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RESUMEN

Allatotropina (AT) y Allatostatina-C (AST-C), son neurohormonas de naturaleza
proteica caracterizadas por su capacidad de estimular o inhibir la sintesis de hormonas
juveniles en insectos, respectivamente. Estos péptidos han demostrado ser pleiotrépicos. AT
cumple diferentes funciones a nivel del sistema nervioso central como neuromodulador
ademas de controlar ritmos circadianos, estimula la sintesis de enzimas y controla el
transporte de iones a nivel del tubo digestivo, intervienen en la actividad fagocitica de las
células del sistema inmune, y se encuentra regulando la frecuencia de contraccién de la
musculatura asociada al tubo digestivo y del vaso dorsal. Por otro lado, la informacidn sobre
las funciones que desempefia AST-C es escasa. Se ha descripto que modula negativamente las
contracciones de la musculatura visceral del intestino anterior en lepiddpteros y del vaso

dorsal de algunos dipteros.

Rhodnius prolixus (Hemiptera:Reduvidae), es un insecto hematdéfago vector del Mal de
Chagas, enfermedad endémica de América, |la cual provoca patologias coronarias y asociadas al
tubo digestivo. El causante de esta enfermedad en el pardsito Trypanosoma cruziy la
trasmision del mismo ocurre cuando los insectos se alimentan. En ese momento se
desencadena el proceso de diuresis post ingesta, generando la eliminacidn de grandes
cantidades de orina y heces sobre el huésped. El parasito ingresa al mismo a través de estos
desechos por la injuria provocada por el aparato sucto-picador. El proceso de diuresis es
controlado por mecanismos neuroendocrinos, para reestablecer el desbalance hidrico-mineral
provocado durante la ingesta. Nuestro laboratorio ha demostrado en la especie afin, Triatoma
infestans, que AT interviene en la modulacion de la frecuencia cardiaca y de la tasa de ondas
peristalticas en el tubo digestivo durante este proceso, lo cual propicia la recirculacién de la
hemolinfa. Nos es relevante entonces, caracterizar la actividad de este péptido y analizar el
efecto del péptido allatostatico AST-C, asi como la expresion de sus receptores en R. prolixus,
en el sistema digestivo, circulatorio y reproductor durante momentos fisioldgicos cruciales en
la vida del insecto como lo son el proceso de diuresis post-prandial, la cdpula y la oviposicidn

en la hembra adulta.

Se evalud la capacidad miomoduladora de AT y AST-C durante distintos momentos
fisioldgicos. AT demostré poseer la capacidad de sinergizar el efecto estimulador de la
serotonina, incrementando la frecuencia de contraccidn de la aorta en insectos machos
ayunados, mientras que AST-C antagonizo dicha actividad, disminuyendo significativamente la

frecuencia de este drgano. Asi mismo, este péptido disminuyo la actividad contractil de



manera dosis dependiente durante el proceso de diuresis post ingesta tanto en la aorta como

en el buche.

Mediante el uso de microscopia de barrido laser confocal se demostré la presencia de
AST-C en los ganglios nerviosos ventrales (6rganos neurohemales), en la hemolinfa del interior
del corazon, en los nefrocitos asociados a los musculos alares, y en las células secretoras del

epitelio del buche.

El efecto miomodulador de AT y AST-C en el sistema reproductor de la hembra fue
analizado en diferentes estados fisioldgicos (hembras ayunadas, virgenes y copuladas -
alimentadas y grdvidas). Cada uno de los péptidos respondié de manera dosis dependiente.
Los eventos de la cdpula y la ingesta sanguinea demostraron ser condicionantes para que cada
péptido desempefie su actividad. Mds aun, cada érgano que se encuentra conformando este
sistema respondié de manera diferencial ante la presencia de los péptidos. AT demostro ser
mioestimulador en ambos casos, mientras que no hubo respuesta sobre los érganos en
hembras virgenes que no habian recibido alimento. Por otro lado, AST-C provocé un descenso

significativo en la frecuencia de contraccién de los ovarios de las hembras gravidas.

Los receptores de ambos péptidos fueron clonados, secuenciados y registrados en el
Genbank. Su expresion fue evidenciada en los érganos en estudios ademas de los tubos de
Malpighi y recto. Los mismos pertenecen a la familia de los GPCRs (receptores de membrana
acoplados a proteina G). Mediante el andlisis gendmico y bioinformatica identificamos que las
caracteristicas propias de estos receptores se encuentran altamente conservadas entre las
secuencias homdlogas de insectos. Dichos andlisis arrojaron como resultado que el receptor
de AT de R. prolixus comparte caracteristicas estructurales con los receptores de orexina de
mamiferos, tales como la secuencia ubicada en el segundo dominio intracelular DRW, mientras
que el receptor de AST-C es homdlogo con aquellas secuencias que se encuentran relacionadas
evolutivamente con los receptores de somatostatina de mamiferos, ya que poseen no solo la
secuencia de DRY, caracteristica de la familia de los GPCR, sino que ademas presenta el motivo

secuencial YSNSAMNPILYA, altamente conservado en los receptores tipo somatostatina.

En conclusidn, utilizando diferentes disciplinas y metodologias, el presente trabajo de
investigacion cuenta con el primer reporte en cuanto a la relacién funcional de péptidos
allatotrépicos como moduladores del a musculatura visceral. Se ha profundizado en el
entendimiento de las funciones mioestimuladoras que cumple AT, mientras que se ha
descripto por primera vez el efecto antagonico de AST-C sobre el mismo. Se demuestra,

ademas, su distribucidn en insectos triatominos explicando su probable fuente de sintesis y



accién. Siendo el genoma de esta especie accesible llevamos a cabo la caracterizacion
gendmica de ambos receptores, cuya familia a la que pertenecen es de sumo interés ya que
podrian ser utilizadas como potenciales alternativas para el desarrollo de nuevos agentes

selectivos para el control de plagas.



ABSTRACT

Allatotropin (AT) and Allatostatin-C (AST-C) are neuropeptides characterized by their
ability to stimulate or inhibit the juvenile hormones synthesis in insects, respectively. They are
pleiotropic too: AT performs different functions at the level of the central nervous system as a
neuromodulator and as a controller of circadian rhythms. Also, AT stimulates the synthesis of
enzymes and regulate the transport of ions at the level of the digestive tract ; it is implicated in
the phagocytic activity in the cells of the immune system, and stimulates the frequency of
contraction of the wall muscles of the gut and dorsal vessel. On the other hand, little is known
about functions that AST-C could perfom. It acts as a myoinhibitory peptide on the

spontaneous contractions of the anterior gut in lepidopterous and in the heart in dipterous.

The Chagas disease vector, Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduvidae), is a
haematophagous insect useful to design physiological experiments to increase the knowledge
about the biology of this insect with health importance. This illness is endemic of America and
is caused by the parasite Trypanosoma cruzi, which provoke coronary and gut pathologies. The
transmission occurs when the insect feeds on blood. At that moment the process of diuresis
post prandial starts, provoking the elimination of large amounts of urine and feces on the host.
The parasite enters through these wastes by the injury caused by the insect when its feeds.
During the diuresis process, the mineral hydric balance is altered and controlled by
neuroendocrine mechanisms. Our laboratory has shown in the related specie, Triatoma
infestans, that AT is involved as miomodulator in the aorta’s frequency and peristaltic wave's
rate of the gut during the diuresis process. The movements of the wall of these organs cause
the re-circulation of the haemolymph during this process. The aim of this research is to
increase de knowledge about the functional characterization of the neuropeptides AT and AST-
C as well as the expression of their receptors in R. prolixus, in the digestive, circulatory and
reproductive system during the crucial physiological events in the life cycle of the insects like

diuresis process, the mate and oviposition in the adult female.

The ability of AT and AST-C to modulate the visceral muscles was evaluated during
different physiological states. AT synergizes the stimulatory effect of serotonin, increasing the
frequency of contraction of the aorta in unfed male insects, whereas AST-C antagonized this
effect, reducing significantly the frequency of this organ. AST-C inhibitory effect was also
evaluated over the frequency of peristaltic waves of the crop as well as the aorta during the

diuresis process.



Images of confocal laser scanning microscopy showed the presence of AST-C in the
ventral nerves ganglions (neurohaemals organs), in the haemolymph inside the heart, in the
nephrocytes associated with the allary muscles, and in the secretory cells of the crop

epithelium.

The myomodulatory effect of AT and AST-C on the female reproductive system was
evaluated at different physiological states, both of them acted as dose dependent way. Mating
and feeding events are factors that modulate the activity of both peptides. Moreover, each
organ of this system showed to be affected on different way when the peptides had been
applied. Myostimulatory effect of AT was carry out in mated unfed females as well as on gravid
ones, whereas there was no response on the organs in unfed virgin females. On the other

hand, AST-C caused a significative decrease in the frequency of contraction of gravid ovaries.

AT and AST-C receptors were sequenced and annotated in Genbank. They belong to
the GPCRs family (G protein coupled receptors). The genomic and bioinformatic analysis let us
identify that the structure characteristics of these receptors are highly conserved among the
homologous insects sequences. R. prolixus AT receptor shares structural features with
mammalian orexin receptors, such as the aminoacid sequence DRW located in the second
intracellular domain, whereas the AST-C receptor seems to be homologous with those
sequences which are found to be related to mammalian somatostatin receptors, because they
possess not only the DRY sequence, characteristic of the GPCR family, but also presents the

sequential motif YSNSAMNPILYA, highly conserved in somatostatin like receptors.

In summary, by the use of different methods and disciplines, this research has the first
report on the functional relationship of allatotropic peptides as myoregulators over the aorta,
crop and the reproductive female system. We deepen the understanding of the
myostimulatory functions of AT, while the antagonistic effect of AST-C over the AT activity has
been described for the first time. Couse the genome of this insect is available, we carry out the
genomic characterization of both receptors. Nowadays, GPCR family to which they belong has

a great interest because they just could be use as new selective agents for pest control.

In summary, by the use of different methods and disciplines, this research work has
the first report on the functional relationship of allatotropic peptides as myoregulators over de
aorta, crop and the reproductive female system. We deepen the understanding of the
myostimulatory functions of AT, while the antagonistic effect of AST-C over the AT activity it
has been described for the first time. It is also demonstrated that the distribution of this

peptide in triatomine insects that explain its probable source of synthesis and activity on the



studied organs. Couse the genome of this insect is available, we carry out the genomic
characterization of both receptors. Nowadays, GPCR family to which they belong has a great

interest because they just could be use as new selective agents for pest control.



ABREVIACIONES

3TM: 3° dominio transmembrana

7TM: 7° dominio transmembrana

AST-Cr: receptor de Allatostatina-C

ATr: receptor de Allatotropina

BSA: albimina de suero bovino

CA: Corpora Allata

Calcio: Ca™

CC: Corpora Cardiaca

cDNA: DNA complementario

DNA: del inglés deoxyribonucleic acid

dNTP: Trifosfato deoxiribonucleotido

GPCR: del inglés G proteine couple receptor, Receptores acoplados a proteina G
HC: Hembras ayunadas copuladas

HG: Hembras alimentadas copuladas gravidas
HJ: Hormona Juvenil

HJs: Hormonas Juveniles

HV: Hembras ayunadas virgenes

LSCM: Microscopia Laser de Barrido Confocal
M: Molar.

mM: milimolar.

MM: micromolar.

ul: microlitros.

mRNA: RNA mensajero

N4: larva de 4° estadio

ORF: del inglés Open Reading Frame

Pb: pares de bases

PBS: del inglés Phosphate Buffered Saline
solucion buffer fosfato

PBS-T: PBS-Tween (0,05%)

PCR: del inglés Polymerase Chain Reaction, Reaccién en cadena de la Polimerasa
RNA: del inglés ryribonucleic acid

Rp-AST-Cr: receptor de Allatostatina-C de R. prolixus
Rp-ATr: receptor de Allatotropina de R. prolixus
SNC: sistema nervioso central

SRH: sistema reproductor de la hembra

TG: Tapsigargina

TMs: tubos de Malpighi

VD: vaso dorsal
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1.1 Rhodnius prolixus: GENERALIDADES SOBRE SU BIOLOGIA E
IMPORTANCIA SANITARIA

1.1.1 ASPECTOS SOBRE LA BIOLOGIA R. prolixus

Sir Vincent Wigglesworth (1899-1994), padre de la neuroendocrinologia, fundé sus
conocimientos realizando experimentos fisioldgicos sobre el insecto hematéfago Rhodnius
prolixus (Stal, 1859) (Hemiptera: Reduvidae), organismo de importancia sanitaria ya que actua
como vector de la Enfermedad de Chagas. Sus trabajos cientificos, pioneros en el conocimiento
sobre la fisiologia de insectos, se basaron en experimentos exhaustivos y minuciosos, que hoy
siguen teniendo peso cientifico y son tomados como punto de partida para postular nuevas

hipdtesis de investigacion.

Con respecto a R. prolixus, Buxton en el ailo 1930 publicd un trabajo titulado The

Biology of a Blood-sucking Bug, Rhodnius prolixus, donde al inicio del mismo enuncié:

“Son tan fdciles de criar y mantener en el laboratorio, y tan grandes, lo que los hace
seguros de ser utilizados para estudiar los procesos de la digestion de la sangre, y en la
fisiologia de un insecto hematdfago; pero esto no puede hacerse hasta que se hayan publicado

datos cuantitativos cuidadosos relacionados con su ciclo de vida normal”.
Es asi que describid en detalle el ciclo de vida de este insecto hemimetdabolo:

e Consta de cinco estadios larvales previos al estado adulto (Fig. 1A).

e Pueden ser criados en un rango de temperaturas de 24-30°C.

e Cada estadio es hematdfago obligado.

e Elvolumen de sangre que ingieren los insectos debe ser dptimo para que sea
desencadenado en proceso de muda.

e Las larvas pasan al siguiente estadio al cabo de 12-15 dias luego de haberse
alimentado ad libitum.

e Tanto los machos como las hembras también requieren de un estado nutricio
adecuado para que se desencadene la maduracién de los drganos reproductores. La
produccion y el desarrollo de los huevos dependen del control neuroendocrino y de la
cascada de sefiales producida por la ingesta.

e Laoviposicion comienza luego de 12-15 dias después de la ingesta.
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Posteriormente se describid, también, el fendmeno de autogenia en tres especies de
triatominos, entre ellas R. prolixus (Noriega, 1992). Este fendmeno se define como la
capacidad que poseen las hembras de algunos insectos de producir huevos sin haberse
alimentado durante el estado adulto, ya que las reservas nutricias almacenadas durante los

estadios larvales han sido suficientes para desencadenar el desarrollo de huevos viables.

Los triatominos, se alimentan de sangre de aves y mamiferos. Estos insectos habitan
una variedad de ambientes, desde habitats silvestres hasta habitats domiciliarios y
peridomiciliarios. Siendo versatiles, pueden adaptarse a una variedad de climas aunque sus
poblaciones se distribuyen principalmente en zonas intertropicales (Medone et al., 2015; de la
Vega et al., 2015). También llegan a regiones templadas con estacién invernal marcada como
la Patagonia y centro de Estados Unidos. Las poblaciones de R. prolixus se ubican en un rango
geografico que se extiende entre los 18° latitud norte y 3° latitud sur, comprendiendo las
regiones de América Central y el extremo norte del Cono Sur, aunque estudios de prediccién
de distribuciéon poblacional estiman que ese rango geografico se ampliaria por el incremento
de la temperatura a causa del calentamiento global (Medone et al., 2015; de la Vega et al.,
2015). Mas alla de esta informacion, se asegura que gracias a distintos mecanismos de control
se habrian eliminado las poblaciones de este insecto en paises como Costa Rica, El Salvador y
Guatemala, declarando asi la regién de Mesoamérica libre de la enfermedad de Chagas

(Hashimoto & Schofield, 2012).

1.1.2 IMPORTANCIA SANITARIA DE LOS INSECTOS TRIATOMINOS

El Mal de Chagas en una enfermedad endémica de América Latina, causada por el
parasito flagelado Trypanosoma cruzi. Puede provocar en un 30% de las personas afectadas
trastornos cardiacos y hasta un 10% presentan alteraciones digestivas (tipicamente,
agrandamiento del eséfago o del colon), neurolégicas o mixtas. Con el paso de los afios, la
infeccidn puede causar muerte subita por arritmias o insuficiencia cardiaca progresiva por
destruccién del musculo cardiaco y sus inervaciones (www.who.int). Varias especies de
triatominos son vectores de esta enfermedad, entre las mas importantes se encuentran
Triatoma infestans (principal vector en nuestra regioén) y R. prolixus. Los datos
epidemioldgicos relevados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2013
estimaron un total de entre siete y ocho millones de personas infectadas en América Latina
(www.who.int). En el contexto de la globalizacidon econdmica y cultural de las ultimas
décadas, las migraciones humanas se han incrementado, haciendo cada vez mas frecuente
la posibilidad de que las personas habiten en lugares diferentes a su sitio natal. En este

marco, los escenarios epidemiolégicos de las enfermedades infecciosas se vuelven
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cambiantes y dindmicos, y comienzan a emerger enfermedades tradicionalmente
restringidas a una zona, en dreas originalmente no endémicas. El Mal de Chagas no queda
al margen de esta situacién y presenta nuevos desafios para la comunidad internacional
que debe visibilizarlo como una problematica de salud concreta y compleja, que no solo se
restringe a parajes rurales de areas endémicas sino que se ha convertido en una realidad
tangible en ciudades. De hecho, en los ultimos afios la OMS ha reconocido al Chagas como
una de las enfermedades mas relevantes en América Latina y el mundo. Solo en Estados
Unidos el sistema de salud estima que existen entre 80.000 y 120.000 personas infectadas
por el T. cruzi. De igual manera se estima que aproximadamente 100.000 personas se
encuentran infectadas en Europa, Canada, Australia y Japon (Sanmartino et al., 2015).
Segun informa el Programa Nacional de Chagas del Ministerio de Salud de la Nacién
Argentina, en nuestro pais se calcula que un 1.500.000 personas tienen Chagas, es decir, un
4% de la poblacion. Este valor coloca a la enfermedad como uno de los principales
problemas de salud publica, habiendo personas con Chagas en todo el pais debido a que
ademas de la transmisidn vectorial, las migraciones humanas y la existencia de otras vias de
transmisién distribuye la enfermedad a lo largo de todo el territorio
(www.msal.gob.ar/chagas/index.php/informacion-para-ciudadanos/el-chagas-en-el-pais-y-

america-latina).

La transmisién del parasito T. cruzi se produce principalmente por contacto con las
heces y orina de insectos infectados en el momento en que se estan alimentando. Por lo
general, estos viven en las grietas y huecos de las paredes y los tejados de casas precarias
en zonas rurales y suburbanas. Normalmente permanecen ocultos durante el diay por la
noche entran en actividad alimentdndose de sangre humana y de los animales domésticos.
Los parasitos penetran en el organismo cuando la persona picada se frota instintivamente
acercando las heces y la orina hacia la picadura, los ojos, la boca o alguna lesién cutdnea. La
trasmisién también puede ocurrir por consumo de alimentos contaminados con T. cruzi,
por la transfusiéon de sangre infectada, por la transmisién de la madre infectada a su hijo
durante el embarazo o el parto, por el trasplante de 6rganos provenientes de una persona

infectada y por accidentes de laboratorio (www.who.int) (Fig. 1B).
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Figura 1: A: esquema que explica el ciclo de vida de la
especie de vinchuca Rhodnius prolixus. B: Ciclo de
transmisidn de la enfermedad de Chagas. 1:La vinchuca
pica a una persona o animal y contrae el parasito
Trypanosoma curzi. 2: dentro del tracto digestivo del
insecto se desarrolla parte del ciclo de vida del
parasito. Cuando éste vuelve a alimentarse, infecta a

una nueva persona o animal. 3: Al alimentarse,

comienza el periodo de diuresis post ingesta, donde el W
insecto defeca sobre la piel, cerca de la injuria que

provoco su aparato suctor. 4: Por alli, pueden ingresan %
los parasitos y continuan su ciclo dentro del
hospedador. Extraido de hablamosdechagas.com.ar

CICLO DE TRANSMISION DEL CHAGAS Ve

Este o1 ol parisite.
4 1an pequefo que sblo posde verse

A 2 través de un microsospio.

Fsa vinchuca infectada, esand
vuelva a alimentarse, puede
picara una persona o animal
que o tiese Chagas.

/'K 7\

Adulto \

Ninfa 4 a persana introduce el
parksito en s cotrpa.

S *‘ +— Ninfa2 Al rasarst [a picadura, .

Cuandy pica para alimentarse defeca sobee la

Ninfa 3 piel, en Ia basta estd of parisito.

Debido a su importancia sanitaria, profundizar en el conocimiento de los distintos
aspectos que hacen a la fisiologia de los insectos triatominos resulta de interés para el
desarrollo de nuevos métodos de control de las poblaciones, alternativos a los cldsicos
insecticidas. Desde el punto de vista experimental, el hecho de contar con informacién sobre el
genoma de la especie R. prolixus (Mesquita et al., 2015), sumado a los conocimientos sobre su
fisiologia se conjugan para generar y responder nuevas preguntas genémico funcionales que

pueden ser luego extrapoladas a otras especies de importancia regional.

Como hemos sefialado anteriormente, la fuente de contagio mas importante estd
relacionada con el intenso proceso de diuresis que se produce luego de la ingesta sanguinea, y
gue comienza instantes después de que el insecto inicia el proceso de alimentacion,
generando la eliminacidn de grandes cantidades de orina y heces sobre el huésped. Si bien los
aspectos endocrinos que regulan la actividad de los tubulos de Malpighi (TMs) (principal
drgano excretor en insectos) durante este proceso han sido ampliamente estudiados (ver
Orchard, 2009), los aspectos asociados a los mecanismos que regulan la velocidad de
recirculaciéon de la hemolinfa, que permiten el normal funcionamiento de los TMs, y la

eliminacion de la orina durante el proceso, han sido en buena parte dejados de lado. Respecto
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a este punto, nuestro laboratorio ha demostrado que el neuropéptido Allatotropina (AT)
interviene en la modulacién de la frecuencia cardiaca y de la tasa de ondas peristalticas en el
tubo digestivo de la especie emparentada T. infestans (Santini & Ronderos, 2007, Sterkel et al.,
2010). Nos es relevante entonces, caracterizar ahora la actividad de este péptido asi como la
expresion de su receptor en R. prolixus, y analizar el efecto del péptido allatostatico
Allatostatina—C (AST-C) en el sistema digestivo, circulatorio y reproductor durante momentos
fisioldgicos cruciales en la vida del insecto como lo son el proceso de diuresis post-prandial, la

copulay la oviposicion en la hembra adulta.

1.2 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LOS SISTEMAS DE ORGANOS DE
R. prolixus DE INTERES EN ESTE ESTUDIO

1.2.1. SISTEMA CIRCULATORIO

Los insectos poseen un sistema circulatorio de tipo abierto, donde la hemolinfa bafia
los érganos de forma directa, facilitando el intercambio de nutrientes, desechos y hormonas, y
participando ademas en la termo-regulaciéon. La hemolinfa es impulsada por una bomba
contractil, el corazén, ubicada dorsalmente a lo largo de la linea media del abdomen, que se
continda con un conducto muscular denominado aorta que recorre el térax y la cabeza (Hertel

& Pass, 2002; Klowden, 2013).

El sistema circulatorio de los triatominos presenta algunas modificaciones
morfolégicas, respecto al plan general presente en otros insectos. El corazén pulsatil se localiza
en el extremo posterior del abdomen ocupando los segmentos VI, VIl y VIII. A partir de esta
estructura se extiende hacia el extremo cefalico la aorta, que recorre la linea media dorsal del
abdomen (Fig. 2). A nivel del mesotérax desciende y lo recorre por debajo de los musculos del
vuelo para volver a tomar posicién dorsal en el protdrax. Finalmente, se abre en un gran seno
justo detras del cerebro. En conjunto el corazén y la aorta reciben el nombre de vaso dorsal

(VD) (Chiang et al., 1990; Insausti, 1994).
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Figura 2: esquema de la morfologia del vaso dorsal, donde se observan el corazén y los
musculos alares asociados, ubicados en el sector posterior del abdomen, y el recorrido de la
aorta dorsal. Tomado de Insausti 1994.

La circulacién en direccion postero-anterior de la hemolinfa es provocada por el
bombeo del corazdn. La misma ingresa al corazén por 4 pares de ostia laterales cuando los
musculos alares, que fijan el corazén a la pared dorsal del cuerpo, se contraen. La hemolinfa
recorre la aorta y es volcada en el seno cefalico para luego retornar hacia la porcién posterior
del abdomen ayudada por los movimientos del sistema digestivo, en particular del intestino
medio anterior (Maddrell, 1964b). El corazén esta constituido por fibras de musculatura
estriada que se orientan en forma espiralada. Por fuera se reconocen siete pares de musculos
alares, que se extienden desde la pared externa del corazén hacia la pared del cuerpo. Los
correspondientes a los segmentos abdominales VI y VIl son de mayor tamafio respecto a los
gue se encuentran en los segmentos VIII, IXy X (Fig. 3). Sobre la superficie externa de los
musculos alares se asocian células pericardicas (Chiang et al., 1990). En la superficie ventro-
lateral del corazdn y de la aorta abdominal transcurren dos grupos de fibras musculares
longitudinales. Estos grupos de fibras se van fusionando y reduciendo a lo largo del recorrido
de la aorta hacia el extremo anterior. La histologia de este vaso describe la presencia de un
miocardio —un anillo de elementos contrdctiles- entre una capa adventicia externay una

delgada tunica interna de tejido conectivo (Chiang et al., 1990).
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Figura 3: esquema de la morfologia del corazén y de los musculos alares asociados. A: vista
dorsal. B: vista ventral. Tomado de Chiang et al., 1990.

Regulacion nerviosa y hormonal del sistema circulatorio

El VD estd inervado por el nervio abdominal V (Insausti, 1994), y es estimulado por
neurotransmisores como la serotonina y la allatotropina (Chiang et al., 1992; Sterkel et al.,
2010). Ademas, su frecuencia de contraccidon esta regulada por secreciones peptidicas que son
liberadas a la hemolinfa desde, sitios neurohemales, modulando de manera positiva o negativa
la actividad del tejido muscular (Lee & Lange, 2011; Lee et al., 2012; Zandawala & Orchard,
2013; Patel et al., 2014). El ritmo de contraccién varia dependiendo del estado fisiolégico del
insecto, aumentando de manera significativa en el momento de la diuresis post-prandial, con
el propdsito de favorecer la recirculacién de la hemolinfa para que rdpidamente sea
reestablecida la homeostasis hidrica y mineral que se ve alterada al momento de la ingesta

sanguinea (Maddrell, 1964b; Santini & Ronderos, 2007; Santini & Ronderos, 2009a).

1.2.2. FISIOLOGIA DE LA ALIMENTACION Y MECANISMOS DE CONTROL DURANTE LA
DIURESIS

En todos los organismos, el proceso de digestidn tiene la finalidad de degradar los
nutrientes para obtener energia y asi llevar a cabo las funciones vitales. Los hidratos de
carbono, proteinas y lipidos ingeridos son degradados por accién enzimdtica, asimilados por

células epiteliales especializadas y luego distribuidos hacia el resto de las células.

Planteando un esquema general, el sistema digestivo de los insectos se compone de
una cavidad bucal rodeada de apéndices modificados y adaptados segun la dieta. Luego,
comienza el tubo digestivo, en el cual pueden reconocerse tres sectores en base a su origen

embrionario y a sus funciones fisioldgicas: el tubo digestivo anterior, originado a partir del

15



Introduccion

estomodeo, el tubo digestivo medio, de origen endodérmico y el tubo digestivo posterior,
derivado del proctodeo. Dependiendo del tipo de alimentacidn, de sus caracteristicas y de
cémo debe ser procesado el alimento, los sectores del tubo digestivo adquieren caracteristicas
especiales, tales como esclerotizaciones de la superficie interna del proventriculo, diverticulos
gue se evaginan desde el eséfago, secreciones proteicas especiales de las glandulas salivares,

bolsas gastricas, etc. (Audsley & Weaver, 2009a; Klowden, 2013).

Haremos hincapié en la descripcion funcional del tubo digestivo medio, sector que, en
los insectos triatominos, posee la tarea de recibir el alimento, almacenarlo y concentrarlo,
ademas de degradar y asimilar los nutrientes. En los triatominos se conforma de dos secciones
con funciones diferentes, el intestino medio anterior y el intestino medio posterior (Fig. 4). El
primero, denominado comunmente buche, consiste en un saco que ocupa gran parte de la
cavidad abdominal, el cual contiene, almacena y realiza un primer procesamiento del alimento.
La capacidad de almacenamiento es muy grande y, de hecho, una larva de R. prolixus puede
ingerir hasta 12.5 veces su peso en una Unica alimentacion (Buxton, 1930). El epitelio de este
drgano no presenta membrana peritrofica tal como se la conoce en otros insectos. Ha sido
propuesto que en hemipteros hematéfagos como R. prolixus, presenta una membrana de
fosfolipidos denominada membrana perimicrovillar, que cumple la funcidn de aislar el
alimento ingerido para que se produzcan los procesos de degradacién (Terra, 2001; Ribeiro et
al., 2014; Burgos & Gutiérrez, 1976). El transcriptoma del intestino medio ha revelado la
expresion de numerosas enzimas que degradan hidratos de carbono, proteinas y lipidos
(Ribeiro et al., 2014). En el buche ocurren procesos de digestion de azucares, detoxificacion y
neutralizacion de productos que pueden favorecer procesos oxidativos, o de aquellos que
pueden ser téxicos como el grupo heme, derivado de la degradacién de la hemoglobina. Para
evitar esto, en el buche el grupo heme es secuestrado por cristales formando un compuesto
conocido como hemozina (Oliveira et al., 2000). En R. prolixus los compuestos derivados de los
pigmentos sanguineos son posteriormente reutilizados por el organismo, acumulados en las
glandulas salivares dando su caracteristico color e incorporados al vitelo de los huevos,
también de color rojizo (Wigglesworth, 1943) . En cuanto a la degradacién de lipidos y
proteinas, si bien se ha identificado la expresién de lipasas y proteasas en el buche, las enzimas
son activas en el intestino medio posterior, donde se da el proceso de asimilaciéon de los

nutrientes (Ribeiro et al., 2014).
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Figura 4: Organos del tracto digestivo de triatominos A: Pr: proboscis, Es: eséfago, SG:

glandulas salivales, AM: intestino medio anterior, PM: intestino medio posterior, MT: tubos de
Malpighi, Hg: intestino posterior, Re: recto. B: En la parte superior del grafico se sefialan los
tres sectores principales: el tubo digestivo anterior, medio y posterior. A su vez, el intestino
medio se compone de un sector anterior y otro posterior. También, se observan las glandulas
salivales asociadas al eséfago y los TMs, comunicados con el extremo terminal del intestino
medio posterior. Por ultimo, se sefialan el intestino posterior/recto.

Pocos minutos después de iniciarse la ingesta de sangre, se desencadena el proceso de
diuresis, crucial en la vida de estos insectos hematdfagos. Es durante este proceso donde el
sistema reestablece la homeostasis luego de someterse a un desbalance hidrico-mineral
provocado por el transporte de iones y agua, desde la luz del buche hacia la hemolinfa
(Barrett, 1982). Para regular este shock osmético, son liberadas hacia la hemolinfa hormonas
diuréticas como la serotonina que estimulan la actividad de los TMs interviniendo en la
regulacion del transporte de sales y agua que deben ser eliminadas en grandes cantidades en
forma de orina con el fin de disminuir el peso y restaurar el equilibrio hidrico-mineral
(Maddrell, 1963; Maddrell, 1964; O’Donnell & Spring, 2000). Como hemos sefialado, los TMs,
son los drganos encargados de reestablecer la homeostasis hidrica y mineral mediante la
produccidon de orina (Wigglesworth, 1931; Maddrell, 1969; Maddrell & Phillips, 1975; Maddrell,
1978; O’Donnell & Spring, 2000). Durante el proceso de diuresis, intervienen también el VD y
el buche, provocando un aumento en la recirculacién de la hemolinfa al incrementar su
frecuencia de contraccién y el nimero de ondas peristalticas, respectivamente (Maddrell,
1964). Esto es controlado, en parte, por el sistema neuroendocrino. Se ha observado que en la

especie T. infestans, afin a R. prolixus, el péptido allatatotropina, modula positivamente las
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contracciones peristalticas del recto, buche y del VD (Santini & Ronderos, 2007; Santini &
Ronderos, 2009a; Sterkel et al., 2010). M4as aun, en esta especie se estudio la presencia del
péptido en células de los TMs, y mediante experimentos fisioldgicos, se observd que el recto
incrementaba sus contracciones en presencia de los mismos, sugiriendo que la fuente de
secrecion de esta hormona son los TMs. A raiz de estos estudios se propuso que los mismos no
solo estan circunscriptos a la formacién de orina, si no que actian como drganos endocrinos

en insectos (Santini & Ronderos, 2007; Santini & Ronderos, 2009b).

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) es una monoamina biogénica ampliamente
distribuida en la naturaleza. Este compuesto, que deriva de un aminoacido aromatico,
funciona como neurotransmisor y neuromodulador en el sistema nervioso central y como
neurohormona (Vleugels et al., 2015). La serotonina ha demostrado cumplir multiples
funciones en los insectos: se encuentra involucrada en el control circadiano y en el control del
apetito en Drosophila melanogaster (Yuan et al., 2005; Neckameyer, 2010); estimula también,
la secrecion de las glandulas salivales en Aedes aegypti, Calliphora vicina y Periplaneta
americana. (Vleugels et al., 2015); tiene la capacidad de modular positivamente la actividad
contractil del corazén y la aorta en Anopheles gambiae, D. melanogaster y en T. infestans
(Nichols, 2006; Sterkel et al., 2010; Hillyer et al., 2015). Recientemente, se observé que la
serotonina se encuentra implicada en el aprendizaje y la memoria en larvas de Drosophila sp. a
través de sensores olfativos y gustativos (Huser et al., 2017). La funcién como hormona
diurética se dedujo a partir de los estudios realizados por Maddrell (Maddrell et al., 1993)
durante el proceso de diuresis post-ingesta en R. prolixus. La misma es liberada en las
terminales axdnicas de la pared del buche minutos después del inicio de la alimentacion, dado
por el estimulo de estiramiento de la pared de este 6rgano. Ademas, las células de la mucosa
también son secretoras de serotonina. La presencia de esta hormona produce un incremento
de la tasa de transporte de iones y agua a través del epitelio del buche hacia la hemolinfa y por
parte de las células de los TMs hacia su luz, para propiciar el restablecimiento hidrico-mineral
(Maddrell, 1964a y b; Maddrell, 1966a y b). Asimismo, en el momento de la ingesta suceden
numerosos eventos integrados que tienen que ver con el papel que cumple la serotonina al
participar del aumento de la plasticidad de la cuticula del abdomen, modular la actividad de la
musculatura visceral, aumentar la frecuencia de contraccion en las glandulas salivales, buche,
recto y corazoén, lo que conjuntamente favorece el movimiento de la hemolinfa (Orchard,

2006; Sterkel et al., 2010).

Dada la importancia de los mecanismos de regulacion que controlan los movimientos

de contraccion de la pared del buche durante la ingesta, la diuresis y la digestidn, se han
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desarrollado estudios donde se han evaluado los posibles roles que cumplen algunos de los
neuropéptidos conocidos hasta el momento. La histologia del buche de la especie relacionada
T. infestans, muestra que la pared de este drgano estd constituida por un epitelio cilindrico
simple, apoyado sobre una membrana basal gruesa, rodeada por una tunica de tejido muscular
incompleta, cuyas fibras se disponen en dos capas: una de ellas de orientacién longitudinal
interna, mientras que la otra se ubica de manera trasversal externa. Las fibras musculares
cubren la membrana basal con excepcidn de las regiones donde penetran las trdqueas y
traqueolas (Burgos & Gutierrez, 1978; Te Brugge et al., 2009). La actividad de las fibras
musculares provoca los movimientos peristalticos que a su vez son controlados por
neurotransmisores que llegan por via axdnica (Audsley & Weaver, 2009). Péptidos como la
allatotropina y las allatostatinas también intervienen modulando la peristalsis del sistema
digestivo. Se observé en larvas y adultos de T. infestans células secretoras de tipo abierto
productoras de allatotropina en la mucosa del intestino medio anterior. Las mismas actuarian
de forma paracrina detectando cambios en la luz del 6rgano, y regulando la actividad contractil
durante el consumo de sangre y la diuresis post-prandial (Sterkel et al., 2010). También se han
encontrado células endocrinas secretoras de allatostatina-A en el intestino medio posterior de

larvas de R. prolixus (Sarkar et al., 2003).

El tubo digestivo anterior y medio se encuentra inervado por el sistema nervioso
estomatogastrico, el cual comprende al ganglio frontal y al ganglio hipocerebral. En los
triatominos, el buche esta inervado por el nervio recurrente que se origina justamente desde
el ganglio frontal (Insausti, 1994; Audsley & Weaver, 2009). Las neuronas que se encuentran
en este ganglio sintetizan los neuropéptidos que modulan la actividad contractil del buche, los
cuales pueden estimular o inhibir las contracciones peristalticas del mismo (Audsley & Weaver,
2009) asi como lo hacen otros neurotransmisores como la serotonina (Orchard, 2006).
Especificamente en R. prolixus, experimentos desarrollados in vitro en ninfas de V estadio
sugieren que los neuropéptidos kinina, proctolina, péptido simil factor de liberacién de
corticotropina (CRF-like DH) y el péptido simil corticotropina (CT-like DH) poseen capacidad de
estimular la frecuencia de contraccién del buche. Por otro lado, aquellos que han sido
evaluados como mioinhibidores son FMRF-amida (myosupresin peptide) y FGL-amida
(Allatostatina-A) (Zandawala & Orchard, 2013). Estudios realizados en grupos de insectos como
ortopteros, dipteros y lepiddpteros, se ha observado ademas de los neuropéptidos
mencionados, asi como otros, también modulan la actividad contractil del intestino medio

(Audsley & Weaver, 2009).
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Si bien se conocen las posibles fuentes de sintesis y secrecidon de moléculas
estimuladoras del tejido muscular como allatotropina y serotonina en triatominos y
lepiddpteros (Duve et al., 2000; Santini & Ronderos, 2007; Sterkel et al., 2011) y otras que
actuan inhibiendo la actividad del mismo como la allatostatina-C en dipteros y lepidépteros
(Price et al., 2002; Duve et al., 2000), no se reportd aun la existencia de este tipo de
fendmenos miomoduladores como mecanismos de regulacion de la actividad de los musculos

viscerales en R. prolixus.

1.2.3. SISTEMA REPRODUCTOR DE LA HEMBRA (SRH)

Las diversas estrategias que los insectos han desarrollado para perpetuarse los han
Ilevado a ser uno de los grupos de organismos mas diverso en la Tierra. Uno de los motivos
importantes de este éxito ha sido sin duda los diversos recursos de su biologia reproductiva,
brindado un enorme potencial adaptativo a la hora de dejar descendencia. Los insectos
recurren a una gran variedad de estrategias para conquistar practicamente todos los habitats
mediante increibles comportamientos durante el cortejo, la cépula, asi como la cuantiosa
produccidn de huevos. Se pueden citar numerosos ejemplos como las masivas e
impresionantes producciones de huevos de los insectos sociales donde una abeja reina, que
vive hasta 5 afios, puede producir hasta 2000 huevos por dia; las termitas reinas pueden
producir 6000 huevos al dia durante su vida util de 15-50 afos; durante un periodo
reproductivo de 10 semanas, una mosca del género Drosophila sp. puede producir huevos

equivalentes a 30 veces su peso corporal.

El sistema reproductor de la hembra de R. prolixus sigue el organizacidn general que
puede encontrarse en la mayoria de los insectos, donde se reconoce una porcidn productora
de huevos, los ovarios, y una porcién conductora, donde los mismos son movilizados hasta el
momento de la oviposicidn. Los ovarios se unen al segmento anterior de la pared del abdomen
a través de una estructura denominada ligamento o filamento. Tanto los ovarios como el
ligamento se originan a partir del mesodermo esplacnico durante el desarrollo embrionario.
Cada ovario se compone de siete unidades funcionales y estructurales denominadas ovariolas,
donde se desarrollan las células germinales y aquellas que acompaian su desarrollo, como las
células foliculares. La porcién conductora comienza con los oviductos laterales, los cuales se
conectan a los ovarios en sus extremos posteriores y comunican a éstos con el oviducto comun
o Utero que se continla a su vez con una camara posterior, la bursa o vagina. Estas ultimas
porciones derivan del ectodermo embrionario, y de hecho la pared interna de la bursa se
encuentra recubierta por cuticula. En la porcion terminal del Utero desembocan un par de

drganos tubulares, las espermatecas, que ademas de tener la funcién de almacenar los
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espermatozoides que ingresan luego de la cdpula poseen una porcion glandular, y sus
secreciones brindan un ambiente propicio para la supervivencia de las gametas masculinas. En
el momento de la oviposicidn, los huevos son adheridos a la superficie elegida mediante una
secrecion proteica producida por la glandula de cemento, bien desarrollada en esta especie,
gue desemboca a través de un conducto en la superficie dorsal y posterior de la bursa (Fig. 5A)

(Lococo & Huebner, 1980; Chiang et al., 2012; Klowden, 2013; Atella et al., 2005).

Los ovarios son los érganos donde se desarrollan y se llevan a cabo los procesos de
crecimiento y maduracién de los ovocitos. En la hembra de R. prolixus las ovariolas son del tipo
meroistico telotrofico. Se define como un ovario meroistico a aquellos donde las células
madre, los ovocitos primarios, el tejido prefollicular y las denominadas células nodrizas o
trofocitos estan contenidos dentro del germario, la porcion mas proximal de las ovariolas. La
condicidn de ser telotréfico se debe al hecho de que las células nodrizas son las que
proporcionan al ovocito RNA, proteinas y ribosomas a través de cordones nutricios mientras
que éste desciende a través del vitelario, la porcion distal de cada ovariola (Huebner &
Anderson, 1972; Klowden 2013). En los hemipteros se reconocen tres etapas de desarrollo de
los ovocitos: fase pre-vitelogénica (la cual ocurre en el sector anterior de cada ovariola
denominado trofario), fase de vitelogénesis y fase de coriogénesis (que se dan en el sector

posterior de cada ovariola conocido como vitelario) (Atella et al., 2005).

La maduracidn de los ovarios se produce si la cantidad y calidad de nutrientes es la
indicada para que se desencadene una respuesta hormonal. La sintesis y secrecidn de dos
hormonas, la ecdisona y la hormona juvenil son necesarias para que la vitelogénesis y la
ovogénesis comiencen (Davey, 1993; Cardinal-Aucoin et al., 2013; Villalobos-Sambucaro et al.,
2015b; Belles & Piulachs, 2015). El estimulo de la ingesta sanguinea en las hembras de R.
prolixus desencadena una cascada de sefiales que provoca la activacién de los ovocitos a los 3-
4 dias, lo cual conlleva a la produccion de huevos de manera continua hasta que los recursos
nutritivos se agotan (Davey et al., 1986). Lutz & Huebner (1980) describieron la injerencia que
tienen dos hechos relevantes en la fisiologia reproductiva de estos insectos en el desarrollo de
los huevos: la cépula y la ingesta sanguinea. Ademas, estudios realizados por Davey &
Singleton (1989) plantearon que la cantidad de alimento, la calidad de éste, la distencién del
abdomen al alimentarse y la copula son factores que actian de manera conjunta sobre las
diferencias que observaron al estudiar la produccion y desarrollo de los huevos. Aquellas
hembras a las cuales no se les habia ofrecido alimento y fueron copuladas, produjeron en
promedio 7 huevos por hembra mientras que, aquellas que eran virgenes y no habian sido

alimentadas produjeron promedio de 4,7 huevos por hembra. Mas aun, la ingesta sanguineay
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la copula en conjunto modificaron la capacidad de maduracién de los ovocitos, incrementando
el niumero de huevos puestos en un rango de treinta y cincuenta, durante 2 a 3 semanas luego

de la alimentacion.

La cépula induce cambios en la fisiologia del SRH

Durante la copula, el macho introduce el espermatéforo y con él ingresan sustancias
sintetizadas por las glandulas accesorias de su sistema reproductor, que modificarian la
fisiologia reproductiva de la hembra. En insectos machos de R. prolixus, la sintesis de estos
productos es regulada por la hormona juvenil (Gold & Davey, 1989). Se han estudiado los
posibles cambios que producen estos compuesto a nivel del sistema neuroendocrino en R.
prolixus, en cuanto a la produccién de huevos (Davey, 1967), la migracion de los
espermatozoides hacia las espermatecas (Davey, 1958) y la actividad muscular del SRH (Davey
& Kriger 1985; Kuster & Davey, 1986). Mds alin, se ha propuesto que estos compuestos
podrian atravesar la pared de la bursa y de las espermatecas hacia la hemolinfa en especies
como Melanoplus sangunipes y en D. melanogaster (Friedel & Gillott, 1976; Lung & Wolfner,
1999). Las células diana que se verian afectadas por estos compuestos se encontrarian en el
cerebro, las cuales serian estimuladas a secretar péptidos que modulan la ovogénesis y las
contracciones del SRH, es decir que intervienen modificando la fisiologia y el comportamiento
de las hembras. Estos cambios incluyen pérdida de receptividad de apareamiento, aumento de
la ovogénesis y oviposicién, aumento de la actividad alimentaria y del reposo, induccién de
respuestas inmunes y disminucién de la longevidad (Baldini et al., 2012). En la mosca de la
fruta D. melanogaster, se observé que las secreciones introducidas durante la cdpula activan la
remodelacién del tejido epitelial y muscular de los oviductos asi como también favorecen el
incremento de terminales nerviosas que llegan a estos érganos (Kapelnikov et al., 2008). Varios
de estos péptidos fueron identificados genémica, molecular y funcionalmente en algunas
especies de dipteros, lepiddpteros, himendpteros y coledpteros. A los componentes proteicos
gue conforman el liquido seminal se los denomind “proteinas de las glandulas accesorias”
(ACP) (Gillott, 2003; Avila et al., 2011), pero también se ha identificado la presencia de otros
compuestos como hormona juvenil, carbohidratos, prostaglandinas, etc., que también son

introducidos en la hembra durante la cépula (Gillott, 2003).

La actividad de la musculatura del SRH, asi como sucede en otros sistemas de érganos,
se encuentra modulada por el sistema neuroendocrino. Se ha documentado en especies como
Locusta migratoria, Musca domestica, Leptoglossus occidentalis y Tribolium castaneum que

ciertos neuropéptidos regulan la coordinacién de los procesos involucrados en la puesta de
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huevos (Paemen et al., 1991; Wagner et al., 1993; Lange, 2009; Chiang, 2010; Audsley et al.,
2013). ElI SRH es inervado por nervios pares que surgen directamente del ganglio mesotoracico
(GMT), denominados nervios mediales abdominales (abV). A medida que cada uno de los abV
se extiende desde el GMT hasta los drganos genitales de la hembra, da lugar a ramas
ipsilaterales que inervan a los segmentos abdominales V, VI y VII. La rama de abV recorre
ventralmente los oviductos hasta la altura del segmento VII, donde se extiende una rama
dorsal al utero, que inerva finalmente el extremo posterior del abdomen. A partir de esta rama
se extienden pequefios y delgados nervios que alcanzan la bursa, el Gtero, las espermatecas y

los oviductos (Fig. 5C) (Chiang & O’Donnell, 2009).

Las diferentes estructuras del SRH muestran movimientos espontaneos antes o
después de ser aislados del sistema nervioso central (SNC). De hecho, los ovarios, los
oviductos, el Utero, las espermatecas y la bursa son capaces de contraerse
independientemente (Davey & Webster, 1967; Davey, 1982; Sedra & Lange, 2014 ). La
frecuencia de contraccién de estos érganos es dependiente del momento del ciclo
gonadotrdfico en el que se encuentre el insecto. Por ejemplo, las espermatecas se contraen
con mayor frecuencia en hembras alimentadas y copuladas que en aquellas virgenes, y de
hecho, ese aumento en la actividad contractil estaria controlado por neurosecreciones (Kuster
& Davey, 1986). La distribucién espacial de las fibras musculares de la bursa es compleja y fue
descripta por Davey (1959) y por Chiang & O’Donnell (2009). Estos investigadores
reconocieron la existencia de dos grupos de fasciculos musculares orientados a lo largo del eje
anterior-posterior del cuerpo, y que cubren los lados derecho e izquierdo; y un Unico paquete
muscular que se extiende sobre la superficie dorsal, el cual se continta hacia los lados,
cubriendo parcialmente los musculos laterales. En sus extremos anteriores, los musculos
laterales derecho e izquierdo convergen sobre un apodema situado en el borde medio
posterior del esternito VI, en el extremo anterior del Utero. A partir de este apodema los
musculos divergen y rodean la base del Utero hasta sus apodemas posteriores localizados
lateralmente en las porciones derecha e izquierda del esternito VIII (Fig. 5B). Chiang &
O’Donnell (2009) han descripto que los movimientos del Utero y de la bursa suelen estar
sincronizados con episodios de actividad que ocurren hasta siete veces por minuto, una
sincronia que se produce con o sin conexiones al SNC. Cuando las espermatecas laterales estan
activas, muestran una accién de torsién aguda tal como ha sido descripto previamente en
detalle por Kuster & Davey (1986). Estas torsiones son mas rdpidas que los movimientos de los
oviductos, Utero y bursa, y suelen coincidir con el primer movimiento del Utero. Por lo tanto,

un conjunto completo de contracciones coordinadas comienza con una contraccion de las
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espermatecas laterales, seguida rapidamente por la constriccidén del Gtero y una onda
peristaltica rdpida de los oviductos laterales. Este conjunto de contracciones coordinadas
termina con una constriccidon gradual prolongada de los musculos de la bursa. Cuando las
contracciones de este drgano son prominentes, pareciera que se moviliza en su totalidad hacia
adelante, en direccién hacia la base del Utero, estirdndose en su extremo posterior. Se han
descripto, ademas, movimientos de ésta cdmara que van de lado a lado. Los ovarios
experimentan movimientos peristalticos, pero no afectan a los movimientos del resto de los

organos (Chiang & O’Donnell, 2009).

Filamentos

Utero

Espermateca
Glandula de

Bursa Cemento

Figura 5: A: esquema de la morfologia del sistema reproductor de la hembra. Tomado de Sedra
& Lange, 2014. B: detalle del sector dorsal y posterior del sistema reproductor de la hembra,
donde se observa la disposicidn de los fasciculos musculares que cubren dorsalmente la vagina
o bursa (V). C: esquema donde se muestra con una linea continua de trazo grueso como se
ramifica e inerva los distintos érganos el nervio abdominal V. L: oviductos laterales, CO:
Utero/oviducto comun, S: espermatecas, C: glandula de cemento, e: conducto excretor, LM:
musculo lateral, DM: Musculo dorsal. Tomado de Chiang y O'Donell 2009.

La copulay la ingesta sanguinea no solo modifican la fisiologia de la reproduccion, sino
también la actividad contractil de la musculatura de todos los érganos del sistema reproductor
de la hembra. Davey (2007) publicé una revision donde analiza la informacion de sus estudios

previos y la relacién que se establece ante estos dos eventos. Previamente, Krieger & Davey
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(1982) se cuestionaron lo siguiente: “éExisten contracciones de los musculos ovaricos in situ
gue se correlacionan con los periodos de ovulacidn y oviposicién? ¢ Estas contracciones
dependen de un sistema neuro-secretor cerebral intacto?”. Estas preguntas las resolvieron
mediante experimentos realizados sobre hembras a lo largo de los 14 dias que dura el ciclo
gonadotrdfico. Observaron en hembras copuladas un aumento en la frecuencia de las
contracciones peristalticas de los ovarios durante lo que ellos reconocen como los dos
episodios principales del ciclo, la ovulacion y la oviposicidn. Este aumento de la motilidad estd
ausente en hembras virgenes y en aquellas hembras copuladas a las cuales se les habian
extirpado un grupo de células neurosecretoras del cerebro. A estas neuronas se les adjudicé la
funcion de secretar la hormona miotrépica de la ovulacion (Myotropic ovulation hormone),
que mas tarde fue identificada como FMRF-peptide (Sevala et al., 1992). Posteriormente se
observé in vitro, mediante estudios de electrofisiologia, que esta hormona modificaba la
actividad contractil de los ovarios, oviductos y bursa de manera dosis dependiente
incrementando el tono basal (Sedra & Lange, 2014). Por otro lado, se identifico la presencia de
un neuropéptido denominado proctolina, el cual se encuentra presente en axones que inervan
los oviductos, el Utero, bursa y las espermatecas. Este compuesto tiene la propiedad de
incrementar de manera dosis dependiente el tono basal, la amplitud y la frecuencia de
contracciones fasicas de los oviductos, ademas de aumentar las contracciones ritmicas de las

espermatecas (Lange, 1990; Orchard et al., 2011). Cabe aclarar que en estos estudios no se

especificaron las condiciones fisioldgicas en las cuales se encontraban las hembras al momento
de realizarse los experimentos. De manera similar, se estudiaron los efectos mioinhibitorios
que presentan dos neuropéptidos ampliamente distribuidos en los insectos: la GLa/AST o
Allatostatina A y el denominado péptido mioinhibidor (MIP)/AST o Allatostatina B. Estos
experimentos realizados sobre los oviductos, in vitro, respondieron de manera dosis

dependiente disminuyendo las contracciones basales en hembras virgenes ayunadas (Sedra et

al., 2015).

Los péptidos miomoduladores podrian ser sintetizados por el macho y ser introducidos
durante la cépula. Esto se ha sugerido, por ejemplo, en L. migratoria, donde un neuropéptido
simil-Allatotropina fue obtenido a partir de homogenatos de glandulas accesorias de insectos
machos. Al aplicarse ese extracto sobre oviductos aislados, estos respondieron incrementando

la actividad contractil (Paemen et al., 1991).

Hasta el momento no hay estudios experimentales realizados in vivo que pretendan
explicar como cambia la configuracidn de la actividad muscular en el SRH en el marco de los

diferentes estados fisioldgicos ante diferentes compuestos reguladores peptidicos.
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1.3 CONCEPTOS SOBRE LAS HORMONAS JUVENILES Y SU ROL EN
EL PROCESO DE LA MUDA Y EN LA REPRODUCCION

Los insectos holometdbolos y hemimetabolos, atraviesan distintos estados desde el
huevo hasta el adulto sexualmente maduro, pasando por un nimero variable de estadios
larvales y la pupa. Tanto la muda, la metamorfosis, como la maduracidn de las génadas son
dependientes del balance de la actividad de dos grupos de hormonas lipidicas, las hormonas
juveniles (HJs) y los ecdiesteroides (Dubrovsky, 2005). La 20-hidroxiecdisona (20E), es la
hormona de la muda mas ampliamente distribuida y es sintetizada principalmente por la
gldndula protoracica. Las HJs son moléculas lipidicas pertenecientes a la familia de los
sesquiterpenoides aciclicos. Son sintetizadas vy liberadas a la hemolinfa por la corpora allata
(CA), una glandula endocrina de origen par asociada al sistema nervioso; que se encuentra
fusionada en triatominos (Tobe & Stay, 1985). Se han identificado ocho formas diferentes de
HJs, siendo la de mayor distribucién la HJ lll (Goodman & Cusson, 2012). Las HJs no solo
intervienen en los procesos de muda y metamorfosis sino también en los fendmenos

involucrados en el desarrollo y maduracién de las génadas y de los ovocitos.

Desde principios de siglo XX se ha estudiado en numerosas especies de insectos las
probables vias de modulacién de la sintesis de Hls en la CA. La existencia de un control de la
secrecién, sintesis y liberacidon de las HJs a partir de neurosecreciones ya habia sido observado
por Wigglesworth (1934; 1936) y por Berta Scharrer (Stay, 2000). Actualmente se ha
reconocido en algunas especies la probable actividad allato-estimulante de la 20E, de la Ecdysis
Triggering Hormone (ETH) y de péptidos similares a insulina, asi como la accién inhibidora del
neuropéptido F (Noriega, 2014; Zhu & Noriega, 2016). Sin embargo, las primeras moléculas en
ser identificadas por cumplir estas funciones fueron los neuropéptidos denominados
Allatotropina (AT) y Allatostatinas (AST). AT esta involucrada en la biosintesis de las HJs
modulando positivamente la actividad de enzimas que intervienen en la formacién de la HJ (Li
et al., 2003). En cuanto a los neuropéptidos allatostaticos, el mecanismo de accidon de AST-C ha
sido estudiado en profundidad A. aegypti por Nouzova y colaboradores (2015). Ellos realizaron
experimentos in vitro donde revelaron que AST-C inhibe fuertemente la sintesis de HJ IlI
mediante la inactivacidn de la proteina transportadora de citrato la cual se encuentra en la

membrana de las mitocondrias, impidiendo la movilizacién de esta molécula esencial hacia el
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citoplasma y obstruyendo la produccidn citoplasmatica del Acetil-CoA, molécula necesaria para

la sintesis de Hls.

1.4 HORMONAS ALLATOTROPICAS: CARACTERISTICAS
MOLECULARES, GENOMICAS Y FUNCIONALES

1.4.1. LA ALLATOTROPINA: ESTRUCTURA MOLECULAR Y FUNCIONES

Allatotropina es un neuropéptido caracterizado en base a su capacidad de activar la
sintesis de la HJ en la especie Manduca sexta (Kataoka et al., 1989). Estos investigadores
lograron caracterizar la composicion de este péptido el cual se constituye de los siguientes
aminodcidos: H-Gly-Phe-Lys-Asn-Val-Glu-Met-Met-Thr-Ala-Arg-Gly-Phe-NH2, siendo la
secuencia con actividad bioldgica el octapéptido H-Glu-Met-Met-Thr-Ala-Arg-Gly-Phe-NH2,

demostrando ademas que la amida del carboxilo terminal es esencial para su actividad.

Estudios sobre la expresién del gen en M. sexta revelaron que pueden diferenciarse
tres mRNA como resultado de mecanismos de splicing alternativo. A partir de ellos, se
predicen tres prohormonas distintas, cada una de las cuales contiene la secuencia de AT
(Taylor et al., 1996). La tasa de identificacién de nuevos péptidos relacionados con AT ha
aumentado rdpidamente a medida que se estan adquiriendo nuevos datos genémicos y bases
de datos de secuencias de mRNA clonadas (EST: expressed sequence tag). Hasta el afio 2013,
se han determinado o predicho 34 secuencias para esta familia y el nimero continda
incrementandose (Kastin, 2013). Sin embargo, no en todos los insectos se ha podido identificar
y verificar la expresidn génica de AT. Esto se observd, por ejemplo, en D. melanogaster, Apis
mellifera y Nasonia vitripennis, lo cual podria deberse a que el gen de este neuropéptido se
haya perdido en estas especies (Hewes & Taghert, 2001; Hummon et al., 2006; Hauser et al.,
2010; Horodyski et al., 2011). Respecto a la presencia o ausencia del péptido en himendpteros,
se ha identificado la expresién del mismo en sitios neurohemales del cordén nervioso ventral
de abejas obreras de la especie A. mellifera y en adultos Bombus terrestris. El hecho de que no
se encuentre el transcripto en estas especies podria deberse justamente a la baja
concentracién en que se sintetizaria el péptido por haber perdido su principal funcién en

castas obrera (Veenstra et al., 2012).
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La caracterizacién gendmica de AT asi como de su precursor en R. prolixus fue
presentada por Masood & Orchard (2014). La secuencia de aminoacidos predicha coincide con
la descripta previamente por Ons y colaboradores (2011) basada en analisis peptidémicos.
Estos autores reportaron ademas que el péptido fue expresado Unicamente en el SNCy en el
cuerpo graso de larvas de quinto estadio, machos y hembras, estando ausente en otros cDNA
(vaso dorsal, sistema digestivo, tubos de Malpighi, y 6rganos sexuales inmaduros). Ademas,
determinaron el alto nivel de conservacion del patréon de secuencia TARGF-amida mediante

alineamientos multiples de secuencias pertenecientes a otros grupos de insectos.

La accidn allatotrdpica de AT no solo fue identificada en M. sexta, sino también en A.
aegypti (Rachinsky & Feldlaufer, 2000; Audsley et al., 2000; Li et al. 2003; Sheng et al., 2007).
Aungue no se ha reportado hasta el momento que AT realmente cumple esta funcién en
insectos triatominos, si se ha registrado en larvas de |V estadio de T. infestans, la existencia de
una posible relacion funcional entre el péptido y su presencia en la CA (Riccillo & Ronderos,
2010). La existencia de neuronas allatotropas en la regién posterior del protocerebro, asi
como también la presencia de inmunorreactividad a nivel de la Corpora Cardiaca (CC) y CA
sugiere que AT actuaria sobre la glandula. No sélo se observé marcacion especifica en la CA,
sino también que la intensidad de la fluorescencia fue mayor en los primeros dias del ciclo de
muda, cuando la actividad de la glandula es maxima, disminuyendo en los dias 7-8 y siendo
casi indistinguible a los 12 dias luego de la ingesta sanguinea (Ronderos, 2009; Riccillo &

Ronderos, 2010).

A nivel del SNC, AT no solo actuaria modulando la actividad de la CA. En efecto, se
detectd la presencia del péptido en zonas del cerebro, mas alla de aquellas neuronas que
inervan la CAy CC. Analizando imagenes con inmunofluorescencia del cerebro de la cucaracha
Periplaneta americana se interpretd que la colocalizacién de AT y otro neuropéptido, takinina,
junto con los neurotransmisores GABA y acetilcolina, en interneuronas del I6bulo antenal,
podrian estar actuando como cotransmisores o neuromoduladores en la fisiologia del olfato.
(Fusca et al., 2015). Se ha planteado también, que AT estd involucrada en el control de ritmos
circadianos por hallarse en la médula accesoria del cerebro y en las neuronas del I6bulo éptico
de Leucophaea maderae (Petri et al., 2002; Homberg et al., 2003) S. gregaria (Wurden &
Homberg, 1995) y T. infestans (Riccillo & Ronderos, 2010).

Al profundizar la caracterizacion funcional de AT, se ha demostrado que se trata de un
compuesto pleiotrépico, desempefiando funciones en diferentes sistemas de érganos. Lwalaba

y colaboradores (2010) observaron que el péptido actlia a nivel del tubo digestivo estimulando
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la secrecion de enzimas digestivas como la amilasa y la tripsina en Spodoptera frugiperda. Por
otro lado, en larvas de V estadio de M. sexta AT inhibe de manera dosis dependiente el
transporte de iones en el tubo digestivo medio posterior, pero no asi en otros lepidépteros
(Hyalophora cecropia y B. mori), lo que sugiere una funcidn especie-especifica (Lee et al.,

1998).

Recientemente se ha planteado que AT participa de la respuesta de tipo inmune en
mosquitos de las especies An. albimanus y A. aegypti (Hernandez-Martinez et al., 2017). A
través de evidencia experimental se documentd que AT provoca cambios morfolégicos y
aumento de la actividad fagocitica de hemocitos y lineas celulares inmunocompetentes en
ambas especies. Dichos autores observaron también efectos diferenciales entre las especies
estudiadas. La actividad de compuestos liberados durante la respuesta inmunoldgica, como la
fenoloxidasa en hemolinfa, aumenté en presencia del péptido en A. aegypti, pero no asi en An.
albimanus; en individuos de esta uUltima especie, los niveles de éxido nitrico y la expresion de
genes de péptidos antimicrobianos se incrementaron después del tratamiento con AT

(Hernandez-Martinez et al., 2017).

Es conocido el papel que cumple AT como modulador de la actividad de las células
musculares. La funcidn mioestimuladora del péptido ha sido estudiada previamente en
diferentes especies de lepiddpteros y cucarachas, donde se observé un incremento de la
frecuencia de contraccién a nivel del sistema digestivo y del vaso dorsal (Veenstra et al., 1994;
Duve et al., 1999; Duve et al., 2000; Rudwall et al., 2000; Koladich et al., 2002). Nuestro
laboratorio ha demostrado que AT posee actividad cardio y mio-reguladora en T. infestans,
induciendo un aumento de la frecuencia de contracciones de la aorta (Sterkel et al., 2010) y
modulando positivamente la tasa de ondas peristélticas en el buche y recto (Santini &
Ronderos, 2007; Sterkel et al., 2010), mediante un efecto sinérgico sobre la actividad
estimuladora de serotonina. Se identificd ademas, una accidn diferencial entre hembrasy
machos, alcanzando los machos una mayor frecuencia de contraccién con respecto a las
hembras. Se observé también que las hembras poseen una amplitud de contracciéon mayor

gue no varia significativamente con la aplicacion de AT (Sterkel et al., 2010).

La localizacién del péptido en estas especies de triatominos se estudié mediante
inmunohistoquimica y microscopia de barrido confocal. AT se encontré presente en el SNCy
nervios periféricos, intestino medio posterior y recto, y en glandulas salivales en larvas de V
estadio de R. prolixus (Masood & Orchard, 2014). En insectos de IV estadio de T. infestans se

encontré inmunomarcacién en el complejo retrocerebral (CAy CC) y TMs; a su vez, en este
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estadio y en adultos se observd la presencia del péptido en el SNC, células secretoras del
epitelio del intestino medio anterior (células open type) y en procesos nerviosos en la aorta

(Santini & Ronderos, 2009b; Riccillo & Ronderos, 2010; Sterkel et al., 2010).

Dada las numerosas funciones descriptas para AT, se ha propuesto que la actividad del
péptido sobre la CA es una funcién derivada, caracteristica de los insectos. De hecho, el
péptido no sdélo ha sido identificado y caracterizado en insectos a través de estudios
gendmicos, peptidémicos y/o fisioldgicos, sino también en otros grupos de organismos como
crustaceos (Christie, 2014), cnidarios (Alzugaray et al., 2013), platelmintos (Adami et al., 2011;
Adami et al., 2012), nematodes (Koziol et al., 2016) y moluscos (Ahn et al., 2017). Su actividad
estimuladora sobre las contractibilidad de las células fue documentada, por ejemplo, en Hydra
sp., donde se propuso, que el péptido estaria involucrado en la alimentacidn, siendo la funcidn

ancestral del mismo facilitar la ingesta de alimento (Alzugaray et al., 2013)

1.4.2. LAS ALLATOSTATINAS: DIVERSIDAD Y FUNCIONES

Se conocen tres familias de péptidos denominadas allatostatinas, que asi como otros
péptidos en insectos, son neurohormonas pleiotrépicas. Sin embargo, se han aislado y
caracterizado, en primera instancia, por su capacidad de inhibir la sintesis de HJ en la CA,
aunque las estructuras moleculares de estos péptidos no estan relacionadas quimicamente.

Dentro de las allatostatinas se incluyen:

- Allatostatina A (AST-A o FGLamida-ASTs): es una familia de péptidos cuya secuencia C-
terminal se encuentra conservada entre los diferentes grupos y se caracteriza por contener
los siguientes aminoacidos: Y/FXFGL-NH2 (Tyr/PheXaaPheGlyLeu/lle- amide).También es
conocida como Dipu AST, lo cual hace referencia la especie de cucaracha de la cual se la
aislé por primera vez, Diploptera punctata (Woodhead et al., 1989). Su actividad sobre la
CA, aparentemente, estd restringida a cucarachas, grillos, y termitas, conociéndose al
menos 13 isoformas de esta neurohormona. Estas han sido aisladas y caracterizadas en
numerosos drdenes de insectos y crustaceos (Stay & Tobe, 2007) siendo fuente de
estudios gendmicos, bioinformaticos y fisioldgicos en distintos grupos. En cuanto a su
receptor, al caracterizarlo se lo ha relacionado como homalogo al receptor de galanina de
mamiferos (Bendena et al., 1999; Bendena & Tobe, 2012; ). En R. prolixus, siete de las
trece isoformas se han detectado en diferentes érganos (células neurosecretoras del SNCy
en ganglios ventrales, en el sistema digestivo medio anterior y posterior, TMs y ovarios).
En esta especie, las AST-A no presentarian actividad allatostatica pero si se han realizado

bioensayos in vitro, demostrando ser mioinhibitoria a nivel del intestino medio, posterior y
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recto, sobre la frecuencia cardiaca (Sarkar et al., 2003; Zandawala & Orchard, 2012) y a

nivel de la actividad basal de los oviductos en el SRH (Sedra et al., 2015).

Allatostatina B o Péptido Mioinhibidor (AST-B/MIP): esta familia de péptidos se
caracteriza por presentar la siguiente secuencia conservada en el extremo carboxilo
terminal: W(X)6W-NH2. Estd ampliamente distribuida a lo largo de los protostomados,
pero fue identificada por primera vez como el péptido mioinhibidor de L. migratoria (Lom-
MIP) la cual se purificé a partir de cerebro, CC, CA y ganglios subesofagicos (Schoofs et al.,
1991). Experimentos in vitro demostraron que el péptido disminuye las contracciones
espontaneas del intestino posterior y el oviducto en esta especie, asi como del intestino
posterior de L. maderae. Mas tarde, se purificaron cuatro isoformas a partir de la especie
de grillo Gryllus bimaculatus, las cuales presentaron actividad allatostatica en esta especie
y en el escarabajo Tenebrio molitor. Ademas, esta familia de péptidos esta quimicamente
relacionada con los denominados “sex peptide” (Bendena et al., 1999; Bendena & Tobe
2012; Kastin, 2013 ay b). En R. prolixus el gen de AST- B, o RhoprMIP, codifica once
neuropéptidos maduros putativos, ocho de los cuales son péptidos nucleares. AST B/MIP
se encontrd presente en células del cerebro y en los ganglios del SNC, CC, en procesos que
inervan las glandulas salivales, en el tubo digestivo, en el sistema reproductor masculino y
femenino. En cuanto a sus receptores, se caracterizaron dos isoformas y su expresion se
encontré principalmente en el SNC, en las glandulas salivales y en las gdénadas. La actividad
biolégica como miohinibidor de AST-B/MIP se observo sobre los oviductos y el intestino

posterior (Lange et al., 2012; Sedra et al., 2015).

Allatostatina C (AST-C/PISCF): en esta tercera familia de péptidos allatostaticos
pondremos mayor énfasis en brindar la informacién que se conoce al respecto, ya que es
uno de los péptidos que se analiza en el presente trabajo. Al igual que AT, AST-C se aisl6
por primera vez a partir de extractos de cerebros de mariposas adultas de la especie M.
sexta. A partir de ello se determind que la estructura primaria se compone de 15 residuos
de aminoacidos: pGlu-Val-Arg-Phe-Arg-GlIn-Cys-Tyr-Phe-Asn-Pro-lle-Ser-Cys-Phe-OH,
donde pGlu corresponde a piroglutamato (Kramer et al., 1991). A raiz de su secuencia
motif, que se encuentra conservada en distintos grupos, a este péptido también se lo
conoce como PISCF-AST. Estudios posteriores, mas exhaustivos, determinaron que la
molécula posee un puente de cisteina que genera un anillo que abarca los seis
aminoacidos del extremo N-terminal (Kastin, 2013) (Fig. 6). Se demostro la importancia de
este enlace disulfuro al modificar el péptido sintético, sustituyendo los residuos de cisteina

por alanina. Con esta modificacién estructural, el puente disulfuro que determina la
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formacion del anillo funcional, no se forma dando como resultado la pérdida de la
actividad, en este caso miomoduladora (Matthews et al., 2006). Mas tarde, AST-C fue
identificada en Pseudoletia unipuncta (Jansons et al., 1996), D. melanogaster (Williamson
et al., 2001a), S. frugiperda (Abdel-Latief et al., 2003), L. migratoria (Clynen et al., 2006), A.
aegypti (Li et al., 2006), Samia cynthia ricini (Sheng et al., 2007) y T. castaneum (Li et al.,
2008).

pE-V-R-F-R-Q-C-Y-F ~

F-C-S-1 7P

N
1

Figura 6: estructura molecular de AST-C de Manduca sexta. Tomado de Audsley & Weaver,
20009.

El analisis gendmico y transcriptdmico realizado a partir de numerosas secuencias de
varios grupos de artropodos predice la existencia de dos genes que codifican un péptido
tipo AST-C, uno de ellos denominado AST-CC, pardlogo de AST-C. Ambos se encuentran en
aracnidos (/xodes scapularis), dipteros, lepiddpteros, coledpteros, afidos, y ptirdpteros
(Veenstra, 2009). Respecto del paralogo AST-CC, el mismo se expresaria en varias especies
incluyendo a D. melanogaster, B. moriy R. prolixus. A raiz de estos estudios, sumados a la
caracterizacién gendmica del cDNA de la mosca de la fruta (D. melanogaster), se cree que
los precursores de AST-CC tienen una segunda secuencia de péptidos conservada, lo que
sugiere que podrian producir dos péptidos biolégicamente activos, dependiendo del lugar
donde se produzca la escisién de la proteina. Estudios bioinformaticos evidenciaron la
similitud entre los receptores de ASTC / ASTCC y somatostatina (heuropéptido con
actividad inhibidora por excelencia) de vertebrados, sugiriendo que los mismos poseen un

ancestro comun en su origen (Veenstra, 2009).

El gen que codifica para AST-C, asi como también el péptido maduro fueron detectados

a partir de extractos del SNC en R. prolixus (Sterkel et al., 2011).

Asi como ocurrid con la caracterizacion funcional de la familia de las AST-A, el péptido
AST-C se estudio por primera vez en base a su capacidad de inhibir la sintesis de Hls en la
CA de larvas de V estadio y hembras adultas de la mariposa del tabaco, M. sexta y
también en hembras adultas de Heliothis virescens. Sin embargo, no hubo resultados al

experimentar sobre otras especies como T. molitor, M. sanguinipes y P. americana
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(Kramer et al., 1991). Posteriormente, se reconocié esta misma funcién en P. unipuntata
(Abdel-Latief et al., 2003), A. aegypti (Li et al., 2006), An. gambiae (Li et al., 2004) y S.
cynthia ricini (Sheng et al., 2007). Mds aun, el estudio mediante microscopia de barrido
confocal de la distribucién que presenta AST-C a nivel del SNC en dos especies de
mosquitos, A. aegyptiy An. albimanus mostré la asociacidn de las neuronas secretoras del

neuropéptido ubicadas en el protocerebro con la CA (Hernandez-Martinez et al., 2005).

AST-C no sélo cumple funciones como inhibidor de la sintesis de HJ sino que ademas,
posee la capacidad de inhibir la actividad contractil de la musculatura visceral. Esto se ha
estudiado en el lepidéptero Lacanobia oleracea, donde el péptido presentd un efecto
mioinhibidor a nivel del tubo digestivo anterior (Duve et al., 2000; Matthews et al., 2007).
Incluso, en esta especie de lepidépteros se describid la existencia de un posible efecto
antagodnico de AST-C sobre la actividad mioestimuladora de AT sobre las contracciones
espontdneas en larvas ayunadas (Matthews et al., 2007). En la especie D. melanogaster se
observo que el péptido modula negativamente la actividad del corazén (Price et al., 2002).
A pesar de haberse identificado la presencia de AST-C en nuestro modelo de estudio, no
hay datos sobre el patrén de expresidon del mismo ni del rol que lleva a cabo en la

fisiologia de estos insectos.

La actividad miomoduladora de AST-C no solo fue estudiada en insectos, sino también
en otros organismos como en Hydra sp., perteneciente al phylum Cnidaria, grupo basal de
los Metazoa. Recientemente, en base a experimentos fisioldgicos in vivo, se propuso que
al igual que otros péptidos, la funcién ancestral de AST-C podria estar asociada a la
regulacion de movimientos durante la alimentacion, ya que este neuropéptido indujo
cambios en la forma y longitud de los tentdculos, en el pedinculo y en la cavidad
gastrovascular (Alzugaray et al., 2016). Durante la alimentacidn, estos organismos poseen
comportamientos especificos como la extrusién del hipostoma. Esta estructura puede ser
estimulada en presencia de alimento o de AT, mientras que AST-C inhibe dicho efecto,
evidenciando su actividad antagonista (Alzugaray et al., 2013; Alzugaray & Ronderos,
2017). Estudios mas exhaustivos sugirieron que ambos sistemas participan en los

mecanismos reguladores asociados al calcio (Ca*?) (Alzugaray & Ronderos, 2017).
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1.5 RECEPTORES DE MEMBRANA ACOPLADOS A PROTEINA G
(GPRC)

Los receptores de membrana acoplados a proteina G (GPCRs) son una familia
numerosa de proteinas de transmembrana que median numerosas respuestas hormonales y
de neurotransmisores. Su estructura cuaternaria se caracteriza por la presencia de siete
dominios de transmembrana (TM), tipo a hélice, alternados por dominios intray
extracelulares. Los GPCR estdn entre los nodos esenciales de la comunicacion entre los
entornos internos y externos de las células. El papel clasico es acoplar la unién de agonistas a
la activacion de proteinas heterotriméricas G especificas, lo que conduce a la modulacién de
las proteinas efectoras. Estos receptores se dividen clasicamente en cinco familias en base a su
estructura: receptores tipo rodopsina (Familia A), receptores tipo secretina (Familia B),
receptores tipo glutamato (Familia C), receptores de adhesidn y receptores Frizzled/Taste2. La
familia tipo rodopsina es la mas numerosa y diversa, caracterizandose entre si por el alto grado
de conservacion en ciertos sectores de su secuencia. En el sector citoplasmatico asociado al
dominio 3TM se encuentra altamente conservado el patrén de aminoacidos E/DRy un residuo
del aminodacido glutamato en 6TM. Estos aminodacidos forman una red de interacciones
polares que unen las dos hélices TM, estabilizando la conformacion del estado inactivo del
receptor. Otra identidad estructural y funcionalmente conservada, se encuentra en la cadena
citoplasmadtica asociada al dominio 7TM donde se ubica un motivo de aminodacidos dado por
NPXXY. Este sector participa en los cambios conformacionales asociados con la activacion del
GPCR. La prolina en este motivo causa una distorsion en la estructura hélice a y la tirosina se
enfrenta en un bolsillo formado por los dominios 2TM, 3TM, 6TM y 7TM (Rosenbaum et al.,
2009). El sector N-terminal de estas proteinas esta localizado en el dominio extracelulary
posee a menudo varios sitios de glicosilacion. El sector C-terminal, por otro lado, esta
orientado hacia el citoplasma y ofrece algunos sitios potenciales de fosforilacién. Los dominios
extracelulares estdn implicados en la unién especifica para los ligandos, mientras que los
dominios intracelulares interactian con la proteina unida a GTP (proteina G) (Fig. 7). Los
ligandos o agonistas pueden ser de diferente naturaleza quimica como por ejemplo fotones,
aminoacidos, iones, aminas biogénicas, péptidos, etc. La proteina G consiste en tres
subunidades a-, B- y y. Cuando un GPCR se activa por su ligando, la sefal extracelular sera
transducida en respuestas fisioldgicas intracelulares. Un receptor activado experimentara un
cambio conformacional, que a su vez conduce a la activacién de la proteina G asociada. Esto

provoca una cascada de sefiales intracelulares que tiene por finalidad la movilizacion de iones
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Ca*? almacenados en el reticulo endoplasmatico hacia el citoplasma o la activacién o inhibicion

de la enzima adenilato ciclasa, con el consiguiente aumento o disminucién de la concentracion

de AMPc (adenosina monofosfato ciclica)(Caers et al., 2012) (Fig. 8).
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Figura 7: esquema de un receptor de membrana acoplado a proteina G. La secuencia E/DRY
caracteristica de GPCR se ubica en el extremo terminal del dominio 3TM, (flecha roja). Los
sitios de union con el ligando estan representados en color rojo, los sitios intracelulares de
unién con la proteina G se representan en color gris y azul. Tomado de Wikipedia.
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SENSOQORY INPUTS

* Photons = Peptides = lons
s Odorants = Lipids *= Biogenic amines
* Amino acids = Proteins = Mucleotides

Extracellular
v
= Adenylyl cyclases * Adenylyl cyclases = lon channels
(reduced cAMP) (increased cAMP) * PI3K
= lon channels = EPAC » Phospholipases
* Phosphodiesterases * Cyclic nucleotide- * Adenylyl cyclases
* Phospholipases gatad channals
* PLCR = MAPK * RhoA/ROCK
s IR, pathway * Rho guanine
. Car  * GSK3p- exchange factors
B-catenin + Cadherin
*DAG L athway X
« PKC + [i-catenin
—
» Gell metabolism = Cell proliferatiom  » Apoptosis
= Gell secretion = Cell motility * Tumor progression
= Cell growth = Desensitization = Metastasis

Figura 9: esquema donde se resume las vias de sefializacion que se desencadenan al ser
activado por un ligando una proteina GPCR. Tomado de Schou et al., 2015.

En los ultimos afos se han incrementado los estudios referentes a la caracterizacidn
gendmica de secuencias proteicas, como las GPCRs, gracias al libre acceso que se tiene a las
bases de datos, como el Genbank. Estas investigaciones pueden orientarse a la generacién de
conocimiento referido a los cambios evolutivos, funcionales y estructurales, asi como las
relaciones filogenéticas que pueden presentarse entre estas proteinas encargadas de la
comunicacién entre las células. Los receptores de las hormonas peptidicas que hemos

descripto, AT y AST-C, pertenecen a la familia tipo A de las GPCRs.

El receptor de AT (ATr) ha sido caracterizado gendmica y funcionalmente por su alto
grado de similitud con el receptor de orexina de vertebrados, en diferentes especies de
insectos como B. mori, T. castaneum, M. sexta, A. aegypti, B. terrestres, S. gregaria (Yamanaka
et al., 2008; Vuerinckx et al., 2011; Horodyski et al., 2011; Nouzova et al., 2012; Verlinden et

al., 2013; Lismont et al., 2015) y su presencia ha sido predicha también en R. prolixus
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(Alzugaray et al., 2013). La expresion del mRNA se ha confirmado en érganos reproductores,
en el SNCy en el complejo CC-CA y sistema digestivo, todos ellos drganos blanco de la accién
del péptido (Verlinden et al., 2015). ATr presenta las caracteristicas moleculares de las GPCRs,
aungue posee un motivo DRW en lugar de DRY en el extremo citoplasmatico del 3TM y una

sustitucion conservativa Y en lugar de W en el 6TM (Verlinden et al., 2015).

La caracterizacion gendmica y funcional del receptor de AST-C (AST-Cr) se ha llevado a
cabo en insectos como D. melanogaster, B. mori, A. aegypti, T. castaneum y se ha demostrado
su estrecha relacidn estructural con los receptores de somatostatina de vertebrados, los cuales
también pertenecen la familia A de GPCRs (Yamanaka et al., 2008; Kreienkamp et al., 2002;
Mayoral et al., 2010; Audsley et al., 2013). En dipteros se han encontrado dos isoformas para
AST-Cr dado por eventos de duplicacion de este gen. Aunque no es clara la razon fisioldgica de
este hecho, los investigadores estiman que estos receptores hayan tomado una nueva funcion
en estos insectos y de hecho estas isoformas se encuentran presentes en tejidos que

desempeiian funciones diferentes (Mayoral et al., 2010; Kreienkamp et al., 2002).

Dada la amplia distribucién en la naturaleza y las numerosas funciones a las que se
asocian, resulta de interés profundizar en la caracterizaciéon gendmico-funcional de este tipo
de receptores, los que de hecho, han sido propuestos en los Ultimos afios como potenciales
alternativas para el desarrollo de nuevos agentes selectivos para el control de plagas
(Verlinden et al., 2014). Se ha demostrado que la interrupcion o la sobre-activacién de los
GPCR (o sus vias) que median funciones bioldgicas vitales puede conducir a una mortalidad
dramatica, a la detencion del desarrollo, a defectos en el crecimiento y la reproduccién y a la
disminucion de la aptitud de las plagas de insectos. Ademas, los ligandos de naturaleza
proteica y sus receptores estan sujetos a procesos de co-evolucién, haciéndolos a menudo

especie-especificos (Verlinden et al., 2014).
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Es claro que la actividad de la musculatura visceral cumple un papel fundamental en
momentos cruciales de la vida de estos insectos hematdfagos. En cualquier estadio de su ciclo
de vida, la recirculacion de la hemolinfa, durante el periodo de diuresis post-ingesta, es
favorecida por las contracciones no solo del vaso dorsal, sino también por los movimientos
peristalticos de la pared del tubo digestivo. La actividad muscular regula, ademas, los eventos
que tienen lugar durante la cépula y durante la oviposicion en las hembras, clave para
perpetuar la especie. Dada la relevancia de comprender la fisiologia de estos procesos y de
entender como estarian involucrados en ellos dos neuropéptidos pleiotrépicos como los son
AT y AST-C en insectos, nos hemos propuesto llevar a cabo este trabajo de investigacién

integrando diversas metodologias, con el propdsito de resolver los siguientes objetivos:

OBIJETIVO GENERAL

Profundizar la caracterizacién funcional de los neuropéptidos Allatotropina y
Allatostatina-C y llevar a cabo la caracterizaciéon gendmica y funcional de sus probables
receptores en la especie Rhodnius prolixus.
OBIJETIVOS PARTICULARES

e Analizar el posible efecto miomodulador de los péptidos AT y AST-C sobre la frecuencia
de contraccion del sistema digestivo y circulatorio en insectos machos y en el sistema
reproductor de las hembras, en diferentes momentos fisioldgicos.

e Analizar la probable relacién entre la cépula y el momento de la oviposicion sobre la
actividad contractil de los érganos del sistema reproductor de la hembra ante la
presencia de los péptidos.

e Estudiar probables mecanismos de regulacién de la contraccidn por parte de AST-C.

e Analizar las probables fuentes de sintesis de AST-C mediante microscopia de barrido
laser confocal.

e Caracterizar las secuencias del mRNA maduro y de los genes del receptor de AT y de
AST-C, y analizar la expresion de ambos receptores en diferentes tejidos larvales y del
adulto, en funcidn de corroborar la funcionalidad de los mismos.

e Analizar las relaciones filogenéticas de cada receptor con receptores homaélogos de la

clase Insecta.
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2.1 MANTENIMIENTO DEL BIOTERIO Y CRIA DE LOS INSECTOS

Se utilizaron insectos provenientes de una colonia de vinchucas de la especie Rhodnius
prolixus (Hemiptera: Reduviidae) establecida en el afio 2012 en el bioterio de la Catedra de
Histologia y Embriologia Animal de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad
Nacional de La Plata (FCNyM-UNLP). Los insectos son mantenidos a una temperatura 30 + 2°C
vy 30% de humedad relativa y un fotoperiodo de 12:12 horas luz/oscuridad. Dado que las aves
son refractarias a la infeccidn con T. cruzi (Kierszenbaum et al., 1981) los insectos son

alimentados con sangre de estos animales (gallina).

Los insectos son separados segun su estadio y mantenidos en frascos de plastico a los
cuales se les coloca una malla de licra ajustada con banditas elasticas. A través de ésta malla

los insectos pueden traspasar su drgano sucto-picador para alimentarse.

Los diferentes disefios experimentales fueron realizados con individuos adultos
(machos y hembras). Para lograr una mayor estandarizacion en las condiciones experimentales
los insectos fueron seleccionados segun el sexo durante el quinto estadio larval. La seleccidn se
realizd bajo lupa estereoscdpica observando ventralmente los Ultimos segmentos
abdominales. En la figura 1 se observan las caracteristicas diferenciales a nivel de los
segmentos que dardn origen a la genitalia en el adulto y que permiten el reconocimiento del

sexo de la larva durante este estadio (Chiang et al., 2013).

Figura 1: Vista ventral y posterior de insectos del V estadio larval de R. prolixus mostrando las
caracteristicas morfoldgicas que permiten la diferenciacidn entre sexos (tomado de Chiang et
al., 2013).

Luego de haber sido separados segln el sexo, los insectos son ayunados por un
periodo no menor a 15 dias antes de brindarles acceso a la fuente de alimento ad libitum. Solo
los insectos que logran una alimentacidn a replecidn, lo que garantiza el proceso de muda, son

seleccionados. Aquellos individuos que no alcanzan una alimentacién a replecién son
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separados y devueltos a la colonia. La seleccién previa de machos y hembras evita la copula
obteniendo un mayor control del estado fisiolégico de las hembras luego de la eclosién de los

individuos adultos (Davey, 2007).

2.2 PEPTIDOS Y ANTISUEROS UTILIZADOS EN LOS BIOENSAYOS:
ALLATOTROPINA'Y ALLATOSTATINA-C

Los péptidos utilizados durante los experimentos fueron sintetizados en base a la
secuencia de aminodacidos correspondiente a Allatotropina (Center for Biotechnology
Research, Kansas State University, USA) (Li et al., 2003) y Allatostatina—C (Alpha Diagnostic
International, San Antonio, TX, USA) (Li et al., 2004) del mosquito A. aegypti. Para los
experimentos realizados con alimentaciodn artificial se utilizé un antisuero anti-Allatotropina de
A. aegypti (Genemed Synthesis, San Francisco, Calif., USA) (Hernandez-Martinez et al., 2005).
Ambos péptidos y el antisuero fueron gentilmente cedidos por el Dr. Fernando G. Noriega

(Florida International University, Florida-USA).

La actividad y presencia del péptido Allatotropina de A. aegypti en insectos triatominos
fue previamente demostrada por nuestro laboratorio (Santini & Ronderos, 2007, 2009a y

2009b; Riccillo & Ronderos, 2010; Sterkel et al., 2010).

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante Analisis de la Varianza
Multifactorial o Analisis de la Varianza de Medidas Repetidas. En la seccidén “Anexos” se

encuentran las tablas de Analisis de la Varianza correspondientes a cada uno de los andlisis.

Las comparaciones post-hoc se llevaron a cabo mediante la prueba de LSD (Least
Significant Difference) o mediante la prueba de Tuckey, segun el analisis. Los datos fueron
transformados a logaritmo cuando fue necesario. Sélo se consideraron significativas aquellas
diferencias con una probabilidad igual o inferior a 0,05. Los datos se expresan como media *

error estandar.
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2.4 DISENOS EXPERIMENTALES

2.4.1 Experimentos en insectos machos adultos

Preparacidn de los insectos: Todos los experimentos se llevaron a cabo in vivo, bajo

microscopio estereoscopico Olympus a temperatura ambiente (20 + 2 °C). Para el conteo de las
contracciones de la aorta y del buche, los individuos experimentales fueron colocados bajo
microscopio estereoscopico sobre una placa de Petri con parafina, e inmovilizados colocando
plastilina sobre sus patas. Dada la condicién translucida de la cuticula dorsal del adulto, una
vez seccionadas las alas, tanto la aorta como el buche pueden ser facilmente visualizados a

través de la cuticula (Fig. 2).

Los diferentes tratamientos fueron aplicados con jeringa Hamilton (5 pl) a través de
una pequefia incision realizada en el conexivo del segmento Il del abdomen (Fig. 2). Para
disminuir el efecto causado por el estrés de la manipulacidn, una vez establecidos en la placa,
los insectos fueron mantenidos en reposo durante 30 minutos, permitiendo de este modo que

la frecuencia cardiaca y la tasa de ondas peristalticas retornen a los valores basales.

Figura 2: Vista panoramica y detalle dorsal de un macho sin alimentar al cual se le han
seccionado las alas mostrando la incisién realizada en el conexivo para la aplicacion de los
distintos tratamientos (Flecha celeste). Se observa ademas la aorta (flecha negra) y el buche
(estrella).

El nimero de contracciones de la aorta y de las ondas peristalticas del buche fueron
contabilizadas a nivel de los segmentos Il y IV del abdomen por un periodo de 3 minutos, a los

5, 15 y 30 minutos luego de comenzado el tratamiento. En ambos casos, las contracciones
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locales no fueron tenidas en cuenta. La frecuencia cardiaca y la tasa de contracciones

peristalticas se expresa como Nimero de Contracciones/Minuto.

En el caso de experimentos que involucran ensayos de dosis-respuesta y, dado que las
distintas dosis son analizadas en un mismo individuo, entre el ensayo de una dosis y la
siguiente se permitid que el insecto retorne a la frecuencia basal, evitando un probable efecto

acumulativo de las dosis.

En todos los casos se utilizaron insectos que no habian recibido alimentacidn previa en
el estado adulto, ayunados por un periodo de entre 15 y 20 dias luego de la eclosién. Luego del
ayuno y en caso de que el disefio experimental lo requiriera, se les ofrecid acceso a la fuente
de alimento. En el caso de insectos alimentados, solo aquellos individuos que alcanzaron una

alimentacion a replecion fueron seleccionados.

Andlisis del efecto mio-regulador de Allatotropina sobre la aorta y digestivo medio anterior

en insectos ayunados: Hemos demostrado previamente en la especie emparentada T.
infestans, que AT posee un efecto estimulador a nivel de la frecuencia de contracciones de la
aorta, de la tasa de contracciones peristalticas del tubo digestivo medio anterior (buche) y el
digestivo posterior (Santini & Ronderos, 2007; Sterkel et al., 2010). En el caso de la frecuencia
cardiaca hemos demostrado ademas que en individuos que no habian recibido alimentacidn
previa durante el estado adulto, el efecto cardiorregulador de AT es dependiente de la
presencia de serotonina (Sterkel et al., 2010). Masood & Orchard (2014), desarrollando
experimentos in vitro en larvas en condicién basal, proponen que AT no posee actividad mio-
reguladora en R. prolixus, sugiriendo que el péptido se comporta de modo diferencial en
ambas especies. Con el fin de corroborar la existencia de un efecto similar al descripto en T.

infestans, decidimos reproducir en R. prolixus el sistema previamente analizado.

Se realizaron los siguientes experimentos:

e Andlisis de la frecuencia cardiaca y efecto de AT en insectos ayunados (N=6).

e Andlisis de variaciones diurnas en la frecuencia cardiaca basal (N=6).

e Andlisis de variaciones diurnas en el efecto de AT (N=6).

e Efecto sinérgico de serotonina y AT sobre la frecuencia cardiaca y tasa de ondas

peristalticas del buche (N=6).

Efecto de la administracion de un antisuero anti-Allatotropina con la ingesta: Nuestro

laboratorio ha demostrado previamente que AT posee actividad mio-reguladora sobre las
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contracciones peristalticas del digestivo posterior de T. infestans, facilitando la mezcla de orina
y heces durante la diuresis post-prandial (Santini & Ronderos, 2007). Hemos demostrado
ademas que la inyeccién previa a la ingesta en el hemocele de larvas del IV estadio de un
antisuero especifico anti-AT, inhibe ese efecto disminuyendo de manera significativa la
cantidad de orina eliminada por el insecto durante las primeras horas posteriores a la ingesta
(Santini & Ronderos, 2007). Hemos demostrado recientemente en larvas del IV estadio de R.
prolixus, que el antisuero genera un efecto similar cuando es administrado a través de la

ingesta (Villalobos-Sambucaro et al., 2015a).

Dado que la principal via natural de contagio de la enfermedad de Chagas es la
eliminacidén de orina y heces mientras que el insecto se encuentra sobre el huésped, el retraso
en el proceso de diuresis, podria resultar una medida alternativa de utilidad en el control de la

transmision de la enfermedad (Santini & Ronderos, 2007; Villalobos Sambucaro et al., 2015a).

Los insectos fueron alimentados en un alimentador artificial (NUfiez & Lazzari, 1990)
con una solucion de antisuero anti-AT en PBS (1/100) o solo PBS (control) (Solucién Buffer
Fosfato, PBS, ver protocolos). La especificidad del antisuero mediante la preadsorcion del
mismo con el péptido de origen fue previamente testeada (Santini & Ronderos, 2007; 20093,
Villalobos-Sambucaro et al., 2015a) por lo que en este experimento dicho control no fue
incluido. Los insectos fueron expuestos a la fuente de alimento por un periodo de 15 minutos y
solo aquellos individuos que alcanzaron una alimentacién a replecion fueron seleccionados.
Una vez alimentados, los insectos fueron preparados para la evaluacién de la frecuencia de
contracciones de la aorta y tasa de contracciones peristalticas del buche segln se describié
previamente. La frecuencia cardiaca y tasa de ondas peristalticas se evalud durante el periodo
de maxima produccién de orina (Maddrell, 1964b) a los 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 240 minutos, y
se compararon los valores correspondientes al grupo control (PBS) (N=6) con el grupo que

recibio el antisuero (PBS + anti-AT) (N=6).

Anadlisis del efecto antagonista de Allatostatina-C sobre la actividad de Allatotropina en la

frecuencia de contracciones de la aorta y de ondas peristalticas en el digestivo medio

anterior (buche): AST-C fue originalmente caracterizada en base a su actividad inhibitoria

sobre la sintesis y secrecién de Hls en la mariposa M. sexta y se ha propuesto que posee un
efecto cardioinhibidor en D. melanogaster (Price et al., 2002). Teniendo en cuenta que ambos
péptidos han demostrado tener un efecto opuesto sobre la actividad de sintesis de HJs en la

CA, decidimos analizar la probable existencia de un efecto mioinhibidor de AST-C en R.
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prolixus. Con este fin se llevaron a cabo los disefios experimentales que se detallan a

continuacion:

e Andlisis de la actividad mio-reguladora de AST-C sobre la frecuencia cardiaca y ondas

peristalticas del buche en insectos ayunados previamente estimulados con Serotonina

y AT (N=6).

e Andlisis de la actividad mio-reguladora de AST-C sobre la frecuencia cardiaca y ondas

peristalticas del buche en insectos ayunados previamente estimulados solo con

Serotonina (N=7).

e Anadlisis de la actividad mio-reguladora de AST-C sobre la frecuencia cardiaca y ondas

peristalticas del buche en insectos recién alimentados (diuresis post-prandial) (N=7).

e Anadlisis de la actividad mio-reguladora de AST-C sobre la frecuencia cardiaca y ondas

peristalticas del buche en insectos recién alimentados (diuresis post-prandial) en

presencia de Thapsigargina (Inhibidor de la actividad de la Calcio-ATPasa del reticulo

sarcoplasmico) (N=8).

2.4.2. Experimentos en insectos hembras adultas

Estados fisioldgicos a evaluar: Teniendo en cuenta que hay dos eventos importantes que

modulan la fisiologia de la hembra, la ingesta sanguinea y la cépula, se decidié evaluar los

efectos de AT y AST-C como péptidos mio-reguladores en diferentes estados fisiolégicos

asociados a estos factores.

Estado
fisiologico

Ayunadas

Virgenes

4

AN

Copuladas

Alimentadas

Copuladas
Gravidas

e Hembras ayunadas virgenes (HV): hembras adultas recién emergidas separadas

durante el quinto estadio larval, ayunadas durante 20 dias antes de realizar los

experimentos.

e Hembras ayunadas copuladas (HC): hembras adultas recién emergidas separadas

durante el quinto estadio larval que fueron ayunadas durante 20 dias. A los 15 dias

post muda se colocaron en frascos individuales una hembra ayunada con un macho
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alimentado ad libitum. Luego de 5-6 dias se certifica que ha ocurrido la cdpula tras

encontrarse en el fondo del frasco el espermatdéforo expulsado por la hembra (Fig. 3)

Figura 3: imagen de un espermatdfo expulsado por una hembra. Estas estructuras son
las que se encuentran en el fondo de los frascos que contienen a los insectos y con ello
se confirma que la cdpula se ha llevado a cabo.

e Hembras alimentadas copuladas gravidas (HG): hembras adultas recién emergidas
separadas durante el quinto estadio larval que fueron ayunadas durante 15 dias. En
ese momento se colocaron en frascos individuales una hembra y un macho
alimentados ad libitum. Luego de 5-6 dias se certifica que ha ocurrido la cépula tras
encontrarse en el fondo del frasco el espermatéforo expulsado por la hembra. El
macho es retirado para que no se produzca una nueva cépula. Los experimentos se
llevaron a cabo ni bien se inicié la puesta de huevos (entre 12 y 15 dias luego de la

alimentacion).

Preparacidn de los insectos: Todos los experimentos se llevaron a cabo in vivo, bajo lupa

estereoscopica Olympus, a temperatura ambiente. Cada insecto fue disecado sobre una placa
de Petri con parafina y sus patas fueron inmovilizadas con plastilina. Para poder visualizar el
SRH, los terguitos, la aorta, el cuerpo graso, y la totalidad del sistema digestivo fueron
retirados. Para evitar |la deshidratacién de los 6rganos la cavidad abdominal fue bafiada con 20
ul de solucién salina de R. prolixus. Los tratamientos comienzan luego de 20 minutos de reposo
con el propésito de que el sistema se estabilice luego del estrés provocado por la

manipulacion.

La frecuencia de contracciéon de la musculatura de ovarios (OV), oviductos (OVI), utero

(UT), espermatecas (ESP) y bursa (B) (Fig. 4) fueron registradas de manera simultanea.
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Ovarios

Huevos

Oviductos

ﬂte ro

Bursa

Figura 4: Vista de la anatomia del SRH de una hembra copulada (HC) (izquierda) y de una
hembra gravida (HG) (derecha), donde se indica cada uno de los érganos. Unicamente se
sefiala la espermateca izquierda en la imagen correspondiente a HC, ya que las otras se
encuentran plegadas, dificultando denotar su forma.

La frecuencia se calculé mediante el registro de imagenes realizado con una cdmara
acoplada a la lupa (Fig. 5). Durante cada tratamiento se tomaron un total de 150 fotografias
(una por segundo), con una magnificacion de 1.5X, cubriendo un total de 3 minutos por cada
tratamiento. Las fotografias fueron editadas mediante el software Movie Maker para generar
videos de tipo time-lapse y registrar el nimero de contracciones para cada érgano. Los

resultados se expresaron como nimero de contracciones/minuto.

Figura 5: lupa de diseccidén con cdmara adosada al ocular.
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Evaluacién del efecto dosis dependiente de Allatotropina sobre el SRH: con el propdsito de

estudiar la actividad mio-reguladora de AT sobre el SRH se realizaron tres experimentos en los
tres estados fisioldgicos detallados anteriormente: HV (N=9), HC (N=6), HG (N=6). Se evaluaron
cinco concentraciones crecientes de AT (10*M, 10*M, 10™°M, 10® My 10°M). La frecuencia
basal, correspondiente a individuos que recibieron salina fue considerada como control. Para
el registro de la frecuencia de contracciéon muscular en las distintas porciones que conforman
el SRH la camara acoplada al microscopio binocular fue programada para latoma de 1
imagen/segundo (150 cuadros). Los registros se realizaron a los 5, 15 y 30 minutos luego de

aplicada cada dosis a evaluar.

Evaluacion del efecto dosis dependiente de Allatostatina-C sobre el SRH: teniendo en cuenta

la probable actividad mio-reguladora de AST-C, se decidid evaluar la actividad del péptido
sobre el SRH en HG (N=6). Para ello, se ensayaron dosis crecientes del péptido (10Mm, 10%Mm,
10"°Mm, 10® M v 10°Mm) gue fueron aplicadas consecutivamente con una micropipeta
automatica (20 pl), una vez transcurridos los 20 minutos post manipulacion. La cdmara fue
programada para que tome 1 fotografia por segundo (150 cuadros) a los 5, 15 y 30 minutos

luego de aplicada cada dosis.

2.5 ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE ALLATOSTATINA-C MEDIANTE
MICROSCOPIA LASER DE BARRIDO CONFOCAL

Con el propdsito de investigar las posibles fuentes de secrecion del neuropéptido AST-
C se procesaron el buche, el vaso dorsal (corazén y aorta) y los ganglios nerviosos ventrales
(ganglios protoracico y metatoracico) de insectos machos ayunados durante 7 dias luego de la
eclosidn. Los tejidos se diseccionaron bajo microscopio binocular y se fijaron en una solucién
de formaldehido-fosfato (PBS) (4%) a 4°C durante 12 horas. Las muestras se lavaron en PBS-
Tween (0,05%) (PBS-T) (Tween 20-Bio-Rad Laboratories, Inc. CA 94547), se permeabilizaron con
Triton (1%) (24 horas a 4°C) (TritonX-100- Bio-Rad Laboratories, Inc. CA 161-0407) y después se
bloquearon con albimina de suero bovino (BSA) al 3% durante 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, los tejidos fueron incubados durante la noche a 4°C con un
antisuero contra A. aegypti AST-C (1/500 en BSA al 3% diluido en PBS-T); y posteriormente se
incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo marcado con FITC (Santa cruz

Byotechnology) (1/200 en blocking buffer) durante 3 horas a temperatura ambiente. Para
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visualizar la disposicion de las células musculares, las muestras se co-incubaron con una
solucién de rodamina-faloidina (Sigma-Aldrich) (1/1000). Después de cada paso, los tejidos se
lavaron (3 veces x 20 minutos) con PBS-T (0,05%). Los drganos asi procesados fueron
montados en porta objetos a los que se les realizd un reborde con esmalte transparente para
darle profundidad y se montaron en Vectashield, cuidando que no quedan burbujas que
puedan interferir en la toma de las imagenes. Los bordes del mismo también fueron sellados
con esmalte transparente. Una vez finalizado este procedimiento se mantuvieron en oscuridad
a 4°C hasta el momento de ser observados. En el preparado control de anticuerpos
secundarios, la incubacién de anticuerpos primarios se sustituyé por PBS. Las muestras se
analizaron en dos equipos de microscopia de barrido laser confocal diferentes: Zeiss LSM 510

Meta y Leica TCS SP5.

2.6 CARACTERIZACION DE LOS RECEPTORES DE MEMBRANA DE
ALLATOTROPINA (ATr) Y ALLATOSTATINA C (AST-Cr)

2.6.1 Busqueda de las secuencias de los receptores en el genoma

La identificacién de ATr y AST-Cr en el genoma de R. prolixus se realizé utilizando
herramientas bioinformaticas de acceso libre. Dichas secuencias fueron rastreadas utilizando
el banco de datos Vector base (https://www.vectorbase.org). Dos secuencias ya identificadas
gendmicamente de ambos receptores fueron seleccionadas para realizar la busqueda por
similitud utilizando el algoritmo BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las
secuencias utilizadas fueron las pertenecientes al receptor de AT de la especie M. sexta
(ADX66344.1) y al receptor de AST-C de la especie T. castaneum (XP_971178.2). Las
estructuras de ambos genes fueron predichas utilizando el software http://augustus.gobics.de.
Los dominios de transmembrana fueron predichos con el software online TMHMM

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/).

2.6.2. Diseiio de primers

Una vez identificadas las secuencias gendmicas y con el propésito de evaluar la
expresion y realizar la secuenciacion parcial de ambos receptores, se disefiaron primers
especificos utilizando el software GENERUNNER 3.05. Los correspondientes primers utilizados

fueron sintetizados por la empresa EUROFIN y se detallan a continuacion.
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ATr primers 900pb Forward 5"—ATGTCCGATGAAGACTATCTG—3

Reverse 5" —TGTAGATAAGAGGATTAGTGGC—3’

Forward 5" —ATGTCCGATGAAGACTATCTG—3’

ATr primers 294pb
Reverse 5" —GTAGAGCACTAATTTGCAGAG—3’

Forward 5"—AATCTAAGCGGCCAGACAGCG—3’

AST-Cr primers 577pb
Reverse 5" —TAGATGTGAGCGCCGTTGTGG—3’

Forward 5" —AAGCGTGCACTTGTGCTGCTGG—3’

AST-Cr primers 195pb
Reverse 5°—A TGTGAGCGCCGTTGTGGAATG—3’

2.6.3. Extraccion de RNA mensajero (mRNA) y sintesis de DNA complementario

(cDNA)

Para la sintesis de cDNA se extrajo mRNA de hembras adultas y de larvas de IV estadio

(N4). Un pool de hembras de R. prolixus, en diferentes condiciones fisioldgicas (ayunadas,
alimentadas, gravidas) fueron disecadas, extrayendo el vaso dorsal (VD), tubo digestivo medio
(DM), recto (R), SRH y TMs. Cada uno de ellos fue colocado por separado en tubos Eppendorf
conteniendo RNAlater (ver Soluciones) con el propdsito de evitar la degradacién del RNA. Del
mismo modo, un pool de larvas de IV estadio en diferentes condiciones fisiolégicas fueron
disecadas y la totalidad de sus érganos fueron extraidos y conservados en RNAlater. Todas las

muestras fueron mantenidas a 4°C hasta su procesamiento.

La extraccion de RNA se realizé siguiendo el protocolo del kit comercial RNEASY Plant
Mini Kit (Qiagen) y se guardo en ultra-freezer (-80°C). Una vez obtenido el mRNA, se realizé la
sintesis de cDNA utilizando el kit Revert Aid First Strand (Fermentas, EE.UU.). Durante los
procesos de extraccion de RNA y sintesis de cDNA, las superficies donde se trabajo, los
instrumentos de diseccidn, las micropipetas, material plastico descartable y material de vidrio
fueron cuidadosamente lavados con inhibidores de RNAasas (RNAsa ZAP- AMBION cat:

AM9780).

2.6.4 Analisis de la expresion de ATr y AST-Cr

A partir de los diferentes cDNA obtenidos y con los primers disefiados para lograr
evidenciar la expresién de éstos receptores se aplicé la técnica PCR (ver protocolos). En primer

lugar, se pusieron a punto los primers disefiados planificando un gradiente de temperaturas de
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Annealing (Termociclador: MBS 0.2G Thermo Hybaid) para verificar cual era la de mayor
eficiencia en la reaccién. Utilizamos los siguientes programas de termociclado empleando el

cDNA de N4 como molde:

Desnaturalizacién Inicial: 1 ciclo; 94°C-5".
Programa ATr Sintesis: 35 ciclos; Desnaturalizacion 94°C —
35/45°°; Annealing 53°C- 35/50°"; Elongacién
72°C-35/90"".

Elongacidn Final: 1 ciclo; 72°C-5".

Programa AST-Cr Desnaturalizacion Inicial: 1 ciclo; 94°C-5".
Sintesis: 35 ciclos; Desnaturalizacion 94°C —
35/40°°; Annealing 60°C- 35/40°"; Elongacion
72°C-35/60"".

Elongacién Final: 1 ciclo; 72°C-5".

Una vez establecidos los patrones de PCR, y con el objetivo de estudiar si ambos
receptores se expresaban en todos los cDNA obtenidos, se realizaron PCR por cada uno de
ellos como molde en cada reaccidn (Termociclador: MBS 0.2G Thermo Hybaid). La expresion se
verificd mediante electroforesis de geles de agarosa 3% sembrando cada producto de PCR y

reveldndolos posteriormente en un transiluminador (ver protocolo).

2.6.5. Precipitacion, purificacion y secuenciacion de productos de PCR

Con el propdsito de verificar que las bandas obtenidas en los geles revelados
corresponden a los receptores de interés, se realizé la precipitacidon y purificacion del DNA,
producto de las PCR y con el mismo llevar a cabo la secuenciacion del cDNA. Las purificaciones
de DNA de ATr y AST-Cr se realizaron mediante diferentes técnicas dependiendo de si el
producto a purificar era directo desde el producto de PCR o sembrando la cantidad necesaria
en un gel de agarosa 3% en caso de encontrar bandas inespecificas que puedan afectar la

secuenciacion (ver protocolo).

Finalmente, los DNA purificados fueron enviados para su secuenciacion por
electroforesis capilar segun el protocolo requerido por el servicio de Unidad de Gendmica -
Instituto de Biotecnologia - CICVyA - CNIA — INTA. Una vez obtenidas las secuencias de ATry
AST-Cr y corroborando mediante alineamientos y busquedas de similitud se procedié con la

anotacion de las mismas Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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2.7 ANALISIS FILOGENETICOS DE LOS RECEPTORES DE MEMBRANA
DE ALLATOTROPINA (ATr) Y ALLATOSTATINA C (AST-Cr)

2.7.1. Busqueda de secuencias homdlogas en bases de datos

Como se detalld previamente, tanto ATr como AST-Cr pertenecen a los GPCR, siendo
éste un grupo de proteinas muy conservado en el Reino Animal. Con el propésito de inferir a
cerca de la filogenia de estos dos receptores en la clase Insecta se analizaron varias secuencias
homologas de insectos. En primer lugar utilizando de “muestra” a la secuencia completa de
aminoacidos correspondiente a ATr de M. sexta (ADX66344.1) y a AST-Cr de T. castaneum
(D6X173_TRICA), se realizaron busquedas de homélogos mediante el algoritmo BLAST y la
matriz BLOSUM 62 (Henikoff & Henikoff, 1992), seleccionandose para realizar los analisis
filogenéticos Unicamente aquellas secuencias que se encontraban completas, incluyendo los 7

dominios transmembrana caracteristicos de los GPCR.

2.7.2. Alineamientos multiples y construccion de arboles filogenéticos

El analisis filogenético de cada receptor se realizé6 mediante alineamientos multiples
utilizando ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) y el software JalView 2.7
(Waterhouse et al., 2009). Finalmente, el andlisis de las probables relaciones filogenéticas
entre secuencias se realizo utilizando el método de maxima verosimilitud (Maximum
likelyhood-ML) basado en el modelo de correccidn de Poisson, incluyendo un analisis de 1000

repeticiones de bootstrap, mediante el uso del software Mega 6.06 (Tamura et al., 2013).
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3.1 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD MIO-REGULADORA DE AT Y AST-C
SOBRE EL SISTEMA CIRCULATORIO Y DIGESTIVO DE MACHOS
ADULTOS DE R. prolixus.

3.1.1 Analisis de la actividad de allatotropina y variaciones diarias en la frecuencia
cardiaca basal en machos adultos ayunados.

Como primera aproximacion al estudio de la actividad de AT sobre la frecuencia de
contracciones del vaso dorsal y la tasa de contracciones peristalticas del buche, y teniendo en
cuenta resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio sobre la especie afin T. infestans,
decidimos ensayar las dosis maximas previamente utilizadas (10° y 10° M). Los resultados
muestran que, al igual que en T. infestans, AT no indujo aumentos estadisticamente
significativos en la frecuencia cardiaca de insectos adultos que no hubieran recibido

alimentacién previa (Fig. 1A).

Durante el analisis, observamos la existencia de una variacion en la frecuencia basal de
los individuos, aparentemente asociada a fluctuaciones diarias. Con el objetivo de estudiar la
misma, decidimos analizar la frecuencia de la aorta en condiciones basales (inyectados con
solucidn salina) en insectos tratados durante la mafiana (i.e. 09:00 a 13:00 hs) e individuos
tratados durante la tarde (14:00 a 18:00 hs). Los resultados mostraron que la frecuencia basal
fue diferente en ambos grupos analizados, siendo significativamente mayor en el grupo

correspondiente al horario comprendido entre las 14:00 y 18:00 hs (Fig. 1B).

En funcién de estos resultados, y con el objetivo de descartar diferencias asociadas a
.. .. . . -6
variaciones diarias en la respuesta de los insectos, analizamos el afecto de AT (10™ M) sobre la
frecuencia cardiaca de insectos ayunados, discriminando segun los dos periodos horarios
sefialados. Los resultados mostraron que AT no fue capaz de modificar significativamente la
frecuencia de las contracciones de la aorta en ninguno de los dos momentos analizados,

confirmando los resultados previamente descriptos en T. infestans (Fig. 1C).
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Figura 1: A: AT no mostré efecto miomodulador
sobre la frecuencia basal de contracciones de la

aorta al aplicar dosis de 10 ’ y 106M. B: La
frecuencia basal de las contracciones de la aorta
de los machos adultos registrada durante la
mafiana es significativamente menor a la
registrada por la tarde (el asterisco marca la
diferencia significativa). C: AT aplicada en dosis

-6
de 10 M no produjo cambios en la actividad
sobre la frecuencia basal en ninguno de los dos
periodos analizados.

3.1.2. Estudio del efecto mio-regulador de Allatotropina sobre la aorta y el digestivo

medio anterior en presencia de serotonina en insectos ayunados.

Anteriormente demostramos en T. infestans que AT es capaz de incrementar la

frecuencia de contracciones de la aorta luego del tratamiento previo con serotonina (Sterkel et

al., 2010). Con el fin de corroborar dicha actividad en R. prolixus decidimos ensayar la

respuesta de la aorta ante AT previa estimulacién con serotonina. Los resultados mostraron

que al igual que en T. infestans, AT (10° M) generé un aumento significativo de la frecuencia

(Fig. 2A). El efecto no fue evidente a nivel del digestivo medio anterior (Fig. 2B).
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Figura 2: A: Actividad sinergistica de AT en el incremento de la frecuencia de contraccidn de la
aorta, inducida previamente por la serotonina (10°M). Las letras mindsculas marcan las
diferencias significativas entre los tratamientos. B: La tasa de las ondas peristalticas del buche
no fue modificada por la aplicacién de serotonina o AT.

3.1.3. Efecto de la administracion a través de la ingesta de un antisuero anti-AT sobre

la frecuencia de contracciones de la aorta y la tasa de ondas peristalticas del buche

durante la diuresis post-prandial.

Santini & Ronderos (2007) demostraron que la inyeccidn en el hemocele de un
antisuero anti-AT previo a la alimentacién genera una disminucion significativa de la
eliminacion de orina en larvas del IV estadio de T. infestans, debido a la inhibicion de las
contracciones peristalticas del recto que son estimuladas por este péptido. Mas
recientemente, demostramos también que la administracion con la ingesta de dicho antisuero
genera un efecto similar en larvas del IV estadio de R. prolixus sugiriendo que, durante la

ingesta, las inmunoglobulinas son capaces de atravesar la pared del buche manteniendo su
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actividad en el hemocele y bloqueando la eliminacion de orina (Villalobos-Sambucaro et al.,
2015a). Con el objeto de comprobar el efecto cardioacelerador de AT en condiciones
fisioldgicas, decidimos ensayar el bloqueo del efecto del péptido durante el proceso
fisiolédgicamente critico de la diuresis post-prandial. A tal fin, dos grupos de machos que no
habian recibido alimentacion en el estado adulto fueron alimentados con PBS (controles) o con
PBS conteniendo antisuero anti-AT (1/100). El tratamiento control utilizando el antisuero
preadsorbido con el péptido de referencia no fue incluido, dado que la especificidad del mismo
en R. prolixus ya habia sido comprobada anteriormente (Villalobos Sambucaro et al., 2015a).
Luego de la alimentacion se registrd la frecuencia de contracciones de la aorta y la tasa de
contracciones peristalticas del buche a los 15, 30, 45, 60, 120 y 240 minutos, periodo durante

el cual la diuresis es maxima.

Los resultados demuestran que la frecuencia de la aorta, disminuyd significativamente
durante el periodo analizado (Fig. 3A). El andlisis de la respuesta a lo largo del experimento,
mostré que el efecto fue maximo durante los primeros 60 minutos, disminuyendo

posteriormente hasta observarse valores semejantes a los del grupo control (Fig. 3B).
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Figura 3: Disminucidn de la frecuencia de contracciones de |la aorta después de la
administracién del antisuero anti- AT junto con el alimento. A: Comparacion de la frecuencia
de contraccion de la aorta a lo largo de los primeros 90 minutos después de la ingesta en el
alimentador artificial. B: Frecuencia de contracciones en cada momento registrado a lo largo
de 240 minutos después de la ingesta de comida. Cada punto representa la media + error
estandar. Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos.

A diferencia de lo observado en insectos ayunados, la actividad del buche también
disminuyd, sugiriendo que AT estd involucrada en la modulacién de la actividad peristaltica del
buche durante la diuresis post-prandial (Fig. 4A). De modo similar a lo observado en la aorta, el
efecto de la administracién del antisuero no se mantuvo durante todo el periodo registrado,
observandose diferencias significativas solo entre los 15 y 90 minutos luego de comenzado el

registro (Fig. 4B).
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Figura 4: Disminucidn de la tasa de las ondas peristalticas del buche inducida por la
administraciéon del antisuero anti- AT junto con el alimento. A: Comparacién de la frecuencia
de las ondas peristalticas del buche a lo largo de los primeros 120 minutos luego de la ingesta.
B: frecuencia de las ondas peristalticas registradas a lo largo de 240 minutos después de la
ingesta. Cada punto representa la media £ error estandar. Los asteriscos representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

3.1.4 Estudio del efecto de Allatostatina-C sobre la actividad cardioaceleradora de
serotonina/allatotropina en machos adultos sin alimentacidn previa.

Ha sido demostrado que AST-C inhibe la sintesis de HJs en hembras adultas del
mosquito Aedes aegypti (Li et al., 2004 y 2006; Nouzova et al., 2015). Se ha propuesto también
gue AST-C posee actividad mioinhibidora en el intestino anterior de Lacanobia oleracea
(Lepidoptera: Noctuidae) (Duve et al., 2000; Matthews et al., 2007) y cardioinhibidora en D.

melanogaster (Price et al., 2002). En funcidn de estos hechos decidimos estudiar la probable
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existencia de un efecto similar sobre la actividad contractil de la aorta y la frecuencia de ondas

peristalticas del buche en R. prolixus.

Luego de la aplicacion consecutiva de AT y serotonina, que genera un aumento
maximo en la frecuencia de contracciones de la aorta, se administré AST-C 10° M. Los
resultados mostraron que la frecuencia disminuyé significativamente después del tratamiento.
(Fig. 5A, pelicula suplementaria 1), no observandose cambios en la actividad a nivel del buche
(Fig. 5B). Como se puede observar en la figura, la frecuencia de la aorta después del
tratamiento con AST-C disminuyd a valores similares a los alcanzados luego del tratamiento

con serotonina, manteniendo valores superiores a la frecuencia basal.
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Figura 5: A: La aplicacién de AST-C disminuyd la frecuencia de contraccion de la aorta generada
luego de la estimulacién con serotonina (10°M) y AT. B: El nimero de ondas peristalticas del
intestino medio anterior no se modificé durante el experimento. Las diferencias entre los
tratamientos se sefialan con letras minusculas.
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Los resultados obtenidos sugieren que la frecuencia de contraccion de la aorta en los
individuos sometidos al tratamiento con AST-C disminuye a través de un mecanismo
antagodnico sobre el efecto sinérgico de AT en tejidos previamente expuestos a serotonina. Con
el fin de analizar esta hipdtesis, decidimos ensayar el efecto de AST-C sobre la frecuencia
cardiaca de machos estimulados solo con serotonina. Los resultados mostraron que en los
insectos tratados previamente con serotonina/AT, AST-C tuvo efecto sobre la actividad
muscular de la aorta, disminuyendo significativamente la frecuencia de contraccién durante
los primeros 15 minutos del tratamiento (Fig. 6A), mientras que no se observaron diferencias
significativas cuando el péptido fue aplicado luego del tratamiento de serotonina (Fig. 6B).
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Figura 6: A: Efecto dependiente del tiempo de AST-C sobre la frecuencia de contraccién de la
aorta previamente estimulada con Serotonina /AT, donde AST-C presenta un efecto inhibidor
significativo a los 5 y 15 minutos B: La dosis de AST-C aplicada luego del tratamiento de
serotonina no tuvo efecto. Las diferencias entre los tratamientos se sefialan con letras
minusculas.
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3.1.5 Estudio del efecto mioinhibidor de Allatostatina-C sobre la frecuencia de
contracciones de la aorta y del digestivo medio anterior durante el periodo de

diuresis post-prandial.

Una vez demostrado el efecto inhibidor de AST-C sobre la estimulacién de la frecuencia
cardiaca causada por serotonina/AT, decidimos ensayar el efecto de AST-C durante el
desarrollo de un proceso fisiolégico como lo es la diuresis post-prandial. A tal fin, analizamos la
respuesta tanto del buche como de la aorta mediante dos disefios experimentales; en ambos
casos los insectos recibieron alimento a replecién y fueron procesados de modo similar a los
experimentos anteriores 45 minutos luego de la ingesta sanguinea. Un grupo de insectos fue
tratado con la maxima dosis de AST-C (10°M), mientras que un segundo grupo fue tratado con
dosis crecientes del péptido. Los resultados demostraron que el péptido mostré tener efecto
inhibidor al ser suministrado en altas concentraciones inmediatamente después de haberse
concretado la ingesta en ambos érganos (Fig. 7 Ay B). La frecuencia de contraccién de la aorta,
asi como la del buche disminuy6 ademas en relacién a la dosis aplicada (Fig. 7 Cy D). En ambos
drganos, la dosis minima necesaria para generar una disminucion significativa de la frecuencia

-1 ;. _
fue de 10°M alcanzando un efecto maximo en el vaso dorsal con 10M.
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Figura 7: Ay B: efecto de AST-C 10°M luego de la ingesta sanguinea en la aorta y el buche. Los
asteriscos sefalan las diferencias significativas entre los tratamientos. Cy D: efecto de dosis
dependencia de AST-C sobre la frecuencia de contracciones de la aorta y el buche durante el
proceso de diuresis post-prandial. Las diferencias entre los tratamientos se sefialan con letras
minusculas.

Con el objeto de realizar una primera aproximacién a la probable via de accion de AST-

CenR. prolixus, y dada la capacidad de AST-C de disminuir la estimulacion de la frecuencia

cardiaca generada por AT, decidimos analizar el efecto de la administracién simultanea de AST-
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Cy TG (un compuesto que inhibe la actividad de la ATPasa asociada a la re-captacién de Ca*?
en el reticulo endoplasmico liso) durante la diuresis post-ingesta. Los resultados mostraron
que en presencia de TG, AST-C no produjo cambios significativos en la frecuencia de las
contracciones de ninguno de los dos érganos en estudio, sugiriendo que la actividad del
péptido esta asociada a la disminucidn de Ca** citosdlico mediada por la ATPasa del reticulo

endoplasmico liso (Fig. 8 Ay B).
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Figura 8: La frecuencia de contraccién del vaso dorsal (A) y de las ondas peristdlticas del buche
(B) no fueron modificadas por la aplicacién conjunta de AST-C (10°M) y TG (10°M) durante el
momento fisioldgico critico de diuresis.

3.2 ¢:DONDE SE PRODUCE EL PEPTIDO QUE MODULA LA ACTIVIDAD DE LA
AORTA Y EL BUCHE?: ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LA EXPRESION DE
ALLATOSTATINA-C MEDIANTE MICROSCOPIA LASER DE BARRIDO CONFOCAL

Con el objeto de determinar la fuente de origen de AST-C, analizamos mediante
inmunohistoquimica y LSCM la presencia del péptido en los érganos involucrados y en los
ganglios ventrales. Las imagenes obtenidas mostraron la existencia de neuronas inmuno-
reactivas en los ganglios ventrales, y en células epiteliales del intestino medio anterior (Fig. 9
D-G). Respecto del buche, si bien no se encontrd inervacién, si se observé la existencia de
células inmuno-reactivas en el tejido epitelial, que podrian corresponder a células de tipo
abierto (Fig. 9C). La marcacion conjunta con faloidina, que pone en evidencia la presencia de

Actina-F facilitando la observacidon del tejido muscular, mostro la colocalizacion del péptido
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con el tejido muscular, sugiriendo la existencia de un mecanismo de accién paracrina (Fig. 9C).
Con respecto a la distribucién de las neuronas AST-C positivas, se observod que las mismas se
distribuyen simetricamente a ambos lados de los ganglios subesofagico y protoracico (Fig. 9D),
mostrando un claro patrén granular a nivel del citoplasma del soma neuronal (Fig. 9 Ey F). El
analisis de los nervios pertenecientes al GMT mostrd la existencia de zonas de alta
concentracién del péptido que sugieren la existencia de sitios neurohemales desde donde
podria ser secretado el péptido hacia la hemolinfa (Fig. 9G). Si bien no se observo la presencia
de inervacidn a nivel del corazén y de la aorta, el analisis inmunohistoquimico a nivel del
corazén demostro la presencia de una intensa inmunomarcacion en la cavidad del mismo (Fig.
9A). La marcacién conjunta con faloidina, mostré una marcada colocalizacidn de la marcacién
correspondiente al péptido con el tejido muscular (Fig. 9A). Es importante remarcar la
concentracién de material inmuno-reactivo a nivel de los ostiolos sugiriendo el ingreso del
péptido por via hemolinfatica (Fig. 9 Ay B). La presencia de material inmuno-reactivo se
manifestd ademds en los nefrocitos asociados a los musculos alares, lo que es un indicativo de

la presencia del péptido en la hemolinfa (Fig. 9 A).

Figura 9: A: Corazdn con inmunomarcacién positiva para AST-C (verde) y faloidina
(rojo). En la parte inferior izquierda de la imagen se observan un par de musculos alares junto
con nefrocitos asociados (flecha blanca interrumpida). En el lateral derecho de la porcidn
posterior del corazon se visualizan dos ostia, los cuales se observan en el detalle de la imagen
B, (flechas blancas continuas). El limite de la cdmara contractil se delinea por paquetes de
fibras musculares longitudinales (cabeza de flecha blanca). C: epitelio de la mucosa del buche
donde se observa la colocalizacidn (amarillo verdoso) de las células secretoras de AST-C de tipo
abierto cargadas con el péptido (verde) y las fibras musculares (rojo). D: ganglios ventrales:
GSE (derecha), GPT (izquierda) donde se observan cuerpos neuronales marcados
especificamente para AST-C. Dichas neuronas se ven con detalle en las imagenes Ey F,
observandose claramente la presencia de granulos inmunomarcados. G: detalle de la salida de
un nervio del GMT donde las flechas blancas sefialan la existencia de marcacion especifica en
el nervio.
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3.3 PEPTIDOS ALLATOREGULATORIOS COMO MIO-REGULADORES
EN EL SISTEMA REPRODUCTOR DE LA HEMBRA DE R. prolixus

Como sefialamos anteriormente, durante el ensayo de la actividad de AT sobre la
frecuencia de contracciones de la aorta en hembras de T. infestans, se observé que en muchos
individuos se produjo la deposicién de huevos durante los momentos de maxima estimulacion
de la actividad muscular causada por el péptido (Sterkel et al., 2010). El sistema reproductor
tiene un importante desarrollo de la musculatura en cada uno de los érganos que lo integran
(Sedra & Lange, 2014). El desarrollo del tejido muscular es relevante en cuanto al movimiento
y desplazamiento de los ovocitos en desarrollo, asi como en funcién del desplazamiento de
espermatozoides hacia las espermatecas en momentos posteriores a la cépula, y desde las

espermatecas hacia el Utero para facilitar la fecundacién de los ovocitos.

Con el objeto de estudiar la probable actividad de AT y AST-C como mio-reguladores de
la musculatura asociada al sistema reproductor de la hembra, decidimos ensayar el efecto de
AT sobre la frecuencia de contracciones de la musculatura del sistema reproductor en tres

condiciones fisioldgicas diferentes:

e \Virgenes ayunadas -HV-
e Copuladas no alimentadas -HC-

e Gravidas (copuladas) alimentadas -HG-

3.3.1 Evaluacion del efecto dosis dependiente de Allatotropina sobre el SRH.

El analisis de los resultados, mostré que las HV no experimentaron cambios
significativos en la frecuencia de contracciones en ninguno de los érganos analizados, con
ninguna de las dosis ensayadas (Figs. 10-15). Con respecto a las HC y las HG, la respuesta fue
diferente en cada uno de los drganos que conforman el sistema reproductor, dependiendo del

estado reproductivo de los individuos. Los resultados se detallan a continuacion.

Andlisis de la frecuencia de contraccion en los OVARIOS: la frecuencia basal de las HV

fue menor a la registrada tanto en las HC como asi también en las HG, mostrando éstas ultimas
la mayor frecuencia (Fig. 10A). Cuando se analizo el efecto del péptido con las diferentes dosis
ensayadas, se observé ademas que las HV no mostraron cambios estadisticamente
significativos con ninguna de las dosis aplicadas (Fig. 10B). Las HC mostraron un

comportamiento dependiente de la dosis, alcanzando una frecuencia maxima con un rango de
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dosis que varié entre 10y 10®M. Llamativamente, la dosis de 10°M, si bien causé un
aumento significativo con respecto a los individuos en situacion basal, el incremento fue
menor a las dosis previas (Fig. 10B). La actividad de los ovarios de las HG mostré la mayor
frecuencia de contracciones respecto a los otros estados fisioldgicos estudiados, siendo la
frecuencia observada en condicion basal similar a la registrada con cualquiera de las dosis

ensayadas (Fig. 10A), no mostrando AT efecto con ninguna de las dosis (Fig. 10B).
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Figura 10: efecto dosis dependiente de Allatotropina en los OVARIOS. A: anélisis comparativo
de las frecuencias de contraccidn de los ovarios en los tres estados fisioldgicos. Las diferencias
significativas se sefialan con letras minusculas B: estudio de la dosis dependencia de AT en
Ovarios en cada uno de los estados fisioldgicos. Los asteriscos marcan las diferencias
significativas que presentan los tratamientos realizados sobre HC y HG respecto a las HV. Las
letras minudsculas marcan las diferencias significativas encontradas entre dosis.

Andlisis de la frecuencia de contraccion en los OVIDUCTOS: El analisis de los oviductos

mostro actividad contractil solo en las HC (Fig. 11A). El péptido presentd una actividad dosis
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dependiente mostrando un aumento de las contracciones a medida que aumentaba la

concentracién de AT, siendo significativo a partir de la dosis de 10**M, y alcanzando un

maximo de 3,83 + 0,52 contracciones/minuto con la dosis de 10°M (Fig. 11B).
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Figura 11: efecto dosis dependiente de Allatotropina en los OVIDUCTOS. A: Andlisis
comparativo de las frecuencias de contraccién de los oviductos en los tres estados fisioldgicos.

Unicamente presentaron actividad los oviductos de las HC. Las diferencias significativas se

sefialan con letras mindsculas. B: Andlisis de la dosis dependencia de AT en los oviductos de las

HC. Las letras minusculas marcan las diferencias significativas encontradas entre dosis.

Andlisis de la frecuencia de contraccién muscular en el UTERO: la actividad registrada

en el Utero, fue mayor tanto en las HC como en las HG, respecto a la frecuencia promedio de

las HV (Fig. 12A). La méxima actividad se observo en las HC, mostrando una frecuencia de

contraccion mayor respecto a las HV y HG (Fig. 12A). En cuanto a la respuesta en relacién a la

dosis, nuevamente se encontraron diferencias significativas en las HC, a partir de la dosis de
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10™2M alcanzando un maximo a una concentracién de 10°M. La frecuencia méaxima observada
en las HG fue registrada en la dosis mas alta ensayada. La actividad del Utero no se vio

modificada en las HV (Fig. 12B).
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Figura 12: efecto dosis dependiente de Allatotropina en el UTERO. A: Analisis comparativo de
las frecuencias de contraccidn del Utero en los tres estados fisioldgicos. Las diferencias
significativas se sefialan con letras minusculas B: estudio de la dosis dependencia de AT en el
utero en cada uno de los estados fisioldgicos. Los asteriscos marcan las diferencias
significativas que presentan los tratamientos realizados sobre HC y HG respecto a las HV. Las
letras minudsculas marcan las diferencias significativas encontradas entre dosis para cada
estado analizado.

Andlisis de la frecuencia de contraccidn en las ESPERMATECAS: Al igual que en los

drganos anteriormente descriptos, las HV no presentaron una actividad relevante a lo largo del
experimento (Fig. 13 Ay B). A diferencia de estas, tanto las HC como las HG mostraron
actividad contractil. Al igual que en el Utero, la frecuencia de contraccién fue mayor en las HC

(Fig. 13A). En ambos estados se registré un efecto dosis dependiente en la respuesta al
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péptido. Mientras que las HG respondieron significativamente solo con las mayores

concentraciones ensayadas (108 y 10°M), alcanzando una frecuencia méaxima de 1,98 + 0,62
contracciones/minuto, en las HC se observé un aumento significativo con la dosis de 10™*M,
llegando a un valor maximo de 4,87 + 0,49 durante el tratamiento con la dosis de 10°M (Fig.

13B).
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Figura 13: efecto dosis dependiente de Allatotropina en las ESPERMATECAS. A: Andlisis
comparativo de las frecuencias de contraccién de las espermatecas en los tres estados

fisioldgicos. Las diferencias significativas se sefialan con letras minusculas B: estudio de la dosis
dependencia de AT en las espermatecas en cada uno de los estados fisioldgicos. Los asteriscos
marcan las diferencias significativas que presentan los tratamientos realizados sobre HC
respecto a las HV y HG. Las letras minusculas marcan las diferencias significativas encontradas
entre las distintas dosis para cada estado fisiolégico analizado.

Anilisis de la frecuencia de contraccidn en la BURSA: Con respecto a la bursa, sdlo se

observé un patron de contracciones peristalticas en las HG (Fig. 14A). Si bien las frecuencias
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observadas fueron bajas, la actividad registrada mostré ser dosis-dependiente alcanzando una

frecuencia maxima con 10°M (Fig. 14B).
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Figura 14: Efecto dosis dependiente de Allatotropina en la BURSA. A: Analisis comparativo de
las frecuencias de contraccién de la bursa en los tres estados fisiolégicos. Las diferencias
significativas se sefialan con letras minusculas. B: estudio de la dosis dependencia de AT en la
bursa de las HG. Las letras minusculas marcan las diferencias significativas encontradas entre
las distintas dosis ensayadas.

3.3.2 Evaluacion del efecto de Allatostatina-C sobre el SRH.

En funcién de los resultados obtenidos en el vaso dorsal y el tubo digestivo medio,
decidimos analizar la existencia de un efecto similar de AST-C sobre la actividad muscular en el
sistema reproductor de la hembra. Como primera aproximacién a este analisis y con el objeto
de ensayar la probable actividad mioinhibidora del péptido en una situacion fisioldgica,

decidimos ensayar el efecto de AST-C sobre la frecuencia de contraccion de la musculatura de
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los ovarios en hembras gravidas los que, como sefialamos anteriormente, mostraron una
actividad maxima en estado basal. Los datos obtenidos mostraron una disminucién
significativa de la frecuencia de contraccién en un rango de dosis de 10® a 10°M (Fig. 15A).
Cuando se analizaron los resultados discriminando a lo largo del tiempo transcurrido luego de
la aplicacién de cada dosis, se observaron diferencias significativas respecto del tiempo de
respuesta. De hecho, mientras que con la dosis de 10"°M el péptido comenzé a evidenciar su
efecto a los 30 minutos del tratamiento, con las dosis mas altas (10*M y 10°M) la disminucién

de la actividad contractil se hizo evidente a los 5 y 15 minutos (Fig. 15B).
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Figura 15: Andlisis de la accidn dosis dependiente de AST-C en los OVARIOS de HG. A: Cada
barra representa al promedio de contracciones en cada dosis de AST-C. Las diferencias
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significativas que se encontraron entre las mismas se identifican con letras minusculas. B:
Analisis de cada dosis a través del tiempo. Los asteriscos marcan las diferencias significativas
respecto al nimero de contracciones registradas en cada tiempo registrado.

3.4 CARACTERIZACION GENOMICA Y EXPRESION DE LOS
RECEPTORES DE MEMBRANA DE ALLATOTROPINA (RpATr) Y
ALLATOSTATINA C (RpAST-Cr)

3.4.1 Caracterizacidon gendmica y expresion de ATr

Mediante el uso de los primers previamente descriptos se obtuvo una muestra
correspondiente a 919 pares de bases. Una vez purificada y secuenciada, la secuencia de
nucledtidos obtenida fue alineada con la secuencia correspondiente al receptor de M. sexta,
revelando un alto grado de conservacion entre las mismas (60% de identidad y 74% de
similitud). El analisis de la estructura genémica demostro que el gen esta compuesto por cinco
exones y cuatro intrones (Fig. 16B). La secuencia predice una proteina constituida por 334
aminoacidos que incluyen la porcidn correspondiente al amino y carboxilo terminal y los siete
dominios de transmembrana caracteristicos de los GPCRs. La figura 16 A muestra la secuencia
gendmica, la secuencia de la proteina predicha y la secuencia de la fraccion del mRNA
secuenciado. Ambas secuencias fueron anotadas en el Genbank e identificadas con los
siguientes cédigos: AHE41431.1 (secuencia peptidica), KF740716.1 (secuencia nucleotidica). La
secuencia proteica presentd los siete dominios transmembrana caracteristicos de los GPCR y el
motivo DRWYAI en el sector citoplasmatico del 3TM. Este motivo de aminodcidos puede ser
considerado como una caracteristica distintiva de los receptores de la familia AT/Ox (Ronderos

et al., 2016).

74



Resultados

A

>Rp_ATr protein sequence
MSDEDYLNMMTEHIFPTVYEWILIGMHAVVFAVGLTGNFLYCLVWHRNPAMRTVTNYFIVNLAVADFL
VILICLPPTLIWDTTETWFLGHVLCKLVLYFQTVSVAVSYLTLTFISLDRWYAICFPLKFKSTTSRAKTAILI
IWIHALLYDIPELITLRTASRKKFHVETVLFTQCIASWDDVAERHYTTSKIVFLYLLPLTITSAAYFQIVRVL
WESDNIPGHRYQREVCYISGSSYDSRRYMAVSRGPTSGGTQAQIRSRREAAKMLVCVYVLMEALCYF
PYHLLSILRYTVDIPQNDITVALAMLSHWLCYANSATNPLIYNFMSGKSSITYPstop

=Rp_ATr genomic sequence
ATGTCOGATGAAGACTATCTGAACATGATGACCGAGCATATATTCCCTACGGTATACGAATGGATAT
TAATCGGCATGCACGCTGTAGTGTTTGCGGTCGGATTGACTGGCAACTTTCTAGTCTGTCTTGTTG
TTCATCGCAATCCGGCCATGAGAACCGTCACCAACTATTTCATCGTGAATCTGGCTGTAGCGGATT
TCTTAGTCATTTTGATATGTCTACCGCCAACATTGATATGGGATACCACAGAAACATGGTTICTTGG
ACATGTCCTCTGCAAATTAGTGCTCTAC<_ pb_>TTTCAGACAGTGTCCGTAGCGGTCAGCGTGC
TGACTCTTACATTCATATCATTAGATCGTTGGTATGCCATTTGCTTTCCATTAAAGTTCAAATCTACC
ACATCTCGAGCTAAAACTGCCATACTAATCATCTGGATAATCGCATTGTTGTAC=_307_pb_>GAT
ATTCCGGAGTTGATAACACTTCGTACAGCCAGTCGTAAGAAGTTTCACGTGGAAACGGTACTGTT
CACACAATGTATCGCCTCCTGGGACGATGTTGCCGAACGTCATTACACCACATCTAAAATTGTATT
TITGTATTTACT GCCACTCACCATTACTTCTGCTGCTTACT T TCAAATTGICAGAGTCCTTTGGAAG
TCGGACAACATACCTGGCCATCOCTATCAGCGAGAAGTTTGCTACATTTCAGGG<_1545_pb >A
GCAGTGTAGATTCTAGAAGATACATGGCTGTATCCAGAGGACCTACATCCGGTGGCACACAGGLT
CAAATAAGATCTCGCAGGAAAGCTGCCAAAATGTTGGTGTGTGTGGTATTAATGTTCGCACTCTG
TTATTTICCTGTACATCTGCTCAGTATTCTAAGA<_178_pb_>TATACTGTTGATATACCTCAAAALC
GACATCACTGTAGCCCTGGCAATGCTTTCACATTGGTTGTGTTATGCTAATTCGGUCACTAATCCT
CTTATCTACAATTTTATGTCAGGTAAAAGTTCTATAACGTATCCATGA

>Rp_ATr mRNA cloned

GATGACCGAGCATNTATTCCNTACNGTATACGAATG GATATTAATCGGCATGCACGCTGTAGTGTT
TeCGGTCGGATTGACTGGCAACTTTICTAGTCTGTCTTGTTGTTCATCGCAATCCOGCCATGAGAA
COGTCACTAACTATTTCATCGTGAATCTGGCTGTAGCGGATTTICTTAGTCATT I TGATATGTCTACC
GCCAACATTGATATGGGATACCACAGAAACATGGTTICTTGGACATGTCCTCTGCAAATTAGTGCT
CTACTTACAGACAGTGTCCGTAGCGGTCAGCGTGCTGACTCTTACATTCATATCATTAGATCGTTG
GTATGCCATTTGCTTTCCATTAAAGTTCAAATCTACCACATCTCGAGCTAAAACTGCCATACTAATC
ATCTGGATAATCGCATTGTTGTACGATATTCCGGAGT TGATAACACTTCGTACAGCCAGTCGTAAG
AAGTTTCACGTGGAAACGGTACTGTTCACACAATGTATCGCCTCCTGGGACGATGTTGLCGAACG
TCAT TACACCACATC TAAAATTGTATTTT TG TAT T TAC T GCCACTCACCATTACTTCTGCTGCTTACT
TTCAAATTGTCAGAGTCCTTTGGAAGTCGGACAACATACCTGGCCATCGCTATCAGCGAGAAGTT
TGCTACATTTCAGGGAGCAGTGTAGATTCTAGAAGATACATGGCTGTATCCAGAGGACCTACATCC
GGTGGCACACAGGCTCAAATAAGATCTCGCAGGAAAGITGLCAAAATGTTGGTGTGTGTGGTAT
TAATGTTCGCACTCTGTTATTTTCCTGTACATCTGCTCAGTATTCTAAGATATACTGTTGATATACCTC
AAAACGACATCACTGTAGCCCTGGCAATGCTTTCACATTGGTTGTGTTATGCTAATTCGNCNG

Rp-ATr B
g 8.

Figura 16: A secuencia proteica predicha de Rp-ATr a partir de la secuencia de mRNA clonada
y de la secuencia gendmica predicha por el genoma de R. prolixus. Las letras resaltadas
corresponden a diferencias entre las secuencias predichas y la que se obtuvo por
secuenciacién. Cada color corresponde a un exdn y los nUmeros entre signos <-> corresponde
al numero de pares de bases nucleotidicas que se encontrarian en los intrones. Los colores se
respetan en el esquema sefialado en B. Ademads se muestra la prediccién de la ubicacién de la
secuencia sefial y de los dominios transmembrana.
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El analisis de las distintas muestras de cDNA mostré que el RpATr se expresa en el IV
estadio larval, y en todos los érganos de insectos adultos analizados, incluyendo el intestino

medio, el vaso dorsal y el sistema reproductor de la hembra (Fig. 17).

NIV IM IPfrectc VD TM SRH
Rp-ATr
s R

Figura 17: expresion del gen de Rp-ATr en los cDNA estudiados. N IV: cDNA de pool de
insectos de |V estadio larval; IM: intestino medio; IP/recto: intestino posterior y recto; VD:
Vaso dorsal; TM: tubos de Malpighi; SRH: Sistema reproductor de la hembra.

3.4.2 Caracterizacidon gendmica y expresion de AST-Cr

Mediante el uso de los primers previamente descriptos se obtuvo una muestra
correspondiente a 517 pares de bases correspondiente a una secuencia parcial de receptor.
Estay la secuencia de aminodacidos traducida fueron anotadas en el Genbank, identificadas con
los siguientes codigos: AHE41430.1 (secuencia proteica), KF501574.1 (secuencia nucleotidica).
La secuencia predicha para RpAST-Cr por el genoma se conforma de 1260 pares de bases, que
codifican para una proteina de 419 aminodcidos. El andlisis gendmico revelé la ausencia de
intrones. La proteina predicha presenta los siete dominios transmembrana caracteristicos de la
familia de GPCR (Fig. 18A). Se identificd ademas, la secuencia DRY en el segundo dominio
intracelular asociado al 3TM (Fig. 19). Basado en las busquedas de secuencias homologas se
encontré que la secuencia proteica de RpAST-Cr conserva las caracteristicas tipicas de los
receptores tipo somatostatina, incluyendo varios sitios de glicosilacion unidos a nitrégeno en
el dominio N-terminal y varios sitios probables de palmitolizacidn, ademas de estar presente el
patréon YSNSAMNPILYA en el 7TM considerado caracteristico de este tipo de receptores (Fig.
19).
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Resultados

A
>Rp_AST-C protein sequence
MSKDTTVSWLADSLENGSIESLYNSSYGNETQFCGSTDQPTLHIFTQVLYAFVCIVGLLGNTLVIYVVL
RFSKMQTVTNLYIVNLAVADECFLIGIPFLIATMSLQLWPFGNVMCKLYMASTSINQFTSSIFLTIMSAD
RYVAVCHPITAPKMRTPFISKIVSLSAWTASAIFMIPIFMYANIMDDDQVKSCNILWPEGENLSGQTAFT
LYSFVLGFAVPVVLIFCFYFMVIRKLQTVGPKNKSKEKKKSHREVTKLVITVITVYVLCWLPYWITQMA
LIFTPPKQCQSKFTVTVFLFAGFFSYSNSAMNPILYAFLSDNFKKSFVKACTCAAGKEVNATLHLENSY
FPRRTQRGGSERARAGKNRADHTDEGAETGPLVSRGEHSTTALTSRSNITVTSDTTTPVKNGVKINL
TPFTELstop

>Rp_AST-C genomic sequence
ATGTCTAAGGATACCACAGTCAGCTGGTTGGCCGATTCTTTAGAAAACGGTTCAATTGAATCTCTC
TACAACTCATCATATGGTAACGAGACTCAGTTCTGTGGCAGTACAGATCAACCAACATTACACATAT
TTACTCAAGTACTGTATGCGTTTGTTTGTATTGTCGGCCTGTTGGGCAATACATTAGTAATATATGTT
GTACTGAGATTTTCCAAAATGCAAACTGTTACAAATTTGTATATTGTAAATTTAGCTGTAGCCGATG
AATGTTTCCTAATAGGTATACCATTTTTAATAGCAACGATGAGCCTTCAATTATGGCCATTTGGTAAT
GTAATGTGTAAATTGTACATGGCTTCAACAAGTATAAATCAATTTACTAGTAGTATATTTTTAACCAT
AATGAGTGCAGATCGTTATGTGGLTGTATGTCACCCGATAACGGLGCCCAAAARTGAGGACACCTT
TCATCTCGAAAATTGTATCGTTGAGCGCTTGGACGGCAAGTGCCATATTTATGATACCAATATTCAT
GTATGCAAATATAATGGATGATGACCAGGTGAAAAGTTGTAATATACTTTGGCCGGAAGGCGAAA
ATCTAAGCGGCCAGACAGCGTTTACATTGTACTCATTTGTATTGGGATTTGCTGTACCTGTGGTGT
TAATATTTTGTTTTIATTTCATGGTTATAAGAAAGTTACAAACAGTAGGACCAAAGAATAAATCAAA
AGAGAAAMAGAAATCACATAGAAAAGTTACTAAATTAGTATTGACTGTAATAACAGTATACGTTTTG
TGTTGGTTACCATATTGGATCACACAGATGGCGTTGATTTTCACTCCGCCAAAACAGTGCCAATCA
AAGTTCACTGTTACCGTATTCCTGTTTGCCGGATTCTTTAGCTATTCAAATTCAGCAATGAATCCAA
TACTTTATGCATTTTTAAGTGATAATTTTAAGAAAAGTTTTGTAAAAGCGTGCACTTGTGCTGCTGG
TAAAGAAGTGAATGCCACTTTACACTTAGAGAATAGTGTATTTCCCAGACGTACCCAGAGAGGCG
GCTCTGAACGTGCCAGAGCTGGTAAAAATAGAGCCGACCATACAGACGAAGGTGCTGAAACTG
GACCGTTGGTGAGCAGAGGTGAACATTCCACAACGGCGCTCACATCTAGGTCTAATATCACCGTC
ACTAGTGATACTACAACTCCAGTCAAAAATGGAGTGAAAATTAATCTAACTCCAACTGAATTGTAA

=Rp_AST-C mRNA cloned

TNGCTGTACCTGTGGTGTTAATATTTTGTTITTATTTCATGGT TATAAGAAAGTTACAAACAGTAGG
ACCAAAGAATAAATCAAAAGAGAAAAAGAARTCACATAGAAAAGTTACTAAATTAGTATTGACTGT
AATAACAGTATACGTTTTGTGTTGGTTACCATATTGGATCACACAGATGGCGTTGATTTTCACTCCG
CCAAAACAGTGCCAATCAAAGTTCACTGTTACCGTATTCCTGTTTGCCGGATTCTTTAGCTATTCA
AATTCAGCAATGAATCCAATACTTTATGCATTTTTAAGTGATAATTTTAAGAAAAGTTTTGTAAAAG
CGTGCACTTGTGCTGCTGGTAAAGAAGTGAATGCCACTTTACACTTAGAGAATAGTGTATTTCCC
AGGCGTACCCAGAGAGGCGGCTCTGAACGTGCCAGAGCTGGTAAAAATAGAGCCGACCATACA
GACGAAGGTGCTGAAACTGGACCGTTGGTGAGCAGAGGTGAACATTCCACA

Rp-AST-C

[ i 1}

u beare, pegions

Figura 18. A: secuencia proteica predicha de Rp-ATr a partir de la secuencia de mRNA clonada
y de la secuencia gendmica predicha por el genoma de R. prolixus. La estructura del gen
mostré que se compone de un Unico exon. Las letras resaltadas corresponden a diferencias
entre las secuencias predichas y la que se obtuvo por secuenciacion. B: esquema donde se
muestra la predicciéon de la ubicacién de los dominios transmembrana de la proteina.
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Figura 19: Analisis de las caracteristicas de la secuencia proteica predicha para Rp-AST-Cr. En la
misma se sefialan sitios de glicosilacién (cuadrados rojos) (predicho con
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), residuos de cisteina que corresponden a sitios de
palmitolizacidn (cuadrados negros) (predicho con http://csspalm.biocuckoo.org/online.php),
secuencias caracteristicas de los GPCR tipo somatostatina (cuadros verde y azul).

El analisis de las distintas muestras de cDNA mostré que el RpAST-Cr se expresa en el
IV estadio larval, y en todos los 6rganos de insectos adultos analizados, incluyendo el intestino

medio, el vaso dorsal y el sistema reproductor de la hembra (Fig. 20).

NIV IM IP/frecto VD TM SRH
R . o e
197 pb
Figura 20: expresion del gen de Rp-AST-Cr en los cDNA estudiados. N IV: cDNA de pool de

insectos de |V estadio larval; IM: intestino medio; IP/recto: intestino posterior y recto; VD:
Vaso dorsal; TM: tubos de Malpighi; SRH: Sistema reproductor de la hembra.

3.5 ANALISIS FILOGENETICOS DE LOS RECEPTORES DE
ALLATOTROPINA'Y ALLATOSTATINA-C

Con el objetivo de estudiar las probables relaciones evolutivas de ATr y AST-Cr en
insectos, se procedié con el analisis de alineamientos multiples y la realizacién de arboles

filogenéticos.
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3.5.1 Busqueda bioinformatica de secuencias homélogas

Las secuencias homologas encontradas mediante busquedas bioinformaticas fueron
utilizadas para realizar alineamientos multiples, por medio de los cuales se pudieron analizar e
identificar las caracteristicas propias de cada uno de los receptores en estudio. Solo fueron
utilizadas aquellas secuencias que cumplian con los requisitos previamente detallados en
M&M. Las mismas se presentan ordenadas siguiendo la clasificacidon taxondmica conocida en

las Tablas 1y 2.

Tabla 1: secuencias homodlogas de receptores tipo orexina/ AT en insectos. Las mismas estan
ordenadas por orden sistematico los cuales se indican con lineas de colores recuadrando las
grillas. Azul: orden Himendptera; Rojo: orden Coledptera; Verde: orden Hemiptera; Violeta:
orden Diptera; Amarillo: orden Lepidéptera.

Especie Nombre de la secuencia N° de indetificacion del
Genbank
1 | Trachymyrmex septentrionalis orexin receptor type 2 KYN40586.1

orexin receptor type 1-

2 Atta cephalotes lik XP_012060050.1
ike
3 Trachymyrmex cornetzi orexin receptor type 2 KYN10929.1
L. orexin receptor type 1-
4 Acromyrmex echinatior lik XP_011049457.1
ike
5 Atta colombica orexin receptor type 2 KYM82895.1
6 Trachymyrmex zeteki orexin receptor type 2 KYQ55426.1
. orexin receptor type 2-
7 Camponotus floridanus L XP_011268788.1
like isoform X1
orexin receptor type 2-
8 Camponotus floridanus n receptortyp XP_011268789.1
like isoform X2
L. orexin receptor type 1-
9 Solenopsis invicta lik XP_011162112.1
ike
orexin receptor type 2-
10 Pogonomyrmex barbatus lik XP_011639561.1
ike
. . orexin receptor type 2-
11 Monomorium pharaonis XP_012526141.1

like isoform X1

. . orexin receptor type 2-
12 Monomorium pharaonis o XP_012526146.1
like isoform X2

orexin receptor type 2-

13 Vollenhovia emeryi o XP_011866277.1nce:
like isoform X1
orexin receptor type 2-
14 Vollenhovia emeryi o P P XP_011866284.1
like isoform X2
L. . orexin receptor type 2-
15 Linepithema humile XP_012221220.1

like

79




Resultados

orexin receptor type 2

16 Cerapachys biroi . XP_011343398.1
isoform X2
orexin receptor type 2
17 Cerapachys biroi . P vp XP_011343395.1
isoform X1
18 Cerapachys biroi Orexin receptor type EZA51412.1
orexin receptor type 2-
19 Harpegnathos saltator like XP_011152030.1
i
. . orexin receptor type 2-
20 Dinoponera quadriceps lik XP_014485900.1
ike
orexin receptor type 2-
21 Megachile rotundata o P P XP_012152839.1
like isoform X2
orexin receptor type 2-
22 Megachile rotundata o P P XP_003708421.2
like isoform X1
orexin receptor type 2-
23 Megachile rotundata o P P XP_012152841.1
like isoform X4
orexin receptor type 2-
24 Habropoda laboriosa I_E vp XP_017798180.1
ike
. orexin receptor type 2-
25 Ceratina calcarata lik XP_017877907.1
ike
. orexin receptor type 1-
26 Dufourea novaeangliae lik XP_015430623.1
ike
. . orexin receptor type 2-
27 Bombus impatiens o XP_012236721.1
like isoform X1
. . orexin receptor type 2-
28 Bombus impatiens o XP_012236723.1
like isoform X2
. allatotropin receptor
29 Bombus terrestris NP_001291369.1
precursor
. allatotropin receptor
30 Bombus terrestris ] XP_012174018.1
isoform X2
31 Melipona quadrifasciata orexin receptor type 2 KOX75334.1
. . orexin receptor type 2-
32 Eufriesea mexicana lik XP_017756699.1
ike
orexin receptor type 2-
33 Apis florea n receptortyp XP_012342412.1
like isoform X2
orexin receptor type 2-
34 Apis florea n receptortyp XP_003690070.1
like isoform X1
. . orexin receptor type 1-
35 Apis mellifera lik XP_016767251.1
ike
. orexin receptor type 2-
36 Apis cerana lik XP_016919230.1
ike
. orexin receptor type 2-
37 Apis dorsata o XP_006621949.1
like isoform X2
. orexin receptor type 2-
38 Apis dorsata XP_006621948.1

like isoform X1
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orexin receptor type 2-

39 Polistes dominula like XP_015181013.1
i
orexin receptor type 2-
40 Polistes dominula X I'If vp XP_015181013.1
ike
. . orexin receptor type 2-
41 Polistes canadensis o XP_014604851.1
like isoform X2
. . orexin receptor type 2-
42 Polistes canadensis o XP_014604851.1
like isoform X2
L. orexin receptor type 2-
43 Orussus abietinus like XP_012286269.1
i
. orexin receptor type 2-
44 Athalia rosae lik XP_012253675.1
ike
L. . orexin receptor type 2-
45 Neodiprion lecontei lik XP_015522778.1
ike
. orexin receptor type 2-
46 Cephus cinctus o XP_015598582.1
like isoform X1
. orexin receptor type 2-
47 Cephus cinctus o XP_015598583.1
like isoform X2
. . . orexin receptor type 1
48 Microplitis demolitor . XP_008556466.1
isoform X1
. . . orexin receptor type 1
49 Microplitis demolitor . XP_008556467.1
isoform X2
orexin receptor type 2-
50 Diachasma alloeum |'|f vp XP_015108917.1
ike
. . orexin receptor type 1-
51 Fopius arisanus o XP_011309700.1
like isoform X2
. . orexin receptor type 2-
52 Fopius arisanus o XP_011309701.1
like isoform X3
. . orexin receptor type 1-
53 Fopius arisanus o XP_011309698.1
like isoform X1
orexin receptor type 1-
54 Copidosoma floridanum |'|f vp XP_014213261.1
ike
. . orexin receptor type 1-
55 Trichogramma pretiosum lik XP_014229577.1
ike
L. . orexin receptor type 1-
56 Nasonia vitripennis o XP_001604582.2
like isoform X1
L. . orexin receptor type 2-
57 Nasonia vitripennis o XP_008217710.1
like isoform X2
. . orexin receptor type 2-
58 Nicrophorus vespilloides lik XP_017784249.1
ike
. . orexin receptor type 2-
59 Nicrophorus vespilloides lik XP_017780791.1
ike
L Orexin receptor type 2-
60 Tribolium castaneum EEZ99337.2

like Protein
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orexin receptor type 1

61 Tribolium castaneum . XP_008199736.1
isoform X2
hypothetical protein
62 | Graphocephala atropunctata vp P JAT14796.1
g.5050
. . hypothetical protein
63 Homalodisca liturata JAS97347.1
g.27627
. hypothetical protein
64 Clastoptera arizonana JAS06979.1
g.20635
. . orexin receptor type 2-
65 Cimex lectularius lik XP_014244153.1
ike
. . allatotropin receptor,
66 Rhodnius prolixus . AHE41431.1
partial
67 Nilaparvata lugens neuropeptide GPCR A16 BA0O01066.1
68 Schistocerca gregaria allatotropin receptor AEX08666.2
69 Aedes aegypti NPYLR4 AGX85002.1
70 Aedes aegypti allatotropin receptor AEN03789.1
orexin receptor type 1-
71 Papilio xuthus Hf vp XP_013174428.1
ike
. orexin receptor type 1-
72 Papilio machaon lik XP_014355752.1
ike
73 Papilio machaon orexin receptor type 2 KPJ20254.1
. neuropeptide receptor A5
74 Bombyx mori NP_001127740.1
precursor
. . orexin receptor type 1,
75 Amyelois transitella . XP_013193322.1
partial
76 Chilo suppressalis neuropeptide receptor A5 ALM88300.1
orexin receptor type 1-
77 Plutella xylostella |'|f vp XP_011557993.1
ike
78 Papilio machaon Orexin receptor type 2 KPJ20251.1
. orexin receptor type 1-
79 Papilio machaon lik XP_014355832.1
ike
orexin receptor type 1-
80 Papilio xuthus |'|f vp XP_013176423.1
ike
neuropeptide receptor
81 Chilo suppressalis P pA16 P ALM88312.1
. neuropeptide receptor
82 Bombyx mori NP_001127714.1
Al6
. neuropeptide receptor
83 Danaus plexippus ALE EHJ74388.1
84 Manduca sexta allatotropin receptor ADX66344.1
85 | Helicoverpa armigera armigera allatotropin receptor AlT70966.1




Resultados

Tabla 2: secuencias homadlogas de receptores tipo somatostatina/AST-C en insectos. Las mismas

estdn ordenadas por orden sistematico los cuales se indican con lineas de colores recuadrando

las grillas. Azul: orden Himendptera; Rojo: orden Coledptera; Verde: orden Hemiptera; Violeta:

orden Diptera; Amarillo: orden Lepidéptera.

Especie Nombre de la secuencia N° de indetificacion
del Genbank
1 Apis mellifera somatostatin receptor type 2 XP_006560939.1
2 Apis dorsata somatostatin receptor type 2-like XP_006616354.1
3 Apis florea somatostatin receptor type 2-like XP_003698610.1
4 Bombus terrestris somatostatin receptor type 2-like XP_003394391.1
5 Bombus impatiens somatostatin receptor type 2-like XP_003486456.1
6 Megachile rotundata somatostatin receptor type 2-like XP_003706519.1
7 Microplitis demolitor somatostatin receptor type 2-like XP_008548803.1
. Solenopsis invicta hypothetical protein SINV_02583, EFZ10721.1
partial
9 Harpegnathos saltator Somatostatin receptor type 1 EFN80627.1
10 Camponotus floridanus Somatostatin receptor type 2 EFN69671.1
11 Nasonia vitripennis somatostatin receptor type 2-like XP_001600654.2
12 Nilaparvata lugens neuropeptide GPCR Al BA0O01050.1
13 Rhodnius prolixus allatostatin C receptor, partial AHE41430.1
14 Acyrthosiphon pisum somatostatin receptor type 5 XP_001950448.2
15 Tribolium castaneum allatostatin C-like G protein- DAA64491.1
coupled receptor
16 Bombyx mori neuropeptide receptor A1 NP_001127736.1
17 Danaus plexippus neuropeptide receptor Al EHJ63490.1
18 Manduca sexta . ADX66345.1
allatostatin receptor
19 Aedes aegypti somatostatin receptor XP_001662510.1
20 Culex quinquefasciatus somatostatin receptor type 5 XP_001854846.1
21 Anopheles somatostatin receptor type 5 ETN66881.1
22 Ceratitis capitata somatostatin receptor type 5 XP_012155565.1
23 Musca domestica . XP_005179255.1
somatostatin receptor type 5 -
24 Drosophila. mojavensis XP_002008619.1

uncharacterized protein
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Dmoj_GI11711

25 | Drosophila pseudoobscura XP_001353984.2

uncharacterized protein
Dpse_GA12470

26 Drosophila sechellia GM14937 XP_002042582.1

27 Drosophila yakuba uncharacterized protein XP_002094901.1
Dyak_GE22071

28 Drosophila erecta XP_001972840.1

uncharacterized protein
Dere_GG15739

La busqueda en bases de datos de las secuencias homdlogas para ambos receptores
arrojé como resultado numerosas secuencias relacionadas con los receptores de orexina en el
caso de ATr, y receptores relacionados con los de somatostatina siendo estos homdlogos a
AST-Cr. Las secuencias pertenecientes al género Drosophila tenidas en cuenta, aun no se les ha
asignado un nombre que haga referencia a receptores AST-Cr/Somatostatina, pero en el
analisis de busqueda de homodlogos éstas secuencias coincidian con altos porcentajes de

identidad y similitud.

El alineamiento realizado con las secuencias homdlogas correspondientes a ATr mostré
un alto grado de conservacidn entre las mismas. En la figura 21 se resalta la presencia de la
secuencia de aminodcidos DRW, propia de los receptores de Orexina /AT, ademas de la
secuencia de aminoacidos PLIYTNFMS ubicada en el 7TM, también altamente conservada. De
igual manera se procedio con el analisis de las secuencias homodlogas de Somatostatina/AST-Cr
en insectos, cuyo alineamiento presenté un alto grado de conservacidn entre las mismas. Fue
identificado el motivo DRY en el segundo loop intracelular, asociado al dominio 3TM, propio de
los GPCRs, ademas de la secuencia YSNSAMNPILYA que identifica al 7TM, altamente

conservado en todas las secuencias homoélogas (Fig. 22).
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Figura 21: Alineamiento multiple de secuencias homodlogas seleccionadas de Orexina/ATr,
realizado con el software Clustal W. En el mismo se observa el alto grado de similitud e
identidad entre los aminoacidos de cada secuencia. Los recuadros negros resaltan la presencia
de la secuencia de aminoéacidos DRW, propia de los receptores de Orexina /AT, y la secuencia
de aminoacidos PLIYTNFMS ubicada en el 7TM (ver figura suplementaria en PDF para mayor
definicién en seccion “Anexo”).
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Figura 22: Alineamiento multiple de secuencias homdlogas seleccionadas de Serotonina/AST-

Cr, realizado con el software Clustal W. El mismo presentd un alto grado de conservacion
entre las secuencias de aminodcidos. El recuadro negro resalta la presencia del motivo DRY,
mientras que el recuadro color rojo la secuencia YSNSAMNPILYA que identifica al 7TM,
altamente conservado en todas las secuencias homalogas (ver figura suplementaria en PDF
para mayor definicidn en seccién “Anexo”).
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3.5.2 Construccion de los arboles filogenéticos

Como resultado del alineamiento multiple de las secuencias proteicas de Orexina/ATr
de insectos se obtuvo un arbol filogenético el cual se ordend en dos grandes grupos: uno
contiene a todas las secuencias del orden Hymendptera, mientras que la otra rama agrupa a
los drdenes Coledptera, Hemiptera, Diptera y Lepiddptera. A su vez, el orden Coledptera se
ubico independientemente de los otros 3 clados. La rama que sostiene a los grupos restantes
ubica en una misma llave a los dipteros y lepidépteros, y estos a su vez se relacionaron como

grupo hermano de los hemipteros, donde se ubicd la secuencia Rp-ATr (Fig. 23).
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Figura 23: arbol filogenético de los receptores tipo Orexina/AT de insectos. El mismo fue
inferido utilizando el método de Maxima verosimilitud (el cual utiliza la matriz JTT), basado en
el modelo de correccién de Poisson. El porcentaje replicas (1000 bootstrap) se muestran en las
ramas. Los analisis se realizaron con MEGA 6.06. Cada orden taxondmico se destaca en
colores: Azul: orden Himendptera; Rojo: orden Coledptera; Verde: orden Hemiptera; Violeta:
orden Diptera; Amarillo: orden Lepiddptera. El orden de aparicién de cada secuencia en el
arbol filogenético corresponde al orden de numeracién de la tabla 1.

Con la misma metodologia que se analizaron las probables relaciones filogenéticas de
ATr se construyd el correspondiente arbol para Somatostatina/AST-Cr. Las secuencias
ingresadas en el analisis se dividieron en dos clados, por un lado se agruparon todas aquellas
pertenecientes al orden Diptera, mientras que en el otro grupo se ubicaron los himendpteros,
hemipteros, coledpteros y lepiddpteros. El andlisis filogenético ubicé al orden Himendptera
como grupo hermano del orden Hemiptera, ambos relacionados con los coleépteros. El orden

Lepiddptera, a su vez, se asocid con estos tres Ultimos (Fig. 24).

Figura 24: arbol filogenético que representa las probables relaciones evolutivas entre los
receptores tipo Somatostatina/AST-C. El mismo fue inferido utilizando el método de Maxima
verosimilitud (el cual utiliza la matriz JTT), basado en el modelo de correccidn de Poisson. El
porcentaje replicas (1000 bootstrap) se muestran en las ramas. Los analisis se realizaron con
MEGA 6.06. Cada orden taxondmico se destaca en colores: Azul: orden Himendptera; Rojo:
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orden Coleéptera; Verde: orden Hemiptera; Violeta: orden Diptera; Amarillo: orden
Lepiddptera. La historia evolutiva se dedujo mediante el método de maxima verosimilitud, el
cual utiliza la matriz JTT.

88



Discusion

89



Discusion

Allatotropina y Allatostatina-C, dos neuropéptidos originalmente aislados en base a su
funciéon como reguladores de la sintesis de HJs han demostrado ser pleiotrépicos presentando,
entre otras funciones, la capacidad de modular la musculatura visceral. Esta funcidn ha sido
estudiada a nivel del sistema digestivo y circulatorio en insectos como lepidépteros, blatodeos
y dipteros (Veenstra et al., 1994; Duve et al., 1999; Duve et al., 2000; Rudwall et al., 2000;
Koladich et al., 2002; Price et al., 2002; Matthews et al., 2007). En insectos triatominos se ha
observado la actividad mioestimuladora de AT sobre dichos sistemas. Durante la ingesta, estos
insectos incorporan una gran cantidad de sangre con cada ciclo alimenticio, que puede llegar a
mas de 10 veces su peso original en los estadios larvales (Buxton, 1930). Dada la gran cantidad
de sangre incorporada y el desbalance hidrico-mineral que esto conlleva, los insectos
comienzan inmediatamente el proceso de diuresis. Este evento fisioldgico critico se mantiene
a tasas maximas hasta tres horas posteriores a la ingesta y se encuentra regulado por
hormonas diuréticas y antidiuréticas, las cuales modulan la actividad de los TMs (Beyenbach,
2003; Coast & Garside, 2005). Si bien los mecanismos que controlan la actividad de los TMs
durante la diuresis post-prandial han sido ampliamente estudiados (Wigglesworth, 1931;
Ramsay, 1952; Maddrell, 1969; Maddrell & Phillips, 1975; Maddrell, 1978; O’Donnell & Spring,
2000), los mecanismos endocrinos que modulan el proceso de recirculacién de la hemolinfa
durante la diuresis han recibido menor atencién. En este sentido, es importante destacar que
para favorecer el acceso de neurohormonas como la serotonina a los TMs, y facilitar los
procesos de eliminacién de la orina, es necesario aumentar la frecuencia cardiaca, que
propulsa la hemolinfa en sentido posteroanterior y las contracciones peristalticas del buche
que facilita la circulacion de la hemolinfa en sentido anteroposterior (Maddrell, 1964). Nuestro
laboratorio ha demostrado en la especie afin T. infestans, que el neuropéptido AT aumenta la
frecuencia de contracciones del VD cuando este se encuentra previamente estimulado por la
serotonina, impulsando la hemolinfa en sentido posteroanterior (Sterkel et al., 2010). Ademas,
AT incrementa las contracciones peristdlticas del buche para impulsar la hemolinfa en sentido
anteroposterior (Sterkel et al., 2010). Este fendmeno se encuentra asociado a la actividad de
AT como mio-regulador de las contracciones peristélticas del recto, favoreciendo la
eliminacidn de orina durante la diuresis post-ingesta (Santini & Ronderos, 2007), siendo
secretada por via endocrina desde los TMs (Santini & Ronderos, 2009 a y b). Hemos
demostrado ademas, que el péptido estd presente en axones que inervan a la aorta, sefialando
la existencia de una via nerviosa. Ademas, AT seria liberado, también por células de origen
epitelial, como las células de tipo abierto presentes en el epitelio del buche, que actuarian por
via paracrina (Riccillo & Ronderos, 2010; Sterkel et al., 2010) y por los tubulos de Malpighi que

participarian por via endocrina (Santini & Ronderos, 2007, 2009 a y b).
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Masood & Orchard (2014), propusieron que las actividades descriptas en T. infestans
no estarian presentes en R. prolixus. Mas alla de que analizaron la actividad de AT sobre
insectos que no habian sido alimentados, y sin tratamiento conjunto con serotonina, lo que
hace que estos experimentos no sean comparables a los realizados en T. infestans, estos
autores refieren a la existencia de material inmuno-reactivo para un anticuerpo anti-AT en
axones que inervan tanto el VD como el buche y el digestivo posterior, no pudiendo explicar el
porqué de la presencia del péptido. Con el objeto de aclarar esta controversia entre la
probable actividad especie-especifica de AT entre estas dos especies de insectos triatominos,
decidimos analizar el comportamiento del VD y el buche en machos adultos de R. prolixus. En
este sentido, nuestros experimentos demuestran que al igual que en T. infestans, la
musculatura asociada a la pared del VD responde a AT cuando los insectos son previamente
estimulados con serotonina, reproduciendo el efecto previamente demostrado en T. infestans
y justificando la presencia de axones inmuno-reactivos a nivel de estos érganos, descripta por
Masood & Orchard (2014) en R. prolixus y previamente demostrada en T. infestans (Riccillo &
Ronderos, 2010; Sterkel et al., 2010). Nuestros resultados demuestran que efectivamente, por
si misma, AT no afectaria la actividad de la aorta, sino que estimularia la frecuencia de
contraccion del VD en presencia de serotonina, siendo un factor sinérgico en la regulacién de
la frecuencia del VD. Este tipo de fendmeno relacionado a la actividad de la serotonina, ha sido
previamente demostrado en otros grupos de insectos. En efecto, la existencia de un efecto
sinérgico entre serotonina y FMRFamidas fue también descripto en la aorta de la mosca de la
fruta D. melanogaster donde, de modo similar, la FMRFamida no demostré tener efecto sobre
la frecuencia basal, pero al ser aplicada junto con la serotonina, el nimero de contracciones de

este érgano se incrementé significativamente (Nichols, 2006).

Se ha documentado previamente la existencia de patrones circadianos en triatominos
relacionados a la secrecidon de hormonas o neurosecreciones con el propdsito de modular
fendmenos fisioldgicos, tales como el control de la actividad y comportamiento diario de larvas
y adultos (Steel & Vafopoulou, 2006; Vafopoulou et al., 2010), asi como el control de puesta de
los huevos (Ampleford & Davey, 1989; Cardinal-Aucoin et al., 2013; Vafopoulou et al., 2012).
De hecho, en T. infestans, los niveles de AT en el intestino medio y en los TMs varian a lo largo
de un periodo de 24 horas, alcanzando su mayor concentracion horas previas del comienzo del
periodo de oscuridad donde los insectos preparan su sistema para la busqueda de alimento
(Santini & Ronderos, 2009a). En el andlisis de nuestros resultados, observamos una marcada
variacion de la frecuencia basal de las contracciones de la aorta de R. prolixus, mostrando

frecuencias maximas durante la tarde, cuando los insectos se estarian preparando para la
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ingesta de sangre. Es importante sefialar que AT no demostré efecto sobre la actividad basal

en ninguna de las dos situaciones.

Como se explicd previamente, la principal via de transmision de la enfermedad de
Chagas se produce cuando los insectos se alimentan, liberando durante el proceso de diuresis
post-ingesta junto con la orina y las heces la forma infectante de T. cruzi. Dada la relevancia
que AT presenta como modulador de la velocidad de circulacidon de la hemolinfa durante la
diuresis, la posibilidad de alterar su actividad durante este proceso podria abrir la discusion al
desarrollo de métodos alternativos de control de la transmisidn de esta enfermedad. Santini &
Ronderos (2007) demostraron en larvas de T. infestans que la inyeccidén de un antisuero anti-
AT en el hemocele, previo a la alimentacidn, provoca una disminucidn significativa de la
eliminacidén de orina durante las dos primeras horas posteriores a la ingesta. Mds
recientemente, nuestro laboratorio demostroé la existencia de un fendmeno similar en larvas
de 4% estadio de R. prolixus (Villalobos Sambucaro et al., 2015), corroborando el efecto de AT
sobre la actividad del tubo digestivo posterior. A diferencia de lo realizado en T. infestans, en
esta ocasion, el anticuerpo fue administrado por via digestiva demostrando que las
inmunoglobulinas de vertebrados pueden atravesar la pared del tubo digestivo manteniendo
su actividad. La capacidad que poseen los anticuerpos de atravesar la pared del tubo digestivo
y ser activos en la hemolinfa fue evidenciada previamente en otras especies de insectos, como
en la mosca Haematobia irritans exigua (Allingham et al., 1992) pero no habia sido ensayada
previamente en triatominos. La administracion de antisuero anti-AT con el alimento a insectos
adultos provocd una disminucién significativa de la frecuencia de contraccién de la aorta,
corroborando el efecto cardioacelerador del péptido. En este ensayo se observé ademas, que
la tasa de contracciones peristalticas del buche también disminuyd. Teniendo en cuenta que la
aplicacion conjunta de AT y serotonina no generd ningun efecto en el buche, es probable que
el péptido esté interactuando con otros miomoduladores no ensayados sobre la regulacion de
la actividad contractil de la musculatura en el tubo digestivo medio. De hecho, ha sido
demostrado que la proctolina incrementa la actividad contractil del digestivo medio anterior
en R. prolixus (Orchard et al., 2011). En referencia a la transmision vectorial de la enfermedad
de Chagas, el bloqueo de la actividad del péptido AT en un periodo vital para los insectos
hematdfagos resulta relevante en base a la importancia sanitaria. La disminucién de la
actividad contractil, tanto del VD como del buche, conlleva a la disminucidn de la recirculacidn
de la hemolinfa, alterando la formacidn de orina por los TMs. Este hecho, sumado a la
disminucion de la eliminacidn de orina debido al bloqueo de la actividad del tubo digestivo

posterior (Santini & Ronderos, 2007; Villatobos et al., 2015), resultaria en un retraso en la
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liberacion de formas infectantes del parasito causante de la enfermedad sobre el huesped,
proporcionando nuevas aproximaciones para abordar potenciales estrategias de control de la

enfermedad de Chagas.

Al igual que AT, AST-C fue originalmente caracterizada por su funcién relacionada con
la actividad de la CA, actuando como inhibidora de la sintesis de HJs en algunos grupos de
insectos holometabolos como dipteros y lepidopteros (Kramer et al., 1991; Li et al., 2004).
Como hemos seialado, se ha observado ademas que este péptido tiene un efecto
mioinhibidor sobre la musculatura visceral de L. oleracea (Duve et al., 2000; Matthews et al.,
2007) y se ha propuesto también, que presenta un efecto cardioinhibidor en D. melanogaster
(Price et al., 2002). Los datos obtenidos mediante el analisis de AST-C sobre la frecuencia de
contracciones de la aorta de machos ayunados de R. prolixus, demostraron la existencia del
efecto mioinhibitorio de la hormona. De modo significativo, el tratamiento con AST-C en
insectos estimulados por serotonina/AT generd una disminucion de la frecuencia de
contraccion del VD que no alcanzd valores basales, siendo la tasa registrada similar a la
observada luego de la estimulacidn con serotonina, sugiriendo una accidn antagonista sobre la
actividad de AT, sin alterar la capacidad estimuladora de la serotonina. De hecho, cuando la
misma dosis de AST-C fue ensayada en individuos estimulados solamente con serotonina, la

frecuencia de contraccién no disminuyé.

Si bien la actividad de estos péptidos ha sido estudiada en numerosas especies
pertenecientes a distintos grupos de insectos, y han sido descriptas multiples funciones para
ambos, el modo de accién de los mismos no ha sido analizado en detalle, a excepcion de los
estudios realizados por Rachinsky y colaboradores que sugieren que AT, del mismo modo que
orexina en vertebrados, induce un incremento del Ca®* citosdlico (Rachinsky et al., 2003; Wu et
al., 2013). Estudios recientes llevados a cabo sobre Hydra sp (Cnidaria: Hydrozoa) donde se
ensayo el efecto de nifedipina (un bloqueante de los canales de calcio) sobre la actividad
contractil del hipostoma inducida por AT, sugieren, ademas, que la actividad del péptido
estaria modulada por el ingreso de Ca®* extracelular (Alzugaray et al., 2017). Respecto al modo
de accidn de AST-C, si bien no existen a la fecha estudios en insectos, se sabe que el receptor
de la misma es homdlogo del receptor de somatostatina de vertebrados (Auerswald et al.,
2001). Este péptido, originalmente caracterizado por su actividad como inhibidor de la
secrecién de la hormona de crecimiento en estos organismos, actla principalmente causando
una reduccion de la disponibilidad del Ca** citosélico (Barbieri et al., 2013; Farrell et al., 2014;
Patel, 1999). Sobre la base de esta informacidn, y como una primera aproximacion a la

probable via de accién de AST-C en nuestro modelo de estudio, decidimos ensayar el efecto
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del péptido en presencia de tapsigargina (un compuesto que inhibe la recaptacién del ion
calcio hacia el reticulo sarcoplasmico), sobre la frecuencia cardiaca y la tasa de contracciones
peristalticas del buche durante el proceso de diuresis post-ingesta. Los resultados mostraron
gue en presencia de tapsigargina, AST-C no generd efecto sobre ninguna de las dos variables
analizadas, sugiriendo que la actividad del péptido esta asociada a la disminucidn de los niveles

de Ca®* citosdlico.

Los ensayos realizados durante la diuresis post-prandial, AST-C mostro ser
mioinhibidora, reduciendo tanto, la tasa de contraccion de la aorta, asi como las ondas
peristalticas del buche. Estos resultados sugieren que el péptido estaria implicada en la
regulacion de la recirculacidn de la hemolinfa durante este proceso, cuando la serotoninay la
AT son fisiolégicamente activas, modulando tanto la direccidn posteroanterior (dado por la

actividad del VD) como el sentido de circulacion anteroposterior del flujo de la hemolinfa.

En base a los resultados obtenidos, ATy AST-C modularian la actividad del tejido
muscular en los sistemas de érganos analizados en insectos machos de la especie R. prolixus. Si
bien se ha documentado la existencia de la co-localizacidn de estos péptidos en el ganglio
frontal de lepiddpteros, cuyos nervios llegan a este sector del tubo digestivo y modularia su
actividad mediante estos neuropéptidos (Duve et al., 2000; Duve & Thorpe, 2005), nuestros
resultados representan el primer registro de la existencia de un efecto antagénico entre estos

neuropéptidos implicados en la mio-regulacion.

El analisis inmunohistoquimico mediante microscopia de barrido laser confocal reveld
datos sobre la probable fuente de sintesis de AST-C en relacidn con la regulacién de laactividad
del VD y del buche. Las imagenes de los ganglios ventrales evidencian somasneuronales
marcados positivamente para AST-C. Asi como se observd en escarabajos de laespecie T.
castaneum (Audsley et al., 2013) y en mosquitos de las especies A. aegypti y An.albimanus,
(Hernandez-Martinez et al., 2005) la cantidad de somas inmunomarcados no fuenumerosa.
Asimismo, las células presentan una disposicion simétrica en la periferia de losganglios. Los
mismos, ademas de desempefiar su funcién como neuromoduladores en elsistema nervioso
constituyen drganos neurohemales, es decir, que hormonas secretadas porlas neuronas son

liberadas hacia la hemolinfa.

El VD no se encuentra inervado por axones que contengan el péptido, caso contrario a
lo observado en estudios sobre la distribucion de AT, donde se identificaron axones inmuno-
reactivos inervando el VD de R. prolixus y T. infestans (Sterkel et al., 2010; Masood & Orchard,

2014). En el interior del corazén se evidencié inmunomarcacién especifica para AST-C
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colocalizando con fibras musculares. La presencia del péptido en los nefrocitos asociados a los
musculos alares, asi como la intensa marcacién en las aberturas del corazén por donde ingresa
la hemolinfa (ostiolos), sugiere que el péptido esta circulando en la hemolinfa y modifica la

actividad contractil del corazén por via neuroendocrina.

En el epitelio de revestimiento del buche se encuentran células endocrinas
denominadas “de tipo abierto”. Las mismas tienen forma de botella y se extienden desde la
|dmina basal hasta el lumen del intestino medio, y su citoplasma contiene granulos de
secrecién. El dominio apical de las células de tipo abierto esta en contacto con el lumen del
drgano siendo capaz de detectar cambios en el contenido del mismo. Este tipo de células
secretoras, representa una forma de integrar los sistemas digestivo y endocrino en los
insectos, evaluando la calidad del alimento y transmitiendo la informacidn a otras células por
via endocrina o paracrina (Klowden, 2013). Mediante el estudio inmunohistoquimico del
epitelio del buche de insectos machos de R. prolixus, fueron identificadas células con granulos
inmunopositivos para AST-C. Las mismas se encuentran asociadas a fibras musculares que
producen las ondas peristalticas de la pared del drgano. Esto se deduce a partir de la co-
localizacion de los colores rojo (B-actina de las fibras musculares) y verde (péptido AST-C) que
en microscopia de fluorescencia se observa en color amarillo, por lo que probablemente el
péptido tenga un accionar de tipo paracrino sobre la musculatura. Un sistema similar fue
previamente descripto en T. infestans en relacion a AT (Riccillo & Ronderos, 2010; Sterkel et
al., 2010). La presencia del péptido en células epiteliales del intestino medio fue descripta
también en T. castaneum, aunque en este caso, no tendria acciones mio-reguladoras a nivel
del tubo digestivo y estaria implicado en la estimulacidn de la secrecién de proteasas hacia la

luz del mismo (Audsley et al., 2013).

Con respecto al sistema reproductor de la hembra, trabajos previos en donde se
evalué la variacion de la frecuencia basal de contraccion de los ovarios a lo largo del ciclo
gonadotrdfico en R. prolixus, demostraron que la cépula y la ingesta sanguinea activan la
sintesis y secrecidn a nivel del protocerebro, de compuestos con actividad miotrépica, que
modularian los movimientos de contraccion de estos drganos (Kriger & Davey, 1982; Kriger &
Davey, 1984; Davey & Kriger, 1985). En efecto, la presencia de este tipo de factores asociados
a la actividad contractil de la musculatura en el SRH de R. prolixus, originalmente denominados
como Hormona Miotrdpica de la Ovulacion, fue previamente propuesta (Davey & Krieger,
1984; Krieger and Davey, 1983). Mas recientemente, se demostré ademds, que el
neuropéptido proctolina y péptidos de tipo FMRFamida modulan positivamente la actividad

contractil espontanea del sistema reproductor en hembras no alimentadas, aunque los autores
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no especifican si las hembras utilizadas eran virgenes o habian sido copuladas (Lange, 1990;

Sedra & Lange, 2014; Sevala et al., 1992).

Investigadores de nuestro laboratorio observaron previamente, mientras era evaluado
el efecto de AT sobre la frecuencia de contraccién de la aorta, que algunas hembras de T.
infestans llevaban a cabo la postura de huevos durante la estimulacion con el péptido (Sterkel
et al., 2010). Es asi que surgieron diferentes preguntas acerca de que si en este proceso estaria
participando AT sobre la musculatura del sistema reproductor de la hembra en los insectos
triatominos, facilitando los movimientos de las paredes de los érganos durante la oviposicidn.
Habiendo evaluado las implicancias que tiene no solo AT, sino también AST-C sobre las
contracciones musculares en el sistema digestivo y el sistema circulatorio en un momento
critico como es la diuresis post-prandial en insectos machos de R. prolixus, fue de interés para
nosotros profundizar la caracterizacidn funcional de los mismo sobre el sistema reproductor de
las hembras de esta especie. El disefio experimental planteado es novedoso en varios sentidos:
es el primer registro de la actividad de AT y AST-C que se realiza discriminando su accionar en
cada uno de los drganos. Ademas, se tuvo en cuenta, y de manera rigurosa, el estado
fisiolégico y reproductivo de la hembra para realizar los experimentos. En otros estudios, tanto
en insectos triatominos como en otros grupos, no se detallan con precisidon en qué condiciones
nutricias se encontraban los insectos al momento de realizarse los experimentos, o si las
hembras habian sido copuladas, o incluso la edad de las mismas (Lange, 1990; Paemen et al.,
1991; Wagner et al., 1993; Chiang, 2010; Orchard et al., 2011; Audsley et al., 2013; Sedra &
Lange, 2014; Sedra et al., 2015). Sin embargo, nosotros tomamos como relevantes estas

variables por lo que el disefio experimental fue significativo para el estudio de estos péptidos.

Nuestros resultados demuestran que la actividad mio-reguladora de AT sobre el SRH se
encuentra condicionada por la cépula y la ingesta sanguinea, no observandose actividad en
ninguno de los érganos, en hembras que no fueron copuladas. El comportamiento de los
drganos bajo los efectos de AT puede observarse claramente en la pelicula suplementaria N°2,
donde se muestra comparativamente una hembra ayunada virgen, en contraste con un insecto
ayunado copulado, durante el mismo tratamiento. Efectivamente, AT no fue capaz de
estimular la musculatura de ningun érgano en aquellas hembras que se encontraban ayunadas

y virgenes (pelicula suplementaria N°2).

A diferencia de estas ultimas, si se observaron respuestas dependientes de las dosis en
el SRH, tanto en individuos copulados ayunados como en las hembras gravidas. Los resultados

mostraron ademas, que cada uno de los érganos respondié de manera diferencial,
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dependiendo del estatus reproductivo del insecto. En el siguiente esquema se resumen las

distintas respuestas de cada érgano ante la presencia de AT.

. Hembras ayunadas
Ovarios
copuladas
Oviductos Hembras ayunadas
copuladas

AT aumenta las
contracciones de manera Hembras ayunadas

: P . - copuladas
dosis dependienteen: Uteroy
permatecas
Hembras alimentadas
copuladas y gravidas
Hembras alimentadas
Bursa

copuladasy gravidas

Es interesante destacar, que los movimientos en estado basal y la respuesta de cada
drgano al péptido variaron dependiendo de las condiciones fisioldgicas a lo largo del ciclo
reproductivo. De hecho, a excepcidn de la bursa que no mostré un patrén claro de
contracciones salvo en las hembras grdvidas, la respuesta de los ovarios, oviductos,
espermatecas y Utero fue mayor en las hembras copuladas no alimentadas (ovarios
previtelogenéticos). Llamativamente, si bien los ovarios de las hembras que se encontraban en
esta condicidn fisioldgica respondieron positivamente ante las dosis crecientes, observamos
una disminucién en las nimero de contracciones de dichos érganos en el registro de la dosis
mds alta de AT (10°M). Esta disminucién en la frecuencia de los ovarios registrada durante

este tratamiento podria deberse a un aumento en la duracién de la contraccién.

Luego de la cdpula, los movimientos en cada sector del SRH tienen como finalidad
movilizar los espermatozoides libres en el tracto genital hacia su lugar de almacenamiento en
las espermatecas. Por otro lado, una vez maduros los ovocitos, los mismos son liberados hacia
el oviducto comun en el momento en que el huevo debe ser fertilizado. En este sentido, el
aumento de las contracciones de la musculatura asociada a los ovarios en las hembras
copuladas ayunadas, que genera contracciones peristalticas con sentido anteroposterior,
evitaria que los espermatozoides liberados luego de la copula sean movilizados mas alla del
utero, en el cual abren las espermatecas. Asimismo, luego de la copula, las contracciones
espasmaodicas de los oviductos, junto con los movimientos del Utero y de las espermatecas,
ejercerian una presion negativa que facilita el desplazamiento de los espermatozoides hacia
estas ultimas. Por otro lado, si bien no hemos podido registrar un patron definido de la

actividad de la bursa luego de la cépula, se ha propuesto que la misma sufre movimientos del
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sector posterior que evitarian que el liquido seminal liberado en ella se pierda a través de la
abertura genital (Davey, 1958). Estudios realizados sobre la variacion de la tasa de
contracciones espontdneas de las espermatecas a lo largo del ciclo gonadotroéfico de R.
prolixus, demostré que la misma es mayor en hembras copuladas que en las virgenes, y que
ademas estaria controlada por el sistema neuroendocrino y por factores sintetizados por la
glandula opaca del sistema reproductor del macho (Davey, 1958; Kuster & Davey, 1986). La
copula podria, no solo incrementar la frecuencia de contracciones espontaneas de las
espermatecas, sino que sensibilizaria a las fibras musculares, de manera similar a lo observado
en el Utero, haciéndolos mas susceptibles a la presencia del péptido. En este sentido, nuestros
resultados demuestran que AT estaria involucrada en la coordinacion de los movimientos
asociados al traslado y almacenamiento de los espermatozoides en momentos posteriores a la

copula.

La frecuencia basal de los ovarios en las hembras gravidas se encuentra elevada
sugiriendo una actividad maxima, y no fue afectada por el tratamiento con AT. Tampoco fue
posible registrar cambios en la frecuencia de contraccién en los oviductos bajo estas
condiciones fisioldgicas, ya que en su mayoria se encontraban con huevos en su interior. Es
conocido el accionar de otros péptidos mioestimuladores sobre los oviductos en R. prolixus
como la proctolina (Lange, 1990) y FMRFamida (Sedra & Lange, 2014). En otros grupos de
insectos como L. migratoria y L. maderae AT modifico las contracciones espontaneas de los
oviductos de manera positiva asi como el péptido cardioactivo de crustaceos (Paemen et al.,
1991; Donini et al., 2001). Es probable que AT provoque cambios en el tono y la amplitud de
las fibras musculares de estos érganos en R. prolixus para direccionar los huevos hacia el ttero,
al igual que en L. migratoria y L. maderae, pero con la metodologia que utilizamos esto no ha

sido percibido.

Respecto de la importancia de la cépula en el cambio de respuesta del SRH, si bien
estudios realizados en diferentes especies de insectos holometabolos sugieren que AT no
estaria presente en el liquido seminal ingresado con el espermatéforo (Dottorini et al., 2007,
Avila et al., 2011; South et al., 2011; Azevedo et al., 2012; Baldini et al., 2012; Wei et al., 2015),
Paemen y colaboradores demostraron que las glandulas accesorias del sistema reproductor del
macho de L. migratoria producen AT, proponiendo que el péptido seria ingresado a la hembra
durante la cépula, modificando el comportamiento de la musculatura del SRH (Paemen et al.,

1999).
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El incremento de la tasa de contraccién del Utero y de las espermatecas fue dependiente
de la dosis en las hembras gravidas, aunque los valores observados fueron menores a los
registrados en las hembras copuladas. Estudios sobre la variacion diaria a lo largo del ciclo
gonadotrdfico de las hembras de R. prolixus muestran que la frecuencia de contraccién
disminuye los dias préximos a la puesta de los huevos (Kuster & Davey, 1986). Esto podria
deberse a que la liberacidn de los espermatozoides, el pasaje de los huevos y su puesta son
controlados por movimientos mas pausados y precisos de la pared del SRH. AT podria estar
vinculada con el control de estos movimientos junto con otros péptidos como la proctolinay la
FMRFamida (Kuster & Davey, 1986; Lange, 1990; Sevala et al., 1992). De hecho, se ha
demostrado que las espermatecas se encuentran invervadas por axones que transportan
dichas neurohormonas (Lange 1990; Sedra & Lange, 2014). Por otro lado, la liberacién de los
mismos podria estar controlada mediante otros mecanismos que garanticen su presencia en el
momento en el que el huevo se encuentre el Utero. Recientemente se ha estudiado la
existencia de una via neuronal que controla la eyeccidn y el almacenamiento del esperma en
hembras de D. melanogaster. Esto seria regulado por la hormona diurética 44 sintetizada por
neuronas del cerebro, en cuya ausencia se ve alterada la liberacion de los espermatozoides
hacia el utero (Lee et al., 2015). Para esclarecer si efectivamente AT pudiera ser sintetizada
por las glandulas accesorias del macho, realizamos una primera aproximacion mediante
inmunohistoquimica y microscopia de barrido laser confocal, pero no pudimos observar la
presencia del péptido. Si bien no podemos descartar hasta el momento que AT sea secretada
por el sistema reproductor del macho durante algun periodo fisioldgico especifico que no
hemos tenido en cuenta, quizds el péptido sea producido por la hembra, siendo estimulada su

secrecién como consecuencia de la cépula.

La ultima porcién conductora del SRH, la bursa, mostré movimientos erraticos durante los
tratamientos realizados sobre las hembras ayunadas virgenes y copuladas. Dicha actividad
descripta por Chiang & O’Donnell (2009), no pudo ser registrada durante los tratamientos ya
gue no era posible reconocer un patrén identificable que pudiera ser contabilizado mediante
la metodologia aqui presentada. Por otro lado, en las hembras grdvidas fue identificado un
claro cambio en el comportamiento de la pared muscular de la bursa, donde se reconocieron y
contabilizaron contracciones peristalticas en el momento cercano a la oviposicién, las cuales se
direccionan hacia el aparato ovopositor (direccion anteroposterior). AT demostré tener
actividad sobre las fibras musculares de este érgano, incrementando la frecuencia de las ondas
peristalticas de manera dosis dependiente. Las contracciones espontaneas de la bursa estan

descriptas como débiles, en comparacion con otros érganos del sistema, y espaciadas en el
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tiempo, durando cada una de ellas entre 30 y 60 segundos (Sedra & Lange, 2014). Es por ello
que el registro en numero de las mismas es bajo. Ademas, la ovisiposicidn per se responderia a
un control circadiano en las hembras de R. prolixus, donde el mayor nimero de huevos son
puestos durante la noche, posiblemente controlado por el sistema neuroendocrino (Ampleford
& Davey, 1989). Seria factible que en ese momento se registre una frecuencia alin mayor de
las ondas peristalticas de la bursa por la actividad de AT. Este drgano no solo parece ser
susceptible a AT, sino que también responde aumentando su tono basal de manera dosis

dependiente ante la aplicacién de FMRFamida (Sedra & Lange, 2014).

Sin dudas, la cépula y la ingesta son eventos que modifican la fisiologia de los 6rganos
gue componen el sistema reproductor de las hembras de R. prolixus. Ademas, condicionan el
inicio de la vitelogénesis, el desarrollo de los ovocitos, asi como su viabilidad (Lutz & Huebner,
1980; Davey et al., 1986; Davey & Singleton, 1989). Se ha registrado en hembras de D.
melanogaster, que la copula intervendria en la remodelacion del tejido muscular de los
oviductos. Utilizando microscopia electrénica y de barrido confocal, se identificaron cambios
en el tejido tales como diferenciacién de las uniones celulares, remodelacién de la matriz
extracelular, aumento de la formacién de miofibrillas asi como de inervacién en la pared de los
oviductos (Kapelnikov et al., 2008). Si algo similar ocurriese en el SRH de R. prolixus, seria una
de las explicaciones por las cuales el tejido muscular responderia ante la presencia de AT. Otra
posibilidad que explicaria el accionar diferencial de AT sobre los érganos del SRH seria que a
causa del estimulo de la cdpula se genere un aumento en la expresion de su receptor. Como
primera aproximacion para responder esta hipdtesis, decidimos cuantificar la expresién del
mismo, mediante PCR cuantitativa. Para ello se utilizé como moldes de la reaccion cDNA del
sistema reproductor completo perteneciente a hembras ayunadas, virgenes y copuladas. Los
resultados no mostraron diferencias significativas en la presencia del receptor entre ninguna
de las tres condiciones analizadas (datos no presentados). Como se detallé anteriormente,
cada uno de los drganos respondié de manera diferente ante la presencia del péptido. Es por
ello que proponemos continuar investigando mediante esta técnica, incluyendo esta ultima
variable, pero analizando de manera individual cada drgano, es decir, obteniendo el cDNA de

cada uno de ellos en cada circunstancia analizada.

La actividad mioinhibitora de AST-C fue evaluada sobre el SRH gravidas. Si bien la
frecuencia de contraccién de todos los drganos fue registrada (datos no presentados),
Unicamente observamos cambios estadisticamente significativos a nivel de los ovarios, cuya
frecuencia basal, que se encontraba a valores maximos, disminuyd significativamente durante

el registro. Ha sido previamente reportado por otros autores que otras neurohormonas, como
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el péptido mioinhibidor tipo 4 y la AST-A tipo 2, modulan negativamente los oviductos de
hembras de R. prolixus in vitro (Sedra et al., 2015), mostrando incluso, que el primero se
encuentra presente en nervios que llegan a la pared tanto de los oviductos como del utero
(Lange et al., 2012) por lo que AST-C podria estar interactuando con dichos péptidos en los
mecanismos que modulan negativamente las contracciones en otros drganos del sistema
reproductor de la hembra. El analisis de AST-C como péptido mioinhibidor a nivel del sistema
reproductor no ha sido analizado exhaustivamente en ninguna especie de insectos. En T.
castaneum, el ensayo de AST-C como péptido mioinhibidor en oviductos aislados no produjo
resultados (Audsley et al., 2013). Por otro lado, en el lepidéptero S. frugiperda, se demostrd
gue los genes tanto de AST-C como el de AT, se expresan a nivel de los sistemasreproductores
de machos y hembras, donde los autores proponen que cumplirian funcionesmio-reguladoras
(Abdel-latief et al., 2004). Recientemente, ha sido comunicado también, quelainhibicion de la
actividad de neuronas productoras de AST-C produce una disminucién de lapuesta de huevos

en D. melanogaster (Zhang & Kim, 2016).

Con el objeto de corroborar la actividad fisioldgica de los dos péptidos analizados,
realizamos la caracterizacién genémica de los mismos en R. prolixus, y analizamos la expresién
de los receptores de AT y AST-C, corroborando que los mismos se encuentran expresados en

los sistemas analizados a lo largo de este trabajo.

Mediante los alineamientos multiples, observamos que Rp-ATr y Rp-AST-Cr comparten
un alto grado de similitud con los receptores de otros insectos pertenecientes a especies de
holometdbolos y hemimetabolos (Vuerinckx et al., 2011; Horodyski et al., 2011; Nouzova et al.,

2012; Verlinden et al., 2013; Lismont et al., 2015).

Respecto de Rp-ATr, el alineamiento multiple obtenido muestra un alto grado de
conservacion del dominio 7TM (YAN-SCAN [V /| / T] P). Esta secuencia de aminoacidos es
considerada un patrén que identifica a los receptores de orexina (Voisin et al., 2003). Esta
secuencia no solo se encuentra conservada en insectos sino también en organismo ancestrales
como los cnidarios (Alzugaray et al., 2013; Alzugaray & Ronderos, 2017). Mediante analisis
bioinformaticos de mas de 200 secuencias de receptores orexina/AT, que representan a todos
los Metazoa, se observd que la secuencia asociada a 3TM (DRWYAI) se encuentra altamente
conservada, desde el Phyllum Placozoa hasta el Phyllum Chordata, y podria ser considerado
Ccomo una secuencia que represente a esta familia de receptores (Ronderos et al., 2016). Esta
misma secuencia se encontro totalmente conservada en nuestro andlisis. Aunque AT y orexina

no estan estructuralmente relacionadas, es interesante que ambos péptidos estén implicados
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en la regulacién de eventos que tienen lugar durante la alimentacion, concluyendo que
probablemente sus receptores comparten un ancestro comun (Alzugaray et al., 2013;

Alzugaray & Ronderos, 2017).

De igual manera, se analizé la secuencia del RpAST-Cr, el cual muestra todas las
caracteristicas de la familia de receptores de la somatostatina/AST-C, incluyendo la secuencia
altamente conservada del dominio 7TM (YSNSAMNPILYA), patrén que identifica a esta familia
(Mayoral et al., 2010; Olias et al., 2004). Tanto el patrdn distintivo de este dominio y la
secuencia DRY ubicada en el segundo dominio intracelular, se encuentran conservados en las
secuencias de insectos homdlogas utilizadas en el alineamiento multiple. La caracterizacidn
gendmica de AST-Cr ya habia sido descripta en otros insectos holometdbolos, como D.
melanogaster, B. mori, A. aegypti, T. castaneum (Yamanaka et al., 2008; Kreienkamp et al.,
2002; Mayoral et al., 2010; Audsley et al., 2013). Hay evidencias de que probablemente este
receptor se origine tempranamente en la evolucién, ya que la secuencia de aminoacidos del
dominio 7TM de insectos comparte un alto porcentaje de identidad y similitud con organismos

ancestrales como los cnidarios (Alzugaray et al., 2016).
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Los resultados obtenidos a partir de nuestras investigaciones aportan conocimientos
en cuanto a la caracterizacidn gendmica y funcional de dos neuropéptidos pleiotrépicos,
Allatotropina y Allatostatina-C, y su actividad como mio-reguladores en el insecto vector del
Mal de Chagas, Rhodnius prolixus. Los mismos han demostrado su capacidad de estimular o
inhibir la musculatura visceral en momentos criticos de su biologia, como lo son los procesos
de diuresis post ingesta, el proceso de vitelogénesis y la puesta de huevos. En este trabajo no
solo se recurrié al desarrollo de ensayos experimentales, sino que ademas realizamos aportes
sobre la caracterizacion gendmica de los receptores de ambos péptidos, utilizando diferentes

metodologias del campo de la biologia molecular.

Ambas neurohormonas mostraron estar implicadas en la actividad muscular del tubo
digestivo medio anterior (buche) y de la aorta durante la diuresis post ingesta, proceso
importante de comprender ya que es alli donde se produce la transmisidn del parasito T. cruzi
al humano y a los organismos que actian como reservorio del mismo. Demostramos que ATy
AST-C se encuentran regulando de manera conjunta la actividad muscular de los sistemas en
estudio, donde AST-C antagoniza el efecto estimulador de AT; reafirmando ademas, el efecto
sinergistico de este ultimo sobre la serotonina, a nivel de la actividad del vaso dorsal. De este
modo, podemos sugerir que AT actla incrementando la velocidad de circulacidn de la
hemolinfa tanto en sentido anteroposterior (aumentando la tasa de contracciones peristalticas
del buche), como en sentido posteroanterior a través del incremento de la frecuencia de
contracciones del vaso dorsal, facilitando de este modo la distribucién de neurohormonas que
modulan la produccidon de orina a nivel de los tubulos de Malpighi y el funcionamiento de los

mismos.

Siendo un objetivo primario en este trabajo profundizar los conocimientos sobre la
actividad miomoduladora de ambos péptidos, nuevamente, AT y AST-C demostraron ser
capaces de regular la frecuencia de contraccién de la musculatura de cada uno de los 6rganos
del SRH, siendo su accionar claramente dependiente del periodo gonadotréfico, pudiendo
estar implicados en los mecanismos de control de almacenamiento y liberacién de los

espermatozoides asi como de la movilizacién de los ovocitos en desarrollo.

A raiz de la caracterizacion funcional de AT y AST-C llevada a cabo en el presente
estudio, nos es de interés conocer los mecanismos de accion por los cuales estos péptidos
intervienen como miomoduladores. Conocer la distribucién de la expresion de RpATr y RpAST-
Cr y contribuir con conocimientos sobre la caracterizacién genémica de los mismos, abre las

puertas para continuar con la caracterizacién funcional en profundidad. Esto puede realizarse
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mediante el silenciamiento de la expresidn de los receptores, lo cual facilitaria el andlisis de sus
funciones asociadas a los péptidos. Es sumamente interesante abordar la caracterizacion
funcional de los GPCRs por ser considerados como potenciales alternativas para desarrollar

nuevos agentes selectivos para el control de plagas.

ATy AST-C, fueron caracterizados en primera instancia por tener la capacidad de
regular la sintesis de hormonas juveniles a nivel de la corpora allata en insectos. Sin embargo,
la funcién de estimular o inhibir la produccién de esta hormona seria una funcién derivada en
este grupo de organismos, mientras que se ha propuesto que su funcién ancestral estaria
asociada a la regulacion de la actividad de la musculatura visceral asociada a los movimientos
relacionados con la ingesta. En organismos como la Hydra sp., se ha comprobado la presencia
de AT y AST-C, asi como sus funciones regulando los movimientos que se llevan a cabo durante
el momento de la alimentacidn. Recientemente, se han profundizado los estudios sobre los
mecanismos de regulacién del Ca** que provocarian estos péptidos sobre esta especie, en
dicho momento. El uso de tapsigargina nos ha permitido comenzar a comprender los
probables mecanismos de la regulacidn de segundos mensajeros, como el Ca*, en presencia
de AST-C en el VD y el buche. Con el objeto de progresar sobre la caracterizacion de la cascada
de sefiales que se activarian en presencia de AT y AST-C en las células musculares del VD,
proponemos realizar experimentos fisioldgicos para aproximarnos a comprender los
mecanismos que utiliza AT sobre la mioestimulacion de este dérgano, cuyo protagonismo en la
recirculacion de la hemolinfa es primordial. Es por ello que presentamos un proyecto de
investigacion para llevar a cabo en una etapa post doctoral, cuyo principal objetivo es analizar
la importancia de los niveles de Ca* citosélico como mediador de la respuesta de los tejidos
involucrados en el accionar del péptido AT. Planteamos el uso de diferentes compuesto que
bloquean el accionar de los canales que permiten el ingreso y egreso del ion Ca* en el
citoplasma de las células. Nuevamente, proponemos utilizar el mismo modelo experimental
utilizando machos adultos, cuya frecuencia de contraccion de la aorta es claramente modulada
por las hormonas en estudio, que ademas se encuentra ya estandarizado en nuestro
laboratorio. En consecuencia, sera de utilidad para estudiar los mecanismos de regulacion en
pos de producir informacion de alta calidad que abriran las puertas para el desarrollo de
nuevos andlisis, como la caracterizacion gendmica y funcional de los distintos tipos de

proteinas involucradas en el metabolismo de Ca** durante la contraccién muscular.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion se abren nuevos
interrogantes, permitiéndonos plantear perspectivas a futuro, no sélo en cuanto al estudio de

los mecanismos de regulacién de segundos mensajeros en presencia de los péptidos, sino
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también en cuanto a la probable interaccién de AT y AST-C con otros neuropéptidos a nivel del
sistema reproductor de la hembra. Algunos autores han propuesto que ciertos componentes
sintetizados en las glandulas accesorias del macho son los responsables de las modificaciones
gue suceden, no solo a nivel comportamental de la hembra, sino también en cuanto a cambios
del control neuroendocrino (Kuster & Davey, 1986; Gillott, 2003; Ravi Ram et al., 2005;
Dottorini et al., 2007). A raiz de estos compuestos se activaria la sintesis de ciertos péptidos,
como la FMRFamida en R. prolixus, al cual se le adjudica la activacién de la movilidad de los
ovarios (Kriger & Davey, 1982). Investigaciones realizadas en dipteros proponen que el
mecanismo de la copula per se desencadenaria también cambios en la fisiologia de la hembra
(Abraham et al., 2014). Teniendo en cuenta que la actividad de AT y AST-C dependen del status
reproductivo modulado por la cépula y la ingesta de alimento, seria interesante abrir nuevas
lineas de investigacion abocadas en estudiar la probable existencia de una interaccidn
funcional entre los neuropéptidos aqui estudiados y otros, como la FMRFamida, sobre la

actividad muscular de este sistema en relacién a su fisiologia reproductiva.

En resumen, asi como en los afios “30, R. prolixus continda siendo fuente de estudios
fehacientes para comprender la fisiologia de insectos, los cuales pueden derivarse a otros
organismos no relacionados directamente como lo son los Cnidarios. Utilizando de manera
conjunta distintas metodologias, como la experimentacidn, la bioinformatica y la biologia
molecular hemos realizado un estudio sobre la caracterizacién funcional de dos
neurohormonas pleiotrépicas. La expresion de sus receptores en érganos donde cumplen su
rol como miomoduladores confirman este accionar en procesos vitales como los es la ingesta y
la reproduccién. Relacionando los resultados aqui presentados nos permite formular nuevas
preguntas sobre aquello que desencadenan distintos eventos en la biologia de los insectos (la
copulay la ingesta de alimento), asi como los mecanismos que regulan estos péptidos en el

metabolismo de las células.
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Protocolo y Soluciones

PROTOCOLOS Y SOLUCIONES

Solucién salina de R. prolixus (Maddrell et al., 1993)

Composicion estandar (mmol I'): NaCl, 129; KCl, 8.6; CaCl,, 2.0; MgCl,, 8.5; NaHCO3, 10.2;
NaH,P0Q,, 4.3; Hepes, 8.6; glucosa, 20; pH ajustado a 7.0 con NaOH. La solucion fue adaptada
omitiendo el compuesto Hepes.

Reactivo mmol Gramos Peso molecular
Nacl 129 7,537 58,43¢g
KCl 8.6 0,64 74,56 g
CaCl, 2.0 0,294 147 g (dihidrato) CaCl, 2H,0
MgCl, 8.5 1,73 203,31 g (6-hidrato)
NaHCO; 10.2 0,856 84,01¢g
NaH,PO, 4.3 0,671 156,01 g
glucose 20 3,60 180,16 g
H,0 1000 ml

Preparacién de las dosis de las neurohormonas: las dosis correspondientes a serotonina, AT y
AST-C utilizadas en los experimentos fueron diluidas en solucién salina de R. prolixus.

Solucion RNA later (500ml) (US Patent 6.204.375)
Soluciones stock y reactivos: EDTA 0,5 M disédico, dihidratado (9,305 gr / 50 ml, pH a 8,0 con
NaOH agitar); 1M de sal trisddica de citrato sédico, dihidrato (14,7 gr / 50 ml, agitar para

disolver); Sulfato amdnico, en polvo. Agua destilada estéril.

Preparacion: en un vaso de precipitado, colocar 20 ml de EDTA 0,5 M, 12,5 ml de Citrato de
Sodio 1M, Sulfato de Amonio 35 gry 467,5 ml de agua destilada estéril, agitar sobre un
agitador de placa caliente hasta que el Sulfato de Amonio se disuelva completamente. Dejar
enfriar, ajustar el pH de la soluciéon a pH 5,2 usando H,SO, 1M. Transferir a una botella de
rosca y almacenar a temperatura ambiente o refrigerada.

Formol buffer 4% (pH = 7) (1Litro): 100 ml de formol puro; 4 gr fosfato monobasico de sodio
(NaH,P0Q,), 6,5 gr fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,) y 900 ml de agua destilada.

Solucioén buffer forfato, PBS (pH = 7.4, 1X): 0,20 gr fosfato monobdsico de potasio (KH,PQO,),
1,44gr fosfato dibasico de sodio (Na,HPQ,), 8,06 gr cloruro de sodio (CINa), 0,22 gr cloruro de
potasio (CIK), 1000 ml de agua destilada.

Precipitacion de ADN a partir del producto de PCR (Acetato de Sodio-etanol): en un tubo
Eppendorf, colocar el volumen del producto de PCR y agregarle 0,1 volumenes de acetato de
sodio 3M, mezclar bien por pipeteo y agitar con vortex 1 o 2 minutos. Luego, agregar 2,5
volumenes de etanol absoluto, agitar con vortex 3 minutos y colocar en el freezer a -80 °C 1
hora 6 a -20°C 24 hs. Transcurrido este tiempo, centrifugar 30 minutos a temperatura
ambiente y descartar el sobrenadante. Lavar el pellet con 400 pl de etanol 70%, dos veces,
suavemente para evitar que el pellet se despegue de la base del tubo. Retirar suavemente el
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etanol y evaporar el resto en estufa a 37°C durante 20 a 30 minutos. Resuspender DNA
precipitado, el pellet, en 10-15 ul de agua destilada esterilizada.

Purificacion de ADN a partir de un gel de agarosa con lana de vidrio (guata): sembrar en un
gel de agarosa 1% la cantidad de producto de PCR deseada y proceder con la corrida
electroforética a 90-100 volts. Detener la corriente cuando sea necesario y cortar el taco de
agarosa con la banda de interés a purificar, rapidamente en el transiluminador (utilizar gafasy
guantes). Colocar el taco en un tubo Eppendorf de 0,5 ml con lana de vidrio autoclavada cuyo
extremo ha sido perforado, y tapar. Colocar este tubo dentro del otro de 1,5 ml estéril.
Centrifugar a 14000 rpm durante 2 minutos. Al filtrado recogido en el tubo inferior agregar 0,1
volimenes (10%) de cloruro de litio (LiCl 8M) y agitar con vortex 1,5 minutos. Luego agregar
2,5 6 3 volumenes de etanol absoluto (100 %) refrigerado y agitar con vortex 3 minutos.
Colocar a -80°C durante 30 minutos. Centrifugar 30 minutos a 14000rpm y descartar el
sobrenadante. Lavar suavemente el pellet resultante con 400pl de etanol 70% refrigerado.
Volver a centrifugar 10 minutos a 14000rpm y descartar el sobrenadante. Secar el pellet a
37°C, sin secar demasiado, aproximadamente 10 minutos, hasta que el aroma a etanol se haya
evaporado. Resuspender el DNA precipitado en 15 ul de agua destilada esterilizada.

Buffer TBE 5X (Stock) para preparacion de geles de agarosa (1Litro): 54 gr de TRIS base, 27,5
gr de acido bodrico, 20 ml de 0,5X EDTA (pH=8,0), completar 1litro de agua de destilada. Se
guarda un frasco color caramelo y se esteriliza mediante autoclave. Para preparar gel de
agarosa se utiliza TBE 0,5X (100 ml de TBE 5X se mezclan con 1 litro de agua destilada
esterilizada).

Gel de Agarosa 1%: Para las cubas de acrilico que hemos utilizado se prepara 1gr de agarosa
con 100ml de TBE 0,5X en un matraz de Erlenmeyer, y se calienta suavemente en microondas
hasta que se disuelve la agarosa. Se agrega 1l de bromuro de etidio. Colocar el peine
correspondiente para la siembra del producto de PCR y volcar en la cuba en una superficie
nivelada y dejar solidificar.

Extraccion de RNA en columnas (QIAGEN 74903):

Importante: todos los elementos a utilizar durante este procedimiento deben estar
esterilizados en autoclave. La superficie de trabajo, las micropipetas deben ser esterilizadas
con una solucién de inhibidora de enzimas de RNA (RNAsa ZAP- AMBION cat: AM9780).
Trabajar con guantes de latex, lavarlos periddicamente con alcohol 70% y cambiarlos. Todos
los pasos a seguir deber realizarse en hielo.

El tejido a procesar debe estar conservado en RNAlater. Este kit comercial requiere para
garantizar la eficacia de la extraccidén una cantidad maxima de material de 30 mg.

Materiales:

- Ultracentrifuga (ThermoFisher Scientific)

- NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific)

- Cuba de Electroforesis, fuente de poder, transiluminador.
- Rotor para homogenizar

- Betamercaptoetanol
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Alcohol 100% y 70% (diluido en agua destilada estéril)

Kit comercial de DNAasa (Qiagen cat:79254)

Micropipetas automaticas

Tips

Tubos Eppendorf

Homogenizadores de vidrio y embolo de teflén

Cuchara, espatula y pinza (que quepan en el homogenizador)
Columnas de extraccidn y de colecta (provistas por el kit)

Disrupcion y homogenizacidon del tejido: se realiza de manera simultdnea con cada tejido
por separado. Bajo campana, se prepara previamente por cada muestra a procesar, una
solucién de buffer de lisis RLT (suministrado por el kit) (600 ul) al cual se le agregan 10 pl
de B-mercaptoetanol (B-ME). Con pinzas y/o cuchara traspasar el material bioldgico con la
menor cantidad posible de RNAlater al tubo homogenizador. Colocar primero 400 pl de la
solucion de buffer RLT con B-ME y homogenizar con el rotor a maxima velocidad,
moviendo cuidadosamente el mismo para que el émbolo triture todo el tejido. Verter el
homogenato en un tubo Eppendorf y colocarlo en hielo. Utilizar el resto de la solucidn para
bafiar y enjuagar el émbolo, activar el rotor suavemente. Esto se vierte con el resto del
homogenato.

Centrifugar el lisado durante 3 minutos a maxima velocidad. Retirar cuidadosamente el
sobrenadante con micropipeta y transferirlo a un nuevo tubo de Eppendorf y colocarlo en
hielo. Este sobrenadante es el que se utilizara en los préximos pasos.

Al sobrenadante obtenido afiadir 1 volumen de etanol 70%, mezclar inmediatamente por
pipeteo suave. No centrifugar. Nota: El volumen de lisado puede ser inferior a 600 pl
debido a pérdida durante la homogeneizacién y centrifugacion. Puede visualizarse material
precipitado después de la adicidn de etanol, esto no afecta el procedimiento.

Transferir hasta 700 ul de la muestra, a una columna de centrifuga RNeasy colocada en un
tubo de colecta de 2 ml (suministrado por el kit), cerrar la tapa suavemente, y centrifugar
durante 15 segundos a 8000 x g (10.000 rpm). El liquido obtenido en el tubo de colecta se
descarta y mediante golpeteos sobre un papel secante se eliminan las gotas que quedan
sobre las paredes del tubo, el cual se vuelve a utilizar en el siguiente paso. Si el volumen de
muestra excede de 700 pl, centrifugar las alicuotas sucesivas en la misma columna,
desechando el efluido del tubo de colecta.

Digestion opcional de DNasa en la columna (Qiagen cat:79254): para preparar y alicuotar
la enzima para su almacenamiento se siguieron las instrucciones que provee el kit. La
enzima es muy susceptible a la desnaturalizacién mecanica por lo que no debe agitarse
con vortex si no mediante pipeteo suave. En todo momento debe mantenerse en hielo.
Procedimiento:

a. Afadir 350 pl de la solucidn buffer RW1 a la columna que contiene la muestra. Cerrar
cuidadosamente la tapa y centrifugar durante 15 segundos a 8000 x g (10.000 rpm) para
lavar la membrana de la columna de centrifugado. Descartar el flujo. Reutilizar el tubo de
colecta en el paso D4.

b. Afadir la solucién de DNasa | (80 pl) directamente sobre la a la membrana de la
columna e incubar 15 minutos a temperatura ambiente.
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¢. Anadir 350 ul de la solucién buffer RW1 a la columna. Cerrar cuidadosamente la tapay
centrifugar durante 15 segundos a 8000 g (10.000 rpm). Descartar el efluido.

6. Lavar la membrana de la columna. Aiiadir 500 pl de solucién buffer RPE a la columna de
centrifugado, cerrar la tapa suavemente y centrifugar durante 2 minutos 8000 g (10.000
rpm). Durante este paso se eliminan los restos de etanol para que no interfieran en la
pureza de la extraccién.

7. Elucidn final: Colocar la columna en un nuevo tubo de colecta 1,5 ml (Eppendorf-
suministrado). Afadir 50 pl de agua RNasa free (suministrado) directamente sobre la
membrana de la columna, cerrar la tapa suavemente y centrifugar durante 1 minuto a
8.000 g (10.000 rpm) para eluir el RNA. Hacer una primera contabilizacion de la
concentracién del RNA obtenido con NanoDrop. Si la solucién obtenida estd demasiado
concentrada, repetir la elucion con 50 ul de agua RNasa free. La concentracion final debe
ser proxima a 2 pg/ul.

8. Calidad del RNA: se realiza un gel de agarosa 1% con agua destilada, 1 ul de bromuro de
etidio. la agarosa en estado liquido de vuelca en una cama de acrilico con un peine cuyas
superficies fuero cuidadosamente lavadas con RNA zap. Tanto el gen de agarosa como la
corrida electroforética se realizan con buffer TBE 1X estéril. La muestra a evaluar se
siembra con loading buffer. Al revelar el gel deben aparecen las bandas correspondientes
a los RNA ribosémicos.

Sintesis de DNA complemantario (cDNA) a partir de RNA mensajero

Para la obtencion de cDNA que se utilizard como molde en las reacciones de PCR se
utilizé el kit comercial RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat: #K1621- Thermo
Scientific). Para obtener el mismo se siguié el protocolo recomendado por el kit. Los productos
obtenidos fueron cuantificados mediante el uso de NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific),
con el fin de conocer la concentracion de cada uno de ellos.

Recomendaciones para trabajar sugeridas en el protocolo del kit: se debe evitar la
contaminacidn por ribonucleasa. Para ello se deben usar guantes descartables durante todo el
procedimiento. Utilizar RNAasa Zap sobre todas las superficies de trabajo y esterilizar el
material pldstico (tips, tubos Eppendorf). El producto obtenido debe almacenarse a -20°C.

Protocolo para realizar la reaccion de PCR cualitativa

Los cDNA obtenidos se utilizaron como molde de DNA para realizar las reacciones de
PCR cualitativa (Polymerase Chain Reaction).

Materiales:

- Ultracentrifuga (ThermoFisher Scientific)

- NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific)

- Termocicladora (ThermoFisher Scientific)

- Cuba de Electroforesis, fuente de poder, transiluminador.
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- Vortex

- Alcohol 70% (diluido en agua destilada estéril)

- Kit comercial de la enzima Taq Polimerasa (Cat #EA0101/ PB-L)
- Micropipetas automaticas

- Tips

- Tubos Eppendorf

- dNTP kit comercial (PB-L) diluido a la concentracién de 2mM

- Primers especificos 1uM (Eurofin), diluidos segun especificaciones del comerciante
- Agua destilada estéril

- cDNA (molde)

- Loadding buffer

- Marcador de peso molecular de DNA (100 pb- 1000pb)

- Agarosa ultra pura

- Bromuro de etidio

Recomendaciones de trabajo: mantener los reactivos en hielo y agitarlos en vortex antes de
usar. Utilizar guantes durante todo el procedimiento y limpiar las superficies de trabajo con
alcohol 70%. La enzima Taq Polimerasa debe ser utilizada inmediatamente luego de ser
extraida del freezer, por lo que es recomendable agregarla a la mezcla en ultimo lugar, para
volver a guardarla rapidamente; debe mezclarse mediante pipeteo suave.

Procedimiento: colocar en un tubo Eppendorf los reactivos en el siguiente orden para obtener
un volumen final de 50 pl en la reaccidn.

Reactivos
Buffer 10X 5ul
MgCl, 50nM 2ul
dNTP 2 mM 1 ul (de cada uno)
Primers 1uM 1 ul (de cada uno)
Molde (hasta 1pg) 1ul
Taq polimerasa 0,5 ul
Agua Cantidad necesaria para

completar el total del
volumen de 50 ul

Una vez listo los tubos con los reactivos, mezclar mediante pipeteo y centrifugarlos
brevemente para asegurar que los mismos se ubiquen en el fondo del tubo. Colocarlos en la
termocicladora segun el programa detallado en M&M.

Finalizada la reaccion, se verifica la expresion de la amplificacién del gen en estudio
mediante la electroforesis de un gel de agarosa (1%), donde una muestra del producto de PCR
(5ul) se siembra en el mismo, mezclado previamente con 1-2ul de loadding buffer, para que
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precipite el DNA. Ademads, en una calle del gel debe sembrarse una muestra del marcador de
peso molecular como referencia.

Luego de ser verificada la expresién del gen de interés, se procede a la cuantificacién
del producto de PCR mediante el unos de NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific).
Finalmente, se llevara a cabo la secuenciacidon del DNA clonado. La muestra es procesada
segun las indicaciones del prestador del servicio de secuenciacion (INTA).
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ANEXO

Anexo

Estadistica: Tablas de Analisis de la Varianza de cada uno de los graficos analizados en la seccidn

“Resultados” de este trabajo.

Suma de los Valorde la
Fig. 1A Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 12934,11 1 12934,11 391,6140 0,000000
Dosis 115,90 2 57,95 1,7545 0,180618
Tiempo 27,40 2 13,70 0,4147 0,662145
Dosis*Tiempo 19,53 4 4,88 0,1478 0,963377
Error 2278,91 69 33,03
Suma de los Valorde la
Fig.1ByC Suma de Grados de Cuadrados valor del probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 8392,596 1 8392,596 202,7137 0,000000
Momento del dia 452,744 1 452,744 10,9355 0,002962
Dosis 2,966 1 2,966 0,0716 0,791248
Tiempo 45,414 2 22,707 0,5485 0,584913
Hora*Dosis 1,633 1 1,633 0,0394 0,844259
Hora*Tiempo 32,969 2 16,485 0,3982 0,675905
Dosis*Tiempo 18,451 2 9,225 0,2228 0,801890
Hora*Dosis*Tiempo| 35,932 2 17,966 0,4339 0,652929
Error 993,630 24 41,401
Sumade los Valorde la
Fig.2A Suma de Grados de Cuadrados Val?r del probabilidad
Cuadrados Libertad R estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 43671,71 1 43671,71 1197,052 0,000000
Dosis 889,51 2 444,76 12,191 0,000059
Tiempo 291,18 2 145,59 3,991 0,025383
Dosis*Tiempo 14,22 4 3,55 0,097 0,982757
Error 1641,72 45 36,48
Fig2B Suma de Grados de Sz:;zg‘:::’ Valor del p\r'I:I:):L(ijI(ie dl: d
Cuadrados Libertad . estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 3251,130 1 3251,130 502,7200 0,000000
Dosis 8,926 2 4,463 0,6901 0,506752
Tiempo 1,444 2 0,722 0,1117 0,894580
Dosis*Tiempo 14,259 4 3,565 0,5512 0,699083
Error 291,019 45 6,467
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Suma de los Valor de la
Fig. 3A Sumade | Gradosde | 4o Valordel | obabilidad
Cuadrados Libertad i estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 35934,26 1 35934,26 819,3257 0,000000
Tratamiento 300,00 1 300,00 6,8402 0,012510
Tiempo 65,24 3 21,75 0,4958 0,687229
Tratamiento*Tiempo 67,94 3 22,65 0,5164 0,673373
Error 1754,33 40 43,86
Suma de los Valor de la
Fig.4A Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad R estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 2384,335 1 2384,335 670,4196 0,000000
Tratamiento 55,125 1 55,125 15,4999 0,000217
Tiempo 18,100 5 3,620 1,0179 0,415251
Tratamiento*Tiempo 14,273 5 2,855 0,8027 0,552237
Error 213,389 60 3,556
Suma de los Valor de la
Fig.5A Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 58102,62 1 58102,62 1555,446 0,000000
Dosis 889,72 3 296,57 7,939 0,000153
Tiempo 261,38 2 130,69 3,499 0,036543
Dosis*Tiempo 56,80 6 9,47 0,253 0,956028
Error 2241,26 60 37,35
Suma de los Valor de la
FighB Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad i estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 4175,965 1 4175,965 625,0346 0,000000
Dosis 13,375 3 4,458 0,6673 0,575427
Tiempo 8,799 2 4,400 0,6585 0,521317
Dosis*Tiempo 21,769 6 3,628 0,5430 0,773368
Error 400,870 60 6,681
Suma de los Valor de la
Fig. 6 A Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad i estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 34534,03 1 34534,03 771,5611 0,000000
Ser/AT- AST-C 254,23 1 254,23 5,6799 0,023692
Tiempo 54,69 2 27,34 0,6109 0,549483
Ser/AT- AST-C*Tiempo 13,08 2 6,54 0,1461 0,864665
Error 1342,76 30 44,76
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Suma de los Valor de la
Fig. 6B Sumade | Gradosde | 4o Valordel | obabilidad
Cuadrados Libertad i estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 33876,54 1 33876,54 482,9723 0,000000
Ser- AST-C 176,77 2 88,39 1,2601 0,293434
Tiempo 9,47 2 474 0,0675 0,934792
Ser- AST-C*Teimpo 135,15 4 33,79 0,4817 0,748988
Error 3156,38 45 70,14
Suma de los Valor de la
Fig. 7A Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad R estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 30634,73 1 30634,73 634,4539 0,000000
Dosis 213,33 1 213,33 4,4182 0,046235
Tiempo 149,79 2 74,89 1,5510 0,232542
Dosis*Tiempo 15,09 2 7,54 0,1562 0,856210
Error 1158,84 24 48,29
Suma de los Valor de la
Fig.7B Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 2771,204 1 2771,204 1012,483 0,000000
Dosis 12,893 1 12,893 4,710 0,040100
Tiempo 6,719 2 3,359 1,227 0,310819
Dosis*Tiempo 3,607 2 1,804 0,659 0,526481
Error 65,689 24 2,737
Suma de los Valor de la
Fig.7C Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F
Medios "p"
Dosis 429,50 5 85,90 2,600 0,029195
Tiempo 92,37 2 46,18 1,398 0,251555
Dosis*Tiempo 232,38 10 23,24 0,703 0,719480
Error 3568,13 108 33,04
Suma de los Valor de la
Fig. 7D Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F
Medios "p"
Dosis 180,650 5 36,130 9,615 0,000000
Tiempo 4,658 2 2,329 0,620 0,539977
Dosis*Tiempo 15,014 10 1,501 0,400 0,944278
Error 405,841 108 3,758
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Suma de los Valor de la
Fig. 8A Sumade | Gradosde | 4o Valordel | obabilidad
Cuadrados Libertad i estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 39502,69 1 39502,69 635,0367 0,000000
Dosis 229,69 1 229,69 3,6924 0,061464
Tiempo 321,06 2 160,53 2,5806 0,087690
Dosis*Tiempo 36,50 2 18,25 0,2934 0,747252
Error 2612,63 42 62,21
Suma de los Valor de la
Fig.8B Suma de Grados de Cuadrados Valor del probabilidad
Cuadrados Libertad R estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 3547,787 1 3547,787 1848,468 0,000000
Dosis 29,037 1 29,037 15,129 0,000352
Tiempo 23,949 2 11,975 6,239 0,004242
Dosis*Tiempo 1,282 2 0,641 0,334 0,717882
Error 80,611 42 1,919
Fig. 10 B: Ovarios Sumade Grados de Suma de los Valor del Valor de la
Hembras Virgenes Cuadrados Libertad Cuadr?dos estadistico F probabilidad
Medios "p"
Intercepcion 1294,840 1 1294,840 245,1409 0,000000
Dosis 10,282 5 2,056 0,3893 0,855530
Tiempo 0,731 2 0,366 0,0692 0,933131
Dosis*Tiempo 4,203 10 0,420 0,0796 0,999933
Error 760,611 144 5,282
Fig. 10 B: Ovarios Sumade Grados de Suma de los Valor del Valor de la
Hembras Copuladas Cuadrados Libertad Cuadrzj\dos estadistico F probabilidad
Medios "p"
Intercepcion 2608,385 1 2608,385 604,9576 0,000000
Dosis 86,292 5 17,258 4,0027 0,002539
Tiempo 1,927 2 0,963 0,2234 0,800215
Dosis*Tiempo 16,585 10 1,659 0,3847 0,950334
Error 383,740 89 4,312
Fig. 10 B: Ovarios Sumade Grados de S;:‘;Zf;zs Valor del pY:I:):L:? dl: d
Hembras Gravidas Cuadrados Libertad R estadistico F
Medios "p"
Intercepcion 15448,17 1 15448,17 1522,234 0,000000
Dosis 13,46 5 2,69 0,265 0,930909
Tiempo 16,55 2 8,28 0,815 0,445671
Dosis*Tiempo 18,35 10 1,83 0,181 0,997250
Error 913,35 90 10,15
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Sumade los Valor de la
. . Sumade Grados de Valor del .
Fig. 11: Oviductos . Cuadrados L. probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios P
Intercepcion 578,1588 1 578,1588 128,3326 0,000000
Dosis 115,4582 5 23,0916 5,1256 0,000354
Tiempo 1,2755 2 0,6377 0,1416 0,868201
Dosis*Tiempo 19,0755 10 1,9075 0,4234 0,931775
Error 400,9593 89 4,5052
S del Valordel
. . Sumade Grados de uma de fos Valor del aor.t.e a
Fig. 12 A: Utero R Cuadrados L. probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios p
Intercepcion 727,9939 1 727,9939 633,6333 0,000000
Estado 325,5767 2 162,7883 141,6882 0,000000
Dosis 16,8402 5 3,3680 2,9315 0,013116
Estado*Dosis 41,4224 10 4,1422 3,6053 0,000138
Error 413,6111 360 1,1489
. S del Valordel
Fig. 12 B: Utero Sumade Grados de uma de fos Valor del aorlt.e a
) R Cuadrados L. probabilidad
Hembras Virgenes Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios p
Intercepcion 9,07064 1 9,070645 15,88112 0,000107
Dosis 9,16392 5 1,832785 3,20889 0,008899
Tiempo 2,00137 2 1,000686 1,75203 0,177098
Dosis*Tiempo 496159 10 0,496159 0,86869 0,564017
Error 82,24691 144 0,571159
; S del Valordel
Fig. 12 B: Utero Sumade Grados de uma de fos Valor del aor.f: a
R Cuadrados L. probabilidad
Hembras Copuladas Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios p
Intercepcion 75,57427 1 75,57427 891,2049 0,000000
Dosis 1,18517 5 0,23703 2,7952 0,021539
Tiempo 0,19584 2 0,09792 1,1547 0,319777
Dosis*Tiempo 0,27341 10 0,02734 0,3224 0,973260
Error 7,63201 90 0,08480
. S del Valordel
Fig. 12 B: Utero Sumade Grados de g:;zr;ozs Valor del r:b::oil?d:d
Hembras Gravidas Cuadrados Libertad . estadisticoF | " . on
Medios [
Intercepcion 271,8066 1 271,8066 264,8316 0,000000
Dosis 25,9835 5 5,1967 5,0634 0,000390
Tiempo 1,4835 2 0,7418 0,7227 0,488219
Dosis*Tiempo 7,2449 10 0,7245 0,7059 0,716665
Error 92,3704 90 1,0263
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Suma de los Valor de la
. Sumade Grados de Valor del .
Fig. 13 A: Espermatecas . Cuadrados L probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios P
Intercepcion 1374,724 1 1374,724 532,4753 0,000000
Estado 747,765 2 373,882 144,8168 0,000000
Dosis 99,412 5 19,882 7,7011 0,000001
Estado*Dosis 41,581 10 4,158 1,6106 0,101666
Error 929,434 360 2,582
S del Valordel
Fig. 13 B: Espermatecas Sumade Grados de uma de 10s Valor del aor.f: a
| R Cuadrados L. probabilidad
Hembras Virgenes Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios p
Intercepcion 39,8361 1 39,83608 55,65980 0,000000
Dosis 5,2051 5 1,04102 1,45453 0,208425
Tiempo 0,1248 2 0,06241 0,08721 0,916536
Dosis*Tiempo 1,6612 10 0,16612 0,23210 0,992688
Error 103,0617 144 0,71571
S del Valordel
Fig. 13 B: Espermatecas Sumade Grados de uma de 10s Valor del aor.f: a
R Cuadrados L. probabilidad
Hembras Copuladas Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios p
Intercepcion 1589,845 1 1589,845 423,5945 0,000000
Dosis 94,276 5 18,855 5,0237 0,000423
Tiempo 1,443 2 0,722 0,1923 0,825425
Dosis*Tiempo 7,013 10 0,701 0,1868 0,996841
Error 334,037 89 3,753
S del Valordel
) Suma de Grados de uma de 10s Valor del aor.fe a
Fig. 14: Bursa R Cuadrados L. probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios p
Intercepcion 53,48148 1 53,48148 141,7230 0,000000
Dosis 4,72840 5 0,94568 2,5060 0,035855
Tiempo 1,35185 2 0,67593 1,7912 0,172659
Dosis*Tiempo 1,58642 10 0,15864 0,4204 0,933387
Error 33,96296 90 0,37737
S del Valordel
. ] Sumade Grados de uma de 10s Valor del aor.fe a
Fig. 15 A: Ovarios R Cuadrados L. probabilidad
Cuadrados Libertad . estadistico F .
Medios [
Intercepcion 5494,569 1 5494,569 852,4150 0,000000
Dosis 125,771 5 25,154 3,9024 0,003013
Tiempo 3,193 2 1,597 0,2477 0,781117
Dosis*Tiempo 6,226 10 0,623 0,0966 0,999826
Error 580,130 90 6,446
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