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RESUMEN. Las defensinas son una de las principales moléetgasoras de la respuesta inmunoldgica en lostose
Con base en analisis filogenéticos, las defenglades triatominos (Hemiptera: Reduviidae), integdas grupos: tipo
1 y tipo 4. Debido a la importancia médica de estgpo de hemipteros, en este trabajo se evalugpieson de 3
isoformas de defensinas @mniatoma (Meccu$ pallidipennis uno de los principales vectores Te/panosoma cruzi
(agente causal de la enfermedad de Chagas) en dléxis resultados indican que las dos defensipasitil.1y 1.2
analizadas son mas abundantes en estado basalspatto a la defensina tipo46); sin embargo, la defensina tipo 4
es inducible, pues aumenta en insectos infectamo$.ccruziy con diferentes bacterias.

Palabras clave DefensinasTriatoma pallidipennisPéptidos antimicrobianos.

Expression analysis of three defensin genesTmiatoma (Meccug pallidipennis
(Hemiptera: Reduviidae) under different conditions

ABSTRACT. Defensins are one of the main effector molecaleshe immune response in insects. Based on
phylogenetic analysis, the defensins of the tride® (Hemiptera: Reduviidae), integrate two grotygse 1 and type
4. Due to the medical importance of this group @hipteran, in this work we evaluated the expressidisoforms
of defensins inTriatoma (Meccu$ pallidipennis one of the main vectors @trypanosoma cruzjcausative agent of
Chagas’ disease) in México. The results indicaéttie two type 1 defensink.{ andl1.2) analyzed are more abundant
at baseline regarding the type 4 defendig)( however, the type 4 defensin is inducible, sittéecreases in insects
infected withT. cruzi and with different bacteria.

Keywords: DefensinsTriatoma pallidipennisAntimicrobial peptides.

INTRODUCCION
Los insectos tienen mecanismos eficientes paexehocimiento de organismos externos, ademas
de estrategias defensivas contra microorganismtengalmente patdogenos; lo que resulta en un
efectivo sistema inmune innato, compuesto por agl(themocitos y células epiteliales) y diversas
moléculas efectoras (Lemaitre & Hoffmann, 2007).reapuesta inmune humoral se compone de
cascadas enzimaticas y de la sintesis de moléefdasoras tales como las Especies Reactivas de
Oxigeno (EROs) y de Nitrégeno (ERNSs), asi comoR#ptidos Antimicrobianos (PAMS).

La Enfermedad de Chagas, es causada por el pramZogpanosoma cruziChagas 1909 y se
transmite principalmente por insectos de la suldfaririatominae (Hemiptera: Reduviidae). En
México, se reportan cerca de 31 especies de triabmnde las cuales 28 son endémicas y una de
ellas esTriatoma(Meccus$ pallidipennis,Stal 1872, uno de los principales vectore3 deruzien el
pais (Vidal-Acosteet al, 2000; Martinezet al, 2006; Ramseyet al, 2015). En los triatominos
sudamericanos, se reportan principalmente treslitamde PAMs: lisozimas, prolixicinas y
defensinas (Aradjo, et al., 2008; Vieira, et a012:2016)Las defensinas son péptidos conformados
por tres regiones: péptido sefial, pro-péptido ytigépmaduro, este ultimo tiene actividad
antimicrobiana y se libera al espacio extracel(Néichaelson.et al, 1992). Una vez liberadas, las
defensinas actuan contra un amplio espectro deoarganismos, principalmente bacterias de tipo
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Gram +, aunque también tienen actividad contratgioode bacterias, hongos y parasitos. En algunos
triatominos se ha reportado la expresion diferénd& isoformas de defensinas en insectos
alimentados con sangre que conti@neruzia diferentes dias post infeccion (Waniekal, 2011;
Vieira, et al, 2016).

EnT. pallidipennisse han reportado 12 genes de defensinas, cuye¢iad a proteinas presenta
alta variabilidad en la region del pro-péptido, mtias que en el péptido maduro codifican Unicamente
para tres defensinas diferentes (Diaz-Garetlal, 2018). En esta especie, también se reportaron 8
transcritos de defensinas (Zumaya-Estratlal, 2018); sin embargo, no se ha estudiado la exjres
de estas moléculas, ni la funciébn que tiene estailifa de péptidos antimicrobianos én
pallidipennis El objetivo de este trabajo fue estudiar la esigre génica de tres isoformas de
defensinas en insectos adultos (hembras y machgs)dbderentes retos inmunolégicos: infeccion
conT. cruziy bacterias.

MATERIALES Y METODO
Mantenimiento del insecto Los insectos se mantuvieron en la colonia delotatorio de
Estudios sobre la Tripanosomiasis Americana, dgitirio de Investigaciones Biomédicas, UNAM,
bajo condiciones controladas de humedad (60+5%)pératura (25 - 28 °C). Se utilizaron hembras
(n=3) y machos (n=3) adultos de pallidipennisde 15 dias de edad, para determinar la expresion
basal de las defensinas.

Infeccion oral conT. cruzi. Se utilizaron ninfas de quinto estadio (ninfasd€)r. pallidipennis

un grupo de insectos se alimentod con ratones adestcorT . cruzi(cepa Ninoa) en su punto maximo
de parasitemia y otro grupo se alimento con ratemefectar. De inicio se tuvieron 20 insectos po
grupo, los cuales se pesaron antes y después alankntacién; dependiendo de la cantidad de
alimento ingerido, se separaron en 2 grupos: iosegtie ingirieron mas del doble de su peso e
insectos que ingirieron menos del doble de su gem@ este estudio, utilizamos a los insectos que
consumieron mas del doble de su peso de sangri goe la n por punto experimental fue de n=3.
Los insectos se sacrificaron a los dias 1y 7 ipéestcion (pi).

Infeccion intrahemocélica con bacteriasSe utilizaron 4 grupos de insectos integradospdas
V (n=4). Un grupo se infecto carsteria innocuaex Seeliger & Schoofs 1979) Seeliger 1983, otro
conEscherichia col(Escherich, 1885) y otro cavlicrococcus luteugSchroter, 1872), las cuales se
crecieron en medio liquido Luria Bertani (LB) a @7 por 18 hrs y 180 rpm. Posteriormente, se re-
inoculé un cultivo fresco de medio LB con el cultierecido previamente y se dej6 incubando hasta
llegar a una densidad optica de 1.2 a 600 nm. Wzalegada a la D.§p deseada, el cultivo se
centrifugd a 9000 x g por 5 min, y el paquete e&lgk re-suspendié en el mismo volumen inicial
con amortiguador de fosfato salino (PBS) esténim@ control se tuvo un grupo inoculado con PBS
estéril. Cada insecto se inoculé coml7e cada solucion con ayuda de una aguja Hamiltos.
insectos se sacrificaron a las 4 h post infeccion.

Extraccion de organos y ARN De cada insecto se extrajo el cuerpo graso otrdigestivo y
tabulos de Malpighi. La extraccion de ARN se rdaaliatilizando el método de TRIZOY
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones deli¢abte.La concentracion del ARN se cuantifico
con un espectrofotémetro NanoDrop 1000, la pureziasimuestras se garantizé al obtener valores
entre 1.8-2.0 en la relacion de absorbancia 260/280
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Produccion de ADNc Se preparo un volumen final dedlQpor cadaiwg de ARN total se adicioné
1 ul de DNasa | (1 Ufl), 1 ul de amortiguador DNasa 10x y agua tratada con @ERC. La mezcla
se incubd a temperatura ambiente por 15 min, sdi@fial de 0.25 mM EDTA y se incubo a 65 °C
durante 10 min para inactivar la DNasa I. La siatde ADNc se realiz6 en 30 de reaccion que
consistieron en jig de ARN, 1.25 mM de cada dNTP, 4,29 de oligo dT, 40 U de inhibidor de
ribonucleasas y 50 U transcriptasa reversa des\Maloney de la leucemia murina. Se utilizé el
termociclador PTC-100® Programmable Thermal ColeirdMJ research Inc.) bajo las siguientes
condiciones: un ciclo de 10 minutos a 25 °C, 30utaa a 42 °Cy 72 °C por 10 minutos para inactivar
la transcriptasa. EI ADNc se almaceno a -20 °Cahsistuso.

Andlisis de la expresion relativa de defensinase disefiaron oligonucledtidos con base a las
secuencias reportadas en el genbank gafa.1 (MH000324.1),defl.2 (MHO000325.1) ydef4.6
(MHO000331.1) para amplificar solo la region del fp maduro dedefl.l (Fw 5'-
ATGACGCCGTATGGGAACAA -3", Rv 5" CTGCAATGGCACACAGTTCC -3")defl.2(Fw: 5"-
TGGGAACAACCAGCTGGTGAA - 3’, Rv: 5- CTGCAATGGCACACATTCC -3") ydefd.6
(Fw: 5°- AGCAGAATGGACTCAGCAACA -3, Rv: 5°- CCCTTABTTGGCCACCACG -3"). Se
utilizé el kit KAPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Kapiosystems). Las reacciones de PCR se
llevaron a un volumen final deg® con 100 ng de ARN como templado, 1x Kapa SybiRTxXKapa,
0.2uM de cada oligonucleoétido y agua estéril. Se iézgen dectinacomo gen constitutivo para
normalizar los dato€l programa de PCR consistio en un paso inicia fgaretro transcripcion (RT)
de 10 min a 42 °C, seguido del paso para la adfimate la ADN polimerasa de 5 min a 94 °Cy 30
ciclos de amplificacién: desnaturalizacion (25 setps a 94 °C), alineamiento (25 segundos de Tm
a 66 °C) y elongacion (30 segundos a 72 °C). Laliiogzion de los genes se realizo en el quipo
Rotor Gene 6000 (Corbett Researtl® expresion relativa de los genes entre insenfestados con
respecto a insectos no infectados (controles) aezdemidiendo los cambios relativos del gen de
interés (defensinas) con referencia al gen cotistitjactina), mediante la formuleACt (Arroyo-
Olarte,et al, 2018). Posteriormente, se grafico la expresamrespecto al valor del grupo control.

RESULTADOS Y DISCUSION

La expresion basal diefl.l defl.2y def4.6 ' . - o ddflL!
en hembras y machos de pallidipennisse — . .4,:.‘-:?
obtuvo al analizar el ciclo de umbral c i {
amplificacion (Ct ). Un valor bajo indica un 2%
mayor expresion del gen, ya que comienz: - { { I i

amplificar en ciclos tempranos; y por
contrario, a mayor Ct indica menor expresit 1
del gen. En ejemplares adultos, hembras
machos, deT. pallidipennis se obtuvieron
defensinas tipo 1defl.ly defl.d y tipo 4 O — - n
(def4.9; sin diferencias estadisticas entre se» Sexo
y con expresion de ARNm cercano al doble en_. . _

igura 1. Andlisis de los valores del ciclo de umhf

las defensinas tipo 1 respecto al tipo 4 (Figura 1)ct) de los genes dedefl.] defl.2y def4.6 en el

contenido abdominal de Hembras (n=6) y Machos
(n=6) deT. pallidipennis * T-Studen P<0.0¢
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Lasdefl.ly defl.2comienzan a amplificarse en los Ct 13 y 15, misnipze la defensina tipo 4
tiene un Ct hasta el ciclo 23. El principal papet glesempefian los péptidos antimicrobianos es
inmunolégico, aunque también participan en el abmpblacional de la microbiota y durante el
proceso de envejecimiento en los insectos (Hanaicki,, 2006; Hanson & Lemaitre, 2018)os
resultados sugieren que estas tres defensinaspamtantes para la homeostasis del insecto, por lo
gue serd interesante hacer estos experimentoganodr especificos y asociar funciones biologicas

especificas para cada uno de estos genes.

Las ninfas V infectadas via oral (cepa Ninoalde
cruz) no presentaron aumento en las defensinas tij
con respecto al control (insectos no infectados)
presentaron una expresion diferencial significat
entre ellas durante los periodos de evaluadosl(gtiz
dia 7 post infeccidon). Mientras quef4.6 aumento
mas de 4 veces con respecto al grupo control
expresd poco mas de tres veces con respecto ada
defensinas tipo 1, en ambos dias analizados (FRur

En Rhodnius prolixusse ha reportado un aumen...

en la expresion de defensinas similares al tipc
cuando los insectos se encuentran en presendia
cruzi (Vieira, et al, 2016). Por el contrario, e
especies cercanas a&. pallidipennis como T.

brasiliensis se reportdé un aumento en la expresion
defensinas tipo 1 cuando los insectos se encuer
infectados con el parasif@/aniek,et al, 2011).

En triatominos, la expresion de defensinas asoc
a la respuesta inmune conffa cruzj depende del
fondo genético de las cepas del parasito (Vieiral.,
2016). En este trabajo se utiliz6 la cepa Nincdada
de un paciente en el sureste del pais (Lopez-Olenc
al, 1998; Espinozaget al, 2010). Sera interesani
evaluar lasdefl.l, defl.2 y def4.6n triatominos
infectados con otras cepas del parasito, paratigaes
si el sistema inmune d&. pallidipennis ha co-
evolucionado con ciertas cepas del parasito y lwr
no se observd una expresion aumentada de
defensinas tipo 1.

En la prueba de expresion en condiciones de
inmunoldgico E. coli, L. innocuay M. luteug se
obtuvo que el gedefd.6aumentd su expresion cc
respecto a los insectos no infectados; mientrasasgu
defensinas tipo 1defl.1y defl.d aumentan sélo er
las infecciones coR. coliy M luteus(Figura 3).

10+ B defl.2 W def 4.6

84 # *
—— —

6

*
Dias post infeccion

Figura 2. Expresion dedefl.1, defl.2y def4.6en
ninfas V infectadas conT. cruzi. Infeccion con
2x1(f tripomastigotes sanguineos y como grupo
control se alimentaron 3 insectos con sangre de rat
sin infectar. *Prueba estadistica ANOVA de 2 vias y
post prueba de Sidak P<0.05
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Figura 3. Expresion relativa de defensinas en
ninfas V infectadas con diferentes bacterias.
Infeccion via intrahemocélica (n=4 ninfas por grypo
D.Osoode 1.2, grupo control con insectos inoculados
con PBS estéril. Evaluacion 4 h. post infecciéon con
RT-PCRq. Linea punteada corresponde al grupo
control. Se presenta el resultado de dos experoaent
independientes. Prueba estadistica ANOVA de 2 vias
y post prueba de Tukey.
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Aunque se distingue una ligera tendencia en el atondedef4.6en insectos infectados, can
innocuay con M. luteusno existieron diferencias estadisticas en la eijprede los genes ante la
infeccion de las diferentes bacterias, y tampodredas tres isoformas de defensinas analizadas. En
Dipteros comdrosophilay Anophelesse ha descrito que la expresion y sintesis de $AdIda en
tiempos tempranos (Lépez, et al., 2003; Lemaitdddfman, 2007), por lo que se esperaba que la
infeccién via hemocele produciria una respuestaiuidgica exacerbada y rapida, por esa razon se
decidié analizar la expresion a las 4 h post infetc

En futuras investigaciones sera interesante ideautigi la expresion y sintesis proteica de estas
defensinasdefl.] defl.2y def4.§ se da de forma localizada y particularmente péstar cual es el
principal 6érgano que las sintetiza. Lo cual setér@nante para confirmar si estas moléculas tienen
un papel importante durante el control poblacialedl. cruzien esta especie de triatomino. Ademas,
sera fundamental identificar el papel que tienendefensinas tipo 1 a nivel fisioldgico, pues en
estado basal tienen una expresion significativa.

CONCLUSIONES

En este trabajo inicial se reporta, de forma géntaaexpresion de mensajeros de diferentes
defensinas efl. pallidipennis Los resultados indican que existe una mayor sijmebasal en
aguellas de tipo 1, en adultos sin reto inmunotigéicn embargo, este tipo de defensinas no parece
ser inducible cuando los insectos se infectan denethtes retos. En contraste, la defensina tipe 4
encuentra en concentraciones bajas en estadoybasalentan mas del doble cuando los insectos se
infectan conr. cruzi.
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