaron dos veces con PBS estéril como se menciond antes y finalmente el paquete
celular se resuspendié en medio LIT pH 7.2 suplementado (1. ¢ruzz) o medio M199 suplementado (L. #ajor).
Posteriormente, los parésitos se incubaron a 28 °C pot 8 dias y se realizé el conteo de células cada dos dias,

con ayuda de la cimara Neubauer y observacion al microscopio optico (Zeiss).
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Viabilidad de parasitos

La viabilidad de los parasitos se determiné utilizando el kit LIVE/DEAD (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA). Se utilizaron 2X10° epimastigotes (1. ¢ruzi) o promastigotes (L. major) incubados en presencia o ausencia
de rDefl.3 (21, 42 y 84 uM) por 4 hrs, transcurrido el tiempo de incubacion, los parasitos se centrifugaron a
3000 X g por 10 min a 4 °C, se lavaron con PBS y se centrifugaron nuevamente a 3000 X g a 4 °C por 10 min,
se descart6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 498 pl de PBS, se afiadié 2 pl de una
solucién de trabajo de tincién de 50 uM Calceina (C-AM) (Invitrogen) y 2 mM de Homodimero de Etidio
(EthD-1). Los tubos se incubaron en obscuridad total a 28 °C por 45 min y se centrifugaron a 3000 X g, se
eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en 0.5 ml de PBS frio en tubos para Facscalibur
(Falcon, num. Cat. 352003). Finalmente, las muestras se analizaron por citometria de flujo (BD FACSCalibur)
y se leyeron con el filtro de 530/30-nm (FL1-H) para C-AM (fluorescencia verde: células vivas) y a 670 nm
(FL3-H) para EthD-1 (fluorescencia roja: células muertas). Por tratamiento se adquirieron 20 000 eventos, el
analisis de datos se realizé con el programa Flow]Jo 7.3.2. Los resultados se presentaron como el porcentaje de
las poblaciones de células muertas y dafiadas. La compensacién se realizé con parasitos vivos sélo en medio
tefiidos con C-AM y con parésitos muertos expuestos a calor (55 °C por 10 min) tefiidos con EthD-1. Se

realizaron dos experimentos independientes por triplicado.
VI1.10. Estadistica

Los analisis de la expresién de genes en insectos infectados con diferentes patégenos, se analizaron por medio
de ANOVA de 2 vias y post prueba de Tukey y Sidak. Los datos obtenidos del efecto de diferentes
concentraciones de tDefl.3 sobre los parasitos, asi como la tasa relativa de crecimiento entre patasitos
tratados y no tratados con rDef1.3 se analizaron por medio de ANOVA de 2-vias y con el analisis de multiple
comparacién Sidak. Los analisis de citometria de flujo se analizaron por medio de ANOVA de una via y

método de Tukey. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software Prism v. 6.01 (GraphPad).
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VII. RESULTADOS

VII.1. Caracterizacion de genes que codifican para defensinas en T. pallidipennis

Debido a que el genoma de T. pallidipennis atn no esta secuenciado, este trabajo comenzé con la busqueda de

genes de defensinas en esta especie mediante la estrategia que se describe a continuacion.
Analisis de los genes defl, def3y def4 que codifican para defensinas en T. pallidipennis

Para identificar si T. pallidipennis cuenta con los mismos genes de defensinas reportados en T. brasiliensis: defl,
def3 y deft (Aratjo, et al., 2006; Waniek, et al., 2009), se utilizaron las secuencias reportadas en el GenBank con
los numeros de acceso: KF056971.1, FJ655008.1 y FJ655009.1 respectivamente. Asi, a partir de las secuencias
de defl, def3 v deft de I. brasiliensis, se disefiaron oligonucledtidos que reconocieran los extremos 5y 3 para
amplificar los genes completos a partir de ADNg de T. pallidipennis, desde el ATG hasta el codén de paro. El
ADNg fue extraido del contenido abdominal (cuerpo graso y tracto digestivo) de un adulto hembra y los tres
productos de PCR obtenidos tuvieron el tamafio esperado de ~400 pb (Fig. 9).

MP  defl def3 _deft

| &

Figura 9. Amplificacion de los genes defl, def3 y def4 a partir de ADNg de T. pallidipennis. A partir de las
secuencias de defl, def3 y def# de T. brasiliensis, se disefiaron oligonucle6tidos para amplificar esos genes a partir de ADNg
de T. pallidipennis. Los tres amplicones tuvieron un tamafio de 400 pb. Gel de agarosa 1.5%

Para obtener los marcos de lectura abierto (Open Reading Frame, ORF) de los tres genes (def1, def3 y def#) de T.
pallidipennis, los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados. Para ello, se clonaron en el plasmido pJET
y se transformaron bacterias E. c/i. Se seleccionaron 5 colonias por cada gen para obtener su ADN
plasmidico, el cual fue enviado a secuenciar. Para el analisis de los ORF de las defensinas, las secuencias
obtenidas se alinearon con las secuencias de los genes defl, def3 y def4 de T. brasiliensis utilizando el programa

Clustal Omega y mediante este andlisis se determiné la posicién de los intrones.

La principal diferencia entre las secuencias de T. pallidipennis comparadas con las de T. brasiliensis se observo en
la composiciéon de los intrones. Las 5 secuencias correspondientes a def! fueron diferentes, los intrones

comienzan en la posicién 89 y el tamafio de los intrones oscila entre los 97 y 112 pb (Apéndice 1A). En el
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caso de las 5 secuencias de las clonas obtenidas con oligos para def3, dos presentaron la misma secuencia
(def3.1 v def3.4) y la posicion de los intrones es la misma en las 5 secuencias, los cuales comienzan en la
posicion 89 y terminan en la 186 con un tamafio de 97 pb (Apéndice 1B). De las secuencias de def, tres son
idénticas (def4.1, deft.2 v def4.4), en todas las secuencias los intrones comienzan en la posicién 89 y terminan en
la 196, teniendo un tamafio de 106 pb (Apéndice 1C). Dado que de las clonas secuenciadas algunas
presentaron la misma secuencia, al final se obtuvieron 12 genes diferentes codificantes para defensinas, los
cuales se subieron a la base de datos GenBank, con los siguientes nimeros de acceso: def7.7 (MH000324),
def1.2 (MH000325), def#.7 (MH000320), def4.2 (MHO000327), def4.3 (MHO000328), deft.4 (MH000329), deft.5
(MHO000330), deft.6  (MH0003319), deff.7 (MH000332), def.8 (MHO000333), def4.9 (MHO000334) v def4.10
(MHO000335). La nomenclatura corresponde a dos tipos de defensinas: defensinas tipo 1 y tipo 4. Esta

nomenclatura se generé con base al andlisis filogenético y comparativo que mas adelante se explicara.
Analisis de las 12 defensinas a nivel de proteina

Una vez identificada la ubicacion de los intrones en las 12 secuencias, éstos se eliminaron para hacer la
traduccion de nucleétidos a aminoacidos (aa), utilizando la plataforma ExPASy. Una vez que se obtuvieron las
secuencias a nivel de aa, se utilizarén diferentes softwares para identificar las tres regiones caracteristicas de las
defensinas precursoras (péptido sefial, propéptido y péptido maduro). De las 12 secuencias, 10 tienen un
tamafio de 93 aa y dos (Defl.1 y Defl.2) de 94 aa, debido a que tienen una Glutamina (Q) extra en la regién
del propéptido. El péptido sefial MKCALSLVTLFLVAALAYS) es el mismo en 8 de las 9 secuencias, la que
no es igual (Defl.1) tiene una Alanina (A) en lugar de una Valina (V). La regién correspondiente al propéptido
fue variable, en total se obtuvieron 9 propéptidos diferentes ya que las secuencias de Def4.1, 4.7, 4.8 y 4.10 a
nivel proteina son la misma. Sin embargo, todas las secuencias presentan el sitio de corte Lisina-Arginina (KR)
que funciona para la escision del péptido maduro (Fig. 10). Al analizar la identidad la regién del péptido
maduro, de las 9 secuencias diferentes obtenidas, éstas corresponden a tres defensinas maduras diferentes, y
dado que la especie de estudio es T. pallidipennis la nomenclatura establecida para estos péptidos fue “IpDef”,
denominando a los 3 péptidos maduros como: TpDefl.1, TpDefl.2 y TpDef4. Como se puede observar en la
Figura 10, del total de 9 secuencias, 7 presentan el mismo péptido maduro correspondiente al grupo de las

defensinas tipo 4. Las 6 cisteinas (C) caracteristicas de las defensinas se identificaron en todas las secuencias.
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Péptido seiial Peptido maduro

AXY04217. MKCALSLATLFLVAALAYSYPAELAQQ RATCDLLSFESKWFAPNHAACAAHCIFLGNRGGHCVGTVCHCRK

1 :
AXY04218.1 MKCALSLVTLFLVAALAYSYPA RATCDLLSFESKWFTPNHAACAAHCI LLGNRGGHCVGTVCHCRK .TIPO 1
AXY04219.1 MKCALSLVTLFLVAALAYSHETE! FRATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKGTICHCRK
AXY04220.1 MECALSLVTLFLVAARLAYS) RATCDLEFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKGTICHCRK
AXY04221.1 MKCALSLVTLFLVAALAYSH? {RATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKGTICHCRK
AXY04222.1 MECALSLVTLFLVAARLAYSE {RATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKGTICHCRK Tipo 4
AXY04223.1 MEKCALSLVTLFLVAARLAYS( RATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKGTICHCRK
AXY04224.1 MECALSLVTLFLVARLAYS() V RATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKGTICHCRK
AXY04227.1 MKCALSLVTLFLVARLAYSHETEWT AGEVTEEHVARLKRATCDLFSFQSKWVTPNHAACARHCLLRGNRGGQCKGTICHCRKE

*******I*********** :* :*1{:**:* * *:ﬁr*: *:ﬁr *x ****1{**:**:1{1{1{.:***1{*****1{:: ****1{:* *7{:*****

Figura 10. Analisis de secuencias de defensinas precursoras presentes en 7. pallidipennis. Las defensinas, estin
compuestas por tres regiones: péptido sefial, pro-péptido y péptido maduro. El péptido sefial es el mismo en 8 secuencias
y tiene un tamafio de 19 residuos de aminoacidos. El pro-péptido (marcado en gris) es la regién mds variable y termina
con el sitio de corte (KR), el cual es el sitio de corte para liberar al péptido maduro al espacio extracelular. Unicamente se
obtuvieron tres péptidos maduros, dos correspondientes a defensinas tipo 1 (Defl.1 y Defl.2) y las 7 restantes
corresponden a defensinas tipo 4. Los aminoacidos idénticos entre las secuencias estian indicados por asteriscos (*), los (:)

indican aa fuertemete conservados y (.) aa débilmente.

Para mostrar las diferencias entre las tres defensinas maduras de T. pallidipennis con respecto a defensinas de
triatominos sudamericanos, se realiz6 un alineamiento multiple de TpDefl.1, TpDefl.2 y TpDef4 con 25
defensinas de otras especies de triatominos, como grupo externo se utilizé una defensina de Aedes aegypri (Fig,
11). El alineamiento muestra la posiciéon altamente conservada de las 6 cisteinas (C) y 4 secuencias
conservadas en todas las defensinas de triatominos: la secuencia inicial ATCDL localizada en una de las §3-
laminas, CAAHC que compone la a-hélice, GNRGG ubicado antes de la C4 y CHCRK ubicado en otra 3-
lamina. El tamafio en todas las secuencias es de 43 aa, con excepcion de la defensina del grupo externo (A.
aegypti) que es mas pequefla por 3 aa, sin embargo, la posicién de las C es igual a la de los insectos triatominos.
Interesantemente la TpDef4 es igual a las def4 de T. brasiliensis, T. b. macromelasoma, T. juazeirensis, I. sherlocki y
T. melanica; por el contrario, las TpDefl.1 y TpDefl.2 son diferentes al menos en un residuo de aa con

respecto a las defensinas tipo 1 de otros triatominos.

37



(O, i

Cy C, G Cq CsCe
TpDefl.1l T. pallidipennis ATCDLLSFESKWFAPNHAACAAHCIFLGNRGGHCVG-TVCHCRK
TpDefl.2 T. pallidipennis ATCDLLSFESKWEFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVECHCRK
AHY02972.1 T.brasiliensis defl ATCDLFSFESKWETPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVCHCRK
AHY02981.1 T.sordida defl ATCDLFSESSKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVCHCRK
AHY02979.1 T.sherlocki defl ATCDLFSFESKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVCHCRK
AHY02973.1 T.juazelirensis defl ATCDLFSFESKWEFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVCHCRK
AHY02950.1 T.melanica defl ATCDLFSFESKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVCHCRK
AHY02989.1 T.b.macromelasoma defla ATCDLFSFESKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVCHCRK
TpDefd T. pallidipennis ATCDLFSEQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
ACU11931.1 T.brasiliensis defd ATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
AHY02955.1 T.sherlockil def4 ATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
AHY02956.1 T.melanica def4 ATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
AHY02953.1 T.juazelirensis def4 ATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
AHY02954.1 T.b.macromelasoma def4 ATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
ACU11930.1 T.brasiliensis def3 ATCDLFSFQSQWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGECKG-TICHCRK
AHY02963.1 T.sherlocki def3ba ATCDLFSEFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
AHY02962.1 T.sherlocki def3aa ATCDLFSFQSQWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGECKG-TICHCRK
AHY02940.1 R.nasutus defB ATCDLLSESSKWVTPNHAGCAAHCLLRGNRGGQCKG-TVCHCRK
AAOT4625.1 R.prolixus defB ATCDLLSFSSKWVTPNHAGCAAHCLLRGNRGGHCKG-TICHCRK
AAOT4624.1 R.prolixus defA ATCDLFSFRSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGRCKG-TICHCRK
AHY02939.1 R.nasutus defA ATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKG-TICHCRK
ABR27891.1 T.infestans def ATCDLFSFQSQWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGECKG-TICHCRK
AHY02937.1 P.megistus defB ATCDLFSFESQWETPNHSACAAHCI ILGNRGGECKG-TICHCRK
ALJ53398.1 R.nasutus defC ATCDLLSETSKWEFTPNHAGCAAHCIFLGNRGGRCVG-TVCHCRK
AAOT4626.1 R.prolixus defC ATCDLLSLTSKWEFTPNHAGCAAHCIFLGNRGGRCVG-TVCHCRK
AHY02936.1 P.megistus defA ATCDLFSFESKWFTPNHAACAAHCIFLGNRGGHCVG-TVCHCRK
ABD61004.1 T.infestans def ATCDLFSEFSSKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVG-TVCHCRK
AAT41586.1 A.aegypti defAl ATCDLLSG----FGVGDSACAAHCIARGNRGGYCNSKKVCVCRN
hkkkk sk i s kkkkoks kkkkk ok sk kk

Figura 11. Analisis de tres defensinas de T. pallidipennis con defensinas de triatominos sudamericanos. Se
alinearon 25 secuencias de defensinas reportadas en otras especies de triatominos y en rojo se marcan las tres defensinas
de T. pallidipennis. Todas las secuencias muestran las 6 cisteinas conservadas en el mismo lugar, marcadas en gris. Los
aminoacidos idénticos entre las secuencias estan indicados por asteriscos (¥), los () indican aa fuertemete conservados y

(.) aa débilmente conservados. Como grupo externo se utilizé una defensina de A. aegypti.

Analisis filogenético de 12 genes de defensinas presentes en 7. pallidipennis

Para establecer la filogenia de los 12 genes de defensinas presentes en 1. pallidipennis, se realizaron dos tipos de
analisis filogenéticos Maxima verosimilitud (MV) y el método probabilistico de inferencia Bayesiana (IB). Los
arboles generados por MV (Fig. 12-A) e IB (Fig. 12-B) presentan gran identidad en topologia, ya que todas las
secuencias correspondientes a defensinas tipo 1 se agrupan dentro del mismo clado, mientras que las 10
secuencias de defensinas tipo 4 se agrupan en un clado diferente y resalta que se agrupan con las defensinas de
R. prolixus. En ambos analisis, las secuencias de defensinas tipo 1 provenientes de 1. pallidipennis (def1. 1y defi.2)
muestran una clara diferencia en comparaciéon con las defensinas tipo 1 de triatominos sudamericanos, las
cuales forman un subgrupo con un alto porcentaje de soporte estadistico. Esto resultados indican que ambos
métodos muestran a las defensinas de insectos triatominos como un grupo monofilético con un soporte
estadistico alto. También corroboraron la clasificacién que previamente ya se habia dado en el alineamiento de
las 12 proteinas, donde denominados dos defensinas tipo 1 como TpDefl.1 y TpDefl.2, y las demas

secuencias como TpDef4.
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A 95 | @ MHO00333 Triatoma paliidipennis def4.8 B KF056971.1_Tbrasilien_deft
# MH000326 Triatoma pallidipennis def4.1 KF056988.1_Thrasilien_deffa
® MHO000335 Triatoma palidipennis def4.10 ! KF056978.1_Tsherlocki_deft L Tipoi
& MH000334 Triatoma paliidipennis def4.9 ¥#056972.1_Tjuazeiren_deft
70|| [ # MH000327 Triatoma pallidipennis def4.2 54(F056980.1_T_sordida_deft
& MH000328 Triatoma pallidipennis def4 3 * MH000324 Triatoma pallidipennis def 1.1
0 FJ655008 1 Triatoma brasiliensis def3 - Tipo 4 & MHO000325 Triatoma paliidipennis def 1.2 _
571 ® MH000329 Triatoma pallidipennis def.4 4 MH000326 Tnatoma paliidipennis def 4.1 =
100 |l 4 MH000331 Triatoma pallidipennis defd.6 4 MH000332 Triatoma palidipennis def 4.7
4 MHO00330 Triatoma pallidipennis def4.5 099 ‘s MHO000333 Triatoma pallidipennis def 4.8
63 | FJ655009.1 Triatoma brasiliensis def4 MH000335 Triatoma pallidipennis def 4.10
100 | KF056285.1 Triatoma sheriocki defda * MH000329 Triatoma paliidipennis def 4.4
98l KFO56977 1 Triatoma melanica def4 ¢ MH000331 Triatoma pallidipennis def 4.6
100 KF056968 1 Rhodnius prolixus defensin Al % FQ MHO000330 Triatoma pallidipennis def 4.5
]
E|:»<F0569m 1 Rhodnius prolixus defBP _ DaAS:A I aswIEn. geis L Tipo 4
- 056985.1_Tsherlocki_defda P
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' i
KFO56980 1 Triatorna sordida deft . 4 MHO000334 Triatoma pallidipennis def 49
- A = TIPO 1 4 MHO000327 Triatoma pallidipennis def 4.2
KF058978.1 Triatoma sherocki def1
| KFO56972.1 T ammirensis deft 4 MHO000328 Triatoma pallidipennis def4.3
. riatoma juazeirensis de
R KFO56968.1_Rprolius_defaJ
B natoma brasiliensis def "
KF056970.1_Rprolixus_defBP -
95 LKF056988 .1 Triatoma brasiliensis macromelasoma deffa _ |

FJ546144.1_Mbrevispin_def
494'76U32?3?4 1 Polistes dominulus d.efensm g 1—{ }JS‘G“JLW{SC“CO[_UE{

AY486432 1 Apis mellifera defensin EU401748,1_Uasioides_de{
% 100 |FJ546144 1 Myrmica brewispinosa defensin " { EU4017391_CV9|0X_(19[

FJ546143 1 Myrmica fracticornis defensin
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Figura 12. Analisis filogenético de genes de defensinas de 7. pallidipennis. A) Arbol filogenético maxima verosimilitud, la historia evolutiva de las defensinas se
infirié por el método de mdxima verosimilitud, basado en el modelo de Tamura 3-parametros, el modelo de la tasa de variacién permitié que algunos sitios fueran
evolutivamente invariables. Hubo un total de 465 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en el programa MEGAG. B) Arbol
filogenético bayesiano, la relacion filogenética se establecié utilizando el software Mr. Bayes. Los valores de los nodos se obtuvieron de 1,000,000 generaciones y se
muestran junto a las ramas. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el modelo de sustitucion GTR con tasa de distribucién gamma entre sitios y una
proporcién de sitios invatiables. El analisis incluy6 32 secuencias de nucleétidos y un total de 465 posiciones en el conjunto de datos final (incluyendo gaps). Desviacion
estandar de frecuencias divididas = 0.0091. En ambos arboles se indican los clados separados correspondientes a defensinas tipo 1 y tipo 4, y las secuencias de T.

pallidipennis se muestran en violeta y con el simbolo 4.
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Analisis estructural de las defensinas TpDefl.1, TpDefl.2 y TpDef4

Se realiz6 un alineamiento de las tres defensinas maduras de T. pallidipennis (TpDefs) y como previamente ya
se habia mostrado TpDefl.1 y TpDefl.2 difirieron Gnicamente en dos residuos de aminoacidos: en el loop
Alanina (A) cambia a Treonina (T) y en la hélice Fenilalanina (F) cambia por Leucina (L). En cambio, TpDef4

tiene 8 residuos de aminodacidos diferentes con respecto a las dos TpDefs tipo 1 (Fig. 13).

—— S E——)
TpDefl.1 ATCDLLSFESKWFAPNHAACAAHCIFLGNRGGHCVGTVCHCRK 43

TpDefl.2 ATCDLLSFESKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVGTVCHCRK 43
TpDef4 ATCDLFSFQSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGQCKGTICHCRK 43

khkkhkkhkhkoekhkkokhdhkh ochhkhhkdrkhkrAhkeeo khkhkhkoek *kokhkhhxxk

Figura 13. Analisis de las secuencias de TpDefl.1, TpDefl.2 y TpDef4. Alincamiento de aminoacidos de los tres
péptidos maduros teéricos presentes en T. pallidipennis. En rojo se marcan los aminoacidos diferentes entre TpDefl.1 y
1.2 y en negritas se marcan 8 aminoacidos diferentes en TpDef4 con respecto a las dos TpDefs tipo 1. Los aminodcidos
idénticos entre las secuencias estin indicados por asteriscos (*¥), los (;) indican aa fuertemete conservados y (.) aa
débilmente conservados.

Para determinar si estas diferencias en aminodcidos alteraban la conformacion final de las defensinas, se
generé el modelaje molecular de las tres TpDefs, las cuales presentan la misma estructura terciaria: una o-
hélice seguida de dos [-laminas antiparalelas, estabilizadas por los tres puentes disulfuro, dando como

resultado el motivo tipico de las defensinas de invertebrados CSaf3. Al hacer el sobrelapamiento de los tres

modelos observamos que la regién del loop es diferente pero la conformacién final de las moléculas no

cambia (Fig. 14).
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TpDefl.1

Figura 14. Modelaje por homologia de las tres TpDefs tedricas. A) Los tres modelos muestran la misma estructura
molecular que da como resultado un motivo CSaf3. B) El sobrelapamiento de los tres modelos muestra que el cambio en
aminoacidos no altera la estructura final. En los modelos, las 6 cisteinas estin marcadas en amarillo. El modelaje

estructural de las defensinas se realizd con el software I-TASSER.

VII.2. Analisis de la expresion de defensinas en T. pallidipennis

Se continud con el analisis de la expresion de los ARN mensajeros (ARNm) de las tres isoformas previamente
identificadas defl.7, def1.2 y se selecciond solo un gen como representante de las secuencias identificadas como
defensinas tipo 4, el gen def4.6. La expresion de los ARNm se analizé bajo diferentes condiciones. Para este
analisis se diseflaron oligonucleétidos que amplificaran desde la regién del propéptido hasta el péptido

maduro.
Evaluacion de la expresion de defl.1, defl.2 y def4.6 en hembras y machos de T. pallidipennis

Para conocer la expresion de defl. 1, defl.2 y def4.6 en el contenido abdominal (tracto digestivo, cuerpo graso y
tubulos de Malpighi) en estado basal de hembras y machos de T. pallidipennis, se realizé6 RT-PCR cuantitativo
de 6 individuos: tres hembras y tres machos. El analisis se enfocé en la deteccion del Ct (ciclo de umbral) del
ya que es una forma de extrapolar la cantidad de ARNm, mientras mas bajo sea el Ct indica una mayor
expresion del gen y, por el contrario, mientras mas alto sea el Ct, indica que hay una expresiéon menor del gen.

Como se puede observar en la grafica de la Fig. 15, con respecto al gen constitutivo actina (Aez), las defensinas
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tipo 1 (defl.1y defl.2) presentan un Ct menor tanto en hembras como en machos, el cual se encuentra entre Ct
13 y 15 para ambos genes, sin embargo, no se observa una diferencia significativa entre ambos sexos. Por el
contrario, def4.6 tiene un Ct mas alto (23) tanto para hembras como para machos y tampoco se observa una
diferencia significativa entre sexos. Estos resultados indican que existe una mayor cantidad de ARNm para

defensinas tipo 1 que para defensinas tipo 4 en adultos de T. pallidipennis.
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Figura 15. Analisis de los valores del ciclo de umbral (Ct) de los genes de act, defl.1, defl.2 y def4.6 en el
contenido abdominal de hembras y machos de T. pallidipennis. Se utilizaron 6 adultos de T. pallidipennis: tres
hembras (H) y tres machos (M). Cada insecto se traté por separado, se les extrajo el contenido abdominal (tracto
digestivo, cuerpo graso y tubulos de Malpighi) y se extrajo el ARN para posteriormente realizar la RT-PCR cuantitativo

amplificando los genes de interés def1.7, defl.2 y def4.6, como gen control se utiliz6 actina (acf). Cada punto representa la
media = SD de los valores Ct.

Expresion de defl. 1, defl.2y def4.6 en ninfas V estadio infectadas con bacterias

Las defensinas se caracterizan por tener actividad bactericida, principalmente contra bacterias de tipo Gram+.
Para identificar si existe una expresioén diferencial entre defensinas tipo 1y tipo 4 de T. pallidipennis ante un
reto inmunolégico con bacterias, se evalud la expresion de defl.7, defl.2 y def4.6 en ninfas de V estadio
infectadas via intrahemocélica con tres bacterias: E. coz, L. inocua y M. lutens; como grupo control se inocularon
insectos con PBS estéril. Los insectos se disectaron a las 4 hrs post infeccién y se realizé6 la RT-PCR
cuantitativa. Las infecciones con las bacterias E. co/i y M. lutens dieron como resultado un aumento en la
expresion de las tres defesinas con respecto al grupo control, sin embargo, no se observd una expresion
diferencial significativa entre defensinas, aunque la desviacién estindar es grande, se observé una ligera

tendencia en el aumento de def.6 solo en aquellos insectos infectados con L. znocua (Fig. 16).
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Figura 16. Expresion relativa de defl.1, defl.2y def4.6 en ninfas V estadio infectadas con diferentes bacterias. Se
infectaron via intrahemocélica 4 insectos por grupo experimental con las siguientes bacterias: L. snocua, E. coli y M. lutens
las cuales se utilizaron en una D.O.00 de 1.2. A las 4 hrs post infeccion se extrajo el contenido abdominal de los insectos
(tracto digestivo, cuerpo graso y tubulos de Malpighi) y se extrajo el ARN, a partir de ahi se realiz6 una RT-PCR
cuantitativa para amplificar los genes defl.7, defl.2 y def4.6. La expresion relativa de los genes se normalizé con respecto al
gen constitutivo (actina) y al grupo control (insectos inoculados con PBS estéril). Se presenta el resultado de dos

experimentos independientes. Se realizé una prueba estadistica ANOVA de 2 vias y post prueba de Tukey.

Evaluacion de la expresion de defl.1, defl.2y def4.6 en ninfas V estadio infectadas con T. cruzi

Para determinar si la infeccion con el parasito T. cruzi tiene un efecto sobre la expresion de los ARNm de las
defensinas defl.1, def1.2 y def4.6, se evaluaron ninfas V estadio infectadas via oral con sangre que contenia la
cepa mexicana Ninoa de T. ¢uzi (1.5X10¢ parasitos/ml). Los insectos se sactificaron en los dias 1y 7 dpi (dfas
seleccionados con base al recorrido que tiene el parasito a lo largo del tracto digestivo de los insectos). En
ambos dias las defensinas tipo 1 no mostraron un aumento con respecto al grupo control de insectos no
infectados y tampoco presentaron una expresion diferencial significativa entre ellas. Mientras que def.6
aument6 mds de 4 veces con respecto al grupo control y se expresé poco mds de tres veces con respecto a las

defensinas tipo 1, en ambos dias analizados (Fig. 17).
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Figura 17. Expresion de defl.1, defl.2y def4.6 en ninfas V estadio infectadas con T. cruzi. Se infectaron 3 ninfas
V estadio con 2X10° tripomastigotes sanguineos. Por individuo se extrajo el contenido abdominal (tracto digestivo y
cuerpo graso). La expresion relativa se normalizé con respecto al gen constitutivo (actina) y al grupo control (insectos
alimentados con sangre de ratones sin infectar). Resultado de dos experimentos independientes. Una prueba estadistica
ANOVA de 2 vias y post prueba de Sidak fue aplicada donde *P<0.05.

VII.3. Generacion de una defesina tipo 1 recombinante

Por otra parte, cuando se identificaron las tres defensinas maduras (TpDefl.1, TpDefl.2 y TpDef4) de T.
ylp
pallidipennis se iniciaron a la par los experimentos para obtener a las defensinas de manera recombinante y
poder determinar su funcién i vifro. Sin embargo, a pesar de las varias estrategias realizadas, probando
diferentes plasmidos de expresion, sitios de corte para insertar los genes de interés y cepas E. co/i para sobre
p g ¥

expresar las defensinas (Apéndice 2). Solo se logré obtener de manera recombinante una defensina tipo 1.

Clonacién del gen defl.3 en plasmido de expresion pQE-30

A partitr de ADNc de T. pallidipennis y utilizando oligonucledtidos reportados para T. brasiliensis, se amplifico
una defensina tipo 1. El amplicon se secuencié y a partir de la secuencia obtenida se disefiaron nuevos
oligonucleétidos para amplificar tnicamente la regién del péptido maduro y poder secuenciarlo (Apéndice 3).
Una vez que se obtuvo la secuencia en nucleétidos correspondiente al péptido maduro de la defensina tipo 1,
se realizé un alineamiento para analizar dicha secuencia y comparatla con las dos secuencias de defensinas tipo
1 a nivel de péptido maduro (def7.7 y defl.2) previamente identificadas en el genoma de T. pallidipennis. Se
observé que la secuencia de la defensina recombinante tipo 1 tenfa una alta identidad (98.5 %), a nivel de
nucleétidos con la defl.2, ya que solo difirieron en dos nucleétidos (Fig. 18), los cuales al traducirse a proteina

correspondieron a un cambio de aminoacido, una Valina (V) por una Leucina (L), por lo que se decidié
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denominar a esta nueva defensina tipo 1 como def7.3 y a nivel de proteina como TpDef1.3 (Fig. 19), para fines

practicos la defensina recombinante generada a partir de esta secuencia se llamé rDef1.3.

defl.2 gggccacttgtgatctgcteagtttcgaatcaaaatggtttactcctaatecatgcagect 60

defl1.3 gggccacttgtgatctgctaagtttcgaatcaaaatggtttactcctaatcatgcagect 60
Ak hkhk kA I A A A hk A A A A A A d A FAAIA A A XA A A A A A A A A F A A A A XA I A A A A A XA A KA A A A A XA A

defl.2 gtgccgcacattgtatattactgggcaaccgtggecggccactgtgtaggaactgtgtgec 120

defl1.3 gtgccgcacattgtatattactgggcaaccgtggcggccactgtgtaggaactetgtgcec 120
Ak khkhkhkddk A bk dkh A dd kb hdk kA rdr bbbk ddhkhk b hdk kb A r bbb rddhkkhd *hdxdd

defl.2 attgcaggaagtga 134

defl.3 attgcaggaagtga 134

EIE i o

Figura 18. Analisis de las regiones de los péptidos maduros de defl.2y defl.3 a nivel nucledtidos. Se presenta un
alineamiento en nucleé6tidos de dos defensinas tipo 1 (def7.2 y defl.3). Los nucledtidos diferentes entre las secuencias se

marcan en rojo y los asteriscos (¥) indican nucleétidos iguales.

TpDefl.1 ATCDLLSFESKWFAPNHAACAAHCIFLGNRGGHCVGTVCHCRK 43
TpDefl.2 ATCDLLSFESKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVGTVCHCRK 43
TpDefl.3 ATCDLLSFESKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVGTLCHCRK 43

*************:***********:***********:*****

Figura 19. Alineamiento de aminoacidos de tres defensinas maduras tipo 1 presentes en 7. pallidipennis. Las
tres secuencias cuentan con 43 residuos de aminoacidos. Los dos aminoacidos diferentes entre TpDefl.1 y las otras
TpDefs se marcan en negritas. La tunica diferencia entre TpDef1.2 y TpDefl.3 es el cambio de una Valina (V) por

Leucina (L) (marcado en rojo). Los asteriscos (*) indican aa iguales, los (:) aa fuertemete conservados.

Para identificar posibles similitudes entre TpDefl.3 con defensinas de otros triatominos, se realiz6 un
alineamiento multiple de aminoacidos. Como ya se habia mencionado anteriormente, todas las defensinas
maduras de triatominos tienen un tamafio de 43 residuos de aminodcidos y la posicién de las 6 cisteinas es
altamente conservada. Como grupo externo se utilizé una defensina tipo 1 de Luszomyia longipalpis especie de la
subfamilia Phlebotominae, que funge como vector de algunas especies de parasitos del género Leishmania, esta
defensina es mas pequefla con respecto a las de insectos triatominos (39 residuos de aminodcidos), sin

embargo, como se puede observar, las 6 cisteinas también permanecen conservadas (Fig. 20).

45



1
c, C, CsCs

— e x>
MN557396 TpDefl.3 T.pallidipennis RATCDLLSFESKWFTPNHAACAAHCILLGNRGGHCVGT-LCHCRK

AXY04217.1 defl.l T.pallidipennis BEATCDLLSFESEWFAPNHAACAAHCIFLGNEGGHCVGT-VCHCREK
AXY04218.1 defl.2 T.pallidipennis BEATCDLLSFESEWFTPNHAACAAHCILLGNEGGHCVGT-VCHCRK
AHY02972.1 defl T.brasiliensis BEATCDLFSFESEWFTPNHAACAAHCILLGNEGGHCVGT-VCHCREK
ABDE1004.1 def T.infestans BEATCDLFSFSSEWFTPNHAACAAHCILLGNREGGHCVGT-VCHCREK
ACH57150.1 def3 T.brasiliensis BATCDLFSFQSQWVTPNHAACAAHCLLRGNEGGECKGT-ICHCRK
AXY04224.1 defd.é6 T.pallidipennis BATCDLFSFQSEWVTPNHAACAAHCLLRGNEGGQCKGT-ICHCRK
ACU11931.1 defd T.brasiliensis BATCDLFSFQSEWVTPNHAACAAHCLLRGNEGGQCKGT-ICHCRK
QCR74951.1 def2 T.infestans BATCDLFSFQSQWVTPNHAACAAHCLLRGNEGGECKGT-ICHCRK
ABA10770.1 def2 T.brasiliensis BATCDLFSLQSEWVTPNHAACAAHCLLRGNEGGQCKGT-ICHCRK
AROT4625.1 defB R.prolixus BATCDLLSFSSEWVTPNHAGCAAHCLLRGNEGGHCKGT-ICHCRK
AROT4624.1 defA R.prolixus BEATCDLFSFRSEWVTPNHAACAAHCLLRGNEGGRCKGT-ICHCRK
AROT4626.1 defC R.prolixus BEATCDLLSLTSEWFTPNHAGCAAHCIFLGNEGGRCVGT-VCHCREK
AFNel1300.1 defl L.longipalpis REVTCDLLGPT-GW-—-—-GDALCAAHCI SKGYRGGYCNGQKVCVCR-

* kEkEkE e * L K kXXX K. * kkk ok X HE

Figura 20. Comparacion del alineamiento multiple de aminoacidos de TpDefl.3 con otras defensinas de
triatominos. Todas las secuencias de triatominos tienen un tamafio de 43 residuos de aminoacidos y poseen las 6
cisteinas (C) en el mismo lugar. La defensina del grupo externo L. longipalpis es mas pequefia, ya que consta de 39 residuos
de aminodcidos, sin embargo, la posicion de las 6 cisteinas (C) es la misma. En rojo y con una flecha se indica el
aminoacido diferente entre TpDef1.2 y tDef1.3. Las flechas en la parte supetior indican la posicién de las dos $-laminas y
el cilindro la a-hélice. Los asteriscos (*) indican aa iguales, los puntos () aa fuertemete conservados y () aa débilmente

conservados.

Una vez que se obtuvo el amplicon para deff.3, con un tamafio de 160 pb (con una Arginina extra en la regién
del péptido maduro), se cloné dentro del plismido de clonacién/expresion pQE-30 entre los sitios de corte
BamHI y PsAl (Fig. 21). La secuencia obtenida de la clonacién corroboré el marco de lectura y que no hubiera
mutaciones. La secuencia cuenta con la etiqueta de histidinas (6x-His) en el extremo 5 seguido del sitio de
corte de BamHI, el cual codifica para dos aminodcidos (GS), y en el extremo 3" se tienen dos tripletes que
codifican para codones de paro. La secuencia traducida a aminodcidos tiene un total de 53 residuos de

aminoacidos.
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catcaccatcaccatcacggatccagggeccacttgtgatetgectaagtttegaatcaaaa
H H HH HHG S RATTCUDIULTUL S F E S5 K

tggtttactecctaatcatgecagectgtgecgecacattgtatattactgggecaacegtgge
W F T P N E A A CAOAHOCTIULTLGNUR G

ggccactgtgtaggaactctgtgecattgecaggaagtgatga
G H C vV 6 T L ¢ H CZR K - -

Figura 21. Construccion del vector pQE-30_defl.3. Utilizando los sitios de corte BawHI y PsA del plasmido de
clonacién/expresién pQE-30, se ligd la secuencia del gen deff.3. En el extremo 5 se encuentra la etiqueta de 6x-His,
seguida del sitio de corte para BazHI y en el extremo 3” dos tripletes que codifican para codones de paro. En negritas se

marca la secuencia traducida a aminoacidos de def7.3.

Expresion y purificacion de rDefl.3

Células E. coli, cepa M15 [pREP4] se transtormaron con el plasmido que contenia la secuencia del gen def7.3
(pQE-30_def1.3) para poder inducir la expresion de la proteina rDefl.3. La induccion se realizo6 al llegar a una
densidad 6ptica de 0.7 (600 nm) con 1 mM de IPTG, incubando el cultivo a 30 °C por 18 hrs y 180 rpm. La
proteina recombinante se observo en el peso esperado de 5.7 kDa (Fig. 22-A, carril 2). Transcurrido el tiempo
de induccidn, se colectaron las células y se sometieron a un proceso de ruptura para obtener las fracciones
soluble e insoluble que se analizaron por medio de geles de SDS/PAGE-Tricina al 15% (Fig. 22-A, catriles 3 y
4). La defensina recombinante se detectd en la fraccién insoluble (cuerpos de inclusion) (Fig. 22-A, carril 4),
en el peso esperado. Los cuerpos de inclusion se solubilizaron con 8 M de Urea y la proteina de interés se
purificé por medio de cromatografia de afinidad a niquel (IMAC-Ni-NTA), la cual se eluy6 con 500 mM de
Imidazol, la proteina purificada se obtuvo en tres fracciones de elucion, siendo la fracciéon 2 la mas enriquecida
(Apéndice 4) y con la que se trabajé (Fig. 22-A, carril 5). Para eliminar las altas concentraciones del agente
desnaturalizante y del imidazol, asi como para estimular su correcto plegamiento y evaluar su actividad
biolégica, tDefl.3 purificada se dializ6 en amortiguador de fosfatos salinos (PBS) (Fig. 22-A, carril 6). Durante
el proceso de dialisis una cantidad del péptido se precipitd, por lo cual hubo necesidad de centrifugar la
muestra, una vez obtenido el sobrenadante, finalmente la proteina se cuantificé y la cuantificacién obtenida
fue de ~120 pg/ml lo que corresponde a una molaridad de ~21 uM. Para obtener concentraciones altas de
rDef1.3 fue necesario utilizar columnas concentradoras con punto de corte 3 K (Amicon-Ultra 0.5 ml), con lo

cual se obtuvo el doble (42 uM) y cuadruple (84 uM) de la concentraciéon original. La presencia de la rDef1.3
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se confirmé por medio de western blot con un anticuerpo anti-Histidinas, observandose una banda del peso

esperado (Fig. 22-B).
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Figura 22. Expresion de la de rDefl.3 obtenida en la fraccion insoluble. La rDef1.3 tiene un peso molecular de 5.7
kDa. A) Carril 1 corresponde al extracto de bacterias no inducido (NI); carril 2, extracto inducido con 1 mM de IPTG
(I); carril 3 fraccién soluble (FS); carril 4, fraccion insoluble (FI); carril 5, purificacion por IMAC-Ni (P) y carril 6,
producto de dialisis de la purificaciéon (D). B) Western blot utilizando un anticuerpo anti-Histidinas, revelado por
quimioluminiscencia.

El rendimiento total que se obtuvo en la produccién de tDef1.3 fue de 9 mg por 500 ml de cultivo inicial y en
promedio este procedimiento se realizé 5 veces obteniendo los mismos resultados (Tabla 6). Ademis, bajo
nuestras condiciones se determiné que la defensina purificada es estable en concentraciones < 0.5 mg/ml y 4

°C hasta por 2 meses, sin embargo se identificé que una vez que es dializada, ésta pierde su actividad en un

lapso de 24 hrs, por lo que es indispensable utilizar rapido la proteina recién sea dializada.

Tabla 6. Rendimiento en la produccién de rDefl.3 usando un sistema bacteriano.

Cultivo inicial Biomasa humeda Cuerpos de rDefl.3 purificada
(ml) (2) Inclusién (g) (mg)
500 5 1.6 0.9

Para corroborar la naturaleza de rDefl.3, el péptido se analiz6 por espectrometria de masas, donde
inicialmente se obtuvo un espectro con un pico principal el cual correspondia a un ion mayoritario (m/z
645.29) (Fig. 23A), el cual se fragmentd y se obtuvo un patrén de fragmentacion (Fig. 23B). Se determinaron
manualmente “de novo” las series i6nicas “y” y “b” correspondientes a la secuencia ATCDLLSFESK, la cual

al compararse con la base de datos del NCBI, corresponde a un péptido presente en las defensinas tipo 1 de
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T. pallidipennis. Usando solo los péptidos con una confiabilidad = 95 %, la cobertura de secuencia fue del 25 %

(Tabla 7).
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Figura 23. Espectto representativo obtenido a partit de una MS/MS de una muestra de tDefl.3. A) Espectro
obtenido inicialmente, el cual muestra un pico principal que cortesponde a un ion mayortitario (m/z 645.29) B) A partir
de una MS/MS de una muestra de tDefl.3 se identificé el péptido ATCDLLSFESK presente en las defensinas tipo 1 de
T. pallidipennis.
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Tabla 7. Caractetizacion de rDef1.3 por medio de espectrometria de masas.

No. de Nombre Peso Molecular Score Cobertura Secuencia de péptidos
acceso (kDa) (%) (aa)
MN557396 Def1.3 5.7 1553.646 25 ATC
SFESK
DLLSFESK

Para corroborar que la etiqueta de 6x-His, asi como los aminodcidos extras en la secuencia de la proteina
recombinante no modificaban la estructura terciaria tipica de una defensina de insecto, se realizé el modelaje
molecular por homologia de rDefl1.3 a partir de la Def-AAA de Anopheles y se compar6 con el modelo de la

TpDef1.2. La tnica diferencia notoria se observa en la region del loop (Fig. 24).

TpDefl.2 tDefl.3

Figura 24. Modelaje por homologia de TpDefl.2 y rDefl.3. El modelo por homologfa se realiz6 a partir del modelo
establecido para la Def-AAA de Anopheles, utilizando la plataforma ITASSER. TpDef1.2 y tDefl.3 difieren en un solo
aminoacido, ambos modelos muestran la misma estructura terciaria que da como resultado el motivo estructural CSof.
En amarillo se marcan las 6 Cistefnas que forman los tres puentes disulfuro, en rojo la etiqueta de 6x-His y en azul los

dos aminodcidos correspondientes al sitio de corte de BanHI.

Una vez que se obtuvo rDefl.3 purificada y replegada se procedié a realizar los ensayos funcionales iz vitro

para determinar su actividad antimicrobiana contra diferentes bacterias y tripanosomatidos.
VII.4 Evaluacion de la actividad de rDefl.3 sobre bacterias y T. cruzi

Al evaluar la actividad de rDef1.3 contra diferentes bactetias tanto Gram + como Gram —, en concentraciones
de 25 y 100 pg por medio de ensayos de difusion en discos (Kirby-Bauer), no se observé actividad bactericida

contra ninguna de las bacterias evaluadas (Apéndice 5).
Evaluacion del dafio morfologico de la actividad de tDefl.3 contra T. cruzi

Se evalud el efecto de rDefl.3 sobre la morfolégica de epimastigotes de T. cruzi (cepa Querétaro) a las 4 hrs
con diferentes concentraciones de la defensina recombinante (5.2, 10.5, 21, 42 y 84 pM). Para la evaluacién de
este parametro, se observaron al microscopio preparaciones permanentes de los parasitos previamente
tratados y como grupo control parasitos sin tratamiento, es decir, solo con el vehiculo PBS. En la Figura 25-A

se muestran micrografias de parasitos tratados con las diferentes concentraciones de rDefl.3, como se puede
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observar, el vehiculo (PBS) causa un minimo porcentaje de parasitos con morfologifa alterada (2.3%), que se
puede considerar un limite basal de dafio. En cuanto a los parasitos tratados con la tDef1.3, se observa que los
parasitos tratados con 5.2 pM no muestran un dafio mayor al basal (2.3 %), sin embargo, al aumentar la
concentracién del péptido recombinante, el nimero de parasitos con morfologia alterada va aumentando, la
cual incluye contorsién del cuerpo celular y acortamiento del flagelo, indicando que la rDef1.3 actta sobre los
parasitos de forma dosis-dependiente. A 10.5 pM se observé 6.6 % de parasitos dafiados, a 21 uM se encontrd
un 16.3 % y el mayor efecto se observé a 42 uM (26.6 %), en la concentracién mas alta utilizada (84 uM) no se

observé un aumento significativo de dafio con respecto a 42 uM (Fig. 25-B).
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Figura 25. Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de rDefl.3 sobre la morfologia de epimastigotes
de T. cruzi (cepa Qro). La rDef1.3 alter6 la morfoldgica de los parasitos en una forma concentraciéon dependiente. A)
Micrografias de epimastigotes tratados con 5.2, 10.5, 21, 42 y 84 uM de rDef1.3. Los parasitos expuestos a la defensina
recombinante presentan una morfologia redondeada (puntas de flecha roja) y algunos no presentan flagelo (circulo rojo).
Los parasitos se tifieron con el colorante Giemsa. B) Porcentajes de parasitos tratados con diferentes concentraciones de
tDefl.3 que presentaron morfologia alterada, a partir de 21 uM se tiene una diferencia significativa con respecto a los
parasitos control, el mayor porcentaje se tiene a 42 uM. Se realizaron tres experimentos independientes. Una prueba
estadistica ANOVA de 2 vias y post prueba de Sidak fue aplicada donde, ¥*P<0.01 y **P< 0.0001.
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Dado que en insectos se ha reportado que las defensinas trabajan en sinergia con otras moléculas efectoras del
sistema inmunoldgico, se comenzé analizando el dafio morfologico a epimastigotes de 1. ¢ruzi utilizando la
concentraciéon de 21 pM de rDef1.3 en conjunto con diferentes concentraciones de H.O» (1.5, 3, 10, 20 y 40
uM) v a diferentes tiempos de incubacién (2, 4 y 8 hrs). No se observé una diferencia significativa al incubar
los parasitos en presencia de la rDefl.3 en adicién con las diferentes concentraciones de H2Oz, tampoco se
observé un aumento entre 4 y 8 hrs (Apéndice 6). Estos resultados sirvieron como antecedente para
determinar que los parasitos se incubarian unicamente en presencia de la rDefl.3 y en un tiempo de 4 hrs de

exposicion para los siguientes ensayos.
Evaluacion de la viabilidad de epimastigotes de 7. cruzi

Una vez determinada la concentracién de rDefl.3 en donde se observé el mayor numero de parasitos
dafiados, la siguiente pregunta a responder fue: ¢Qué porcentaje de esos parasitos con morfologia alterada
tienen membrana comprometida o estin muertos? Para lo cual los epimastigotes se incubaron por 4 hrs con
tres concentraciones de rDef1.3 (21, 42 y 84 uM), se tifieron con dos colorantes para distinguir poblaciones de
células, ya sea células vivas (Calceina AM, C-AM) o células muertas (Homodimero de Etdio, EthD-1). La
distribucién de las poblaciones celulares se identificé mediante citometria de flujo. La C-AM es permeable a la
membrana de células sanas y luego es hidrolizada por esterasas para emitir fluorescencia en células vivas,
mientras que el EthD-1 se internaliza dentro de las células con membrana daflada o de células muertas,
intercalindose al ADN para finalmente emitir fluorescencia. La fluorescencia de las células tratadas con los
colorantes mencionados permiti6 la separacion de las siguientes poblaciones en una grafica de eventos (dot
plot). Para este analisis, los cuadrantes correspondientes a células positivas para EthD-1 y dobles positivas (C-
AM y EthD-1) se sumaron para obtener el porcentaje de células con membrana dafiada y células muertas.
Estos resultados corroboraron el efecto dosis-dependiente de rDefl.3 sobre la alteraciéon morfologica del
parasito y ademas mostraron un dafio a la membrana celular, afectaciéon al metabolismo celular y muerte de T.
cruzi. Bn este caso se observd que a la concentracién de 21 pM el porcentaje de epimastigotes con dafio en
membrana y muertos fue de 5 %, a 42 uM de 9.3 % y con 84 uM de 16.1 %. Aunque a diferencia del analisis
motfolégico, aqui si se observé un aumento significativo en el efecto entre las concentraciones de defensina

de 42 y 84 uM (Fig. 26).
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Figura 26. Analisis de viabilidad de epimastigotes de T. cruzi (cepa Qro), expuestos a diferentes
concentraciones de rDefl.3. A) Dot plots (también llamados graficas de puntos) representativos de dos experimentos
independientes, cada uno realizado por triplicado. En las graficas se presenta el efecto de 21, 42 y 84 uM de rDef1.3
sobre epimastigotes. Las células en el cuadrante superior izquierdo son unicamente positivas para EthD-1 (células
muertas); las células en el cuadrante inferior derecho son solo positivas a C-AM (células vivas); células en el cuadrante;
células en el cuadrante superior derecho son dobles positivas para ambos marcadores (células vivas pero con membrana
dafiada) y las células en el cuadrante inferior izquierdo son negativas para ambas tinciones (células no tefiidas). Para
separar las poblaciones celulares, se tuvieron diferentes controles: parsitos incubados solo en medio LIT (control de
células vivas), parasitos muertos con calor 55 °C (control de células muertas) y parasitos incubados en el vehiculo PBS. Se
obtuvieron 20 000 eventos por condicién. Los diagramas son representativos de dos experimentos independientes, cada
uno realizado por ttiplicado. B) Porcentaje del promedio y desviacion estindar de epimastigotes muertos/dafiados. Se
realiz6 una prueba estadistica ANOVA de 1 via y post prueba de Tukey, donde * P<0.05 y ** P<0.005.

Para determinar si el dafio observado en los epimastigotes afectaba el crecimiento de los parasitos, se analiz6
la proliferacién de éstos posterior al tratamiento con 84 uM de rDefl.3. El nimero de parasitos tratados con
la rDefl.3 empez6 a ser menor que el control a partir del dia cuatro llegando a ser 3 veces menor que los

parasitos controles sin tratamiento después de 8 dias de cultivo (Fig. 27).
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Figura 27. Curva de proliferacion de epimastigotes de 7. cruzi (cepa Qro) después de haber sido tratados con
84 uM de rDefl.3. Se incubaron 0.2X10°¢ epimastigotes en PBS (control) o tratados con 84 uM de rDef1.3 por 4 hrs, se
lavaron dos veces para posteriormente sembrarlos en medio LIT fresco. El nimero de parasitos se determiné después de
48 hrs y a partir de ahf cada dos dfas hasta llegar al dfa 8. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado.
Una prueba estadistica ANOVA de 2 vias y post prueba de Sidak fue aplicada donde los asteriscos representan diferencia
significativa con respecto al grupo control *p<0.0001.

VIIL.5. Evaluacion de la actividad de rDefl.3 contra otros tripanosomatidos

Una vez que se determiné el efecto negativo que tiene la rDefl.3 contra epimastigotes de T. eruzi, se decidié
evaluar su efecto sobre otros tripanosomatidos. Debido a que utilizando bajas concentraciones de la proteina
recombinante no se logré observar un efecto negativo significativo en 1. ¢uzi, para este andlisis se decidié
probar unicamente la concentracién mas alta probada en T. cugi (84 pM) contra los estadios de epimastigotes
de T. rangeli (patdégeno de insectos triatominos, pero no de humanos) y promastigotes de L. mwajory L. mexicana
(agentes causales de la Leishmaniasis cutanea). Una vez concluida la incubacién de los parédsitos por 4 hrs con
la rDef1.3, se analiz6 la morfologia para determinar el dafio. En el caso de T. rangeli se observé 37.6 % de
parasitos con morfologia atipica, es decir, parasitos con flagelos visiblemente mas pequefios y en algunos casos
los parasitos estaban completamente redondeados (Fig. 28-A). En el caso de las cepas de Leishmania: para L.
mexicana se observo un dafio de 63.3 % mientras que para L. zajor el porcentaje de parasitos dafiados fue de

71.6 % (Fig. 28-B).
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Figura 28. Efecto de rDefl.3 sobre la morfologia de 7. rangeli, L. major y L. mexicana. Se incubaron 0.2X10°
parasitos con 84 uM de la tDefl.3 por 4 hrs. A) Micrografias representativas de epimastigotes de T. rangeli y
promastigotes de L. majory L. mexicana tratados con 84 pM de rDefl. Los parasitos controles (PBS) muestran una forma
tipica. Los parasitos encerrados en un circulo rojo son formas completamente redondeadas sin flagelo, la flecha roja
indica células lisadas y la punta de flecha roja sefiala formas redondeadas con acortamiento del flagelo. Los parésitos se
tifieron con el colorante Giemsa. B) Porcentajes de parasitos con morfologfa alterada. Se realizaron tres experimentos
independientes. Una prueba estadistica ANOVA de 2 vias y post prueba de Tukey fue aplicada donde *p<0.005 y

*p<0.0005 indican diferencia significativa con respecto al grupo control y entre los diferentes parésitos tratados.

Evaluacion de la viabilidad de promastigotes de L. major

Debido a que L. major fue el tripanosomatido que presenté un mayor dafio morfolégico comparado con T.
rangeli y L. mexicana, se decidié analizar la viabilidad de los promastigotes de L major después del tratamiento
con tDefl.3, con la finalidad de determinar el porcentaje de patisitos con membrana comprometida y/o
muertos, para lo cual se probaron tres concentraciones de rDef1.3 (21, 42 y 84 pM). Los parasitos se tifieron
con C-AM (células vivas) y EthD-1 (células muertas), por medio de citometria de flujo se determiné el
potcentaje de parisitos con membrana comprometida y/o muertos. Los resultados muestran un dafio dosis-
dependiente como previamente se habfa observado con T. augi, sin embargo, el efecto sobre L. major fue
mayor. Los parésitos tratados con 21 uM presentaron 4.5 % de células dafiadas/muertas, con 42 uM se
obtuvo 33.2 % y con 84 uM se observé 55.5 % (Fig. 29-A). Los parasitos tratados con las tres concentraciones
de tDefl1.3 presentaron dafio a la membrana o muerte celular en proporcion significativamente mayor a los

parasitos tratados con el vehiculo (PBS) (Fig. 29-B).
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Figura 29. Analisis de viabilidad de promastigotes de L. major expuestos a 21, 42 y 84 uM de rDefl.3. A) Dot
plots representativos de dos experimentos independientes realizados por triplicado. Las graficas muestran promastigotes
bajo diferentes tratamientos, las células en el cuadrante inferior derecho son positivas a Calceina (células vivas), células en
el cuadrante superior izquierdo son positivas para heterodimero de Etidio (células muertas), células en el cuadrante
superior derecho son dobles positivas para ambos marcadores (células vivas con membrana dafiana) y las células en el
cuadrante inferior izquierdo son negativas para ambas tinciones (células no tefiidas). Para separar poblaciones, se
incubaron parasitos solo en medio LIT (control de células vivas), parasitos muertos con calor 55 °C (control de células
muertas) y parasitos incubados en el vehiculo PBS. Se obtuvieron 20 000 eventos por condicién. Los diagramas son
representativos de dos experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. B) Porcentaje de epimastigotes
muertos/daflados. Se realizaron dos expetimentos independientes por triplicado. Una prueba estadistica ANOVA de 1
via y post prueba de Tukey fue aplicada donde *p<0.0001.

Finalmente, se determiné el efecto de tDefl.3 sobre el crecimiento de los promastigotes de L. major, por lo
que se analizé la recuperacién de los parasitos posterior al tratamiento con 84 pM de la proteina
recombinante. Los parasitos se contaron cada dos dias hasta el dfa 6, ya que a diferencia de T. crugi, L. major
alcanza su maximo crecimiento en cultivo en 4-5 dias. Estos resultados indican que los parasitos tratados con

la defensina recombinante crecieron 2 veces menos al sexto dia, comparados con los parésitos tratados solo

con el vehiculo (Fig. 30).
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Figura 30. Curva de proliferacién de promastigotes de L. major después de haber sido tratados con 84 pM de
rDefl.3. Se incubaron 0.2X10¢ promastigotes en PBS (grupo control) o tratados con 84 uM de rDefl.3 por 4 hts y
transcurrido el tiempo, se lavaron dos veces para posteriormente sembrarlos en medio M199 fresco. El nimero de
parasitos se determiné después de 48 hrs y a partir de ahf cada dos dias hasta llegar al dia 6. Los asteriscos indican
diferencia significativa con respecto al grupo control PBS *p<0.001.
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VIII. DISCUSION

Este trabajo se enfocé en el estudio de la familia de las defensinas, el grupo de PAMs mas conservado en
organismos invertebrados, lo cual indica la importancia biolégica de estas moléculas (Bulet, et al., 2004).
Particularmente en insectos triatominos, la familia de las defensinas ha sido el grupo de PAMs mas estudiado,
sin embargo, como ya se mencioné en secciones anteriores, esos estudios estin enfocados a especies de
triatominos sudamericanos cuya distribucién no abarca a México. La finalidad de este trabajo fue ampliar el
conocimiento sobre el papel de estas moléculas tanto en la fisiologia como en la respuesta inmunologica de

una especie mexicana de triatomino de importancia médica como lo es T. pallidipennis.

Aqui reportamos por primera vez la presencia de 12 genes que codifican para defensinas en 1. pallidipennis,
estos resultados correlacionan con los reportados para R. prolixus, Gnica especie de triatomino de la que se
tiene informacién, y donde se han reportado 11 genes codificantes para defensinas. La conformacién de los
genes estd dada por un intrdén y dos exones, la principal diferencia observada en los genes se da en los
intrones. Los intrones son secuencias de ADN que forman parte de los genes pero que no codifican para
proteinas y que, anteriormente se consideraban no funcionales, sin embargo, se ha demostrado que tienen un
papel en la regulacién transcripcional de las proteinas (Chorev & Carmel, 2007), los intrones pueden aumentar
los niveles de transcripcion, la exportaciéon nuclear y la estabilidad de la transcripcién (Shaul, 2017). En D.
melanogaster, se ha descrito que el grado de variacién de las protefnas estd relacionado inversamente con el
tamafio de los intrones, es decir, los intrones largos contienen mayor cantidad de secuencias conservadas que
los intrones cortos y la presencia de estas secuencias conservadas explica la relacion entre tamafo de los
intrones y la variacion en las proteinas (Petit, et al., 2007). En nuestros resultados, los intrones son las regiones
donde se observa una mayor variabilidad. Sin embargo, el tamafio de los intrones no varia significativamente
entre secuencias, ya que en general el tamafio de los intrones para los tres grupos de secuencias obtenidas
(defl, def3 v def#) oscila entre los 97 y los 107 pb. En este trabajo se lograron identificar 12 genes diferentes

codificantes para defensinas en T. pallidipennis.

Al hacer la traducciéon de los genes a proteinas, se identificaron las tres regiones caractetisticas de los
precursores de defensinas: péptido sefial (PS), pro-péptido (PP) y péptido maduro (PM). Dentro de la
composicién de los 12 genes identificados, el primer exén codifica para el PS, mientras que el segundo
codifica tanto para la regién del PP como para el PM. Los PAMs tienen secuencias sefial o PS escindibles que
median y translocan las cadenas polipeptidicas nacientes hacia el reticulo endoplasmico (Pérez, et al., 2018).
Nuestros resultados muestran que la region del PS, es la regién mas conservada, pues fue la misma en 11 de
las 12 proteinas analizadas, esta regién estd constituida por 19 residuos de aminoacidos. El PP, sirve para
almacenar en forma inactiva a los PAMs, proteger a los péptidos de la degradacién enzimatica y proteger a las

células huésped de los posibles efectos citotoxicos (Junior, et al., 2018). En nuestros resultados, en esta region
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es donde se observé una mayor variabilidad de secuencias, ya que en total se identificaron 9 pro-péptidos
diferentes, aunque todos presentaron el sitio de corte (KR) que sirve para liberar al PM. Las 7 defensinas tipo
4 presentan la secuencia PAGEVTE, lo cual podtia indicar que es un sitio de marcaje para enviar a las
prodefensinas a organelos citoplasmaticos especificos (Michaelson, et al., 1992), no obstante, dentro de las dos

defensinas tipo 1 la naturaleza de este motivo no es evidente.

Al ser péptidos de secrecion, las defensinas tienen un proceso de maduracién intracelular y la region liberada
al espacio extracelular con actividad biolégica se encuentra en el PM. De las 12 proteinas identificadas,
unicamente se obtuvieron tres PM que, al hacer el analisis filogenético y comparativo con defensinas de otros
triatominos, se determiné que dos defensinas corresponden a las tipo 1 y una a las tipo 4, por lo que las
denominamos TpDefl.1, TpDefl.2 y TpDef4. Se desconoce la razén por la cual existe una alta variabilidad en
los PP que contienen un mismo PM, aunque existen trabajos que proponen que el PP interactda con el PM
durante la biosintesis de estas moléculas para facilitar el plegamiento de la defensina y/o para evitar
interacciones inadecuadas con otras proteinas o membranas lipidicas (Michaelson, et al., 1992; Ganz, et al.,

1999). Este hallazgo es interesante puesto que por primera vez se reporta en Hemipteros.

Como ya se menciond, la denominacién de defensinas tipo 1 o tipo 4 se dio con base a los analisis de
comparacién con defensinas de triatominos sudamericanos, ya sea por medio de alineamiento de secuencias o
por analisis filogenéticos, en este ultimo analisis se observé que las 12 secuencias muestran una clara
separacién de dos clados, uno correspondiente a las defensinas tipo 1 y otro donde se agrupan las defensinas

tipo 4 de Hemipteros de los géneros Triatomay Rhbodnins.

A nivel de proteina, el analisis comparativo de las tres TpDefs muestra que las dos defensinas tipo 1
(TpDefl.1 y TpDef1.2) difieren entre ellas solo en dos aminoacidos y con respecto a TpDef4 son diferentes
en 5y 6 residuos de aminoacidos respectivamente. No obstante, al generar los modelos de las estructuras
terciarias observamos que esas diferencias no modifican la estructura caracteristica de las defensinas de
invertebrados, la cual estd determinada por los tres puentes disulfuro y que da como resultado el motivo
estructural denominado CSaf. La diferencia mas notoria a nivel estructural se observa en el loop, sin embargo,

esta regién no esta relacionada con la capacidad antimicrobiana de las defensinas (Gao & Zhu, 2014).

Previamente se publicé el transcriptoma de T. pallidipennis, donde se reportaron 8 transcritos de defensinas
(Zumaya-Estrada, et al., 2018), de los cuales solo dos secuencias coinciden con las reportadas en nuestro
trabajo (def1.2'y def4.6). En dicho trabajo, también reportan el agrupamiento de las defensinas en dos clados:
uno donde se agrupan las tipo 1 y otro donde se agrupan las tipo 4 en conjunto con las tipo A y B de R.
prolixus (Zumaya-Estrada, et al., 2018). En T. brasiliensis se ha descrito que la alimentacién tiene un papel
determinante en la expresion del gen def7, ya que la concentracién del ARN mensajero varfa dependiendo del

dia post alimentacion (p.a.) analizado y oscila entre los 0.5 y 1.9 ng de ARN total (ARNm/ug), donde el pico
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maximo de expresion es al dia 15 p.a. (Aragjo, et al., 20006). La fluctuacién en la concentracién del ARN
mensajero de def! en insectos alimentados se atribuye al crecimiento de las bacterias simbiontes en el tracto
digestivo de los insectos, pues el estomago fue el 6rgano que presenté una mayor cantidad de ARNm.
Ademas, el dia 15 p.a. donde se vié el maximo de expresién del gen, correlaciona con el proceso previo a la

ecdisis de insectos donde hay un aumento de componentes antimicrobianos (Kollien, et al., 2003).

Para determinar el patrén de la expresion de diferentes isoformas de defensinas en adultos de T. pallidipennis y
poder identificar si entre hembras y machos habia una expresion diferencial, evaluamos la expresion de tres
ARN mensajeros: defl.1, defl.2 y def#.6; la seleccion de estos genes corresponde a los que identificamos en el
genoma y a los teportados en el transcriptoma (http://201.131.57.23:8080/data/triatoma). El anilisis de la
expresion de defensinas se realizé en insectos que tuvieran 15 dfas de haber mudado al estado adulto y dado
que esta reportado que la alimentacién influye en la expresién de los ARNm de defensinas, al menos de
defensinas tipo 1, quisimos eliminar ese parametro por lo que los insectos no se alimentaron hasta el dia de su
sacrificio. Nuestros resultados indican que, en concentraciéon, hay casi el doble de ARNm de defensinas tipo 1
(def1.1 y def1.2) con respecto al tipo 4 (def4.6) en ambos sexos y curiosamente, no se observé una diferencia
entre hembras y machos. A diferencia de los trabajos donde han evaluado la expresion de AMPs en insectos,
nosotros no evaluamos la expresiéon de los ARNm por 6rgano, por lo que desconocemos si la expresion de
defl. 1, defl.2 y def4.6 se da de forma localizada. También se sabe que dentro de la regulacién de genes de
defensinas participan algunas las hormonas involucradas en el desarrollo, como por ejemplo la hormona
esteroide 20-hidroxiecdisona (Contreras, et al., 2020). En insectos con desarrollo holometibolo, es decir con
una metamotfosis completa como Drosgphila, se ha estudiado la expresion de defensinas en diferentes estadios
durante su ciclo de vida; al comparar los estadios de larva, pupa y adulto, en adultos es donde se observa una
mayor cantidad de defensinas (Dimarcq, et al., 1994). Sin embargo, en insectos con metamorfosis incompleta
o desarrollo hemimetdbolo, como T. pallidipennis, se desconoce si ocurre este mismo fenémeno, ya que no

existen trabajos donde analicen la expresioén de estas moléculas en los diferentes estadios del ciclo de vida.

El siguiente parimetro que se evalué fue la expresion de defl.7, defl.2 y def4.6 en ninfas de 5° estadio infectadas
via intrahemocélica con diferentes bacterias y disectadas a las 4 hrs post infeccién. La mayoria de las
defensinas de insectos tienen actividad contra bacterias Gram + (Hetru, et al., 2003), aunque algunas pocas se
han reportado con actividad contra Gram - (Bulet, et al., 2004; Cytrynska, et al., 2007) y casos excepcionales
como el de la gallerimicina (descrita en Galleria mellonella) tienen actividad exclusiva contra hongos
filamentosos (Langen, et al., 2006). Nuestros resultados indican que el gen 4.6 bajo los tres retos
inmunoldgicos, mostrd un aumento en su expresién con respecto a los insectos no infectados, mientras que
las defl.7 y defl.2 tienen un aumento solo en las infecciones con E. cw/li y M lutens. Sin embargo, no hay una
diferencia significativa en la expresiéon de los ARNm ante la infeccién con las diferentes bacterias, y tampoco

entre las tres isoformas de defensinas analizadas, aunque se logra vislumbrar una tendencia en el aumento de
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def?.6 cuando los insectos se encuentran infectados principalmente con las bacterias de tipo Gram + (L. 7nocua
y con M. lutens). Lopez, et al., 2003, reportd por primera vez que K. prolixus es capaz de expresar una isoforma
de defensina (defA) en diferentes 6rganos tras un reto inmunoldgico realizado via hemocélica y que hay un
aumento significativo en el intestino entre las 6 y 24 hrs post infeccién. Al hacer una infeccién via hemocele
esperabamos una respuesta inmunolégica exacerbada y rapida, por esa razén se decidié analizar a las 4 hrs
post infeccién, aunque también se analizé a las 24 hrs p.i. donde se observé un aumento significativo en la
expresion de def4.6 principalmente en insectos infectados con L. inocua, sin embargo, no se logré hacer una
repeticion de este ultimo ensayo dado que no se tuvieron insectos suficientes ni en las condiciones optimas y
por lo tanto esos datos no se presentan en este trabajo. Nuestros resultados sugieren que los érganos
estudiados (cuerpo graso, tubulos de Malpighi y tracto digestivo) no fueron lo suficientemente estimulados
para montar una respuesta inmune como la esperada, asimismo el tiempo de infeccién no fue el idéneo para
observar una diferencia significativa entre las infecciones con las diferentes bacterias. En este andlisis no se
estudié la hemolinfa (sistema circulatorio de insectos) que es el principal componente que estuvo en contacto
con los microorganismos potencialmente patdégenos para el insecto, la hemolinfa es un fluido que irriga toda la
cavidad abdominal de los insectos y que estd en contacto directo con el cuerpo graso, en ese fluido se
encuentran los hemocitos (células del sistema circulatorio) las cuales tienen un papel importante en la sintesis y

secrecién de AMPs, por lo que sera interesante evaluar dicho componente en futuras investigaciones.

El dltimo parametro evaluado para analizar la expresion de defl.7, def1.2 y def4.6 tue la infeccion por T. cruzi. El
interés de estudiar a insectos de la subfamilia Triatominae, como por ejemplo T. pallidipennis, es por su
capacidad de transmitir al parasito flagelado T. eruzi. Los insectos triatominos se infectan cuando se alimentan
de sangre que contiene al parasito, el cual se va a localizar unicamente dentro del tracto digestivo de los
insectos e ird recorriéndolo hasta llegar al recto para finalmente salir en las heces. Estudios han reportado que
al inocular al parasito directo al hemocele, éste es eliminado rapidamente ya que el parasito induce la
activacién de moléculas efectoras del sistema inmune diferentes a los PAMs, tales como la fenol oxidasa y la
formacién de nédulos (Mello, et al., 19906), sin embargo, no se ha reportado la presencia de estos elementos en
el tracto digestivo de los insectos. Diversos estudios han reportado una expresion diferencial de isoformas de
defensinas en diferentes 6rganos de insectos alimentados de sangre que contiene T. euzi. En T. brasiliensis, se
ha reportado que el gen de def! se expresa en diferentes cantidades dependiendo de la regién del tracto
digestivo, por ejemplo, en el estomago la expresion de este gen es constante y no varfa con respecto al grupo
de insectos infectados, no obstante en el intestino delgado se reporta una fluctuacion en la concentracion del
ARNmM a los diferentes dias post infeccién analizados (5, 10 y 20), teniendo su pico maximo al dfa 20 y es
considerablemente mayor con respecto al grupo de insectos control (Waniek, et al., 2011). Como ya se ha
mencionado anteriormente, en nuestro analisis no dividimos el tracto digestivo para la busqueda de la

expresion de genes y en los resultados se observé una concentracion constante de las dos defensinas tipo 1
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(def1.1'y def1.2) la cual no cambid en los dos dias post infeccién analizados y no aumenta con respecto al grupo
control. Por el contrario, def#.6 aumenta mas de tres veces en comparaciéon con las defensinas tipo 1 y con el
grupo de insectos no infectados, ese aumento se mantiene en los dos dias post infeccién analizados, indicando

que la presencia del parasito estimula la expresién de ese gen.

Los anilisis filogenéticos mostraron una mayor cercanfa de las defensinas tipo 4 de 1. pallidipennis con las
defensinas presentes en R. prolixus, en ésta especie sudamericana de triatomino se han evaluado infecciones
con diferentes cepas de T. euzi (Dm28 y cepa Y) y los resultados han indicado que el insecto modula de forma
diferente la expresion de PAMs dependiendo de la cepa del parasito ya que solo una de las dos cepas
estudiadas logra completar exitosamente su ciclo de vida en el insecto (Vieira, et al., 2016), por lo que la
capacidad de T. eugi para colonizar a R. prolixus dependera de las caracteristicas genotipicas en combinacion
con su capacidad para modular la microbiota del insecto. En nuestro trabajo, analizamos la infeccién de los
insectos utilizando una cepa catialogada como de baja virulencia para los humanos (cepa Ninoa), no obstante,
en futuras investigaciones sera interesante determinar si T. pallidjpennis al exponerse a otras cepas de T. crugi

presentes en México mantiene la expresion de defl. 7, defl.2 y def4.6 como la describimos en este trabajo.

Finalmente, como ya se ha mencionado, el papel de la microbiota del tracto digestivo de los insectos es
determinante no solo para la fisiologfa de los insectos triatominos, sino también para el establecimiento de T.
¢eruzi. Algunos trabajos han reportado que ciertos PAMs como la 4efC es capaz de controlar la microbiota de K.
prolixus al reducir la cantidad de bacterias simbiontes y esto da como resultado un aumento en la poblacién de
T. cruzi (Azambuyja, et al., 2004; Vieira, et al., 2016). La informacion referente a nuestro modelo de estudio (7.
pallidipennis) es escaza, diversas cuestiones sobre la capacidad vectorial y la relacién vector-parasito siguen
siendo una incégnita, estos primeros resultados serviran como antecedentes para futuros estudios enfocados a

la respuesta inmune, a la microbiota y a la fisiologia de los insectos.

Debido a que la mayoria de los trabajos sobre PAMs en insectos estan enfocados a la caracterizacion de genes
y al analisis de la expresién de ARNm bajo diferentes estimulos, en paralelo a la caracterizacién de genes de
defensinas en 1. pallidjpennis, se comenzé con la generacién de una defensina recombinante para poder evaluar
su actividad biologica in wvitro, durante este proceso se siguieron diferentes estrategias y participaron

investigadores pertenecientes a diferentes centros de investigacion dentro de la UNAM (Apéndice 2).

La principal limitante para trabajar con PAMs de insectos es la fuente de obtencién de la defensina nativa
debido al tamafio de los organismos, ya que la cantidad de péptido purificado total es poca y por lo tanto se
necesitarfa de un nimero grande de individuos, pues para realizar andlisis de actividad antimicrobiana es
indispensable contar con cantidades considerables de péptido (Tonk & Vilcinskas, 2017). En la literatura se
han empleado alternativas a este problema (Zhang, et al., 1998): uno es la sintesis de PAMs, la cual ademas de

que es una técnica costosa tiene un inconveniente al sintetizar PAMs que contengan cisteinas (como es el caso
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de las defensinas), pues se necesitan las condiciones idoneas para favorecer la formacién de los tres puentes
disulfuro /# vitro y particularmente en insectos el apareamiento de las 6 cisteinas es altamente especifico
(Schmoldt, et al., 2005). Otra alternativa es la generacion de péptidos heterélogos en sistemas bacterianos, esta
alternativa es la mas factible para la produccion de defensinas, aunque debido a las propiedades fisicoquimicas
propias de estas moléculas, también pueden existir inconvenientes al momento de la induccién de la sintesis,
los PAMs podrian dafiar a las células hospederas o ser degradados por proteasas, en consecuencia se propone
la unién de proteinas fusién para evitar tales percances (Fairlie, et al., 2002; Schmoldyt, et al., 2005 Song, et al.,

2009).

Para la generacion de la defensina recombinante se tomaron las secuencias de defensinas reportadas para T.
brasiliensis, pues como ya se ha mencionado con anterioridad, ain no estd reportado el genoma de T.
pallidipennis. Durante el proceso de la generacién de la proteina recombinante, se tuvieron diversas dificultades;
el problema inicial se dio en la eleccién tanto del plismido de clonacién, como de los sitios de corte
adecuados. Inicialmente, la estrategia consistié en clonar dos defensinas (def3 y deff) tanto en la forma de pro-
péptido como de péptido maduro, ya que se desconocia si las defensinas maduras ejercerfan un efecto

negativo sobre las células hospederas.

Se comenzé probando la metodologia propuesta por Figueredo, et al., 2010, quién usé el plasmido de
clonacién/expresion pET-28a, el cual contiene dos etiquetas de 6x-His para purificar. El gen se insertd entre
diferentes sitios de corte (Apédice 2) y se adicioné una Metionina en el extremo C-terminal, la cual sirvid
como sitio de corte para el Bromuro de Ciandgeno (CNBr), esto con la finalidad de que una vez que se tuviera
al péptido purificado, se pudiera liberar la region del propéptido para dejar solo al péptido maduro o de la
etiqueta de 6x-His (en el caso del péptido maduro). Bajo estas condiciones, se logré clonar y expresar el gen de
def3 en forma de péptido maduro, sin embargo, dado que se necesitaba de una infraestructura especializada
para realizar el corte quimico con CNBt, el péptido putificado se envié al Instituto de Quimica (UNAM), no
obstante, durante el corte y los lavados, la defensina se perdié. Por esta razén se decidié cambiar la estrategia y
se opto por trabajar con la defensina tnicamente en su forma de péptido maduro, ya que el resultado anterior
nos sirvié como antecedente directo para determinar que la defensina madura no tiene un efecto nocivo

contra la célula hospedera.

La nueva metodologia se realiz6 tomando como referencia el trabajo de Corrales-Garcia, et al., 2013,
utilizando el plasmido de clonacién/expresién pQE-30 y los sitios de corte BawHI y PsA, no obstante, al
hacer el analisis de secuencias de las tres isoformas de defensinas (def7, def3 y deft), se observé que Psfl cortaba
dentro de los genes de def3 y deft (con los que se venia trabajando), pero no asi al gen de 4ef7, por lo que se
decidi6 comenzar con la clonacién de este gen. Al analizar la secuencia del gen def! clonado en pQE-30

resulté ser diferente a los genes de defensinas tipo 1 que previamente caracterizamos (def.7 y def1.2), por lo
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que, para seguir con la nomenclatura dada, se denominé como def7.3. Con este protocolo se logtd expresar a la
nueva defensina en E. w/i cepa M15 [pREP4| y la defensina recombinante se denominé como rDefl.3
(recombinante de defensina tipo 1). Como ya se menciond, las defensinas de insectos tienen un peso
molecular de ~4 kDa, sin embargo, debido a la presencia de la etiqueta de 6x-His y los aminoacidos que
corresponden al sitio de corte para BazHI (GS), rDef1.3 tiene un peso de 5.7 kDa, lo cual se corroboré por
WB con un anticuerpo anti-Histidinas y para completar la caracterizacion del péptido, también se realizo
espectrometria de masas. Gao & Zhu reportan que el sitio activo de las defensinas de insecto se da en la
regién de las dos B-laminas antiparalelas (Gao & Zhu, 2013), se realiz6 un modelaje por homologfa de rDef1.3
y en efecto, la presencia de los aminodcidos extras no altera la estructura terciaria, ademas dado que se ha
reportado que la presencia de proteinas fusion no altera la actividad antimicrobiana de los péptidos (Song, et

al., 2009), se decidi6 trabajar a rDefl.3 con la etiqueta de 6x-His y con los aminoacidos extras.

La defensina se obtuvo en cuerpos de inclusion, por lo que para purificarla se usaron altas concentraciones de
urea. La metodologia que se empled para la solubilizacién de los cuerpos de inclusién y para la purificacion
presenta una gran ventaja, pues no fue necesario utilizar HPLC, como la mayorifa de los protocolos reportan,
ya que al purificar rDef1.3 por IMAC en condiciones desnaturalizantes, obtuvimos a la defensina pura y en
buenas concentraciones. Otra ventaja de nuestra metodologia es que no fue necesario usar agentes como
glutatién reducido (GSH) o glutatién oxidado (GSSH) para inducir replegamiento del péptido, pues el proceso
de didlisis en PBS fue suficiente para replegar y obtener a la rDef1.3 con actividad antimicrobiana. Ademas,
bajo nuestras condiciones se determiné que la defensina purificada es estable en concentraciones < 0.5 mg/ml
y 4 °C hasta por meses en el buffer de elucién, sin embargo se identificé que una vez que se dializa, ésta pierde
su actividad en un lapso de 24 hrs pues comienza a precipitarse en la solucion de didlisis (PBS), por esa razén

es indispensable utilizar rapido a la proteina recién dializada.

Como ya se ha mencionado, la principal actividad antimicrobiana descrita en defensinas de insectos es la
actividad contra bacterias Gram + (Ganz, 2003). Algunos reportes han demostrado que la presencia de
aminodcidos cargados positivamente y de aminoacidos hidrofobicos, pueden aumentar significativamente la
capacidad de interaccionar con membranas. Sorprendentemente rDefl.3 no mostréd actividad bactericida
contra las dos bacterias evaluadas mediante ensayos de difusién en placa, pese a que un 40 % de la
composiciéon total de aminoacidos son hidrofébicos y 29 % son aminoacidos cargados positivamente (K, R,
H). Este hallazgo es interesante pero no extraflo, ya que en defensinas de humanos este fenémeno también ha
sido reportado, ejemplo de esto es la HDG, la cual no mostré actividad contra bacterias, y se sugiere que mas
bien el papel que ejerce es contra los virus (Ericksen, et al., 2005). Asimismo, en artrépodos el péptido Sm2
aislado del centipedo Scolopendra morsitans que presenta la estructura tipica de las defensinas (CSaf3), al probarlo
contra 5 diferentes bacterias y 2 hongos, no mostré actividad antimicrobiana a una concentraciéon de 32

mg/ml (Dash, et al., 2018). En vertebrados, se ha desctito que las defensinas también estan involucrados en
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diferentes procesos importantes de la respuesta inmune como en la citotoxicidad y quimiotaxis (Amerikova, et
al., 2019). La nula actividad contra bacterias de tDefl.3 se podria correlacionar con los resultados obtenidos
de la evaluacion de la expresion de defensinas en insectos infectados con diferentes bacterias, donde a pesar
de que si aumentan con trespecto a los insectos no infectos, no son los mensajeros mas abundantes bajo la
infeccion con E. cwli y M. lutens, lo cual confirmarfa la idea de que las defensinas tipo 1 en I. pallidipennis no
participan directamente en la respuesta inmune contra bacterias, sin embargo podrian participar en otros

mecanismo de la respuesta inmune de los insectos.

En insectos se han reportado diferentes concentraciones de defensinas en la hemolinfa después de diversos
retos inmunolégicos, por ejemplo, en D. melanggaster se encontrd 1 uM de defensinas después de una infeccién
por bacterias (Lemaitre & Hoffman, 2007), mientras que en A. aegyp?i puede llegar hasta 45 uM a las 24 hrs
post infeccién (Lowenberger, et al., 2003). En triatominos se desconoce la concentraciéon de defensians, asi
que para evaluar la actividad de rDefl.3 contra diferentes tripanosomatidos, se probaron diferentes
concentraciones partiendo desde 5.2 uM hasta llegar a 84 M y en algunos insectos como por ejemplo en D.
melanogaster se ha propuesto que bajo diferentes retos inmunolégicos, la sintesis de defensinas se da en cuestién

de horas (Lemaitre, et al., 1997), por lo que decidimos evaluar el efecto de rDef1.3 a las 4 hrs post tratamiento.

Al evaluar el efecto de rDefl.3 sobre la morfologia de epimastigotes de T. crugi (estadio replicativo dentro del
insecto) el mayor dafio se observé en las concentraciones de 42 y 84 uM (27 %), al evaluar la viabilidad el
porcentaje de parasitos (muertos y con membrana alterada) fue de 16 % y el mayor efecto se observé en la
proliferacién de los parasitos post tratamiento, el cual disminuyd tres veces con respecto a los parésitos
control. Diversos trabajos han demostrado que, en condiciones de laboratorio, T. ¢ruzi es suceptible a
diferentes PAMs y que el efecto de los péptidos depende de la concentracién (4 — 100 uM) y del tiempo de
exposicién (Durvasula, et al., 1997; Azambuja, et al., 1989; Lofgren, et al., 2008). Nuestros resultados indican
que rDefl.3 tiene un efecto moderado sobre el dafio a la membrana de T. ¢ruzi en tiempos cortos, sin embargo
el dafio hecho es suficiente para limitar el crecimiento del parasito en cultivo, lo cual podria sugerir un proceso
coevolutivo exitoso de adaptacion entre 1. pallidipennis - 'I. cruzi, aunque se desconoce si en la naturaleza esta
defensina se expresa en el tracto digestivo del insecto. De forma natural es muy probable que no se produzcan
concentraciones suficientes de PAMs en el tracto digestivo de los insectos como para eliminar la poblacién de
T. ¢eruzd, ya que los péptidos podrian ser degradados por la actividad de proteasas, asimismo la producciéon de
defensinas podria estar bajo especial control del insecto para mantener a la microbiota que es indispensable
para su sobrevivencia (Ursic-Bedoya, et al., 2011). El tnico trabajo donde se ha evaluado el efecto directo de
un PAM proveniente de un insecto triatomino contra 1. eruzz, es el de Ursic-Bedoya, et al., 2011, ah{ evaluaron
la actividad de una recombinante de un péptido lineal rico en Prolinas y Glicinas llamado prolixicina presente
en R. prolixcus, el cual tuvo actividad contra bacterias Gram + y Gram -, pero no tuvo un efecto significativo en

el crecimiento de los parasitos incubados a la concentracién mas alta (30 uM). Nuestros resultados sugieren
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que tDefl.3 puede tener un papel en el cotrol poblacional de T. ¢uzi, sin embargo, ain quedan muchos
estudios por realizar en un futuro para contestar algunas preguntas determinantes como: ;Cuanta cantidad de
defensinas esta sintetizando el insecto de forma natural? sCual es el principal 6rgano sintetizador de

defensinas?

En la literatura se ha reportado que las defensinas pueden ejercer su efecto trabajando en sinergia con otras
moléculas efectoras de la respuesta inmune, como por ejemplo con la fenol oxidasa (Hillyer & Christensen,
2005) o el peréxido de hidrégeno (H2O) (Lichtenstein, et al., 1988), por lo que se decidi6 probar la
concentracion de 21 pM de rDefl.3 en adicién con diferentes concentraciones de H2O» sobre epimastigotes
de T. eruzi, pero en nuestros resultados no se observo un sinergismo en la actividad de la defensina en

conjunto con esta molécula (Apéndice 6).

Teniendo como antecedente directo los resultados del dafio generado por tDefl.3 a T. crugi, se evalué el dafio
sobre otros tripanosomatidos utilizando tnicamente la concentraciéon de 84 uM. Dentro del parimetro de
dafio morfolégico generado por la proteina recombinante, se observé un mayor dafio (38 %) en epimastigotes
de T. rangeli con respecto a T. crugi. I. rangeli es patdégeno de insectos triatominos pero no de humanos y
aunque 1. rangeli es capaz de infectar el intestino de cualquier especie de triatomino, los Unicos vectores
reportados donde hay invasiéon de las glandulas salivales y produccién de tripomastigotes metaciclicos
infectivos para el mamifero, son las especies del género Rhodnius (Vallejo, et al., 2015). Es importante
mencionar que no existen reportes de la presencia de T. rangeli en México y por lo tanto tampoco de la

presencia de este parasito en T. pallidipennis.

También se evalud el efecto de rDefl.3 contra dos especies de Leishmania: L. major y L. mexicana, agentes
causales de la leishmaniasis cutanea. La alteracién en la morfologia de estos parasitos fue casi tres veces mayor
al dafio causado en los epimastigotes de 1. eruzi v 'I. rangeli, este dafio se corroboré midiendo la viabilidad por
métodos de marcaje de actividad fisiolégica y dafilo a membrana solo en L. major, dado que fue la especie
donde se observé un mayor dafio en la morfologia. Los ensayos de viabilidad mostraron que a 84 uM el
55.5% de los parasitos estain muertos o con una membrana daflada y en las curvas de proliferacién se observé
que de los pocos parasitos que lograron sobrevivir al tratamiento, estos crecen 2 veces menos que los

parasitos no tratados, este resultado es similar al observado con T. eruzi.

En la naturaleza los parasitos no estan expuestos a altas concentraciones de PAMs ya que podrian presentar
tolerancia, aunque podrian mostar suceptibilidad a péptidos similares presentes en otros insectos (Boulanger,
et al., 2000). En nuestro trabajo, se probaron concentraciones muy altas de rDef1.3 a las que los parasitos no
se encuentran en condiciones fisiologicas normales, esto con la finalidad de encontrar la concentracion letal.
Resultados similares han sido reportados por Boulanger et al, 2004, donde una defensina presente en

Phlebotomus duboseqi tavo efecto contra L. major a 85 pM, esto en un sistema natural vector-parasito, ademas esa

66



defensina tuvo efecto contra hongos. En nuestro trabajo no evaluamos el dafio de rDef1.3 contra hongos, por

lo que no descartamos la posibilidad de que pueda tener actividad fungica.

En los diferentes tripanosomatidos evaluados, se observé una diferencia en el porcentaje de parasitos
dafiados, el cual se puede atribuir a la composicién de las diferentes membranas celulares (fluidez, densidad de
carga negativa y ausencia/presencia de colesterol), los tripanosomatidos poseen una supetficie cargada
negativamente, sin embargo, ese valor cambia entre especies y depende del estadio del ciclo de vida (Souto-

Padrén, 2002).

Nuestros resultados sugieren que rDefl.3 tiene mayor efecto sobre tripanosomatidos con los que no esta en
contacto en la naturaleza, como es el caso de las dos especies de Leishmania, las cuales son transmitidas por

dipteros del género Plebotonus y Lutzomyia.

Tanto la Enfermedad de Chagas como la Leishmaniasis cutinea son enfermedades tropicales que siguen
siendo un grave problema de salud en el continente americano, particularmente en México y dado que no hay
vacunas y los firmacos existentes son altamente tdxicos, la necesidad de buscar nuevas alternativas
terapéuticas es decisiva. Los PAMs han sido muy estudiados en recientes afios debido a su amplio espectro
microbicida y considerando que los insectos son una fuente prometedora de PAMs (Tonk & Vilcinskas,
2017), este trabajo es uno de los primeros en enfocarse al estudio de defensinas presentes en insectos de

importancia médica y en la evaluacién del efecto sobre los agentes causales de estas terribles enfermedades.
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IX. CONCLUSIONES

Los 12 genes que codifican para defensinas en T. pallidipennis se agrupan en dos grupos: defensinas tipo 1
y tipo 4.

La region del propéptido es altamente vatiable en las defensinas tipo 4.

T. pallidipennis cuenta con al menos 4 péptidos maduros: TpDef1.1, TpDef1.2, TpDef1.3 y TpDef4.

En estado basal, hay una mayor cantidad de ARNm de defensinas tipo 1 en adultos hembras y machos, a

diferencia de defensinas tipo 4.
Ante los diferentes retos inmunolégicos, el Gnico gen que tuvo un aumento en su expresion fue def4.6.

La metodologia realizada para la generacién de una defensina recombinante ofrece una serie de ventajas

en relacién costo/beneficio.

tDefl.3 afecta de manera importante el crecimiento de T. eruzi y L. major, asi como la morfologia de

Leishmania mexicanay Leishmania major.
rDef1.3 no tiene actividad sinérgica con H2Oz, en las concentraciones analizadas.

Las defensinas tipo 1 no aumentan en expresion cuando el insecto se encuentra en presencia de 1. eruzi, lo
cual indica que estas isoformas no participan en la respuesta inmune contra el parasito, esto se corrobora

con el efecto moderado que tiene la defensina recombinante contra los epimastigotes 7 vitro.
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X.

PERSPECTIVAS

Los hallazgos presentados en este trabajo, proponen nuevas interrogantes sobre la funcién que tiene
la familia de las defensinas en T. pallidipennis, por lo que es determinante seguir con el estudio de estas
moléculas para comprender la participacion especifica que tienen a nivel fisiologico y en la interaccion
T. pallidipennis - . cruzi.

Un abordaje esencial serd comenzar con estudios mas especificos enfocados a la expresion de ARNm
de defensinas en lo principales 6rganos sintetizadores de estas mléculas, de forma individual para
identificar la expresion de estas moléculas de forma localizada.

Los hemocitos son células secretoras presentes en la hemolinfa, las cuales han sido muy poco
estudiadas en relaciéon con la sintesis de PAMs, por lo que estudiarlas brindard un panorama mds
amplio sobre el papel que tienen en la respuesta inmune.

Nuestros resultados indican un papel importante del gen deff.6 cuando el insecto se encuentra
infectado con diferentes microorganismos, serd interesante determinanar la expresién de las otras
isoformas de defensinas tipo 4.

Analizar la cantidad de péptidos maduros en las diferentes regiones del tracto digestivo servira para
identificar el efecto directo que tienen las defensinas en el insecto ante la presencia de T. cruzi.

Los estudios de funcionalidad de estas moléculas, especialmente de las defensinas tipo 4, seran
definitivos para la caracterizacién de esta familia de péptidos en Hemipteros.

Para finalizar la caracterizacion de la actividad antimicrobiana de rDef1.3, serd interesante evaluar el

efecto contra hongos, células cancerigenas y eritrocitos.
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XII.

APENDICES

Apéndice 1: Genes de defensinas en 7. pallidipennis

Alineamientos de las secuencias de defensinas presentes en 1. pallidipennis obtenidas a partir de las clonaciones
de def1, def3 y deft en p]ET alineadas con defl, def3 y deft de T. brasiliensis. En verde se marcan los intrones, los
asteriscos (*) representan nucleétidos iguales.

A) Secuencias de 5 clonas obtenidas a partir del gen def7.

KF056971.1
Defl 1
Defl 2
Defl 3
Defl 4
Defl 5

KF056971.1
Defl 1
Defl 2
Defl 3
Defl 4
Defl 5

KF056971.1
Defl 1
Defl 2
Defl 3
Defl 4
Defl 5

KF056971.1
Defl 1
Defl 2
Defl 3
Defl 4
Defl 5

KF056971.1
Defl 1
Defl 2
Defl 3
Defl 4
Defl 5

KF056971.1
Defl 1
Defl 2
Defl 3
Defl 4
Defl 5

KF056971.1
Defl 1
Defl 2
Defl 3
Defl 4
Defl 5

ATGAAGTGCGCACTCTCTTTGGTTACTCTGTTCTTAGTGGCCGCCCTGGCTTACTCATAT
ATGAAGTGCGCACTCTCTTTGGCTACTCTGTTCTTAGTGGCCGCCCTGGCTTACTCATAT
ATGAAGTGCGCACTCTCTTTGGTTACTCTGTTCTTAGTGGCCGCTCTGGCTTACTCATAT
ATGAAGTGCGCACTCTCTTTGGTTACATTGTTTTTGGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGCGCACTCTCTTTGGTTACACTATTCTTGGTGGCCGCACTGGCTTATTCACAA
ATGAAGTGCGCACTCTCTTTGGTTACTCTGTTCTTGGTGGCCGCACTGGCTTATTCACAC
kkkhkhkhkkkkkhhhkhkhkhkxkkkkhk *hkx K Kkk kk Kkkkkkkk xkkkkhkkk *kxk *

CCAGCTGACTTAGCCCAGCAACCATTAGGTAACATTTCTTTGTGAATTATTATACTCTTT
CCAGCTGAATTGGCCCAGCAAGAATTAGGTAATTTATCTTTGCTAATTATTATATTCCTT
CCAGCTGAATTGGCCCAGCAAGAATTAGGTAATTTATCTTTACAAATTATTATATTCCTT
CCAACAGAATGGACTCAACAACAATTAGGTAATATATAAATTCTTATAAGTTTACATTGT

CCAGCTGAATGGACCCAGCAACAATTAGGTAAATATTCTTTTGTGCTAC————-— CATTAG

GCAGCTGAATGGACCCAGCAACAATTAGGTAAATATTCTTTTGTGCTAC———~-— CATCAG
*k ok kkx x * kk Kk Kk *kkkk Kk Kk kK * * *

ATATCACGTAA-TCATTTGGATCTAA-—--- TCATTTGTTTTATTATTTTTCCTGAATTC

GTTATTAAAAAATCATTTGGATCAATAAGCTTGATCTAATTATTTTTTTTCCCTTACTTT
GTTATTAAAAAATCATTTGGATCAATAAGCTTGATCTAATTATTTTTTTCCCCTTACTTT
TTAAGATTGTGATTATAATATTATCTAAATCAATTCTTAAT-CTAATTTTTAC-——————

CTAAGATG-————— GTGATTATAATATAATCAATTCTTAAT-CTAATTTTTAC-——————
CTAAGATG-—-—---- GTGATTACAATATAATCAATTCTTAAT-CTAATTTTTAC-—-----—
* * * ok * * * Kk Kk *

AATGATAAAACCAAAATTTAGATGAAACCGAATGGGAACAACCAGCTGGTGAAATAACTG
CTTGGTGGAACCAAAACTTAGATGACGCCGTATGGGAACAACCAACTGGTGAAATAATTG
CTTGGTGGAACCAAAAATTAGATGACGCCGTATGGGAACAACCAGCTGGTGAAATAATTG
—CAAATTTTTTGAAACATTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCG
—CAAATTTCTTGAAACATTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCG
—CAAATTTCTTGAACCTTGTCTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCG
* * ok * * % * Kk kk Kk kkkkkk KKk K
AAGAACATGGAGCCCGTCTGAAGAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCGAATCAAAAT
AAGAACATGGAGCTCGTCAGAAGAGGGCCACTTGTGATCTGCTAAGTTTCGAATCAAAAT
AAGAACATGGAGCTCGTCAGAAGAGGGCCACTTGTGATCTGCTCAGTTTCGAATCAAAAT
AACAACATGTAGCACGTCTGAAAAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTTCAGTCTAAAT
AAGAACATGTAGCCCGTCTGAAGAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAAT
AAGAACATGTAGCCCGTCTGAAGAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAAT
kk kkhkkkkhkk khkk KAkhkkk kkhkk kk kkhkkkk KAkhkkkhkkkAkkk k kkkkKk * kk kk k%
GGTTTACACCTAATCATGCAGCCTGTGCCGCACATTGTATACTTCTGGGTAACCGTGGCG
GGTTTGCACCTAATCATGCAGCCTGTGCCGCACATTGTATATTTCTGGGCAACCGTGGAG
GGTTTACTCCTAATCATGCAGCCTGTGCCGCACATTGTATATTACTGGGCAACCGTGGCG
GGGTGACACCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTG
GGGTGACACCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTG
GGGTGACTCCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTG
* kK Kk hkkkkk khkkhkhkAkkAkAhkhkkhkhkhkAhkhAkkhkkhk khkkkkk Kkk Kk *k Kkkhkkkk Kk K
GTCATTGTGTAGGAACTGTCTGCCATTGCAGGAAGTGA 392
GTCACTGTGTAGGAACTGTGTGCCATTGCAGGAAGTGA 398
GCCACTGTGTAGGAACTGTGTGCCATTGCAGGAAGTGA 398
GCCAATGTAAGGGAACTATCTGCCATTGCAGGAAGTGA 389
GCCAATGTAAAGGAACTATCTGCCATTGCAGGAAGTGA 378
GCCAATGTAAAGGAACTATCTGCCATTGCAGGAAGTGA 378

* kk  Kkkx khkrkhkhkk ok krxkkkkhkkkkkkhkxkkxkk

60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
115
115

174
180
180
172
161
161

234
240
240
231
220
220

294
300
300
291
280
280

354
360
360
351
340
340
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B) Secuencias de 5 clonas obtenidas a partir del gen def3.

FJ655008.1
Def3 1
Def3 2
Def3 3
Def3 4
Def3 5

FJ655008.1
Def3 1
Def3 2
Def3 3
Def3 4
Def3 5

FJ655008.1
Def3 1
Def3 2
Def3_ 3
Def3 4
Def3_5

FJ655008.1
Def3 1
Def3 2
Def3 3
Def3 4
Def3 5

FJ655008.1
Def3 1
Def3 2
Def3 3
Def3 4
Def3 5

FJ655008.1
Def3 1
Def3 2
Def3_3
Def3 4
Def3_5

FJ655008.1
Def3 1
Def3 2
Def3 3
Def3 4
Def3 5

ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACACTATTCTTGGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACACTGTTCTTGGTGGCCGCTTTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACACTGTTCTTGGTGGCCGCTTTGGCTTATTCACAA
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACACTGTTCTTGGTGGCCGCTTTGGCTTATTCACAA
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACACTGTTCTTGGTGGCCGCTTTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACATTGTTTTTGGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
khkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhrhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhhkx * **x ) hkrkhkkhkkhkhkkkk*k Kk khkkhkkkkhkkhkkhkkkk*k
CCAGCAGAATGGACCGAACAACAATTAGGTAAATATCCT————— TTTATGTTTAAATTCT
CCAGCAGAATGGACCCAGCAACAATTAGGTAACTATTCATTATGCTGAACGATTTATTAA
CCAGCAGAATGGACCCAGCAACAATTAGGTAACTATTCATTATGCTGAACGATTTATTAA
CCAGCAGAATGGACTCAGCAACAATTAGGTAACTATTCATTATGCTGAACGATTTATTAA
CCAGCAGAATGGACCCAGCAACAATTAGGTAACTATTCATTATGCTGAACGATTTATTAA
CCAACAGAATGGACTCAACAACAATTAGGTAATATATAAATTCTTATAAGT TTACATTGT
*kkk Kkhkkkkkkkkx * kkkkkkkkkkkk kK * * * kK%
TTATAATTGTTATTATAATATAATC--~--ATGAATTCTTGATT-~-TAATTTTACCAATT
——————— GGGCA---TAGTAACAATTGTATCAATAATTTGACCTAATTTTTCCAAATTTC
——————— GGGCA---TAGTAACAATTGTATCAATAATTTGACCTAATTTTACCAAATTTC
——————— GGGCA---TAGTAACAATTGTATCAATAATTTGACCTAATTTTACCAAATTTC
——————— GGGCA---TAGTAACAATTGTATCAATAATTTGACCTAATTTTTCCAAATTTC
TTATGATTGTGATTATAATATTACCT-AAATCAATTCTTAATCTAATTTTTACCAAATTT
* * * Kk k) * * **x ok * * *
TCTCGAACCTTGTTAGATGAAGACATATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAAGAACAT
TTGTGAACCCTGTTAGATGAAGCCTTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACTGAAGAACAT
TTGTGAACCCTGTTAGATGAAGCCTCATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACAGAAGAACAT
TTGTGAACCCTGTTAGATGAAGCCTTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACAGAAGAACAT
TTGTGAACCCTGTTAGATGAAGCCTTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACTGAAGAACAT
CTTGAAACATTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAACAACAT
* kK% kkkkkkkkkkkkkkkx X kkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkrhkrhkhkk*x *kx*x *kkk%x
GTAGCCAGACTGAAGAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTCAATGGGTGACA
GTAGCTCGTCTGAAAAGAGCCACATGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGACA
GTAGCTCGTCTGAAAAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGACA
GTAGCTCGTCTGAAAAGAGCCACATGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGACA
GTAGCTCGTCTGAAAAGAGCCACATGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGACA
GTAGCACGTCTGAAAAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGACA
* Kk k kK kX AAkAAkKAk AKAAAAAAKR AAAAAA A A A A A A A A A A A A hAkrAkhkrr*x *hkrkrkrrrrxxx
CCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACAGAGGTGGCGAATGT
CCTAACCATGCGGCCTGTGCCGCTCATTGTCTGCTCAGAGGAAACCGTGGTGGCCAATGT
CCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTGGCCAATGT
CCCAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTGCTCAGAGGAAACCGTGGTGGCCAATGT
CCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTGCTCAGAGGAAACCGTGGTGGCCAATGT
CCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTGGCCAATGT
kk hkhkhkkhkkhkkhkhkk hkhkhkhkhkkhkkhkhhkhkhkkhhkhkhkkhkkhkhhdx k,khkhhkkhkkhkkhhkrkhkhkk, * *(khhkhkxk **xkk*k
AAAGGAACTATCTGTCACTGCAGGAAGTGA 378
AAGGGAACTATCTGTCACTGCAGGAAGTGA 380
AAGGGAACTATCTGTCACTGCAGGAAGTGA 380
AAGGGAACTATCTGTCACTGCAGGAAGTGA 380
AAGGGAACTATCTGTCACTGCAGGAAGTGA 380
AAAGGAACTATCTGTCACTGCAGGAAGTGA 389

kk hkkkkrxhkkhkhkkkhkrkhkhkhkhkhkkxhkkxkhkkxk*k

60
60
60
60
60
60

115
120
120
120
120
120

168
170
170
170
170
179

228
230
230
230
230
239

288
290
290
290
290
299

348
350
350
350
350
359
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C) Secuencias de 5 clonas obtenidas a partir del gen def4.

FJ655009.1
Def4 1
Defd 2
Def4 3
Defd 4
Def4d 5

FJ655009.1
Def4d 1
Defd 2
Def4 3
Def4d 4
Def4 5

FJ655009.1
Def4 1
Def4 2
Def4 3
Defd 4
Defd4 5

FJ655009.1
Def4 1
Def4d 2
Def4 3
Def4 4
Def4 5

FJ655009.1
Def4 1
Def4 2
Def4 3
Def4 4
Defd 5

FJ655009.1
Def4 1
Def4 2
Def4 3
Defd 4
Defd4 5

FJ655009.1
Defd 1
Def4 2
Def4 3
Def4 4
Defd 5

ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACCCTGTTCTTGGTGGTCGCCCTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACATTGTTTTTGGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACATTGTTTTTGGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACACTGTTCTTAGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACATTGTTTTTGGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
ATGAAGTGTGCACTCTCTTTGGTTACATTGTTCTTGGTGGCCGCCCTGGCTTATTCACAT
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkrhkkhkkhkhkhrhkhkkx kkhkkhkk kk khkkk khkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkhkrkhkkhkhkkkhk
CCAGCAGAATGGACTCAGCAACAATTAGGTAATTATTCTTTATGTTTATGTTTGATTATG
CCAACAGAATGGACTCAACAACAATTAGGTAATATATAAAT—-TCTTATAAGTTTACATT
CCAACAGAATGGACTCAACAACAATTAGGTAATATATAAAT-~TCTTATAAGT TTACATT
CCAACAGAATGGACTCAACAACAATTAGGTAAATATATAATATACTTCTATGTTTACATT
CCAACAGAATGGACTCAACAACAATTAGGTAATATATAAAT-~TCTTATAAGT TTACATT
CCAACAGAATGGACTCAACAACAACTAGGTAAATATATAATATACTTTTATGTTTACATT
kkhkk kkhkkkkhkkhkkkkhkkhkkhkkhkk khkkkkk khkkkkkk * * Kk Kk * * %

GACAATTCAATT-—=-—=—==—=—=———— AATTCTAAACTGGCTCTAATTATTACCAATT
GTTTATGATTGTGATTATAATATTATCTAAATCAATTCTTAATCTAATTTTTACCAAATT
GTTTATGATTGTGATTATAATATTATCTAAATCAATTCTTAATCTAATTTTTACCAAATT

GTTTAAGATTATGGTTATAATATAATCAAT----—-—- TATTATTTTAATTTTACCAATTT
GTTTATGATTGTGATTATAATATTATCTAAATCAATTCTTAATCTAATTTTTACCAAATT
GTTTAAGATTATGGTTATAATATAATCAAT----—-—- TGTTATTTTAATTTTACAATTTC
* * * * *x kk  x *

CCACTGAACCCTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAAGAACA
TCTTGAAACATTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAACAACA
TCTTGAAACATTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAACAACA
CTTGAAACCTTGTTTAGATGAAGCCCTATGGGTGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAAGAACA
TCTTGAAACATTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAACAACA
TTGTGAAACATTGTTAGATGAAGCCCTATGGGAGCCGGCTGGTGAAGTAACCGAACAACA
* ok hokkhkkkkkkkhkhhkhkkxk kK Hhhhkhk kA kkkkhhhkkx Ak kkkk* *xk*
TGTAACGCGTCTGAAGAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCCAAATGGGTGAC
TGTAGCACGTCTGAAAAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGAC
TGTAGCACGTCTGAAAAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGAC
TGTAGCCCGTCTGAAGAGAGCCACATGTGATCTGTTCAGTTTCCAATCTAAATGGGTGAC
TGTAGCACGTCTGAAAAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTCCAGTCTAAATGGGTGAC
TGTAGCACGTCTGAAAAGAGCCACCTGTGATCTGTTCAGTTTTCAGTCTAAATGGGTGAC
kokkk ok kkkkkkkk Kk kkkkkhkk KAAKkkkhhkhkhkrxkkkkhk* *x Kk HhkhkhkkrkxkkKkkk
ACCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACAGAGGTGGCCAATG
ACCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTGGCCAATG
ACCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTGGCCAATG
TCCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTGGCCAATG
ACCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTGGCCAATG
ACCTAACCATGCAGCCTGTGCCGCTCATTGTCTACTCAGAGGAAACCGAGGTGGCCAATG
KA KR K AR A AR AR KA AR A A A A AR AR AR A A A AR AR A AR AR A AR A A A *A kA Ak kA kA kA kA kk k%,
TAAAGGAACTATCTGTCACTGCAGGAAGTGA 374
TAAAGGAACTATCTGCCACTGCAGGAAGTGA 389
TAAAGGAACTATCTGCCACTGCAGGAAGTGA 389
TAAAGGAACTATCTGCCACTGCAGGAAGTGA 384
TAAAGGAACTATCTGCCACTGCAGGAAGTGA 389
TAAGGGAACTATCTGCCACTGCAGGAAGTGA 384

khkk Kk khkrxkkhkkhkkhkhk khkhkrkkhkrkkkkkkkxk

60
60
60
60
60
60

120
118
118
120
118
120

163
178
178
173
178
173

223
238
238
233
238
233

283
298
298
293
298
293

343
358
358
353
358
353
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Apéndice 2: Metodologias empleadas para la clonacion y sobre expresion de defensinas en sistemas bacterianos.

Tabla Al. Plismidos, sitios de corte para enzimas de restriccion y cepas de E. co/i utilizados para la clonacién y expresion de defensinas

2Region de la Temperatura
(s) defensina Sitio de corte bSitio de corte Cepa de de induccién
Defensina Plasmido para CNBt expresion ©C) Resultado

Genes clonados

Def3 y Def4 pp+mad pTZ-19R FaR1/Sall 37 tuvieron
mutaciones
Mad pET-28a Rosetta Se logré clonar
Def3 Neol/ Xhol BL21 (DE3) ero No expresar

pET-28a Rosetta Se logr6 clonar
INael/ Hindl 1T BL21 (DE3) pero no expresar

Clonadas y no

Def3 y Def4 pQE-30 BamH1/ Hindl11 MI5(pREP4) exiresadas
Defl Mad pQE-30 BamHL/ PsAl NP M15(pREP4) Se logré clonar y

cexpresar

“Regién que se tomd para clonar. pp+mad, region propéptido y el péptido maduro; mad, péptido maduro.
bSitio de corte (Metionina, MET) para bromuro de cianégeno (CNBr) y asi liberar los péptidos sin la etiqueta de 6x-Histidinas o no presenté sitio de corte (NP).
‘Durante la reaccién quimica del corte se perdié la proteina, debido a esta problemadtica se decidié ya no considerar la adicién del sitio de corte para CNBr
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Apéndice 3: Secuencia obtenida de rDefl.3.

Resultado de la clonacién de pQE-30_def1.3.

70

3 4 60 7 90 100 110
CAT CACCAT CACCAT CACGGATCCAGGG CCACTTGTGATCTGCTAAGTTTCGAATCAAAATGGTTTACTCCTAATCATGCAGCC

120 130 140 150 160 170 180 190
TGTGCCGCACATTGTATATTACTGGGCAACCGTGGCGGCCACTGTGTAGGAACTCTGTGCCATTGCAGGAAGTGAT GACT

Figura A3. Electroferograma que muestra los resultados de secuenciacion del plasmido pQE-30_defl.3. La
secuencia estd compuesta por una etiqueta de 6x-His y dos tripletes que codifican para el sitio de corte BazHI en el
extremo 5y dos tripletes de paro en el extremo 3°, con un total de 160 pb.

Apéndice 4: Purificacion de rDefl.3 por cromatografia de afinidad (IMAC)

Purificacién de tDefl.3 (5.7 kDa) por medio de cromatografia de afinidad a Niquel.

Purificacion

1 3 kDa

37

25
20

15

1 2 3 4 5 6

Figura A4. Purificacién de rDefl.3 por columna de afinidad a Niquel (Ni-NTA). La resina cargada de Niquel para
purificar rDefl por medio de su etiqueta de 6x-His, se cargd con 1.5 ml de cuerpos de inclusioén solubilizados (carril 1),
para eliminar contaminantes se lavé 5 veces con amortiguador de lavado (carril 2) y se eluyd con 1.6 ml de amortiguador
de elucién, de la cual se obtuvieron tres fracciones de elucién (carriles 4-6). rDefl.3 tiene un peso molecular de 5.7 kDa.
Gel SDS/PAGE-Tricina al 15 %.

86



Apéndice 5: Ensayos de actividad bactericida de rDefl.3

La rDef1.3 se prob6 contra M. /uteus (bacteria Gram +) y E. w/i (bacteria Gram -) por medio de ensayos de

difusién en discos (Kirby-Bauer).

Am PBS 25 100
- - - " n
M Ime"- - n -

Figura A5. Ensayo de difusiéon en agar para la determinacion de la capacidad inhibitoria de rDefl.3. Se

probaron dos concentraciones de rDefl.3: 25 y 100 ug sobre M. /Jutens y E. coli. Como control positivo se utilizé 30
pg/ml de Ampicilina.

Apéndice 6: Ensayos de actividad sinérgica de rDefl.3 en conjunto con Peréxido de Hidrégeno
(H:20:) contra epimastigotes de 7. cruzi.

Tabla A2. Dafio morfolégico de epimastigotes de T. euzi con diferentes concentraciones de H2Oz y en
presencia/ ausencia de 21 uM de rDefl a diferentes tiempos de incubacion.

Concentracion de H,O; tDefl.32 2 hr 4 hr 8 hr
(M)

1.5 = 20.6 £ 5.6 229+ 6.9 269 £ 0.5
+ 182+ 1.1 42 +11.9 264+ 11

3 - 263 *15 20.5* 0.5 32.7+18
+ 30.8 £1.8 415=*15 19.8 + 15

10 = 31 £0.2 20.5*£ 25 34 + 8.6
+ 332+99 515 41.3+194

20 - 32.7 £ 8.6 17 £ 1 239 %03
+ 19.6 + 3.8 525 %25 287 +21.2

40 = 398 £11.2 235*25 298 £ 2.6
+ 13+1.5 40+ 2 275+ 125

2 Presencia (+) o ausencia (-) de 21 pM rDefl
+ Desviacion estandar.
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Research Article

Variability of defensin genes from a Mexican
endemic Triatominae: Triatoma (Meccus)
pallidipennis (Hemiptera: Reduviidae)

Paulina Diaz-Garride!, Dmar Sepihveda-Robles?, Ignacic Martinez-Martinez! and Bertha Espinoza’
| Dapeartamenio 43 Imunogis, INSETi 6 Ivestigarsongs Slorados, LM S4510, Cludad 4 Wi, M, I Cofpdnifion COMACT - Unkdss o inssigacian Miels or
Epidarmioiopks Clinkes WA - Hossil £ Podtairs, Cartr Miion Resskanal S 100, insifkrio Mexizano dal Sepurn Sorksl, Ciudad 6 Mixks
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miode of transmisskon Is infection contracted from the faces of a Tiatominas insect vactor. In
Méaica, &2 species of THatoma heve been kentfed; emangst fem, THatome Meccus) pal-
Bcipanils I Bn endemic species mparted to hava high percentages of INfection Wish T, o).
Defensins, Cystsine-rich cationic peplides, & a family of antimicronlal paptides (AMPS]; the
synithesis of these Malecules |s crucial for INsect's IMmune defense. In the prasant study, the
genas encoding defensins In T. palidipeniis wWere saquenced with the purpose of ldemtity-
Ing the variabllity of these ganes In & Mexdcan vector of T, cruei. We found 12 difierent ganes
encoding three mature pepiides, &l of which had the typical folding of & functional Insect
defansin. in this wark two Defensins type 1 and one type 4 were idenifiad. The
domain was highly varisble and the mature pepide was not. This Is the first repart focus on

varlabiity of defensing from an epidemiclogically Important THatoma In Maxico.

Introduction

Chagas disease, e of the neglecied tropical diseases, is cansad by the prolozcan Trypasosomea cracs,
the main tmmsmission is through the feces of hematophagous insects of the Trnatominae sub&mily
{Hemipler: Redviidas) It is estimated that this disease causes more than 10000 deaths per year and
that & millioa people are infiesctad with this parasite [1]. In México, this diseass is spread by many species
of Triatoma. Ramsey e al. (2005) [2] reported 31 different species in the country, induwding the endemic
Trigtoma {Meccus) pallidipenmis { T. pallidipenmis) that forms part of the Phyllosoma compler and col-
omizes exbensive areas in thie cender of the country, living in domestic and pendomestic emimoaments and
mare importantly with a natorl infection index of 50% in some regions: [3,4].

To comtrol the parasite and pathogen profiferation, msect immume defense inchrdes cellular and hu-
maral respossss. Humoral immunity consists of the gememation of prophenoloxidase (PPO), hemolymph
coagulation cascades, reactive orygen spedes (ROS), reactive nitrogen species (KNS), and antimicrobial
pepiides (AMPs) Mogt 4 MPx are syntheszed as imactive precursor peoteins or propeplides, and acte

Fiscolvnd: 24 Jomm SHE peptides or mature pephides are generated by peotealysis; these molecales have 3 broad spectrum of tar-
Riavisgd: 55 August FTHE getied crgrnisms anging from vimeses bo parasites and are produced by several species other than inseds,
Acraplon S Abgest A1E3 induding species of barteria, plants, and verieheates [5.5].

ersssior] Memeereri Cnlin: Most msect AMPs are small cabiomichasic peptides with actiwities against hactenia and/or fangi, some
114 Septamtar 18 AMPs aleo show activibies against several parasites and vimases [7,8]. The fat body of insects is the main
Varsion ol Racoed pubiishid - organ responsible for the prodoction of AMPs, which can diffose into the hemolymph asd circulates
7 Eaplambar 2HA thronghout the aobire insect body (9] They can also be sacreted by the gut spithelial cells, where parasites
% ZDUE Tha Muberfr). Thin ban open » Lo ors b o e Sccharmicnd cwcanty arec chsirbarier] ancher fn Coeivn Coraracrn Afribacinn 1

L 4.0 {2 BV
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such & 7. crizi might inleract directly with them, in addition 1o other polenital pathogens aoquired dering ieeding
[1a11].

Insecl defemsing e a famdly of AMPs, distinguished for having sy conserved cysieine redidues thal are linked in
three pairs of disslphids bridges (Cpf O™, Onloops”, ncll:}'l- Cys'") amd form a2 consensus folding patiem
consisting of the cysieine-sabilized o-heliv f-sheel (C5a8 ) motif that is the acidve sie of the domain for andmicro-
bzl actswity [ 12-1£] These catiomic peptides have 2 moleoalar mass of approcimately 4 kDa, are typically 3345 amino
acid residues long and show adivity mainly againsl Gram-positee bacierda through 2 chanmel-forming mechandss
[5,.17.18].

Several AMPs have already Been found in different sped e of Trialominae such as Rhodaius prefives, T brasiies-
sts and T. infestans. The only sequenced geneme of a hemipderan is thal of . prolims, where 11 genes of defensins
were Identified [ 15]. Two innsoriptomic nalyses of T paifidipennis have heen reporied, mduding one of the alvary
glands, where mo AMPs were found [23]. The other ranscriplomic analysls reporied sighl ransoripts of defensins
amd three iranscripts of lsorymes [21].

These facts and their importance for immune response are reasons Lo explore in detall the wariability of the
defensin-encoding genes in other important Triziominze weciors of Chagas disease.

Wosl of the peblished studies on this opic focus on the expression of mREA of Soath Amerian spedies suchas T
infesigns and some members of the T brasibiernnts comples {T. brasiffensts, T, sherbeckm, or T uarerencis), whene
the expression of these molecules tn different organs bas been analyeed [22.26]

Information on other tmportant vectors of Chagas digmse from the nortbemn part of the contsnent 1s missing, for
this reason the aim of the present swdy was io analyne the variability of defensin genes in the genome of the Mexian
endemicbug T. pallidipemals. We presenl 2 comparative analyds with other defensing previoesly descrited and the
predicied siructures.of the matare peptides using two diiferent competational iools for the modeling of the molsoules.
The preseied resals offer the possibiiity of Interpreting the phylogenetic relationships of hemipieran defensins, and
the predicied matmre peptide sequences could previde information for the development of novel drug @gets

Materials and methods

Insect origin and maintenance

For this work, we used adult fermales of 7. pallidipenmis. The insecis were maintained in 2 colony at the Laboratoric
de Feimdios sobre a Tripanosomiasis Americama, Instiiuie de Investigadoness Bomédias, URARM, ender controlled
temperature and humidity. The insects were fzd with rabbat blood, and all the proceduses were carried ool according
to the Fthic Code of the Institiulo de Investi gadones Blomédicas for ansmal are.

Genomic DMNA isolation

Genomic DA was isolaied from both the fat body and digesisee rac (washed several tmes with saline solution o
eliminalr tniestinal conbenis ) and comibined; the organs were maceraied in 1 ml of hysis soletion (50 mM TrisHCLpH
8; 100 mM EDTA, pH 8; 100 mM Macl; 1% 506, and 20 pgml BNase) and tncubated &t 3740 overmight. The phenol
chiloroform technigue was wsed boextrac DA |27]. Hudeic add inbegrity and conceniraidon were quanistaied using
a ManoCrop 1000 { Thermo Sdenttfic) and chedied by gl elecirophoresis. The 1804 was kept a1 4=C until used.

The spediic orward and reverse primers used 1o amplify defensin genes of T paliidipemnis were dedgned usng the
sequences enmding Defl, Defl3, and Defd of T brasiiensis reporied by Aragjo et al (3006} [22] and Waniek et al
(3005} [25]: [Defl - Prd {5 GEOGOCATG AAGTGORCACTCTCTTTG- 3, Dell - Ray (F-CATTGCAGGAAG
TGAATTGATGCTTGOGE-F), Deld - Pwd (3-GOCOOCATGAAGTGTGCACTCTCTTTE-¥), Def3 - Rev (5-
CTATCTGTCACTGUAGEA MG TEAGCTTGHGE-3'), Defd - Pud (5 GUOGUCATCATGAAGTGTGUACTOTC
-F}and Defi§ - Rev (5 -CACTGOAGGAACTO ARG AGTGOT TGOG- 3. FORs were performed tn a T100 thermal
cycler {Eio-Rad, Incl; afier one tnittal cyde of 95+C for 5 min, PCR was carmied oul for 30 cydies (1 min 2 34<C, | min
of T @ 6£°C { Dafl -oliges) or 7070 (Def3/Defi-oligos), nd 1 min al 72°C), followed by 2 final elongation dep of
10 min a 729 The putative defensin genes thal were amplified (~-400 bplwere purified by cutiing the gel band and
cloning o pIET using a Clonelet FCR Clondng KA {Thermao Fisher Scientific, Ing) following the mansafarteres's in-
siructions. Finally, plemids were isolaied from 15 mndomly selecied clones and ssquenced (five sequences per gene:
efl, Def3, and Defd) usng 2 pIET 12 forward sequencing primer {5700 ACTCACTATAGGOAGAGOGRGE-3L
The sequencing was dome with the Sanger technique, using ABI PRISM 310 equipmeni.

Eﬂ?’iﬂ? Thin in 20 opem ncewm wrfichs pubiisbod by Podes| P o'Em | Cowy order S Craires Careom ddriaon
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Analysis of sequences and identities

T. pallidipenmis tniron and mMENA sz2quence identifiation was performed by aligrment wsing the data from
the GenBank Defl (AYS41574.1), Del3 (EUe24177.0), and Defd (EUS4I7ELY mENA nudestide sequences of
T. brasiiiensis. The amino add sequenoes were deduced with the iranslaie fool from ExPASy and aligned with
the Mulilin server hitp-/'mubialin toulouse i frimulalinmuoliakn himl [22]. Fredided stgnal peptide deavage
siles and propepiide deavage siies were @loohled msing the ProP 1.0 Sereer of Technical Undversity of Denmark
{hittp- i wwwchs din diy servioes ProFy . Moleoalar masses, 1soeleciric poinis, and oither prolein parameiers were de.-
termined with the ExPASy Bicindonmatics Resoerc: Porial web server

Phylegenetic analysis

Mobrcular phyvlogenetic analyses were conducied with the maodmum likelibood (M1} method in MECGAS software,
based on the Tamum 3-paameier model. & disoreie ¢ disribution was msed io mods evolubionary rie dfferences
amomgsl siles (five iegodes (4G, parameter = 2256610 The reie variation meded allowed some stizs 1o be evolu-
tiomarily imvariable. The hest mode was established from 2 s of 465 nis. There was 2 iotal of #£5 positions in the final
dataset. The analysls tmvolved 32 nuceotide sequences. The codon positions indeded were 154+ 3nd+ 3rd+noncmding.
Ten thousand rephicites were used for the amalyses. Bapesian inferences (Bs) of T paliidipemais defensn rdation-
ships were performed using Mribayes software. Sepport node values were obtamed from 100000 generations and
are shown next bo the branches. The evolutionary distances were computed using the GTR sebsttwtion mode] with
y-distribaied rade variaison aoross sites and a proporiion of invariable sies. The amalysis ireohed a final datase) of 32
nucleotide sequences and 2 total of 465 posisons (gaps included)). The analysls was terminated when the 5 D of split
frequendes = .0091. A matrix of genetic distances was @loelaled with MEGAS software with the dala esed for the

M1 analysis

Structure prediction of mature peptides
The three sequences onding for the matwre pepiides were s bo the 1- TASSER server for bertlary siruciere

prediciion
[5-31], which is available ai hitp-/izhanglah ocmb med mmich eduil- TASSERS. The models were refined by energy
minimization msng YASARA {15057).

Results

Characteristics of the defensin genes from T. pallidipennis

Oligonuciectides that comprised the 5 and ¥ UTR regions wene generaied using the previously reporied sequences
of T. braviifemels Defl, Def3, and Defd. Using genomic DHA a5 2 emplale and FOR amplification, we obtaimed
ampliooms of 400 bp for mach gene. The PCR producs were doned into the pJET plasmid (o obizin compleie gene
SEQUETICES,

The 15 sequences of T pallidipeants defensins oblained {five for cach gene) were aligned with the de-
fensin sequences reporied for 70 Branlfemsis to sdentify the introm position {Figere ). From thess 1S se-
quences obiatmed tnitially, 12 different genes were identtfied (GenBank accession numbers: MEDN0324, MBS,
MEMI32A, M EFIM3ZT, MHE 3R, MEBN329, MHOME30, MHEIEE3], MHO33Z, MHMHETE, MH0334, and
MM FI5N

The sequences obizined with the 12efl oligos present more variability tn Eoth the position and the stze of the intron
2= well as in iis composition. The imtrons begin between positions &2 and 53, while the sires of the introns oscillaie
between 55 and 112 by [Figure 1AL The ssquences obiained from the amplicons generaied with the Del3 oligos are
meore homogeneous; 3.1 and 3.4 hawe the same sequence, and in all the sequences, the tntron begins al position 82
and ends 21 position 18£, Therefore, the ssquences haee 2 size of 57 bp. However, Def3.5 has 106 by, since 1L ends
@ posiiion 195 (Figure 18). Finally, the ssquences obtained with the Defi oligos, Defd 1, Def.2, and Defl 4, are the
same; the intron Begins 2t prstion 61 and ends al nucl=ctide 167, for a length of 106 Bp. In the case of Defd3 and
Diefid. 5, the mivon ends at position 162 and comsiss of 131 bp [Figure 14,

Characterization of amino acids of defensin genes from T. pallidipemnnis

The genes were edited itn sitw, and bivinformatics amalysis was performed o identsfy the sgnal peptide, propeptide,
and mature peptide (Figure 2). Of the 12 sequences, 10 had 93 &, and twe had 24 32, with those in the latter qtegory
having an exira Ghetamime () at position 3£ (12ef1_1 and D) 2). The sgnal peptide 15 the mme for almost all the
sequences [MECALSIVTLFINVAALAYS], howewer Defl.1 have Alanina (A} on the 8th positton unlike the others
sequences Lhat have Waline (V] in this positdon; newertheless, the propepiide 1s the mosi variable region, snoe sght
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Figure 1. Defensins gene sequences of Triatoma {Meccus) paliidipennis

Each algnment conslsts of five sequances per gan: Def1, Def3, and Def4. The sequencas consist of two axons and one Infron. Each set of saquences was aligned with Deft (KF056371.1),
Det3 (FJBS5008.1), and Dafd (FJBE5009.1) from T. brasi¥ensis. (A) The set from Def1, varles both In size and position and &l the sequances are diffarant. {B) From Def3, the position of
the Intron Is tha same for all the sequances, also Def3.1 and Def3.4 are identical. (C) In the Detd4 set, tha position of Me intron s he same, Detd.1, Daf4.2, and Def4 4 are Identical. The
Intron Is presentad In gray color. ldentical nucieotides batween the sequancas Is Indicated by asterisks.
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Sigrad popeide Propepide Matwee pepede
Cefl.I IMADIO2I4) MOTALSIATLILVAALA IS T PAT LA L SOA VIR OP TG ] TR AL RATCSL LS TR S0 A PN AM DA T LA RGCHCVGTVWC NG RY
Befl.2 IM20D3032%1 MO CAL SV TANLYRALA Y S T FAZLADGE LOCATIMEORAGE ] TEESCAROS PAT COLA S FEIM T PN A AMCAANC T LLEN ROGHOVGIVC O PK
1 L0 LA bR AL T T L AL Y ST TN T ROa A A L - LAY T L QT A S PA T TR LT ST T PN LA CAN LN R RE T I R
Sefd. 2 iMsGa0NY) MECAL ISV TLEL YANLA T OCEASNT OO0 FA LIRS - F AN TEES VAR LE FATUSCYZZUIMWYT PR EANCARMC LN FOCOCFOTIC KUK
cafd.d (Ma030RIR) SOCALEAYTLILYALLA Y XOAARKT DO FA LML - SAIDCVT LA VAR X KA U SO P R0 EOWT PIUAANCAMHC L LR XOOQC rOT L ME K
Befd. 4 (MADILIIY) MOCALALYTLILVAALA T SN PAERTOOLC SEA LM - DALR VT ERAVARLMEA T CRLT ARG AT I EANCAMNCLL MO ROCQERITIC M BN
Cefd.3 IMADIOIMD) MOCAL S YTLIL Y RALAY SO PATHTOOOL SEA S MR - PAREN T EEAVARLE PATCOLT ST T PR RAACAANCLLEASH RGCOCNGTICICRX
Gufd.§ (MROI0331) MR S AT L Y RALA T SO AT T OOOL DEA LM~ PAGEN T EENVAR L FA T T DMLY ST CI0WT PN AR AANC LU RCCOCKGTIC MO R
Deré.Y (MEOILIND) MOCAL S YT L L Y AALA Y SR I TENT OO0 JEA LI = PAGIN T SUNVAR L FAT U DLY SYCOWT MLATAAMC LLIAN POCOCFGT g
Setd, 8 IMeDIEI ) MECALISTTANLYAALA YERFTRM LETLL S0A 308 - PAICET DO VARIX FATUSLIEFGIMWYT MR AASUASHEL LA ROCUSIIT 1 MK
Batd. ) (MADICIIN) MOCALSRYTAFL Y AALA LA FYOW LR L S A LY - DALY T EEAVARLA FATUEL AT WY MO ANCARMNCL LIS RGOS RIT I RCRK
Cufd. 20 (MADICIIZ AL S T LI AL A Y AT L A RT IO A LS - DAL NTEQAVAR IR RN T COLT SR EWT PH AR CAMIC LB OO MaTICCIX
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Figure 2. Amino acids transizicd from gene-coding dofonsins

Tha 12 ciferont soguancas wars Fansiaiod 10 amino ackds, only heo commspond 10 defonsn type 1 Deft.1 and Dof 2] woich
hiawe an adra s (0. Tha ofhers 160 3aquances, comuespand 10 daionsin hme4, I which e propepnds i the mor wariadia region.
Onty throo dorant maturn papticas wers obtainad. idantical aming aod residues detwadn e saquances arm ndcatod baow tha
ignmant sequancas by *; ) ndicalas consanaion Dotweon groups of strongly similor proparties and || inclcales consarvation
botwaan groups of waakdy similar proparses. The signal paptida, propepiids, and maturs peptics are marked.
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Fagure 3. Allgment of prodicted 7. paiVdipannis dofansins with othar Tristominae defonsins

Twarmy-fve Cofansins’ SoqUancas wars aigrement with Tpoer . 1, TpDef1 2, and TpDle._ Al B saquancas showad the six oystsines
1 the same posltion and the S0quences have he sams sis. Tplats fom T. paliponns are n wd Dok, idemical and smlar
amine acd residuss batween 6 colinsins arm Indicaod baiow 7o algnment saquancaes by astartses and dots respacvely; [
I consenvatve substiusion, [ NCicats kss consovatve substtusion. Cysiang saekouas forming tha clauiphids bricges o

gray shacod. The saquancs of A aagypd s shown for comparson.

different sequences were obtatned, and all of them present the deavage stte KR (Lysine-Argintne).
the 12 different sequences, only 3 different mature

Imterestingly, from
peptides were found. Two correspond to Defl {named TpDefl.1

and TpDef1.2), with only one dtfferent 22 Alanine (A) for Threontne (T). The other tn ssquences coded for the
same matare T pallidipennss defensin, which was named TpDeft (Figure 3). An alignment was made using the 3
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Figurs 4. Piijlcgonatic analysis of dedonsing

A Mcorular prwlonariciic anakysis. by ML mathod, The evoionary histony was imlesad by wsing T ML mothod ased on e
Tamura 3-paramalar model. infial boojs) tor T hauristio scarch wers cbiained Dy anphying B Koighbor-Joining =ohaod oa
mairix of pairwiss dsianoas cstimalod weing the kedmum Composia Likalhood (MOL) spproact, & disorsls - distrbution was
used o model eeshtiorany rals diffeences amongst sfics. The e wariaion modal aliowsd for some sios o be ewolutionarily
Invariaiie, Thees wa a iolal of #45 positions In e final datasel. EvoluSionary analysos wer oonduc®ed In MEGAE. [H) Eayesian
anaiysis of T milainennis delensin. Piryiogenciic reiadonship wes sSablished using the Mrbayes softwars. Tha nods wiues wers
i) o 1 (0000 Qenermlinns and ware showed next 10 e ranches. The ewniutionany distancos wars compuiad Lsng the
OTH suteFution modal with y-disTibvicd e variadon sooss sios and a peopartion of imseriabic sios. The anaiysls imvived 33
nuciandics snquaennas and 2 iokal of 465 positions in e final daiset jgaps inciuding). 5.0 dovation of spit oguensics = U0,
# T palfdinarnds dofansins.

different mature peptides and 24 reporied sequences of defensins in other Triafoma spedes, induding one defensin
from Ardes angppii. All the sequences have six characieristic cysieines in the same posiison; furihermaone, the stz is
the zame for all the sequences, excepl for the dipleran defensin.

Phylogenetic
ML and BI phylogenetic analyses were performed to esiablish the phylogeny of defensin sequences of T palitdeen-
mis with regpect 1o other sequences of South Amerian Triziominae The trees from the B and M1 analyses werz
nearly identicl in wpology. since all the Defl ssquences are grouped in the same dade, and the Deld ssquences are
promped i a different dade that shows subdades and branch lengihs ai only a few nodes. Both methods showed
Triziominar defensing as 2 momophyletic group with high srppori. In the gene e inferred from M1 and B anal-
yees, the TpDefl. 1 and Tped] 2 sequences are sibmaied in the Triziominae defensin | dlade with sirong statssiical
supporl. Howeeer. In both analyses, defensin | sequences of T. pallidipenmis show dear differences compared with
the defimizn | saguences of the Soath American Triziominae species, whidh form a sebgroep with strong seppart.
Additiomally, the length of the branch shows that defensn 1 sequences of T, patlidipenmis have sccumulated 2 greater
numieer of changes than the other sequences of the same subgroup (Figuee 4).
mmﬂtmmnhﬂmtl 10 4.1 show diwersity. Some of them are more stmilar 1o the defensn 4
n South Amerian Trisiominae spedes, while others form dearly separaied ssbgroups. However,
WMMumMummmgﬂmwamm 1L
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Table 1 Ganelic distances botwoon defansins

Oef1.7 Def12 Del4.1 Defd2 Oef43 Defd4 Oeld4S Defdt Oafél? Defdt Deld42 Oeldw

Det1t am 0os ans nce ao? ocor aor ooe oos oce aor
Def12| 003 006 Q.05 s a0 0os 903 005 005 0.06 005
Detat | 0N a3 am ac2 am ocs am ) ao oea aot
Detda2 | 0N ax 0or o om 0y am nee o 0oe 0n
Dela3| 038 035 000 a0l am 00% a0 oo 0m 0o 0m
Detd 4| 045 a4 awr ans nso oo con oes om acs om
Dot | 046 9.4 o1& Q15 0.1g am Q.0 0G3 0om o3 om
Detds | 045 LE awr a a9 am oo ocs am oes am
Deid7T| 030 % o am 010 LR 01 a6 omo ocz aot
Defag| 038 035 ot a0 010 an 0% Q17 000 002 oo
Delda | 041 on aor LAL) 012 L RE] 015 Q15 ey aos aor
Defe 10| 045 a8 008 Qs 013 LA 016 air nod 0ns 0os

A

Owerlapping of Tp defensins

Fagurs 6. Molocutar modaling of Tp defonsins

Thaoric matus pepicas wars ganaratoc wsing |- TASSER. Al aahitit ha same stuctural iopology camfarmed by o deuphios
bonds 23 woll 23 an - and £-shacts, Which 26 Known as cysiaing stabitrac [CE=f| motr. Cystaings are markac n yalow
An overaoping of e oo maturs pepltidas i 2o shown

Modeling by homology

Molecular modeling of the three theoretical mature peptides was carried out ustng I-TASSER All the mature pep-
tides exhiba the same structural topology characiertzed by three disulphide bonds, an «-helix and B -sheets, which
are known as the cysetne-stabiitzed {(CSaf) mottf. TpDefl.t 2nd TpDedl .2 differ cnly In two amino a0 residues:
Alantne replaced by Tryptophan (W), localtzed tn the loop, and Phenylalanine () replaced by Leucine (L) In the
heltx. The TpDefd sequences hawve etght different amino acsds with respect to TpDef1.1 and TpDefl 2; these changes
are located throughout the secondary structure. When overlappeng the models of these peptades. 1t 8s cbvious that the
changes tn the amino aads do not akier the final comformatscn of the molecules (Pigure 3).

% XS N Advody, T 3 w0 open 30T 30 putirmd by Partet Py Lentet on betadl of te Bocteeex Socket) 19 dttuted e Sx Crastve Commom ARt 7
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Discussion

A high depres of sequence conservation exisls in imeerisbrate defensine |32,33], which mdicates the biological im-
portance of these molecales. In Hemipderan tnsedts, previous smdiss have demonsirated that the expresion of these
peptides niot only varies in the organtissae of origin but aleo depends onithe type of pathegen to which the tnsect 15
exposed [34,35].

The tmmune system in the midgut of insacts 15 ome of the most exposed Beoes since 1L 15 ahwzys in contad with a
variety of microorgamisms. T. cruzi 1s only found in the digestive tract of the Trisominae, so the prodection of AMPs
im the insect gut s therefore vital o proted sgainst misction and io madintain homeosizds of the inbestinal microhiota
[3&,37]. wet, few stmdies fooss on the expression of the defensin-enomding genesin the presence of T2 cruzl. Ome smdy
In which E. pradizus was infecied with Sifferent T. cru=l grains showed thal the miection with Dm 22c induced an
increase in defensin tameoripts incontredt with the infection with ¥ strain [11,37]. 1 segpests thal depending on the
penetic lmage of the T2 crux sirain the defensng response cosld be differenl

"With respect bo the peroenizge of mfection by T cruet and defensin expression thene are few sodies, neverthelsss,
T. palitdipennis seoms o have bess inficiton than T dimidialo or T bariert [3,38], indicating 2 possble role i the
diversity of defemsing on the mnirol of parashiemta. Bl more studies need io be done o dearly sluddate this poim.

Im the present study female inseds were used. 1t will be interesting in analyze male insecis i the fuiure, b until
nioew there are few simdies that fooss in the parasiiemia relaied io the sex of the insecis and they do nol show a clar
correlaison betwern s and tniection mainly becase the member of inseds was small and differmce in the number
of fermales and males indfecied was nol sgnificmt |3,39] I our personal experience hoth females and males haee
similar rates of infections (data not published)i.

We characierized 12 genes that oode [or defensins in a Medon endemic Trigsma, and cor resulis indicaie that
the variahility of the genes es mainly in the inimons {position, composition, and stze]). The 12 ORFs presenied a sgnal
pepiide with 19 amino acd residoes. and the largest difference amongst the aming ackd ssquences 15 al the propep.
de level. The sequences Defl. | and Defl.2 have 32 amino ackd reddues in the propepiide region, while the other
sequences fave 31 amino adds. Addisonally, the KR cleavage site #i the end of the propeptide region 1s consereed in
all sequences and in oither Trizlominas defmsins [34]

Three maiure pepisdes from the 17 sequenced genes were shizined, named Tphef1.1, Tpief1 2, and Tpiefi Fur-
thermaore, the inlermadiale region in the signal peptide and the mature pepiide i highly variable, as has been reporied
fior B. prodzur [34]. The spedfic biological fenction of the imiermediae region 15 unknown, bul & can participas
in the cellular trafficking of the tmmature pepiade; this has been reporied for the boman BMP protein, for which
changes in the sequence of this region slew the s=cretion of this peplide | 42].

The resalts imdicaie that the matere peptide is highly conserved and similar io all Hemipieran sequenices used n
the comparative zmahyds, epedally al the position of the sx cystsine resdues that permit the formatsen of three
disulphide bridges. These data differ from thos: reporied for mammalizn defensine, partscularty with 5 -defensins,
whezre a high variability in the anttmicroblal domain has been identified and the funciional Sreersty may depend on
the structeral vartation in the B-defensins. This may be due o the dverse and changing microbial environment tn
thar hahitats and for a hetter deal with of a broader range of pathogens [41].

In the phylogenetic analyses using the genomic ssguences, 2 dear separation of the Triatominae dfensins ffom
the sequences of other arthropods was ohserved, ax previcesdy reported [42]. I the Trialominse bramch of the phy.-
logenetsc tress, 2 dear srparation of two groeps of defensing was ohserved: two type- | sageences and fen type-4
sequemces. The type-1 defensin sequences of T pallidipennis are clearly distanl from the South American spedes
sequences, 3 resull of 2 greater acruremlation of changes, refleded n 2 grester kength of branches inthe phedogenetic
tree (Figure 4). Something similar has been obserwed when comparing other T. palfidipernmis protetns ssch as -
afesting and trizbins, which, despiie thetr smilarty in function and struciere, are dearly separaied from ther South
American counterparts |43]. However, decpite these differencoes, Def 1.1 and Diefl 1.2 of T. paiifidipennis show a dose
cvolutionary relationship as members of the defensin | dade. The ssquences of defensin type 4 of T, palitdipennis
are growped in the phylogenetic trees and separaied fom the type- | defmsin sequenoes.

Additionally, the defensins of the Tristsmes gemes are dearly separated ffom the R bsdniur geoms ssquences, a5
previomsly desoribed |36]. Purthermore, three sequenaoes (el 4.4, Dol 45, and Def 4 8) mboth the ML and Bayestan
amalyses are dosely related 10 type-4 defemsins of T2 brastiiensis, T sherfocti, and T melamica, mugpesting a dose
evolutionary relabionship amomgst them. Tpliefd is coded by ien sequences: (Defd 1 - Defi 10). This resuli suggesis
tha ihis defensin bas experienced a dupliation phenomenon fior retroposition or nonallelic homologous recom.
hination hetween iranspomible clements | 44], indicating thedr possible relevance, ax has been demonsirated with &
and | defensins that are secreied inthe inlesiine and fal body in 2. proitoss in response bo baderial challenge [34]-

H EI"I-# Tha o or aper 2 wvics aaiohe by Fdind “rec linided or beindd 2 dw Bocem il Sooeyp ax deriied scw b Crosber S mreom Morkaror
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This phenomenon should be explored ferther, smoe i bas been shown that some families of boman defensins much as
LEFB4 have between 2 and 12 coples per genome [45]. Another possibility s that exch of these sxquences i regulated
by diiferent elemenis in the flanking 3' region, as has hern demonsirated for other ssquences of ARMPs in arthropods
such 2= Mawaduca sexta [8£].

Compulational mesdebing shows that. although the three mabere peptides bave some different amino adds, this
does not affiect the final folding of the peptide. All the mature peplides pressnied thre: Ssulphide bridges formed by
six Cysieine residues and three characieridsc domains: an M-ferminal flexible loop, followed by an e-belix and two
-terminal anisparallel f-shests.

Hecemily, using ramscripiome analysis, researchers have reporied thal T. padlidipennis expressed mA®A for eight
defensin genes. Ome of these ommesponds io Defils; other, o Defl 2 [21], the dataset is avadlahle ai hitp-i/5n 131
57 23808 dalafiriaioma Thal report is in acoordance with our finding of divergene in defensin expresion on T
pailidipennis.

Many quesidons romain o be answered, sach as the following: are the pepiides reporied here fanctionalt Which
ame the stimuh that indwoe the sereiton off thee peptides? Which organs sereted them? 'what is the meaning of the
sequenice dfversity in e intron region, i there &= any? Ferthermaore, we are corently anahveing the expression of
difensin in infeded T. palitdipemnic and n & ferent stages of the insscl

The present work initiated the genetic characierization of this molecels in an important Morth American vector
of Chagas disease, 3 humom malady al camses thousands of deaths. Knowledge abomt these moleoules cam help in
desgning mireel siralrgies for the comirol of Chages disease verbors.
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Abstract

Defensins are one of the major families of antimicrobial peptides (AMPs) widely distributed in
insects. In Triatomines (Hemiptera: Reduviidae) vectors of Trypanosoma cruzi (causative agent
of Chagas disease), two large groups of defensin isoforms have been described: type 1 and type
4. The aim of this study was to analyze the trypanocidal activity of a recombinant defensin type 1
(rDef1.3) from Triatoma (Meccus) pallidipennis, an endemic specie of México. The trypanocidal
activity of this triatomine defensin was evaluated in vitro, different concentrations of rDefl.3
were evaluated against the parasites T. cruzi, T. rangeli, and two species of Leishmania (L.
mexicana and L. major) both causative agents of cutaneous leishmaniasis. Our data demonstrated
that of the four parasites evaluated, T cruzi presented damage at morphological and viability
level, furthermore, this parasite showed growth inhibition after the treatment. Besides, T. rangeli
(a parasite that infects a variety of mammalian species), showed higher damage to morphological
level than T. cruzi, and surprisingly the greatest damage was seen against the two species of
Leishmania. Interestingly, L. major was the parasite most affected by the defensin, since when
evaluating the viability more than 50 % of the parasites were dead or with a compromised
membrane, also these parasites showed a reduction in their proliferation capacity in culture.
These results suggest that rDefl.3 has an important antimicrobial effect against three

trypanosomatids that causes some of the neglected tropical diseases transmitted by insect vectors.

Keywords: Triatoma pallidipennis, defensin, T. cruzi, trypanosomatids.
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1. Introduction

Trypanosoma cruzi is the protozoan parasite that causes Chagas disease, one of the main
neglected tropical diseases in Latin America. The migrations of infected people had taken it to
non-endemic countries of America and the rest of the world, resulting in a global health problem.
The World Health Organization (WHO) estimates that there are over 8 million people infected
with this parasite and more than 25 million people risk acquiring the disease (WHO, 2019).
Chagas disease is transmitted mainly by the feces of hematophagous insects belonging to the
Triatominae subfamily (Hemiptera: Reduviidae). In México, it have been reported 31 different
species of the genus Triatoma, including the endemic Triatoma (Meccus) pallidipennis which has
epidemiological importance because colonizes extensive areas in the center of the country and
has been reported with a natural T. cruzi infection of 50 % in some regions (Ramsey, et al., 2005;
Martinez-lbarra, et al., 2011; Ramsey, et al., 2015). The trypanosomatid T. rangeli is an infective,
non-pathogenic parasite for humans, but pathogenic for vectors from the subfamily Triatominae,

mainly from the Rhodnius genus (Vallejo, et al., 2015).

Another neglected tropical diseases transmitted by insect vectors are the Leishmaniasis, a group
of diseases caused by protozoan parasites from more than 20 Leishmania species. These parasites
are transmitted to humans by the bite of an infected female phlebotomine sandfly (WHO, 2019;
Torres Guerrero, et al.,, 2017). Leishmaniasis is endemic in southeastern Mexico, where
Leishmania (L.) mexicana is the principal parasite species causing disease in humans (Berzunza-
Cruz, 2014) and still remains a serious health problem since there is no vaccine or effective drugs

against the parasites.
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AMPs are small cationic polypeptides of fewer than 100 amino acids that are part of the host
defense system, and that have antimicrobial activity at physiological concentrations under
conditions prevailing in the tissues of origin (Ganz, 2003). AMPs are synthesized as inactive
precursor proteins or pro-proteins, containing a signal sequence. Post-translational modifications
include proteolytic processing to release the sequence corresponding to the active peptide or

mature peptide (20-50 residues), which have antimicrobial activity (Yi, et al., 2014).

In insects, a wide variety of AMPs have been found, of which, the family of the defensins has
been the most studied due to its presence in various groups of insects (Koehbach, 2017). Insect
defensins contain six conserved cysteines that form three intramolecular disulfide bridges. In
invertebrates, the cysteines bonds have a unique pattern (Cysl-CyslV, CyslI-CysV, and CysllII-
CysVI1) and form a consensus folding pattern consisting of the cysteine-stabilized a-helix -sheet
(CSop) motif, which is the active site of the domain for antimicrobial activity and that differs
from vertebrate defensins (Ganz & Lehner, 1995; Dassanayake, et al., 2007). Typically, the size
of these molecules ranges between 33—46 amino acid residues with a molecular weight of ~4
kDa. The studies of defensin antimicrobial activity in insects has been focused mainly against
bacteria, but also the activity against virus, fungi, and parasites have been reported (Tonk &
Vilcinskas, 2017). However, there are few studies related to Hemipteran defensins, which may be
due to the lack of information on the genomes of this type of insects. Recently, we reported the
genetic variability of defensins family in T. pallidipennis, 12 different genes were identified to
encode three mature defensins (two defensins type | and one defensin type 4) (Diaz-Garrido, et
al., 2018). This work has been one of the few that addresses the study of genes related to the
immune system in T. pallidipennis and it is important since there is little information about it in

North American triatomines. The limited studies are relate to the expression of defensin mRNA,
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but proteins studies are lacking (Araujo, et al., 2006; Waniek, et al., 2009; Vieira, et al., 2014,
2016). Therefore, the purpose of the present study was to generate a recombinant defensin type 1

from T. pallidipennis and analyze its activity in vitro against T. cruzi and other trypanosomatids.

2. Materials and Methods

2.1. Trypanosomatids cultures

Epimastigotes of T. cruzi (TBAR/MX/0000/Querétaro) were cultured in LIT medium,
supplemented with 10 % FBS and 25 ug/ml of hemin, and maintained at 28 °C for 3—4 days in
culture to obtain the log phase of growth (Espinoza et al., 2010). Epimastigotes of Trypanosoma
rangeli were cultured in LIT medium, supplemented with 20 % FBS without hemin (Dos Santos
et al. 2013). Promastigotes (infective stage) of Leishmania major and Leishmania mexicana were
maintained in 199 medium (M199) (Gibco BRL, France), supplemented with 10 % FBS, 2 mM
L-glutamine, 25 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml of streptomycin (Dey, et al.,

2002).

2.2. Insects maintenance and isolation of RNA from T. pallidipennis

T. pallidipennis were maintained in a colony at Laboratorio de Estudios sobre Tripanosomiasis
Americana, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, under controlled temperature (28
°C) and humidity (15 %). The insects were fed with rabbit blood, and all the procedures were
carried out according to the Ethics Code of the Instituto de Investigaciones Biomédicas for
animal care (https://www.biomedicas.unam.mx/wp-content/pdf/intranet/reglamentos/codigo-
etico-iibo.pdf?x21431). T. pallidipennis (adult female) total RNA was isolated from the fat body,
Malpighian tubules and digestive tract (previously washed several times with DEPC water to

eliminate intestinal contents), the organs were macerated using TRIzol (Invitrogen-Gibco,
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Carlsbad, CA, USA) according to the instructions from the manufacturer, followed by DNase |
(Invitrogen-Gibco, Carlsbad, CA, USA) treatment. Nucleic acid integrity was analyzed by
agarose gel electrophoresis and its concentration and purity were assessed using a NanoDrop

1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The RNA was kept at -20 °C until used.

2.3. Cloning of defl cDNA from T. pallidipennis

For the synthesis of cDNA, 1 pg total RNA was used as a template in a reaction containing 5.5
mM MgCl,, 1x Buffer RNAse, 2.5 mM each dNTPs, 2.5 mM Oligo dT, 0.4 U/ul RNAse
(RNAseOUT) and 1.25 U/ul M-MLV Reverse transcriptase enzyme (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). The first PCR to amplify the defensin type 1 gen (defl) was performed
using 200 ng of cDNA plus the primers and conditions reported by Araujo et al., 2006. The
obtained amplification was sequenced by the Sanger method using a 3500xL Genetic Analyzer
(Applied, USA) and from the sequence obtained, specific primers were designed to amplify the
region corresponding to the mature peptide: forward (5"-CAA  GGATCC
AGGGCCACTTGTGATCTGCTAAG-3") and reverse (5"-CAA CTGCAG
CTTCCTGCAATGGCACAG-3"). The conditions employed were one initial step of 95 °C for 5
min, 30 cycles (1 min at 95 °C, 1 min at 60 °C and 1 min at 72 °C), and a final elongation step

(10 min at 72 °C).

The amplicon encoding for the mature peptide from defl was analyzed on 1.5 % agarose gel and
ligated into the BamHI and Pstl digested-pQE-30 vector (N-terminal histidine tag, T5/lac
promoter, ampicillin resistance) (Qiagen, Hilden, Germany) transformed by heat shock into E.
coli M15 [pREP 4] cells and plated on Luria-Bertani (LB) agar plates supplemented with 100

pg/ml ampicillin overnight. Putative colonies containing the pQE-30_defl construct were
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screened by PCR with primers for pQE-30 (Fw: 5-CGGATAACAATTTCACACAG-3" and Rv:
5GTTCTGAGGTCATTACTGG-3"). Candidate clones were sequenced in the Laboratorio de
Secuenciacion Genomica de la Biodiversidad y de la Salud (UNAM) with the Sanger technique,

using a 3500XL genetic analyzer (Applied) to corroborate the correct insert.

2.4. rDef1.3 expression in E. coli strain

A positive clone was grown in liquid 2xYT enriched medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) with ampicillin (100 pg/ml) for 18 h at 37 °C and 180 rpm. The bacterial culture
(previously grown) was used to inoculate 500 ml of 2xYT medium with ampicillin (100 pg/ml)
and incubated at 37 °C, 180 rpm until getting an optical density (600 nm) of 0.7, the induction of
the 6xHis-tag recombinant protein expression was made with 1 mM IPTG (isopropyl-1-thio-p-D-
galactopyranoside) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) for 18 h at 30 °C, and analyze its
expression by Tricine SDS-PAGE (Schagger, 2016). The biomass was treated as described by
Céardenas-Guerra et al., 2015 with some modifications: briefly, the bacterial cells (1 gr) were
resuspended in 10 ml of lysis buffer (20 mM Tris—HCI [pH 8.0], 20 mM NaCl, 5 mM DTT, 1
mM PMSF) and lysed by sonication on ice with 6 cycles of 30 sec pulse on and 30 sec pulse off.
The insoluble and soluble fractions were separated by centrifugation (8000 x g for 30 min) and
analyzed in Tricine SDS-PAGE electrophoresis. Inclusion bodies were washed four times with
washing buffer (20 mM Tris—HCI [pH8.0], 0.5 M NacCl, 2 % Triton X-100, 2 M urea). Inclusion
bodies were solubilized for 16 h at room temperature (RT) in binding buffer (20 mM Tris—HCI
[pH 8.0], 0.5 M NaCl, 5 mM imidazole, 8 M urea). The suspension was centrifuged at 8000 x g
for 30 min to remove insoluble material. Tricine SDS-PAGE (15 % separator/ 4 % stacking gels)
stained with Coomassie brilliant blue G-250 (BioRad, CA, USA) was used during the different

process steps to determine the presence of the 6xHis-tag expressed peptide. Additionally, 20 pg
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of rDef1.3 was blotted from Tricine SDS-PAGE gel to nitrocellulose membranes. Western blot
(WB) analysis was performed by mouse anti-Histidine antibody (Roche, Switzerland) as primary
antibody and rabbit anti-Mouse 1gG-Peroxidase (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) as a
secondary antibody. The WB was revealed by chemiluminescence (RPN2232, Thermo Fisher,

Waltham, MA, USA).

2.5. Purification and refolding of rDef1.3

The recombinant protein (rDefl.3) contained in the inclusion bodies solubilized was purified
using immobilized metal affinity chromatography (IMAC) with Ni-Nitrilotriacetic acid (Ni—
NTA) by Ni Sepharose High-Performance agarose (GE Healthcare, CA, USA) under denaturing
conditions following the manufacturer’s instructions. Affinity-bound recombinant protein was
eluted with elution buffer (20 mM Tris—HCI [pH 8.0], 0.5 M NaCl, 0.5 M imidazole, 4 M urea).
The purified recombinant protein was dialyzed three times against PBS at 4 °C and the
concentration of peptide was determined by absorbance at 280 nm using their respective molar
extinction coefficients.

2.6 Analysis of defensins sequences, structure prediction of the mature peptide and phylogenetic

analysis

The molecular weight, isoelectric point, molar extinction coefficient, net charge and amino acid
translate sequence of the rDefl (called from now on, rDefl.3 to differentiate it to the genes
previously described), were determined. Amino acids sequence was obtained using Protparam
from EXPASYy platform (https://www.expasy.org/) and Pepstats software version 6.6.0 available
on the online platform http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/Web. To establish the identity of

rDefl1.3 with other proteins, a multiple alignment was performed with the Clustal Omega server
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(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) and with the NCBI (BLASTp) online software
(http://www.ncbi.nim.gov/BLAST/). A 3D structure model of the rDefl.3 protein and the
TpDef1.2 from T. pallidipennis (Diaz-Garrido, et al., 2018) was obtained using the I-TASSER
server (Roy, et al., 2010; Yang, et al., 2015; Yang & Zhang, 2015), which is available at

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/.

The prediction of the conserved domains for the identification of the protein family was carried
out using the online software SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)
(http://smart.embl-heidelberg.de/). A phylogenetic analysis was done using TpDef1.3 sequence,
the following sequences were included in the analysis: Triatoma pallidipennis defensins 1.2
(AXY04218.1), 1.1(AXY04217.1), and 4.1 (AXY04219.1). Porcellio duboscqui (PdDef:
P83404.3), Lucilia sericata (LsDef: P86471), Aedes aegypti (AaDef: P81603), Pisum sativum
(PSD1: P81929/ PSD2: P81930), Medicago sativa (MsDefl: Q9FPM3), Petunia hybrida (PhD1.:
Q8H6Q1), Nepenthes alata (NaD1l: Q8GTMOQ), Solanum lycopersicum (TPP3: Q40128), and
human B-defensins (HBD2: NP_004933/ HBD3: NP_061131). For the comparative analysis of
defensins with bactericidal and fungicidal activity, the defensins sequences were aligned using
MUSCLE software (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (Edgar, 2004). The
phylogeny was established through the Neighbor-joining analysis, by the Bootstrap statistical
method (10,000 replicates), using the Mega6 Software (Tamura et al., 2013). Only those
positions with 95% coverage were considered for the analysis. The resulting cladograms were

visualized using FigTree Software Ver 1.4.3 (Rambaut, 2006).

The prediction of the amino acids that participate in the binding to the probable molecular targets
was established using the software COACH (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COACHY/)

and PrankWeb (https://prankweb.cz). In the latter case, the sequence of the human B-crystallin
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protein was used as a template (2YGD, Protein Data Bank) (Jendele et al., 2019; Zhang et al.,

2017).

2.7. Mass spectrometry analysis

The sample of Tricine SDS-PAGE gel was cut and digested with trypsin according to the
modified protocol of Shevchenko, et al., 2006. The resulting tryptic peptides were loaded onto
the Symmetry C18 Trap V/M trap column (Waters, Milford, MA); and desalted using a mobile
phase A, 0.1 % formic acid (FA) in water and mobile phase B, 0.1 % FA in acetonitrile.
Subsequently, the peptides were loaded and separated on a HSS T3 C18column (Waters, Milford,
MA); using an UPLC ACQUITY M-Class (Waters, Milford, MA). Mass spectral data were
acquired in a mass spectrometer with electric spray ionization (ESI) and ion mobility separation
(IMS) Synpat G2-Si (Waters, Milford, MA) using data-independent acquisition (DIA) approach
by HDMSE mode (Waters, Milford, MA). The raw files containing the MS and MS/MS spectra
were deconvoluted and compared using ProteinLynx Global Server (PLGS) v3.0.3 (Waters,
Milford, MA) against a Homo sapiens, Rhodnius prolixus database and defensins from T.
pallidipennis concatenated with its reversed database. Workflow parameters included trypsin as a
cutting enzyme and prediction of one missed cleavage site in tryptic peptides, carbamidomethyl
(C) as a fixed modification and amidation (N-term), deamidation (N, Q), oxidation (M), and
phosphorylation (S, T, Y) were used as variable modifications. A false discovery rate (FDR) < 4

% was used. All identifications had a percentage of reliability > 95%.

2.8. Morphological changes in parasites treated with rDef1.3

Morphological changes were analyzed in parasites untreated (control) and treated with rDef1.3

for 4 h at 28 °C. In the case of T. cruzi, the defensin was used at different concentrations (5.2,
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10.5, 21, 42, and 84 uM). For T. rangeli and Leishmania spp. only the highest concentration (84
KUM) was used. Parasites were harvested by centrifugation at 2100 x g for 10 min at 4 °C and
washed twice with PBS. Parasites (2x10°) were fixed using methanol and stained with Wright-
Giemsa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) on microscopy slides. The slides were mounted
with Organo/limonene mount (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) and analyzed using
a Nikon Optiphot 2 microscope. For each treatment, 300 parasites were counted in each
independent experiment to determine the percentage of parasites with morphological alterations.

Three independent experiments were performed.
2.9. Viability assays

The viability of T. cruzi epimastigotes and L. major promastigotes was determined using
LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit from Thermo Fisher (Waltham, MA, USA) (Arroyo-
Olarte, et al., 2018). For this, 2x10° epimastigote were incubated for 4 h in the absence or
presence of rDef1.3 at different concentrations. After incubation, the parasites were centrifuged at
3000 x g for 10 min to remove the supernatant, washed twice with PBS, and the parasite pellet
from each treatment was re-suspended in 498 pl of PBS, 2 ul of a 50 puM solution of Calcein-AM
(C-AM), and 2 pL of 2 mM Ethidium Homodimer-1 (EthD-1). The samples were then incubated
for 45 min at RT and immediately analyzed using a flow cytometer (BD FACS Calibur flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) with a 530/30-nm filter (FL1-H) for C-AM (green
fluorescence: living cells) and a 670 nm long-pass filter (FL3-H) for EthD-1 (red fluorescence:
dead cells); 20,000 events per treatment were acquired. The data were analyzed using FlowJo
7.3.2 software and expressed as the percentage of cells per population phenotype. The

compensation was performed using live parasites in medium alone, stained only with C-AM, and
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dead parasites exposed to heat shock (for 10 min at 55 °C), stained with EthD-1. Two

independents experiments, by triplicate, were performed.
2.10. Parasites growth inhibition

T. cruzi epimastigotes and L. major promastigotes (5x10° cells) untreated or treated with 84 pM
of rDef1.3 for 4 h at 28 °C, were washed and incubated in LIT medium supplemented for T. cruzi
and M199 supplemented for L. major for 8 days at 28 °C. Then, the number of parasites was
determined by counting in a hemocytometer every two days. The number of control parasites
(untreated) was considered as 100 % of growth. Three independent experiments were performed

by duplicate.
2.11. Bactericidal activity of rDef1.3

The antimicrobial activity was determined using Kirby-Bauer tests. A bacterial solution was
prepared with Escherichia coli and Micrococcus luteus from colonies growing in LB agar,
adjusting the optical density of the suspension with a standard of 0.5 McFarland units of BaSO,.
The bacterial suspension was added to LB agar and emptied into Petri dishes before solidifying.
Each of the rDef1.3 concentrations was adjusted to a volume of 20 microliters and deposited on 6
mm filter paper discs to allow drying at RT. Once dry, the discs were placed on the surface of the
agar with bacterial cultures and the plates were incubated at 37 °C for 18-24 h. The growth
inhibition halos were evaluated by direct observation. Ampicillin (3 pg) was used as a positive

control. Three independent experiments were performed.

2.12. Statistics

Data from the effect of different concentrations of rDef1.3 in parasites morphology and relative

rate of growth between untreated and treated parasites were analyzed by 2-way ANOVA and
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Sidak's multiple comparisons test. The data from cytometry was analyzed by one-way ANOVA
and Tukey analysis procedure. Statistical analyses were performed using the Prism software v.

6.01 (GraphPad).

3. Results

3.1. Obtention and analysis of rDef1.3 from T. pallidipennis

The mature region from defl (150 bp) was successfully cloned from cDNA of fat body and
digestive tract, in the cloning/expression plasmid pQE-30 (Fig 1A). The nucleotides sequence
obtained from the clones showed the nucleotides that encoding for a polyhistidine-tag (6xHis-tag)
as well as two stop codons (Fig 1B). The recombinant defensin was named rDef1.3 as mentioned
before, it is composed of 44 amino acid residues with a molecular weight of 4.7 kDa plus 1 kDa
that correspond to 6xHis-tag, the final molecular weight is 5.7 kDa with a isoelectric point of
8.69. The proportion of the most abundant amino acid residues is alanine-glycine 9.6 % and
cysteines 11.5 %. The rDefl.3 has a higher percent identity (97.67 %) with T. pallidipennis
TpDef1.2 previously reported by our group (Diaz-Garrido, et al., 2018) and only presented a
change at amino acid level in the C-terminal, instead of Valine (V) a Leucine (L) is present. The
6xHis-tag and the extra amino acid residues does not alter the final conformation of rDefl.3
compared with TpDef1.2 (Fig 1C). The comparative analysis of sequences shows that the change
of L is not present in any reported defensins from other triatomine species, and as a external
group we incorporate one defensin from the sandfly Lutzomyia, the defensin (defl) is smaller

compared to those from the Triatomines (Fig 1D).

3.2. Expression and purification of rDefl1.3
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The rDef1.3 (~5.7 kDa) was overexpressed using 1 mM IPTG for 18 h at 30 °C (Fig 2A, lane 2).
The soluble and insoluble fractions were analyzed by Tricine SDS-PAGE, where the rDefl.3
expression was obtained in the insoluble fraction (Fig. 2A, lane 4). The inclusion bodies were
solubilized with 8 M Urea and purified by IMAC under denaturing conditions (Fig. 2A, lane 5).
The purified protein was eluted in 4 M urea obtaining a yield of 9 mg per 500 ml of cell culture
(5 g of wet weight of biomass). The eluted fractions were dialyzed in PBS at 4 °C to promote the
refolding of rDefl.3 (Fig. 2A, lane 6). In WB analysis, the anti-Histidine antibody detected the
expected band of ~5.7 kDa corresponding to purified defensin (Fig. 2B). The identity of rDef1.3
was corroborated by MS, the band obtained of ~5.7 kDa was excised from a Tricine SDS-PAGE
gel (Fig. 2A, lane 6), digested with trypsin and analyzed using MS (ESI-LC-MS/MS). A
representative peptide “ATCDOLLSDESK” was obtained (Fig. 2C), this peptide matched with

the deduced protein sequence of rDef1.3 with a coverage of 25 % (Table 1).

3.3. Evaluation of morphological changes of T. cruzi epimastigotes after rDef1.3 treatment

To determine if rDefl.3 was active against different trypanosomatids, T. cruzi (the natural
intestine parasite of the vector T. pallidipennis) was incubated with or without different rDef1.3
concentrations (5.2, 10.5, 21, 42, and 84 uM) for 4 h at 28 °C to analyze changes in the
morphology of epimastigotes. This analysis showed that the untreated parasite (control) exhibited
the typical morphology with an elongated body, the terminal flagellum, the nucleus, and
kinetoplast in the usual position. In contrast, T. cruzi epimastigotes treated with rDefl.3 showed
an atypical morphology which included a rounded appearance, contortion of the parasite body,
and/or a shortened flagellum (Fig. 3A). The percentage of atypical morphology observed in T.
cruzi epimastigotes at concentrations 5.2 UM (2 %) and 10.5 uM (7 %) was low, both 5.2 uM and

10.5 puM generated no effect, the morphology was similar to the effect caused by the vehicle
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(PBS) in control epimastigotes. At 21 uM a difference between the treated and the control begins
to be observed. When the concentration was increased to 42 or 84 uM the maximum percentage
of atypical morphology reached was 27 % for both concentrations (Fig. 3B). These results
suggest that rDef1.3 causes damage in the epimastigote morphology in a concentration-dependent

manner.
3.4. Viability of T. cruzi epimastigotes after rDef1.3 treatment

To corroborate the damage generated by rDefl.3 on T. cruzi epimastigotes, three concentrations
of the defensin were tested (21, 42 and 84 uM) to identify loss of membrane integrity of the cells
as well as dead cells. The fluorescence of EthD-1 (a membrane-impermeable fluorescent dye that
binds to DNA) and C-AM (a cell-permeant fluorescent probe that indicates cellular health) were
measured by flow cytometry (Fig. 4A). The percentages of the quadrants corresponding to living
cells with loss of membrane integrity (double-positive for both C-AM and EthD-1 markers) and
dead cells (EthD-1 positive marker) were considered to determine the cell viability. These results
indicated a concentration-dependent increase in damaged parasites. A significant difference was
observed between control and 42 uM (9 %) and 84 uM (16 %). Although in the previous assay,
the damage percentage in the epimastigote morphology was practically the same in the
concentrations 42 and 84 UM, in the viability assay at 84 uM the percentage of damaged parasites

increases almost at double.

To determine if the damage caused by rDefl.3 could affect the growth of parasites, 5x10°
epimastigotes were incubated in LIT medium to analyze their growth after being treated with 84

UM rDef1.3. The parasites count was done every two days for 8 days, the results showed that the
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growth of parasites treated was approximately 3 times lower respect to parasites untreated (Fig.

4B).
3.5. Effect of rDef1.3 against T. rangeli, L. mexicana and L. major

To determine if rDefl.3 could affect other trypanosomatids, T. rangeli an infective parasite but
non-pathogenic for humans and two species from the genus Leishmania (responsible of the
Leishmaniasis disease) L. major and L. mexicana were studied. Like T. cruzi, morphological
damage was first assessed. The parasites were incubated with 84 uM for 4 h at 28 °C (for this
analysis, only the highest concentration of rDefl.3 was used). In the case of T. rangeli
epimastigotes, 38 % of the parasites showed an atypical morphology. L. mexicana and L. major
showed higher percentages of morphology changes, 63 and 72 %, respectively. Interestingly, L.

major was the most affected trypanosomatid (Fig. 5A and B).
3.6. Viability of L. major promastigote after rDef1.3 treatment

Since L. major was the trypanosomatid that showed a higher percentage of parasites with altered
morphology, it was decided to evaluate the membrane damage and cell death using the
LIVE/DEAD Kit, three concentrations of rDefl1.3 (21, 42 and 84 uM) were tested. The results
showed concentration-dependent damage as observed previously in T. cruzi, although the effect
in L. major was greater, at 21 (4.5 %), 42 (33.2 %) and 84 uM (55.5 %) (Fig. 6A). These results
indicated that there was a correlation between morphological damage and cell death. To
determine if the damage caused by rDefl.3 could affect the growth of L. major, 5x10°
promastigote were incubated in M199 medium to analyze their growth after being treated with 84

UM rDefl.3 for 4 h. The parasites count was done every two days for 6 days and until this day,
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the number of parasites previously treated with the defensin, grew 2 times less than the untreated

parasites (Fig. 6B).

Once the damage to T. cruzi epimastigotes was identified, rDef1.3 was tested against E. coli and
M. luteus by radial diffusion assays at concentrations of 25 and 100 pg/ml, however, no

bactericidal effect was identified against any of the bacteria tested (Fig. S1).

4. Discussion

Even though defensins are the family of AMPs most studied in insects, there are few studies
regarding the functionality of these molecules in Hemipteran insects since most of the studies
have focused on evaluating the expression of genes under different conditions. In triatomines,
two large groups of defensins have been identified and grouped as defensins type 1 and type 4
(Araujo, et al., 2015; Diaz-Garrido, et al., 2018). In South American triatomine, differential
expression of messengers of different defensin isoforms has been observed in different tissues
and under different immunological challenges e. g. T. cruzi and different bacterial infections
(Waniek, et al., 2011; Vieira, et al., 2014, 2016), however, in few works the function of these
molecules in vitro is reported (LOpez, et al., 2003). With the propose to characterize the
antimicrobial activity of a defensin, a recombinant defensin type 1 from T. pallidipennis was

generated and its activity against different trypanosomatids was evaluated.

In the literature there are different protocols for the generation of recombinant defensins using
bacterial systems (Wang, et al.,, 2004; Corrales-Garcia, et al., 2011, 2013; Li, 2011).
Nevertheless, due to the toxicity toward the host cell, sensitivity to peptide degradation by
proteolytic cell enzymes and low expression levels mainly because of the small size of these

proteins, the union of fusion proteins like thioredoxin (TrxA) or glutathione S transferase (GST)
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has been reported (Fairlie, et al., 2002; Schmoldt, et al., 2005; Corrales-Garcia, et al., 2011,
Costa, et al., 2014). In the present work the recombinant defensin type 1 (rDefl.3) from T.
pallidipennis was obtained with a 6xHis-tag at the N-terminus, as the fusion protein.
Interestingly, when the sequence of the mature region from defl gene was analyzed, we observed
that the sequence was different from the defensins reported in the T. pallidipennis transcriptome
(Zumaya-Estrada, et al., 2018), and from previously reported defl.1 and defl.2 genes (Diaz-
Garrido, et al., 2018). Only two substitutions of nucleotides changed in defl with respect to
defl.2: one was not modified the codon, but the other generated a change in one amino acid at the
C-terminal (V by L), not observed in others defensins type 1. Also in that position all the
defensins type 4 have an Isoleucine (I), which indicates a conservative replacement between
defensins, and makes us think that maybe that position has a relevant role in the antimicrobial

activity of these molecules.

Therefore, we decided to name this novel defensin gene type 1 as defl.3 (GenBank accession
number MN557396) and given that, we generated the recombinant peptide to evaluated its
function, we named the recombinant defensin as rDef1.3. When comparing the tertiary structure
models of TpDefl.2 and rDefl.3 the homology modeling showed that the 6xHis-tag, the extra
amino acids and the change of V by L did not alter the typical tertiary structure of an insect
defensin (CSaf), which indicated that the defensin could have its biological activity. Some
reports mention that the presence of extra amino acids does not influence on the biological
activity of the AMPs, still using large fusion proteins like the Trx (Fairlie, et al., 2002; Song, et

al., 2009).

Due to the great interest that insect AMPs have had in recent years, different strategies have been

established to obtain them including the isolation from natural sources, chemical synthesis and
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expression using recombinant techniques. In this work, we carry out a straightforward procedure
to obtain an active recombinant defensin, corroborated by WB analysis using the primary
antibody anti-Histidine and by mass spectrometry. The rDef1.3 was obtained in inclusion bodies,
the methodology to solubilize and purify them that we carry out have several advantages since
the rDef1.3 was obtained with 95 % of purity after the IMAC, not requiring an extra step for
purification by HPLC, as in other reported works. Besides, the strategy we follow to refold the
defensin does not require oxidizing agents and we obtained a good quantity of pure defensin, also
the recombinant protein was stable in concentrations < 0.5 mg/ml at 4° C. These conditions
allowed performing the functional experiments.

The concentration of defensins in hemolymph has been reported in different insects after
immunological challenges, e. g. in Drosophila 1 UM has been reported after bacterial infection
(Lemaitre & Hoffman, 2007) and in A. aegypti the concentration can go up to 45 uM at 24 h post-
inoculation (Lowenberger, et al., 2003). In triatomines the concentration at which the defensins
are synthesized is unknown, so to evaluate the effect of rDefl.3 against trypanosomatids, we

tested different concentrations from 5.2 uM to 84 pM.

Madison, et al., 2007 reported for the first time a defensin with trypanocidal activity, the human
defensin a-1. This defensin was tested against T. cruzi tripomastigote and amastigote, and the
identified mechanism of action was the membrane pore formation and the induction of nuclear
and mitochondrial DNA fragmentation. Trypomastigote destruction with detachment of the

flagellum was observed at 20 pM.

Unlike human defensin o-1, rDefl.3 partially affects the T. cruzi epimastigotes, since the
percentages of parasites with morphology altered and parasites dead or with damage membrane,

at the highest concentration used (84 uM), was 27 % and 16 % respectively. Though, the growth
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of epimastigote previously treated with rDef1.3 was significative affected after 8 days of culture,
so this defensin seem to produce an initial moderate damage but the induced damage was
sufficient to limit the proliferation of the parasite. It will be interesting to study, if this defensin is

synthesized naturally in the digestive tract of the insect, particularly after T. cruzi infection.

Even though, the majority of the defensins kill bacteria (Ganz, 2003; Boulanger, et al., 2006),
rDef1.3 did not show bactericidal activity. After a comparative and phylogenetic analysis, it was
identified that the sequence of TpDefl.3 (Defl.3 without the 6xHis-tag) is grouped with
defensins characterized as antibacterial (Fig. S2A), since the ATCDL in the N-terminal region
and the GFGC at the C-terminal region are sequences present in defensins with bactericidal
activity (Schmitt et al. 2016), this analysis showed that TpDef1.3 has the proposed structure for
antibacterial defensins ATCDLX19CAXHCXGGYCX5CVCRN (Fig. S2B). However, the
fact that rDef1.3 not present bactericidal activity is not strange, since defensins from different
organisms have not shown bactericidal activity, e. g. an isoform of human defensin (HD6)
(Ericksen, et al., 2005). In arthropods, the Sm2 a peptide from the centipede Scolopendra
morsitans with the typical tertiary structure of an insect defensin (CSaf3) with only two disulfide
bridges, showed no antimicrobial activity against five different bacteria and two fungi (Dash, et
al., 2014). Through a comparative analysis neither HD6 nor Sm2 have the sites proposed as

bactericidal (Data not showed).

The effect of rDefl.3 against T. rangeli epimastigote was higher than that caused on T. cruzi,
which makes sense since T. rangeli is reported to be a triatomine insect pathogen, mainly
reported in the genus Rhodnius (Vallejo, et al., 2015). There are no reports of T. pallidipennis

infected with this parasite in nature; however, under laboratory conditions it has been reported
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that T. rangeli produced intense infections in the gut and hemolymph of T. pallidipennis (Tovar,

etal., 1989).

In both Leishmania spp (causative agents of cutaneous leishmaniasis) the change in morphology
generated by 84 uM of rDefl.3 was up to three times greater than that caused to T. cruzi or T.
rangeli, this damage was corroborated in L. major, with a viability assay. Furthermore, our
results showed that the parasites that survive to the treatment proliferated 2 times less than
untreated parasites, this result is similar to that observed in the growing recovery curves of T.

cruzi.

In the nature, parasites should not be exposed to high concentrations of AMPs or they would
become tolerant to the AMP to which they normally are exposed, but they could become
susceptible to similar peptides from other insects (Boulanger, et al., 2006). In this study, to
determine lethal concentrations of rDef1.3, we use concentrations higher than the parasites will
encounter under normal physiological conditions. This has been an strategy in other studies,
Boulanger et al., 2004 showed an antiparasitic activity from a defensin present in Phlebotomus

duboscqi against L. major at 85 uM in a natural host-parasite system.

Defensins from the tick Ixodes ricinus, have been classified in two groups: highly-specific
defensins (active only against apicomplexan parasites and without bactericidal activity) and
broad-spectrum defensins (active against bacteria, fungi and apicomplexan parasites) (Couto, et

al., 2018); within this classification rDefl.3 seems to be highly-specific to trypanosomatids.

AMPs are expressed in the midgut of T. infestans, specifically affecting gram-negative bacteria,
but not T. cruzi, which could facilitate the establishment of this pathogen (Buarque et al. 2016).

The role of rDef1.3 could be to specifically affect other microorganisms such as T. rangeli to
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reduce competition with T. cruzi. Our data suggest that rDef1.3 activity is more effective against
parasites that do not transmit in nature, such as Leishmania spp which are transmitted by

phlebotomous insects.

The mechanism of action of rDef1.3 can be through membrane damage as demonstrated by the
viability assay, where ethidium bromide reached the nucleus after the membrane was disturbed.
In the case of Leishmania spp. by bioinformatic analysis, we determined that rDef1.3 could bind
to zinc from the active site of gp63 through amino acids A21 and C24 both present in the a-helix,
and block its activity (Schlagenhauf et al. 1998; Pandey et al., 2004; Rhaiem & Houimel, 2016)
(Data not showed), however it will be necessary to corroborate this interaction with experimental
data. Another alternative mechanism of action is the internalization of rDef1.3 by L. major and
once inside the cell it could sequester intracellular zinc and affect the growth of the parasite

(Saini, etal., 2017).

The difference in the percentage of damage between trypanosomatids can also be attributed to the
composition of cell membranes (fluidity, negative charge density, and absence or presence of
cholesterol) since trypanosomatids exhibit a negatively charged surface whose value is species-

specific and varies according to the developmental stages (Souto-Padrén, 2002).

Both leishmaniasis and Chagas disease are neglected diseases that currently continue to be a
serious health problem in the American continent. Currently, there is not effective vaccine against
neither of these two parasites and the drug treatments are limited by high toxicity, therefore the
search for new therapeutic alternatives is decisive. Since antimicrobial peptides have been
considered as an alternative therapeutic option for different pathogens, this work is one of the

first reports where the effect of a defensin from a triatomine insect was evaluated against the
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causative agents of these two tropical diseases, this first approach could be serve as a model to
optimize its activity by modifying or adding amino acids or other reactive groups to produce a

more powerful hybrid peptide.

Conclusions

Insects have been a promising source of novel AMPs. In this work, we carry out a
straightforward procedure to obtain a recombinant insect defensin type 1 (rDefl.3) from T.
pallidipennis, one of the main vectors of T. cruzi in México. Our data demonstrate for the first
time a defensin with an activity, against several trypanosomatids. Owing to the urgent search for
new strategies to control major human parasitic diseases, rDef1.3 is a good candidate to continue
with further studies to determine its mechanisms of action on the different affected

trypanosomatids.
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Legends Figures

Figure 1. Plasmid construct of pQE-30_defl, molecular modeling of rDef1.3 and alignment
of triatomine defensins. (A) Schematic representation of the expression vector pQE-30 with
defl, between restriction sites of BamHI and Pstl. (B) The cDNA sequence of defl mature
region. The stop codon is indicated by asterisks. The deduced amino acid sequence includes the
6xHis-tag in de N-terminal and the sequence corresponding to the mature defensin is marked in
bold. (C) Molecular modeling of rDefl.3 compared to TpDefl.2 generated using I-TASSER.
Both exhibit the same structural topology conformed by three disulfide bonds as well as an o-
helix and B-sheets, which is known as cysteine-stabilized (CSof}) motif. The 6 cysteines are
marked in yellow; the different amino acid between both sequences is marked in blue (V by L)
and the 6xHis-tag in red. (D) Alignment of different triatomine defensins, as an external group a
Lutzomyia defensin was introduced. The only amino acid different from rDef1.3 with respect to
TpDef1.2 is marked in red and indicated with an arrow. The mating of the cysteines are indicated
at the top of the alignment, as well as the position of the two B-sheets and one a-helix. (*)
Identical amino acid residues between the sequences, (:) indicates conservation between groups
of strongly similar properties and (.) indicates conservation between groups of weakly similar

properties.

Figure 2. Expression, purification, and dialysis of rDefl.3. (A) Tricine SDS-PAGE (15%)
analysis of the rDefl.3 expressed in E. coli M15. Lane 1, correspond to non-induced (NI)
extracts; lane 2, IPTG-induced (1) extracts; lane 3, soluble fraction (SF); lane 4, insoluble fraction
(IF); lane 5, IMAC purification in denaturing conditions (P); lane 6, dialysis (D). (B) Western-

blot analysis of rDefl.3. Detection of the recombinant peptide was performed with anti-His tag
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antibody. (C) Representative spectrum of the ATCDLLSFESK peptide sequencing obtained

using MS/MS to the identification of protein rDef1.3.

Figure 3. rDefl.3 generates morphological changes in T. cruzi epimastigote. (A)
Representative micrographs showing the cellular shape of T. cruzi epimastigotes subjected to
different concentrations of rDef1.3. In PBS, control epimastigotes showing a typical elongated
cell shape. Parasites exposed to rDefl1.3 showed rounded shape (arrowhead) and some of them
lack flagellum (enclosed in a circle). Parasites stained with Giemsa. (B) Percentage of
epimastigote with morphological alterations at different concentrations of rDef1.3. The error bars
indicate the average of three experiments, the significant difference with respect to the control

group is indicated by *p<0.01 or **p< 0.0001.

Figure 4. Analysis of viability (death and damage to the cell membrane) of T. cruzi
epimastigote and growth inhibition by rDef1.3. (A) Death and damage to the membrane were
analyzed by the flow cytometry technique, the concentrations of 21, 42, and 84 uM of rDef1.3
were used. Flow cytometric dot plots of T. cruzi epimastigote, cells stained only with C-AM (LIT
medium), heat-killed cells (55 °C), and cells incubated with the rDef1.3 vehicle (PBS). Cells in
the lower right quadrant were positive only for C-AM and cells in the upper left quadrant were
positive only for EthD-1. Events in the upper right quadrant were double-positive for both
markers, whereas the lower left quadrant corresponds to the cells negative for both dyes. The dot
plots are representative of triplicate experiments with similar results. There were 20,000 recorded
events/experimental condition (*p<0.05 and **p<0.005). (B) Recovery of epimastigote growth
rate after the treatment or no treatment with 84 uM rDef1.3. The number of parasites was counted
every two days. The error bars indicate the average of three experiments, asterisk represents a

significant difference with respect to the control group PBS, *p<0.0001.
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Figure 5. rDef1.3 generates morphological changes in T. rangeli, L. major, and L. mexicana.
(A) Representative micrographs showing the cellular shape of T. rangeli epimastigotes, L. major
and L. mexicana promastigote subjected to 84 uM rDef1.3. In PBS, control parasites showing a
typical cell shape. Parasites exposed to rDefl showed rounded shape (closed in a circle), lyzed
cells (arrow) and some of them with a short flagellum (arrowhead). Parasites stained with
Giemsa. (B) Percentage of cells with atypical morphology. The error bars indicate the average of
three experiments, the asterisk represents a significant difference with respect to the control

group PBS (*p<0.01, **p<0.001).

Figure 6. Analysis of death and damage to the cell membrane of L. major promastigote and
growth inhibition by rDefl1.3. (A) Death and damage to the membrane were analyzed by the
flow cytometry technique, the concentrations of 21, 42, and 84 uM of rDefl1.3 were used. Flow
cytometric, dot plots of cell population separation from L. major, cells stained only with C-AM
(M199 medium), heat-killed cells stained with EthD-1 (55 °C), and cells incubated with the
rDefl vehicle (PBS). Cells in the lower right quadrant were positive only for C-AM, cells in the
upper left quadrant were positive only for EthD-1. Events in the upper right quadrant were
double-positive for both markers, whereas the lower left quadrant corresponds to the cells
negative for both dyes. The dot plots are representative of triplicate experiments with similar
results. There were 20,000 recorded events/experimental conditions, the significant differences
with respect to the control group is indicated *p<0.0001. (B) Recovery of promastigote growth
rate after the treatment or no treatment with 84 uM rDef1.3. The number of parasites was counted
every two days. The recovery observed in the growth of treated promastigotes was twice less than
untreated parasites. The error bars indicate the average of a duplicate experiment and the asterisks

represents significant differences with respect to the control group PBS *p<0.001.
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Figure S1. Antibacterial activity of rDefl.3 against E. coli and M. luteus. The antibacterial
activity of recombinant defensin was determined by inhibition zone assay. Ampicillin (Amp, 3
pg) and PBS were used as controls in the inhibition zone assay; 25 and 100 pg of the rDefl were
tested. The plates were incubated at 37 °C overnight, and the diameters of inhibition zones were

measured and recorded.

Figure S2. Comparative analysis of defensins with bactericidal and fungicidal activity. (A)
Phylogenetic tree of TpDef1.3, bactericidal and antifungal CSa defensins were aligned by
MUSCLE and generate a Neighbor-joining analysis. Values in nodes are Bootstrap (10, 000
replicates). (B) Comparison of TpDefl.3 (arrowhead) with antibacterial and antifungal CSaf
defensins. Typical cysteines are marked in red, the sequences of antibacterial defensins are shown
in yellow and the GXCXz.9) in gray. The amino acids important for its function is marked in bold

and the amino acids important for the ionic interactions with phospholipids in blue boxes.

Table 1. Peptides identified by ESI-LC—MS/MS analysis of rDef1.3.

Molecular

Accession . Sequence Peptide sequence
Name Weight Score o
number (kDa) Coverage (%) (aa)
ATC
a SFESK
MN557306 | 413 5.7 1553.646 25 DLLSFESK
DLLSFESKWTPN
65.° Gene name uploaded to GeneBank
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Legends Figures
Figure 1. Plasmid construct of pQE-30_defl, molecular modeling of rDefl and alignment of
triatomine defensins. (A) Schematic representation of the expression vector pQE-30 with defl,
between restriction sites of BamHI and Pstl. (B) The cDNA sequence of defl mature region. The
stop codon is indicated by asterisks. The deduced amino acid sequence includes the 6xHis-tag in
de N-terminal and the sequence corresponding to the mature defensin is marked in bold. (C)
Molecular modeling of rDefl compared to TpDefl.2 generated using I-TASSER. Both exhibit
the same structural topology conformed by three disulfide bonds as well as an a-helix and (-
sheets, which is known as cysteine-stabilized (CSafl) motif. The 6 cysteines are marked in
yellow; the different amino acid between both sequences is marked in blue (V by L) and the
6xHis-tag in red. (D) Alignment of different triatomine defensins, as an external group a
Lutzomyia defensin was introduced. The only amino acid different from rDefl with respect to
TpDefl1.2 is marked in red and indicated with an arrow. The mating of the cysteines are indicated
at the top of the alignment, as well as the position of the two B-sheets and one o-helix. (*)
Identical amino acid residues between the sequences, (:) indicates conservation between groups
of strongly similar properties and (.) indicates conservation between groups of weakly similar

properties.

Figure 2. Expression, purification, and dialysis of rDefl. (A) Tricine SDS-PAGE (15%)
analysis of the rDefl expressed in E. coli M15. Lane 1, correspond to non-induced (NI) extracts;
lane 2, IPTG-induced (I) extracts; lane 3, soluble fraction (SF); lane 4, insoluble fraction (IF);
lane 5, IMAC purification in denaturing conditions (P); lane 6, dialysis (D). (B) Western-blot

analysis of rDefl. Detection of the recombinant peptide was performed with anti-His tag
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antibody. (C) Representative spectrum of the ATCDLLSFESK peptide sequencing obtained

using MS/MS to the identification of protein rDefl.

Figure 3. rDefl generates morphological changes in T. cruzi epimastigote. (A) Representative
micrographs showing the cellular shape of T. cruzi epimastigotes subjected to different
concentrations of rDefl. In PBS, control epimastigotes showing a typical elongated cell shape.
Parasites exposed to rDefl showed rounded shape (arrowhead) and some of them lack flagellum
(enclosed in a circle). Parasites stained with Giemsa. (B) Percentage of epimastigote with
morphological alterations at different concentrations of rDefl. The error bars indicate the average
of three experiments, the significant difference with respect to the control group is indicated by

*p<0.01 or **p< 0.0001.

Figure 4. Analysis of viability (death and damage to the cell membrane) of T. cruzi
epimastigote and growth inhibition by rDefl. (A) Death and damage to the membrane were
analyzed by the flow cytometry technique, the concentrations of 21, 42, and 84 uM of rDefl were
used. Flow cytometric dot plots of T. cruzi epimastigote, cells stained only with C-AM (LIT
medium), heat-killed cells (55 °C), and cells incubated with the rDefl vehicle (PBS). Cells in the
lower right quadrant were positive only for C-AM and cells in the upper left quadrant were
positive only for EthD-1. Events in the upper right quadrant were double-positive for both
markers, whereas the lower left quadrant corresponds to the cells negative for both dyes. The dot
plots are representative of triplicate experiments with similar results. There were 20,000 recorded
events/experimental condition (*p<0.05 and **p<0.005). (B) Recovery of epimastigote growth
rate after the treatment or no treatment with 84 uM rDefl. The number of parasites was counted
every two days. The error bars indicate the average of three experiments, asterisk represents a

significant difference with respect to the control group PBS, *p<0.0001.
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Figure 5. rDefl generates morphological changes in T. rangeli, L. major, and L. mexicana.
(A) Representative micrographs showing the cellular shape of T. rangeli epimastigotes, L. major
and L. mexicana promastigote subjected to 84 uM rDefl. In PBS, control parasites showing a
typical cell shape. Parasites exposed to rDefl showed rounded shape (closed in a circle), lyzed
cells (arrow) and some of them with a short flagellum (arrowhead). Parasites stained with
Giemsa. (B) Percentage of cells with atypical morphology. The error bars indicate the average of
three experiments, the asterisk represents a significant difference with respect to the control

group PBS (*p<0.01, **p<0.001).

Figure 6. Analysis of death and damage to the cell membrane of L. major promastigote and
growth inhibition by rDefl. (A) Death and damage to the membrane were analyzed by the flow
cytometry technique, the concentrations of 21, 42, and 84 puM of rDefl were used. Flow
cytometric, dot plots of cell population separation from L. major, cells stained only with C-AM
(M199 medium), heat-killed cells stained with EthD-1 (55 °C), and cells incubated with the
rDefl vehicle (PBS). Cells in the lower right quadrant were positive only for C-AM, cells in the
upper left quadrant were positive only for EthD-1. Events in the upper right quadrant were
double-positive for both markers, whereas the lower left quadrant corresponds to the cells
negative for both dyes. The dot plots are representative of triplicate experiments with similar
results. There were 20,000 recorded events/experimental conditions, the significant differences
with respect to the control group is indicated *p<0.0001. (B) Recovery of promastigote growth
rate after the treatment or no treatment with 84 uM rDefl. The number of parasites was counted
every two days. The recovery observed in the growth of treated promastigotes was twice less than
untreated parasites. The error bars indicate the average of a duplicate experiment and the asterisks

represents significant differences with respect to the control group PBS *p<0.001.
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Figure S1. Antibacterial activity of rDefl against E. coli and M. luteus. The antibacterial
activity of recombinant defensin was determined by inhibition zone assay. Ampicillin (Amp, 3
Kg) and PBS were used as controls in the inhibition zone assay; 25 and 100 pg of the rDefl were
tested. The plates were incubated at 37 °C overnight, and the diameters of inhibition zones were

measured and recorded.

Figure S2. Comparative analysis of defensins with bactericidal and fungicidal activity. (A)
Phylogenetic tree of TpDef1.3, bactericidal and antifungal CSa defensins were aligned by
MUSCLE and generate a Neighbor-joining analysis. Values in nodes are Bootstrap (10, 000
replicates). (B) Comparison of TpDefl.3 (arrowhead) with antibacterial and antifungal CSaf
defensins. Typical cisteines are marked in red, the sequences of antibacterial defensins are shown
in yellow and the GXCXz.9) in gray. The amino acids important for its function is marked in bold

and the amino acids important for the ioninc interactions with phospholipids in blue boxes.

Table 1. Peptides identified by ESI-LC—MS/MS analysis of rDefL.

Accession Name Molecular Weight Score Sequence Peptide sequence
number (kDa) Coverage (%) (aa)
ATC
a SFESK
MN557306 | 413 5.7 1553.646 25 DLLSFESK
DLLSFESKWTPN

# Gene name uploaded to GeneBank
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