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RESUMEN

Recientes estudios han propuesto a la denominada “preparacién inmunologica”
(en inglés, immune priming) en invertebrados como un analogo a la respuesta
inmune de memoria de los vertebrados, ya que se ha observado que algunos
insectos tienen la capacidad de intensificar o mejorar la eficacia de la respuesta
inmune después de un contacto previo con el activador de ésta; este fendmeno
puede ser rapido y/o especifico, que a su vez se vuelve mas eficiente para
eliminar al patégeno. Sin embargo, la preparacion inmunolégica ha sido criticada
debido a la falta de conocimiento sobre los mecanismos especificos de defensa
contra patdgenos en invertebrados. Se ha propuesto a los péptidos
antimicrobianos (PAMs) como marcadores de la respuesta inmune capaces de
reconocer a patdgenos especificos e intensificar la respuesta inmune en contra de
patégenos, debido a sus caracteristicas como son: diversidad estructural, actividad
antimicrobiana, regulacion por vias de sefializacion y permanecer mas de tres
semanas en la hemolinfa; se sugiere que estan estrechamente relacionados con el

grado de especificidad en la preparacién inmunoldgica de los insectos.

En este trabajo se evalio el fenbmeno de preparacién inmunoldgica contra
infecciones mixtas bacterianas en términos de supervivencia en mosquitos
hembras de Aedes aegypti, debido a que es el principal vector del virus Dengue.
Ademas, se desconoce cdmo es que se comporta la respuesta inmune en
presencia de infecciones mixtas bacterianas, asi como el grado de especificidad

de la preparacion inmunolégica.

Se propone como hipétesis la existencia de preparacion inmunolégica especifica
contra bacterias en el mosquito A. aegypti. Los objetivos de este trabajo son 1)
evidenciar la preparacion y el grado de especificidad inmunoldgica de A. aegypti
durante infecciones bacterianas mixtas con E. coli y Staphylococcus aureus,
utilizando como marcadores de la respuesta inmune a los PAMs; y 2) evaluar si
existe un efecto sobre la supervivencia de A. aegypti durante estas infecciones

mixtas.



Los resultados mostraron, una menor tasa de mortalidad en los individuos que
tuvieron un contacto previo con E. coli en comparacion con los individuos que no
fueron previamente expuestos con el patégeno (RPMI); sin embargo, los
mosquitos que fueron infectados con S. aureus, no fueron capaces de sobrevivir a
una segunda reinfeccion. Ademas, los mosquitos que fueron infectados con una
dosis baja de E. coli, mostraron un mayor grado de supervivencia cuando fueron
reinfectados con una dosis alta de E. coli y S. aureus, en comparacion con los
individuos que no tuvieron un contacto previo con E. coli. En dosis baja, E. coli
puede inducir la preparacion inmunologica con cierto grado de especificidad,
mientras que S. aureus es incapaz de generar preparacion, ni especificidad
inmunologica. El andlisis de expresion de PAMs mostré activacion de la respuesta
inmune de A. aegypti ante dosis bajas de infeccibn para ambas bacterias, sin
embargo, hubo mayor expresion de péptidos en S. aureus. En infecciones simples
en dosis alta con E. coli, se incrementa la expresion de PAMs en la reinfeccion en
comparacion con el primer reto, mientras que en la infecciobn con S. aureus se
suprime la respuesta inmune; ante infecciones mixtas, la expresion de transcritos

es significativamente mayor que en infecciones simples.

Se concluye que el fendbmeno de preparacion inmunologica en A. aegypti
dependera del tipo de patdégeno con el que fue activada la respuesta inmune. Se
sugiere que los mosquitos de A. aegypti se encuentran mas familiarizados con
bacterias Gram-negativas, debido a que la microbiota del mosquito esta
mayormente compuesta por este tipo de bacterias. Ademas, se demostrd cierto
grado de especificidad inmunoldgica en mosquitos infectados previamente con E.

coli, dado que protege tanto para si misma como para S. aureus.



ABSTRACT

Insects have the ability to enhance or intensify the effectiveness of the immune
response after a previous contact with an elicitor of the immune response. This
phenomenon is called immune priming and can be analogous to the immune
memory of vertebrates. However, immune priming has been criticized because of
the lack of specificity. Antimicrobial peptides (AMP's) are molecules that, probably,
are produced differentially and could enhance immune response against
pathogens. AMP’s have important characteristics, including structural diversity,
antimicrobial activity, signaling pathways regulation, and they can be found in the
hemolymph several weeks post-infection. For these reasons, we propose that

AMP’s could be participating in the immune and specific priming in insects.

In this study we used female Aedes aegypti mosquitoes, the main vector of
Dengue virus. We have found immune priming against Escherichia coli (in terms of
survival). However, it is unknown how immune response develops in presence of
mixed bacterial infections and the specificity of the response. Our goals are to
demonstrate the immune specific priming in A. aegypti against mixed bacterial
infections with E. coli and Staphylococcus aureus (1) using AMP’s transcripts as
immune response markers, and (2) if there is an effect on terms of survival of A.

aegypti during mixed infections.

Survival analysis showed a lower mortality rate in individuals who had prior contact
with E. coli compared to individuals who were not challenged with the same
pathogen (RPMI). However, mosquitoes infected with S.aureus, were not able to
survive a second reinfection. In addition, mosquitoes that were infected with low
doses of E. coli, showed a higher survival rate when they were reinfected with
lethal doses of E. coli and S. aureus, compared with individuals who had no prior
challenge with E. coli. In low doses, E. coli may induce immune priming with some
specificity, whereas S. aureus is incapable of eliciting priming. We also observed
AMP’s activation of the immune response of A. aegypti to low doses of infection for
both bacteria, but there was greater expression of AMP’s on S. aureus. In simple



infections with high doses of E. coli, the expression of AMP’s is increased
compared with the first challenge, while S. aureus infection the immune response
is suppressed. Furthermore, in mixed infections the expression of transcripts is

significantly greater than in simple infections.

We conclude that the phenomenon of immune priming in A. aegypti depends on
the kind of pathogen which activates immune responses. It is suggested that A.
aegypti mosquitoes are more related with Gram-negative bacteria, because
mosquito’s microbiota is mostly comprised of these bacteria. In addition, some
degree of immune specificity was demonstrated in mosquitoes previously infected
with E. coli, since it protects both for itself and for S. aureus.



INTRODUCCION

Hasta hace unos afios se creia que los insectos no presentaban memoria
inmunologica. Sin embargo, estudios recientes han demostrado una mejora de la
respuesta inmune, después de un contacto previo con el patégeno (Pham et al.,
2007). Este fendbmeno es analogo a la respuesta inmune adquirida en vertebrados.
A esta inmunidad adquirida en invertebrados, se le ha dado el nombre de
‘immunological priming” o “preparacién inmunoldgica”; que se define como la
capacidad de un individuo de intensificar o mejorar la eficacia de la respuesta
inmune después de un contacto previo con el activador de la respuesta inmune
(Pham y Schneider, 2008), con la finalidad de controlar los efectos negativos

causados por el patégeno.

Por otro lado, la efectividad de la respuesta inmune no solo se traduce en la
rapidez e intensidad para controlar la infeccion, sino también con el grado de
especificidad en el reconocimiento del patégeno después de un contacto previo. A
esto se le llama “especificidad inmunolégica”. La relevancia de que un insecto
tenga cierto grado de especificidad en la preparacibn inmunoldgica, esta
relacionada con la alta probabilidad de reencontrarse con un mismo patégeno, ya
que algunos grupos de insectos, como A. aegypti, tienen una limitada capacidad
de dispersiéon. Por otro lado, el reducido costo energético asociado al grado de
especificidad de la respuesta hacia patégenos puede favorecer el reconocimiento
y eliminacién rapida del patdgeno, sin necesidad de mantener la respuesta inmune
prendida (Little y Kraaijeveld, 2004); es decir, el costo energético de la
especificidad inmunolégica es menor en comparacién con una respuesta inmune

gue estuviese continuamente activada (Pham y Schneider, 2008).

El término de grado de especificidad inmunoldgica en insectos ha sido fuertemente
criticada (Klein, 1997), debido a la falta de conocimiento sobre los mecanismos de
reconocimiento y activaciéon especifica de la respuesta inmune en los

invertebrados. De aqui, la importancia de realizar estudios sobre marcadores de la



respuesta inmune de insectos capaces de controlar diferencialmente a patdégenos;

como es el caso de los péptidos antimicrobianos (PAMS).

Los PAMs son moléculas efectoras con un amplio espectro de actividad
antimicrobiana (Haine et al., 2008), que presentan diversidad estructural (Bulet et
al., 1999; Bulet y Stocklin, 2005), capacidad regulatoria de las vias de sefializacion
especifica (Otvos, 2000) y pueden permanecer mas de tres semana en la
hemolinfa de los insectos (Schmid-Hempel, 2005). Por esto se consideran a los
PAMs como marcadores de la respuesta inmune capaces de jugar un papel
importante en la preparacion inmunoldgica especifica en los insectos (Pham et al.,
2007; Rodrigues et al., 2010).

Actualmente existen pocos estudios sobre la preparacion inmunolégica con cierto
grado de especificidad en insectos. Entre estos se encuentran estudios en
Drosophila melanogaster (Pham et al., 2007); Anopheles gambiae (Rodrigues et
al., 2010); An. albimanus (Contreras-Gardufio et al., en revisién) y A. aegypti
(Moreno-Garcia et al., 2010; Moreno-Garcia, 2011). Estos estudios han
demostrado una mayor eficacia de la respuesta inmune de los insectos contra
reinfecciones con un mismo patégeno, pero no contra infecciones mixtas con
diferentes patdégenos. Es importante seguir desarrollando estudios relacionados
con la respuesta inmune de los insectos, debido a que las presiones selectivas
que constantemente ejercen los patdgenos, pudieran reflejar las estrategias de la

respuesta inmune de los insectos.

ANTECEDENTES

Respuesta inmune en insectos
Los mecanismos de defensa de los insectos en contra de los patdgenos consisten
en tres grupos principales: barreras estructurales, respuesta celular y respuesta

humoral. La primera linea de defensa esta representada por barreras



estructurales, las cuales incluyen el exoesqueleto y las células epiteliales; estas
dltimas no solo representan una barrera fisica, sino también produce moléculas
antimicrobianas. El exoesqueleto protege los érganos internos de los insectos y la
hemolinfa de la exposicion directa de patdogenos del ambiente (Hillyer, 2010). Las
células epiteliales recubren diversos érganos que protegen al producir moléculas
toxicas que se encargan de eliminar al patogeno (Hillyer, 2010; Schmid-Hempel,
2005). Si un patégeno logra atravesar las barreras estructurales del insecto, se
activa la respuesta celular y humoral. La respuesta celular esta dada por los
hemocitos (células de la respuesta inmune encargadas de reconocer y combatir al
patégeno). Su funcién principal es la fagocitosis de los patdégenos y células
muertas (Nelson et al., 1999; Asha et al., 2003). En el mosquito Anopheles
albimanus se han encontrado tres tipos de hemocitos diferentes, prohemocitos,
plasmatocitos y células granulares (Hernandez-Martinez et al., 2002). Castillo y
colaboradores (2006) reportaron que An. gambie y A. aegypti presentan dos tipos
diferentes de hemocitos diferenciados, con funciones diferentes, los granulocitos y
oenocitoides. Los granulocitos, son células muy abundantes, fuertemente
adhesivas y con gran capacidad fagocitica. Los oenocitoides son células poco
abundantes, no adhesivas, pero que expresan constitutivamente la actividad de la
cascada de fenoloxidasa (FO). Se ha reportado tanto para A. aegypti y An.
gambiae el proceso de nodulacion y encapsulacién de patdgenos por parte de la
union de hemocitos que producen melanina, pero sin la necesidad de formar la
capa melandtica (Hillyer y Christensen, 2002; Castillo et al., 2006); no obstante An.
albimanus mostré la encapsulacion de bacterias mediante la melanizacion sin la
union de células de hemocitos (Hernandez-Martinez et al., 2002). Por dltimo, el
mecanismo de defensa humoral induce la sintesis de péptidos antimicrobianos
(PAMs) y lisoenzimas; asi como la produccion de intermediarios de oxigeno y
nitrogeno (o0xido nitrico y especies reactivas de oxigeno) y la formacion de
melanina en la cascada de la FO (Hyller y Christensen, 2002; Castillo et al., 2006;
Hillyer, 2010). Los mecanismos de defensa humorales y celulares son activados
por receptores de reconocimientos de patdégenos (PRRs), capaces de unirse con

cierto grado de especificidad a los patrones asociados a la membrana de



patbgenos (PAMPs), tales como los lipolisacaridos (LPS) y peptidoglicanos
(PGLC) (Janeway y Medzhitov, 2002). Ambos receptores pueden estar
estrechamente relacionados con el grado de especificidad inmunologica de los
insectos, debido al reconocimiento especifico de los patdgenos que a su vez

activan las diferentes vias de sefalizacion de la respuesta inmune.

La respuesta inmune esta coordinada por las vias de sefalizacion de los insectos
que son Toll, IMD (Immune Deficiency; siglas en ingles) y JAK/STAT (Janus
kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription). Hasta ahora se sabe que
las vias de sefializacion de Toll e IMD son las responsables de inducir la sintesis
de los PAMs. La mayoria de los componentes de estas vias de sefalizacion y

regulacion son evolutivamente conservados en dipteros (Hillyer, 2010).

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas efectoras del sistema inmune,
cuyas familias se encuentran en casi todos los organismos, desde bacterias hasta
mamiferos. Generalmente, contienen menos de 150-200 aminoéacidos y pueden

clasificarse segun su estructura secundaria y composicion (Bulet y Stocklin, 2005).

Los PAMs se caracterizan por su rapida sintesis y secrecién hacia la hemolinfa a
las 24 horas post-infeccion (Bartholomay et al., 2004) y porque sus genes se
encuentran principalmente activos en el cuerpo graso y los hemocitos (Hillyer,
2010). Frecuentemente los PAMs adoptan estructuras anfipaticas con extremos
hidrofébicos que encaran otros hidrofilicos, lo que les confiere propiedades para
interaccionar con la membrana del patégeno (Bulet y Stocklin, 2005). Actualmente,
se han reportado mas de 170 isoformas diferentes de PAMs en insectos (Bulet et
al., 1999) presentando un amplio espectro antimicrobiano y multiples mecanismos
de accion, asi como actividad antiviral, antifingica y antibacteriana (Téllez y
Castano, 2009). Esta caracteristica puede estar relacionada con la especificidad

inmunologica hacia grupos generales de patégenos (e.. Gram-negativos, Gram-



positivos, hongos, etc). Los PAMs presentan mecanismos de eliminacion mediante
la desintegracion de la membrana plasmética de los patégenos; mientras que
otros interfieren en la sintesis de moléculas vitales (Otvos, 2000). Se ha reportado
que los PAMs pueden permanecer en la hemolinfa por mas de tres semanas
(Schmid-Hempel, 2005), lo cual es conveniente en caso de un posible reencuentro
con el patdgeno. Sin embargo, la presencia de PAMs en la hemolinfa no es
suficiente para combatir reinfecciones agudas con el mismo patdgeno u otro; por
lo tanto es necesario el incremento de la expresion de transcritos para producir

mayor numero de péptidos activos en la hemolinfa (Bartholomay et al., 2004).

La induccidn del proceso de sintesis de los PAMs es similar entre insectos. Se ha
estudiado particularmente en la mosca de la fruta D. melanogaster, donde se ha
demostrado que los genes que producen PAMs son regulados con cierto grado de
especificidad por las vias de sefializacién de Toll e IMD (Hoffmann y Reichhart,
2002). La via Toll, en D. melanogaster, especificamente se activa contra bacterias
Gram-positivas y hongos, de manera que permite la transcripcidon de péptidos
antifangicos como la Drosomicina; mientras que la via IMD activa la transcripcion

de Drosocinas y Diptericina, que son efectivos contra bacterias Gram-negativas.

En los mosquitos, los genes regulados por la via de sefalizacion de Toll son
controlados por el factor de transcripcion Relish 1 (homologo de Dorsal en
Drosophila). Esta via de sefalizacién es inducida por hongos, bacterias Gram-
positivas, virus dengue y Plasmodium spp (Frolet et al., 2006; Zou et al., 2008; Xi
et al., 2008). La union de Relish 1 y Cactus induce la regulacion negativa de la via
de Toll por silenciamiento (Frolet et al., 2006). La via de sefalizacion de IMD es
controlada por el factor de transcripcion Relish 2, el cual esta involucrado en la
respuesta inmune en contra de las bacterias Gram-negativas y Plasmodium spp.
(Frolet et al., 2006; Meister et al., 2005). Curiosamente, mientras Toll e IMD estan
involucradas en la inmunidad de An. gambie contra P. berghei, P. falciparum es
controlado principalmente por la via de IMD (Garver et al., 2009). La via JAK/STAT
es la menos estudiada. En recientes estudios, se ha demostrado que en A. aegypti



la via JAK/STAT estd implicada en la respuesta inmune en contra del virus dengue
(Souza, 2009).

Hasta ahora, se han identificado 24 péptidos en la hemolinfa de D. melanogaster
con actividad antimicrobiana y regulada por las vias IMD y Toll. En los mosquitos,
se encuentran principalmente la familia de los genes de Cecropina, Defensina y
Gambicina (Hillyer, 2010). El genoma de An. gambiae contiene 4 genes de
defensina y 4 de cecropina (Christophides et al., 2002). En analisis in vitro, se ha
demostrado que Cecropina y Gambicina son bactericidas principalmente contra
bacterias Gram-negativas y Defensinas contra bacterias Gram-positivas (Hillyer,
2010). Coggins y colaboradores (2012), compararon la expresion de los PAMs en
Aedes aegypti y An. gambiae después de haber sido infectados con diferentes
bacterias; se observdO que A. aegypti es mas resistente a bacterias que An.
gambiae, que correlaciond con un mayor incremento en la expresion de Cecropina

y Defensina.

En la Tabla 1, se muestra la clasificacion de los principales péptidos

antimicrobianos de algunos dipteros segun su estructura y mecanismos de accion.



Tabla 1: Clasificacién de los principales PAMs en Dipteros

PAMs Estructura Especie Mecanismo de accién Referencias
Defensina | 3-disulfuro, A. aegypti Actividad antimicrobiana gram (+) y gram (-) Hillyer, (2010), Kokoza et al.,
alfa-hélice y (4 isoformas) Actividad antiplasmédica (2010), Bartholomay et al.,
beta-plegada (2004), Coggins et al., (2012)
(11 isoformas) | D. melanogaster | Actividad antimicrobiana contra gram (+) Bulet y Stocklin, (2005)
Cecropina | Alfa-hélice A. aegypti Actividad antimicrobiana contra gram (-) Xi et al., (2005), Kokoza et al.,
(23 isoformas) (10 isoformas) | Modula virus dengue (2010), Coggins et al., (2012),
Actividad antiplasmaodica
D. melanogaster | Actividad antimicrobiana contra gram (-) Hoffman y Reichhart, (2002)
Anopheles sp | Actividad antiplasmédica Hillyer, (2010)
Gambicina | Ricaen A. aegypti Actividad antimicrobiana gram (-) Xi et al., (2005), Coggins et al.,
cisteinas (1 isoforma) Modula virus dengue (2012)
(3 isoformas) Anopheles sp | Actividad antimicrobiana gram (-) y gram (+) Vizioli et al., (2001), Coggins et
al., (2012)
Atacina Rica en glicina A. aegypti Actividad antimicrobiana gram (-) Ramirez et al., (2012)
y prolina (1 isoforma)
(6 isoformas) D. melanogaster | Actividad antimicrobiano gram (-) Hoffman y Reichhart, (2002)




El sistema inmune de los mosquitos estd mediado por receptores que
diferencialmente reconocen patdégenos y que potencialmente pueden inducir
distintos tipos de respuesta en funcion del tipo de agente infeccioso reconocido.
Es por esto que los PAMs constituyen un grupo de moléculas que han
evolucionado debido a la compleja interaccion entre el huésped y el patdgeno,
teniendo un espectro de actividad amplio (pero diferencial) y mecanismos de
accion complejos (Téllez y Castafio, 2010). El estudio de la expresion de los PAMs
podria ser una herramienta util para evaluar la intensidad y rapidez de la respuesta
inmune antes, durante y después del proceso de preparacion inmunoldgica en
contra de infecciones bacterianas. De igual forma permitira evaluar si existe cierto
grado de especificidad inmunoldgica asociado al reconocimiento de las bacterias

en caso de una infeccidon bacteriana mixta.

Las bacterias han jugado un papel importante en la evolucion de la respuesta
inmune innata y adaptativa de vertebrados (Lee y Mazmanian, 2010). En insectos,
las bacterias son capaces de iniciar la respuesta inmune (ej. Lowenberger, 2001;
Coggins et al., en prensa); de tal manera que no solo juegan un papel muy
importante como patégenos, sino también se ha visto que la flora bacteriana del
mosquito puede modular otras infecciones como el virus dengue en Aedes aegypti
(Xi et al., 2008). También se ha demostrado que la bacteria Wolbachia puede
inducir incompatibilidad citoplasmatica (fendmeno por el cual las células gaméticas
del mosquito son incapaces de desarrollar una progenie viable), ademas de ser
capaz de bloquear la trasmision del virus dengue en Aedes albopictus (Blagrove et
al., 2012). Por esto, las bacterias son organismos utilizados para entender la
relacion patogénica o mutualista con los hospederos insectos (e.g. Moret vy
Schmid-Hempel, 2001; Moret y Siva-Jothy, 2003). Sin embargo, es poca la
informacion que se tiene del comportamiento de los PAMs ante infecciones

recurrentes por bacterias



Preparacién inmunoldgica en insectos

Salt (1970) en su revision, propone que la respuesta celular de los insectos esta
adaptada para llevar a cabo diversas funciones ante infecciones por patdégenos.
Por ejemplo, Werner y Jones (1969), observaron que Galleria mellonella
incremento rapidamente el niumero de células fagociticas entre 1 y 3 horas
después de la infeccidon con bacteria, y cuando todas las bacterias habian sido
fagocitadas, se observdé una disminucion drastica de hemocitos entre 48 y 72
horas post-infeccidén. El mismo fendmeno se observé en varios insectos infectados
con parasitos (Tauber y Yeager, 1935). Por tal motivo, Salt (1970) sugiere que,
ante una segunda o consecutivas infecciones con el mismo patégeno, es posible
observar un incremento en el nimero de hemocitos, debido a que habrd mas
células de éstos presentes en circulacion para el proceso de fagocitosis. En
algunos de sus experimentos en Tenebrio molitor (Salt, 1957) y Diataraxia sp
(Salt, 1960) no observé un incremento de hemocitos después de la segunda
infeccion en un lapso corto de tiempo; sin embargo, no fue hasta que prolongo el
tiempo de recuperacién hasta por 1-2 semanas post-infeccién, cuando pudo
observar diferencias significativas en el nimero de hemocitos entre la primera y la
segunda infeccion. Por lo tanto, Salt (1970) sugiere que la eficiencia contra la
segunda reinfeccion dependera del tiempo de reconocimiento de la primera
infeccion por parte de la respuesta inmune del hospedero. Otro claro ejemplo fue
el realizado por Fisher (1961), donde demostr6 que Ephestia sp., ante una
segunda reinfeccion del parasito Nemeritis sp. (comUnmente letal para el
hospedero), incrementé la eficiencia de la respuesta de los hemocitos contra el
parasito, después de haber sido expuesto previamente con el parasito muerto por
calor. Mas tarde Karp y Lawerence (1980) reportaron que machos de Periplaneta
americana infectados previamente con una toxina de abejas, incrementaron la
respuesta inmune en un lapso de tiempo mas corto y proteccion durante un tiempo
prolongado después haber sido reinfectados con la misma toxina, mostrando el
patrén bifasico tipico de la respuesta inmune de memoria en vertebrados. Hoy en
dia conocemos este fendmeno como “preparacion inmunoldgica” en invertebrados,

el cual ha sido de gran relevancia para los inmunoecologos Y fisidlogos. Dada su



importancia, ha provisto de nuevas explicaciones para la evolucion y la ecologia

de la respuesta inmune en los insectos (Little y Kraaijeveld, 2004).

Las larvas de Tenebrio molitor que tuvieron contacto previo con el hongo
Metarhizium anisopliae, presentan una mayor tasa de supervivencia y actividad
antimicrobiana en comparacion con individuos que no fueron expuestos
previamente al mencionado hongo (Moret y Siva-Jothy, 2003). El abejorro Bombus
terrestris, mostré un incremento en la proteccion en contra de diferentes bacterias
después de un contacto previo (Sadd y Schmid-Hempel, 2006). De igual forma se
ha evidenciado la preparacion inmunolégica en individuos adulto de Plodia
interpuctella (Lepidéptera) en contra de virus. Ademds, esta mejora de la
respuesta inmune fue heredada a las siguientes generaciones (Tidbury, Perdersen
y Boots, 2010). Recientemente, también se ha evidenciado la preparacion
inmunologica en dipteros; como es el caso de D. melanogaster fue capaz de
incrementar la tasa de supervivencia y actividad fagocitica en contra de
Streptococcus pneumoniae y Beauveria bassiana después de un contacto previo
(Pham y colaboradores, 2007). Sin embargo, no se ha demostrado preparacién
inmunoldgica en otros insectos, como es el caso de Hetaerina americana contra
Serratia marcescens, Micrococcus luteus y M. lysodeikticus (Gonzalez-Tokman et
al., 2010) y en Formica selysi contra B. bassiana (Reber y Chapuisat, 2012).

A pesar de que la preparacion inmune es un fenébmeno comudn en insectos, existen
pocos estudios que evidencien el grado de especificidad inmunoldgica en insectos.
En Periplaneta americana (Rheins et al., 1980), se demostré proteccion inmune
especifica contra una solucion téxica proteica. También Tribolium castaneum,
revel6 resistencia especifica a Escherichia coli, Bacillus thuringiensis y B. subtilis

en términos de supervivencia (Roth et al., 2008).

En dipteros, el conocimiento sobre el grado de especificidad inmunolégica es aln
mas limitado. Por ejemplo, Pham et al.,, (2007) sugieren que D. melanogaster

presenta la preparacion inmunoldgica especifica, ya que a pesar de no mostrar
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preparacion inmunolégica contra Listeria monocytogenes, Mycobacterium
marinum y Salmonella typhimurium, demostré especificidad inmunoldgica contra
S. pneumoniae y B. bassiana después de una reinfeccion con el mismo patégeno.
An. gambiae mostré un incremento en el numero de granulocitos y una
disminucién en la tasa de mortalidad en individuos que fueron infectados
previamente con Plasmodium berghei y P. falciparum; sin embargo, esta
preparacién inmune fue debida a la microbiota del intestino (Rodrigues et al.,
2010). Contreras-Gardufio y colaboradores (en revision) demostraron que A.
albimanus incrementa el nimero de transcritos de PAMs después de haber tenido
contacto previo con P. berghei, en comparacion con individuos que no tuvieron
contacto previo con el mismo patégeno. A. aegypti se mostré una disminucion en
la tasa de mortalidad en individuos que tuvieron una primera infeccién con E. coli
que en individuos que no estuvieron en contacto con el patégeno (Moreno-Garcia
et al.,, 2010; Moreno-Garcia, 2011). Sin embargo, aun se desconoce el

comportamiento de la respuesta inmune durante infecciones mixtas recurrentes.

Especie de estudio: Aedes aegypti

El mosquito Aedes aegypti (Fig. 1A) pertenece a la familia Culicidae, presenta una
amplia distribucion entre los tropicos y zonas subtropicales (Badii et al., 2007). Por
lo general, habita en regiones con una temperatura media anual entre 17 — 30°C
(Ibafiez-Bernal y GOmez-Dantés, 1995), con rango altitudinal que llega hasta los
2400 m.s.n.m. (Badii et al., 2007). En Meéxico, el rango de distribucion abarca

hasta 29 estados (Ibafiez-Bernal y Gomez-Dantés, 1995).

A. aegypti presenta cuatro estadios en su desarrollo postembrionario que consiste
en: huevo, larva, pupa y mosquito adulto (Fig. 1B). Los huevos son puestos en
sustratos solidos ubicados en la interface entre agua-tierra. La melanizacion de los
huevos se da después de que ha ocurrido la ovoposicion, lo cual le confiere

resistencia a la desecacidon y pueden permanecen hasta 2 afios viables
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(Christophers, 1960). Cada hembra puede llegar a depositar entre 100 y 120

huevos por puesta (Apostol et al., 1994) con un éxito de eclosién muy alto.

La larva recién eclosionada es completamente acuatica y pasa por 4 fases. Las
primeras tres fases de desarrollo son rapidas, mientras que la dltima es mas
prolongada ya que es cuando la larva aumenta su tamafio y peso que necesitara
para el proceso de metamorfosis (Nasci, 1986). Por lo general, el tiempo de
desarrollo de la etapa larval es de una semana (Christophers, 1960), pero en
condiciones de baja temperatura o escasez de alimento, puede llegar a
prolongarse hasta por varias semanas (Tun-Lin et al.,, 1992). Su fuente de
alimentacion consiste principalmente de microorganismos, particularmente

hongos, algas, protozoarios e insectos diminutos (Merrit et al., 1992).

La pupa es la fase del proceso de metamorfosis, la cual tiene la capacidad de
desplazarse en el agua en respuesta a estimulos externos como vibraciones o
cambios de intensidad Iluminosa. Esta etapa del ciclo de vida dura
aproximadamente de dos a tres dias (Christophers, 1960). Las larvas y pupas de
los machos se desarrollan mas rapido que las hembras.

El mosquito adulto recién emergido pasa sus primeras horas en reposo (Clements,
1999). El mosquito adulto presenta dimorfismo sexual, las hembras son mas
grandes que los machos, sus antenas tienen vellos cortos y escasos, y los palpos
son mas pequefios (Busvine, 1975). Los machos presentan un patrén de
apareamiento poliginico, mientras que las hembras son monandricas. Un
apareamiento es suficiente para fecundar sus huevos. La conducta reproductiva y
de alimentacion de sangre (en hembras) es entre las 24 y 72 horas post-
emergencia adulta (Clements, 1999). Los machos se alimentan de néctar de las
flores. Después de cada alimentacion sanguinea se desarrolla un lote de huevos;
a las 48 a 72 horas post-alimentacion se realiza la oviposicion (Carrada et al.,
1984). El mosquito adulto en condiciones naturales sobrevive en promedio de 15 a
30 dias (Badii et al., 2007).
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A. aegypti es el principal vector del virus dengue (Clarke, 2002). La invasion del
virus al mosquito ocurre solo en la hembra ya que es quien presenta alimentacion
sanguinea. Esto conlleva a una alta probabilidad de contagiarse con algun

patégeno, debido al contacto directo con la piel del hospedero en la alimentacion.

En este trabajo se propone como modelo de estudio a mosquitos hembras de
Aedes aegypti debido a la evidencia que existe sobre el fendmeno de “preparacion
inmunoldgica” en términos de supervivencia (Moreno-Garcia et al., 2010; Moreno-
Garcia, 2011). La limitada capacidad de dispersion (<200 m de distancia en sitios
urbanos; Russell et al.,, 2005), lo hace vulnerable a reinfectarse con un mismo
patdgeno a lo largo de su vida; asi como también de presentar infecciones mixtas,
debido al constante contacto que tiene sobre la piel del hospedero causado por la

alimentacion sanguinea.

Respuestainmune de A. aegypti

En la respuesta celular de A. aegypti, se ha descrito tres tipos hemocitos: los
prohemocitos, granulocitos y los oenocitoides. Los prohemocitos son hemocitos no
diferenciados, mientras que los granulocitos son los hemocitos principales del
proceso de fagocitosis de patdégenos y células muertas, mediante la encapsulacion
melandtica o no de melanina (Hillyer et al., 2004; Castillo et al., 2006). Los
oenocitoides son los responsables de la produccion de melanina a través de la
cascada de FO (Hyller y Christensen, 2002; Hillyer et al., 2004; Castillo et al.,
2006). En la respuesta humoral, se ha reportado la produccién de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno contra infecciones bacterianas (Moreno-Garcia et
al., 2010; Ramirez, 2013), ademas la produccion de péptidos antimicrobianos
como Defensina, Cecropina, Atacina, Gambicina y Dipterisina. Aungue no es muy
clara la actividad antimicrobiana de los PAMs del mosquito, se ha observado que
de Defensina esté relacionada contra bacterias Gram-positivas (Bartholomay et
al.,, 2004; Chalk et al., 1994; Lowenberger et al., 1999b), mientras que en
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Cecropina (Lowenberger et al., 1999a), Atacina, Gambicina (Ramirez et al., 2012)
y Diptericina (Xi et al., 2008) presentan actividad litica contra bacterias Gram-
negativas. Los PAMs estan regulados principalmente por las vias de sefializacion
de Toll e IMD, sin embargo a diferencia de D. melanogaster, A. aegypti muestra
que las vias de sefalizacion se entrecruzan entre ellas para la sintesis de PAMs
(Xi et al., 2008).

Huevo

Figura 1. A) Aedes aegypti, hembra adulta. B) Ciclo de vida de A. aegypti
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JUSTIFICACION

Debido al descubrimiento del fenomeno de “preparacion inmunologica”, es
necesario seguir realizando estudios sobre las estrategias de supervivencia para
combatir a los patdégenos, como es el caso del estudio del grado de especificidad
inmunolégica. Por tal motivo, el desarrollo del conocimiento sobre las diferentes
estrategias de la respuesta inmune en los insectos, nos permitira entender el éxito

evolutivo y ecoldgico de los invertebrados.

A. aegypti es el principal vector del virus dengue, lo cual lo hace de gran
importancia debido al impacto que tiene sobre la salud publica en México y en el
mundo. El enriqguecimiento del conocimiento sobre la respuesta inmune en A.
aegypti, permitira desarrollar estrategias de control integrales y racionales sobre el

vector del virus dengue, creando un beneficio en la salud publica.
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HIPOTESIS
Existe preparacion inmunolégica especifica contra bacterias en mosquitos

hembras de Aedes aegypti.

Predicciones:

I. Si existe el fendbmeno de “preparacidén inmunoldgica especifica’, se
esperaria un incremento y/o rapidez de la respuesta inmune después de un
contacto previo con el mismo patégeno.

il. Si existe el fenomeno de “preparacion inmunoldgica no especifica”, se
esperaria un incremento y/o rapidez de la respuesta inmune después de un
contacto previo indistintamente del patégeno.

iii. Si no existe “preparacion ni especificidad inmunolégica”, la respuesta
inmune seria menor o igual en comparaciéon con individuos que no tuvieron un

contacto previo con el patdgeno.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la preparacion y especificidad inmunolégica de mosquitos hembras de
Aedes aegypti durante infecciones bacterianas mixtas.

Objetivos particulares

I Evaluar la existencia de la preparacion inmunologica de A. aegypti contra
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, usando como marcador de la respuesta
inmune a los péptidos antimicrobianos.

il. Evaluar la existencia de la especificidad inmunologica de A. aegypti,
mediante infecciones mixtas de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
usando los péptidos antimicrobianos.

iii. Determinar el valor adaptativo del proceso de preparacion inmunolégica a

través de la evaluacion de la supervivencia de A. aegypti con infecciones mixtas.
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MATERIAL Y METODOS

Crianza de mosquitos de A. aegypti

Los mosquitos hembras fueron criados bajo condiciones controladas en el
insectario del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) en Cuernavaca, Morelos.
Se mantuvieron a 26 — 28°C con una humedad relativa de 50 — 80% Yy fotoperiodo
de 12:12 horas. Las larvas fueron alimentadas con una dieta compuesta por
lactoalbumina, croquetas de raton y extracto de levadura (1:1:1). Se colocaron 200
larvas en tinas con 2 Litros de agua potable y alimentadas de acuerdo al estadio
larval en que se encuentren (Tabla 2). Los adultos recién emergidos fueron

alimentados con una solucién de sacarosa ad libitum.

Tabla 2: Cantidad de alimento dependiente del estado larval.

Estadio larval (L) Cantidad de alimento (pl)
L1 500
L2 1000
L3 1500 - 2000
L4 1000 - 2000

Crecimiento y cuantificacion de bacterias

Para este trabajo se utilizaron dos bacterias: Staphylococcus aureus (1MR
resistente a Meticilina y Oxacilina) como Gram-positiva, (donada por Dra. Maria
Elena Velazquez Meza; del Centro de Investigaciones Sobre Enfermedades
Infecciosas, CISEI) y Escherichia coli (01268; resistente a Ampiclina) como Gram-
negativa (donada por Dr. Jesus Silva; CISEIl). La primera bacteria se encuentra
comunmente en la piel de los humanos, por lo tanto hay una alta probabilidad de
contacto con el mosquito durante la alimentacion sanguinea y E. coli que es una
bacteria ampliamente utilizada en el estudio de la respuesta inmune en mosquitos
(Vicente, 2006; Castillo, 2011; Coggins et al., 2012). El interés por utilizar una
bacteria Gram-positiva y una Gram-negativa para este trabajo, surge de la idea de

17




conocer el grado de especificidad inmunologica que puede presentar A. aegypti

ante reinfecciones bacterianas contra si misma u otra bacteria distinta.

Para obtener la solucion de trabajo que se utilizO para las infecciones, se
colocaron 10 pul del stock (en glicerol) de cada bacteria en 4 ml de medio LB (Luria-
Bertani), el tubo se incub6 a 37°C con agitacion de 200 rpm (revoluciones por
minuto) durante 3:15 horas para E. coli y 4 horas para S. aureus; esto para
obtener la fase exponencial de cada bacteria. Posteriormente se determind las
dosis de infeccion de E. coli y S. aureus para el disefio experimental, mediante la
estimacion de dosis letales (DL) para ambas bacterias en mosquitos infectados de
A. aegypti.

Inyeccion de los mosquitos

Para los experimentos se usaron mosquitos hembras de A. aegypti de 3-5 dias
post emergencia a fase adulta. Para su manipulacién, los organismos fueron
colocados en refrigeracion a 4°C durante 15 min. La infeccibn para cada
tratamiento se realiz6 mediante la inyeccién en el hemocele atravesando la
cuticula abdominal con un capilar moldeado como aguja y acoplado a una jeringa
Drummond. Todo proceso de inyeccion se efectio bajo un estereoscopio. Se
eliminaron del experimento los mosquitos que fallecieron a las 24 horas post
inyeccion debido a los efectos de la manipulacion, obteniendo un 90% de éxito en
la supervivencia. Después de las inyecciones, los mosquitos se dejaron a 27°C en

el insectario y se alimentaron con solucion de sacarosa ad libitum.

DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental (Fig. 2) consistio en determinar el grado de supervivencia
de mosquitos hembras de A. aegypti con y sin preparacion inmunoldgica, asi
como con infecciones mixtas. De igual, se cuantific6 la respuesta inmune

utilizando la expresion relativa de transcritos de PAMs.
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Determinacion de dosis de infeccion con bacterias.

A partir de la cuantificacion de UFC, la estandarizacion de las dosis letales y la
expresion minima de PAMs dependiente de la dosis de infeccion, se determinaron
las dosis de infeccion para la preparacion inmunolégica y 2° Reto para ambas
bacterias. Para inducir la preparacién inmunolégica se utilizé una dosis de 13x10?
UFC/ul para E. coli y una dosis de 25x10% UCF/pl para S. aureus. Estas dosis son
capaces de activar la respuesta inmune del mosquito. Para el 2° Reto se
reinfectaron los mosquitos con dosis méas alta de E. coli (18x10° UFC/ul) y S.
aureus (33x10° UFC/pl) (ver Fig. 2).

Andlisis de supervivencia de A. aegypti

Para estimar la supervivencia de A. aegypti se obtuvieron 4 grupos de mosquitos:
el grupo Testigo (el cual no recibi6 manipulacion alguna) y tres tratamientos
experimentales (Fig. 2). Para el primer tratamiento se inyectaron 300 individuos de
A. aegypti con RPMI (medio de cultivo celular); el segundo grupo (N=200) fue
inyectado con E. coli. El tercer grupo (N=200) fue inyectado con S. aureus. A los 7
dias post-infeccion (2° Reto), al grupo Testigo no se le realiz6 ninguna
manipulacion. El grupo RPMI se dividié en tres tratamientos diferentes con 100
individuos cada tratamiento en donde se inyect6 RPMI, E. coli y S. aureus,
respectivamente. Para el grupo de E. coli, se volvié a inyectar 100 mosquitos con
la misma bacteria y otros 100 individuos con S. aureus. De la misma manera fue
para el grupo de S. aureus, donde 100 individuos fueron inyectados con la misma
bacteria y otros 100 con E. coli. El analisis de supervivencia de los individuos se

realizé 35 dias post-inyeccion del 2° Reto.
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18x10° UFC/pl 18x10% UFC/pl

Figura 2. Disefio experimental y dosis de infeccibn para evaluar la preparacion y grado de
especificidad inmunolégica de A. aegypti.

*Preparacion inmunoldgica (primera infeccion)

**2° Reto (segunda infeccion).

Cuantificacion de la expresion de PAMs mediante qPCR en A. aegypti
Siguiendo el mismo disefio experimental (Fig. 2), se tomaron 7 tiempos diferentes
para cada tratamiento durante todo el experimento: a las 0 horas (pre-inyeccién); a
las 10, 24 horas y 7 dias (post-preparacion) y a las 10, 24 horas y 7 dias (post-2°
Reto).

Para cada tratamiento y punto de colecta se utilizaron pools de 10 individuos por
muestra, cada muestra se colocaron 500 pl de Trizol (Invitrogen) en tubo
eppendorf de 1.5 ml estériles para la obtencion de RNA (Anexo 1). Se cuantifico la
cantidad y calidad del RNA, mediante el uso de un NANODROP. Para verificar la
integridad del RNA se tom6 de 1-15 pl de la muestra (dependiendo de la
concentracion de RNA) y se corrid por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
Se genero6 el cDNA para cada muestra normalizando a 1 pg de RNAa. Se afiadio
en un microtubo de 200 pl, 500 ng/ul de RNAwt, 1 pl de hexameros (Thermo
Scientific) a 50 pg/ml, 1 pl de dNTPs 10 mM y se afor6 con 7 pl de HxOpepec. Se
incubaron a 65°C por 5 minutos en el termociclador y luego se colocaron en hielo.

Posteriormente, se agregd 2 ul de Buffer 5X (Thermo Scientific), 0.5 pl de RNase
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inhibitorlock a 40 U/pl (Thermo Scientific), 0.5 pul de RT a 200 U/ul (Thermo
Scientific) y aforé a un volumen final de 10 pl de HyOpepec. Se incubd a 25°C
durante 10 minutos, 37°C a 60 minutos y 70°C por 10 minutos. Las muestras se

almacenaron a -20°C.

El cDNA se utiliz6 como templado para la amplificacion de 4 péptidos
antimicrobianos (PAMs) como marcadores de la respuesta inmune y la subunidad
ribosomal S7 como un control interno (Tabla 3). Dichos oligonucleétidos fueron
disefiados para A. aegypti (Vector base) y han sido utilizados para evaluar la

respuesta inmune de este mosquito (Xi et al., 2008).

Tabla 3: Secuencia de oligonucleétidos derivados de PAMs que se utilizaron como
marcadores de la respuesta inmune de A. aegypti (Xi et al., 2008)

PAMs ID Transcritos Secuencia pb
Defensina | AAEL003832-RA | FW: 5-TTGTTTGCTTCGTTGCTCTTT-3' 200
RV: 5-ATCTCCTACACCGAACCCACT-3’
Atacina AAEL003389-RA | FW: 5-TTGGCAGGCACGGAATGTCTTG-3’ 231
RV: 5-TGTTGTCGGGACCGGGAAGTG-3’
Gambicina | AAEL004522-RA | FW: 5-GCCAAAACCTGTTCCTCTTG-3’ 180
RV: 5-CGATGTAGCATTCGGTGATG-3’
Cecropina | AAEL015515-RA | FW: 5-TCACAAAGTTATTTCTCCTGATCG-3’ 160
RV: 5-GCTTTAGCCCCAGCTACAAC-3’
S7 AAEL009496-RA | FW: 5-GGGACAAATCGGCCAGGCTATC-3’ 190
RV: 5-TCGTGGACGCTTCTGCTTGTTG-3’

La cuantificacion de la expresion relativa de los PAMs de interés, se realizo
mediante la técnica de PCR tiempo real (QPCR). Se utiliz6 Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2) (Thermo Scientific) y ABI Detection System ABI
Prism 700 (Applied Biosystems). Todas las reacciones de gPCR para cada
muestra se hicieron por duplicado. El gen de proteina ribosomal S7 se uso para

normalizar el templado del cDNA.
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Analisis estadisticos

Para el andlisis de supervivencia se usé el estadistico “Log-rank X*” para detectar
las diferencias entre las curvas de supervivencia. El analisis se realiz6 con el
programa JMP 7.0 (SAS Institute, 2007). Los valores Log-rank X% y P, que se
muestran en la seccion de resultados son especificamente para los grupos que se

mencionan.

La cuantificacion de la expresion relativa de los mRNA, se realizdé por el método
2AAc; (valores umbral del ciclo) que estima la proporcion relativa de la expresion
de los transcritos bajo estudio (Pfaffl, 2001). EI método 2AAc: expresa la
proporcién obtenida de la relacién entre los valores Ct de la muestra (péptidos) y
los valores Ct del control interno (S7) (Livak y Schmittgen, 2001). Utilizando los
valores del 2AAc: de cada PAM, se realiz6 una ANOVA de una via para estimar
diferencias estadisticas entre tratamientos y tiempos de cuantificacion. Una vez
gue se determind que existen diferencias en el modelo general de ANOVA, se
aplicé la prueba Post hoc LSD-Fisher mediante el programa de Statistica (version
7). Esta prueba Post hoc, nos permitié estimar los valores de P (que son los que
se muestran en los resultados) evaluando las diferencias que existieron entre
pares de valores relativos de expresion (por lo tanto los grados de libertad seran

igual a 1) para cada péptido.
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RESULTADOS
PREPARACION Y ESPECIFICIDAD INMUNOLOGICA DE A. aegypti

Andlisis de supervivencia

Una vez obtenida la dosis de infeccion para la induccion de la preparacion
inmunolégica y la dosis del 2° Reto, se llevd a cabo el experimento de
supervivencia de A. aegypti. El andlisis de supervivencia mostré que A. aegypti
mantiene tasas de supervivencia similares tanto para infecciones con E. coli como
con S. aureus (Log-rank X?=1.344, P=0.510) (Fig. 3). Esto indica que a pesar de
que E. coliy S. aureus presentan virulencias distintas, las dosis en ambas bacterias
tuvieron letalidades similares en el 2° Reto (RPMI-E-COLI; RPMI-S.AUREUS). A
pesar de que RPMI-RPMI se consideré como un control positivo, se observd un
incremento en la mortalidad de A. aegypti, probablemente debido a la magnitud del

dafio causado por la inyeccién en el hemocele del mosquito.

1.1
1.0 ™

CONTROL

0.9 RPMI-RPMI -
RPMI-E.COLI -
0.8 RPMI-S.AUREUS —

0.7
0.6

0.5 7

0.4

0.3
27 ‘_\_\_‘_‘—\_

0.1 7

SUPERVIVENCIA

0.0 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

01 2 3 456 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
DIAS

Figura 3. Andlisis de supervivencia “Log-rank X*” de A. aegypti con RPMI (que no tuvieron la dosis

de la preparacion inmunoldgica) e infectados posteriormente con E. coli y S.aureus
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El andlisis de supervivencia mostréo el fendbmeno de preparacion inmunolégica
contra E. coli. Existe un incremento estadisticamente significativo en la
supervivencia de los mosquitos que fueron inyectados previamente con E. coli
(E.COLI-E.COLI); esto en comparacion con individuos que no tuvieron un contacto
previo con el patégeno (RPMI-E.COLI ; Log-rank X*=7.601, P<0.022) (Fig. 4A,
Tabla 4). Sin embargo, para S. aureus no se encontraron diferencias significativas
entre mosquitos preparados inmunoldgicamente con S. aureus en comparacion con
los individuos que fueron inyectados con RPMI y posteriormente infectados con S.
aureus (Log-rank X*=1.014, P=0.602) (Fig. 4B, Tabla 4). RPMI-RPMI mostré un
decremento en la supervivencia, debido al dafio ocasionado por la inoculacion del
medio de cultivo celular y el dafio fisico al inyectar, rompiendo la cuticula del

hemocele del mosquito.

Ademas, E. coli mostr6 que puede inducir preparacion inmunoldgica con cierto
grado de especificidad; es decir, que E. coli es capaz de proteger al mosquito
cuando hay una reinfeccién con la misma bacteria o con S. aureus (Fig. 4C). Existe
una menor mortalidad para los individuos que fueron inyectados previamente con
E. coli y que fueron reinfectados tanto con E. coli como con S. aureus (Log-rank
X?=12.117, P<0.002, Tabla 4), mientras que S. aureus no fue capaz de proteger al
A. aegypti cuando hay una reinfeccion de la misma bacteria o de E. coli (Log-rank
X?=3.718, P=0.293) (Fig. 4D).
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Figura 4. Andlisis de supervivencia “Log-rank x> de mosquitos A. aegypti después del 2° Reto (Dia 0). Evidencia de preparacion inmunolégica
contra E.COLI-E.COLI (A) y S.AUREUS-S.AUREUS (B). Especificidad inmunolégica contra E.COLI-S.AUREUS (C) y S.AUREUS-E.COLI (D).
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La Tabla 4 muestra las diferentes combinaciones que se realizaron para comparar
las diferencias significativas en infecciones simples, mixtas y sin preparacion
inmunoldgica en A. aegypti.

Tabla 4. Distintas combinaciones en las curvas de supervivencia en infecciones
bacterianas en el mosquito.

Combinaciones Diferencias P (g.l.=1)
RPMI-E.COLI / RPMI-S.AUREUS No hay diferencias P=0.510
RPMI-E.COLI / E.COLI-E.COLI E.COLI-E.COLI mayor supervivencia P<0.022
RPMI-E.COLI / E.COLI-S.AUREUS E.COLI-S.AUREUS mayor supervivencia | P<0.002
E.COLI-E.COLI / E.COLI-S.AUREUS No hay diferencias P=0.501
RPMI-S.AUREUS / S.AUREUS-S.AUREUS No hay diferencias P=0.602
RPMI-S.AUREUS / S.AUREUS-E.COLI No hay diferencias P=0.293
S.AUREUS-S.AUREUS / S.AUREUS-E.COLI No hay diferencias P=0.429

Preparacion y especificidad inmunoldgica en A. aegypti contra E. coli

Los resultados mostraron que los PAMs (Atacina, Cecropina, Defensina) presentan
tendencias similares en las cinéticas de expresion durante las infecciones con E.
coli, mientras que la expresién de Gambicina no mostrd ninguna tendencia (Fig. 5);
probablemente Gambicina no es un buen marcador de la respuesta inmune para

nuestro disefio experimental.

Ante una dosis no letal de E. coli (13x10% UFC/ul; dosis preparacién inmunolégica)
se induce la expresion de los cuatro PAMs (Atacina, Cecropina, Defensina y
Gambicina) a las 10 hrs post-preparacién en comparaciéon con individuos que no
fueron inyectados con E. coli (RPMI) (Fig. 5). Cecropina mostré 42 veces mas de

URE (Unidades Relativas de Expresion) que los mosquitos inyectados con RPMI,
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(Fig. 5B); seguido de Atacina (14 URE veces mas que los mosquitos con RPMI;
Fig. 5A); sin embargo, para ambos péptidos las diferencias no fueron significativas
(P=0.10; P=0.72, respectivamente). Defensina mostré diferencias significativas (7
veces mas que los mosquitos con RPMI, P=0.00001; Fig. 5C). A las 24 hrs la
expresion relativa de los PAMs disminuye drasticamente y al 7° dia post-
preparacion disminuye hasta llegar a 1 URE. El grupo RPMI aumenta su expresion
a las 10 hrs post-priming, seguido de la disminucién de la expresion a las 24 hrs

post-priming hasta el 7° dia.

Posterior al 2° Reto, los niveles de expresion de PAMs (Atacina, Cecropina y
Defensina) de los individuos que no tuvieron un contacto previo con E. coli (RPMI-
E.COLI) aumentan significativamente a las 10 hrs, en comparacion con los
mosquitos que fueron infectados previamente con E. coli (E.COLI-E.COLI) (Fig. 5).
En Atacina RPMI-E.COLI mostr6 654 URE veces mayor expresion que E.COLI-
E.COLI (P=0.00001; Fig. 5A). Cecropina expresé 94 URE veces mas que E.COLI-
E.COLI (P=0.0001; Fig. 5B), mientras que en Defensina no mostré diferencias
significativas entre mosquitos tratados con RPMI-E.COLI versus E.COLI-E.COLI
(Fig. 5C). Sin embargo, E.COLI-ECOLI mostré un aumento significativo en Atacina,
Cecropina y Defensina, esto en comparaciéon con la primera infeccion con E.COLI
(P=0.003; P=0.001; P=0.001, respectivamente). Por otro lado, Atacina, Cecropina y
Defensina demostraron que a las 24 hrs post-2° Reto, RPMI-E.COLI disminuye
significativamente hasta llegar a 1 URE en el 7° dia post-infeccién (P=0.00001),
mientras que E.COLI-E.COLI mantiene su expresion a las 24 hrs post-2° Reto y
disminuye hasta los 7 dias post-infeccibn del 2° Reto. Como se menciond
anteriormente, RPMI-RPMI se consider6 como control positivo; sin embargo,
mostré un incremento en la expresion relativa en Atacina, Cecropina y Defensina,

siendo Atacina el de mayor expresion.

Para determinar la especificidad inmunologica de A. aegypti, se comparo la
expresion relativa entre mosquitos reinfectados con dosis alta de la misma bacteria

E. coli (E.COLI-E.COLI) y mosquitos infectados con dosis alta de S. aureus
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(E.COLI-S.AUREUS). Los niveles de expresion en Cecropina y Defensina en
E.COLI-S.AUREUS fueron significativamente mayores a las 24 horas post-2° Reto
en comparacion con E.COLI-E.COLI (P=0.00001; Fig. 6B y C, respectivamente),
siendo Cecropina el de mayor niumero de expresiones relativas. Mientras que
Atacina mostré mayor expresion de transcritos en E.COLI-E.COLI que mosquitos
infectados E.COLI-S.AUREUS (P=0.002; Fig. 6A).
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Figura 5: Expresion relativa de PAMs en A. aegypti durante infecciones simples con E. coli antes y después de la preparacion inmunolégica y 2°

Reto.
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Figura 6: Expresion relativa de PAMs en A. aegypti durante infecciones simples y mixtas con E. coli antes y después de la preparaciéon
inmunoldgica y 2° Reto.
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Preparacion inmunoldgica y grado de especificidad en A. aegypti contra S.
aureus

A diferencia de los resultados en E. coli, los resultados en S. aureus (Fig. 7) no
mostraron ninguna tendencia entre los diferentes PAMs (Atacina, Cecropina,
Defensina). Al igual que en E. coli, Gambicina tampoco demostré ninguna

tendencia bioldgica.

Los niveles de expresion de los PAMs mostraron que una dosis no letal de S.
aureus (25x10% UFC/ul), activa la respuesta inmune de A. aegypti, alcanzando su
mayor expresion a las 10 hrs post-preparacion. Sin embargo, el nivel de transcritos
inducidos por esta primera infeccion con S. aureus fue mayor en comparacion con
la expresion inducida por E. coli. Los mosquitos inyectados con RPMI también
incrementan su expresion relativa a las 10 hrs (sin embargo, no difieren con el
grupo TESTIGO), seguido de una disminuciéon a las 24 hrs post-preparacion (Fig.
7A, B y C). No obstante, se observaron diferencias significativas entre mosquitos
infectados con S. aureus y mosquitos inyectados con RPMI en Cecropina y
Defensina (P=0.009 y P=0.00001, respectivamente; Fig. 7B y C), mientras que en
Atacina no existen diferencias significativas (Fig. 7A). Posterior a las 24 hrs post-
preparacion hay una disminucién de la expresion relativa de los PAMs hasta llegar
a 1 URE en el dia 7 post-preparacion para todos los PAMs, a excepcién de

Gambicina.

Después del 2° Reto, Atacina (Fig. 7A) mostré mayor expresion relativa a las 10 hrs
post-2° Reto en mosquitos tratados con RPMI-RPMI en comparacion con
mosquitos RPMI-S.AUREUS (P=0.0005) y S.AUREUS-S.AUREUS (P=0.00001). A
las 24 hrs, los diferentes tratamientos disminuyen significativamente hasta llegar 1
URE a los 7 dias post-infeccién 2° Reto (P=0.00001). En Cecropina (Fig. 7B) se
encontré mayor expresion a las 10 hrs post-2° Reto en individuos infectados con
RPMI-S.AUREUS en comparacién con S.AUREUS-S.AUREUS (P=0.00001). Sin
embargo, a las 24 hrs solo RPMI-S.AUREUS y RPMI-RPMI disminuyen

significativamente su expresion (P=0.00001 y P=0.005, respectivamente), mientras
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gue S.AUREUS-S.AUREUS mantiene su expresion relativa hasta los 7 dias post-2°
Reto. A diferencia de los demas PAMs, Defensina (Fig. 7C) demostré6 una mayor
expresion a las 24 hrs en S.AUREUS-S.AUREUS en comparacion con RPMI-
S.AUREUS (P=0.00001). Ademés, se observd que S.AUREUS-S.AUREUS
disminuy6 su expresion hasta el 7° dia, mientras que RPMI-S.AUREUS y RPMI-
RPMI disminuy0 a las 24 hrs post-2° Reto.

Al igual que en E. coli, se evalu6 el grado de especificidad inmunoldgica de A.
aegypti comparando mosquitos reinfectados con la misma bacteria (S.AUREUS-
S.AUREUS) y mosquitos con infecciones mixtas (S.AUREUS-E.COLI). (Fig. 8).
Para Atacina, Cecropina y Defensina se observo que a las 10 horas post-2°Reto
hubo una mayor expresion relativa en mosquitos tratados con infecciones mixtas
S.AUREUS-E.COLI que mosquitos reinfectados con la misma bacteria S.AUREUS-
S.AUREUS (P=0.00001; Figura 8A, B y C); siendo Atacina la que mostré6 mayor
diferencia significativa entre tratamientos (545 veces mas, P=0.00001; Fig. 8A),
seguido de Cecropina (172 veces mas, P=0.00001; Fig. 8B) y Defensina (15 veces
mas, P=0.00001; Fig. 8C). A las 24 horas tanto Atacina, Cecropina y Defensina
disminuyen significativamente con respecto a las 10 horas (P=0.00001) llegando a
1 URE al 7° dia.
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Figura 7: Expresion relativa de PAMs en A. aegypti durante infecciones simples con S. aureus antes y después de la preparacién inmunolégica y

2° Reto.
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Por ultimo, se compard la expresion relativa de los PAMs entre las diferentes
infecciones mixtas E.COLI-S.AUREUS y S.AUREUS-E.COLI (Fig. 9). Se
observaron diferencias significativas entre los dos tratamientos para todos los
PAMs. A excepcion de Gambicina no se encontré ninguna tendencia clara para
este experimento. Cecropina y Defensina (Fig. 9B y C; respectivamente) tuvieron
mayor expresion relativa en mosquitos E.COLI-S.AUREUS en comparacion con
individuos tratados S.AUREUS-E.COLI a las 24 hrs post-2° Reto (P=0.00001;
ambos PAMS); posteriormente disminuye significativamente su expresion hasta las
7 dias post-infeccién del 2° Reto (P=0.00001). De manera contraria, Atacina (Fig.
9A) mostré a las 10 hrs post-2° Reto mayor expresion relativa en mosquitos
infectados con S.AUREUS-E.COLI en comparacién con E.COLI-S.AUREUS
(P=0.00001) y ambas disminuyen significativamente a las 24 hrs post-infeccién del
2° Reto (con respecto a las 10 hrs; P=0.00001).
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DISCUSION

Los resultados encontrados en supervivencia indican que existe preparacion
inmunoldgica en hembras del mosquito Aedes aegypti. Sin embargo, la preparacion
inmune es dependiente del patdgeno. Cuando E. coli infecta a A. aegypti (a bajas
dosis), le confiere proteccion al mosquito contra si misma y contra S. aureus,
mostrando que la preparacion inmunoldgica no es completamente especifica en A.
aegypti, sino mas generalista. Estudios recientes han mostrado preparacion
inmunoldgica no especifica en términos de supervivencia, como es el caso de
Tenebrio molitor contra infecciones en hongos (Moret y Siva-Johty, 2003) y
Drosophila melanogaster ante infecciones contra hongos y bacterias (Pham et al.,
2007).

Sin embargo, los resultados demostraron que no existe preparacion inmune contra
S. aureus, ya que esta bacteria no protege al mosquito contra una reinfeccion por
S. aureus o por E. coli. En otros insectos, como es el caso de Formica selysi, no
presentd preparacion inmunoldgica contra Beauveria bassiana (Reber y Chapuisat,
2012). Pham y colaboradores (2007) demostraron proteccion inmunolégica en D.
melanogaster contra B. Bassiana, pero no con otras bacterias. Del mismo modo,
Hetaerina americana no mostré preparacion inmunolégica contra diferentes
bacterias (Gonzalez-Tokman et al., 2010). No obstante, se ha reportado que la
preparacién inmunoldgica puede llegar a ser especifica, como es el caso de
Tribolium castaneum, que mostré preparacion inmune para distintas bacterias
(Roth et al., 2008); asi como D. melanogaster contra Streptococcus pneumoniae y
B. bassiana (Pham et al., 2007) y ademas se ha demostrado que puede tener un
efecto prolongado de hasta por 3 semanas (Schmid-Hempel, 2005), como en

Bombus terrestris ante tres patdégenos homélogos (Sadd y Schmid-Hempel, 2006).

Algunos estudios sugieren que la preparacion inmunolégica dependera del tipo de
patdogeno o de la especie de bacteria (Roth et al., 2008), la via de entrada del

patdgeno (via oral o hemocélica) (Moreno-Garcia et al., en revision) o el tiempo
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entre la primera y segunda infeccion (Sadd y Schmid-Hempel, 2006). De igual
forma, la dosis y virulencia del patégeno (Moret y Schmid-Hempel, 2000), los
costos que conlleva la activacion de la respuesta inmune (Yan et al., 1997; Adamo
et al.,, 2001; Ahtiainen et al., 2005), el nivel de estrés del hospedero (Schmid-
Hemple, 2003; Kassahn et al., 2009) y la eficiencia del reconocimiento del
patdogeno (Best et al., 2013), también tienen repercusiéon en la preparacion
inmunolégica. Dado que en este trabajo las dosis de infeccion, los tiempos de
colecta y el modo de infeccion tanto para S. aureus como E. coli fueron similares,
se esperaba encontrar preparacion inmune en el mosquito A. aegypti en ambas
bacterias, esto debido a las ventajas en supervivencia que la preparacion
inmunolégica pudiera tener. Sin embargo no fue asi, los factores como los distintos

mecanismos de virulencia podria dificultar el reconocimiento del patégeno.

A pesar de que E. coli presenta mecanismos de virulencia, también es capaz de
producir moléculas que podrian ser utiles al hospedero como son las colicinas, las
cuales muestran efectos inhibidores sobre otras cepas potencialmente patégenas
(Romero, 2007). La invasion de E. coli en la primera infeccion en el hemocele de A.
aegypti, pudiera estar inhibiendo la patogenicidad de S. aureus en el 2° Reto,
aunado al reconocimiento eficiente de E. coli por parte de la respuesta inmune del
mosquito. Este reconocimiento pudiera estar asociado a los mecanismos de
virulencia de E. coli y la estrecha interaccion el patégeno y el hospedero, es decir,
la interaccion entre las bacterias Gram-negativas y A. aegypti (se explica mas a

detalle en el siguiente parrafo).

Best et al., (2013), ha propuesto que el nivel de proteccion esta en funcion del nivel
de reconocimiento, por lo que es necesaria la presencia continua del patdgeno a lo
largo de varias generaciones para generar un adecuado reconocimiento y por lo
tanto una eficiente respuesta inmune. Por ejemplo, existe evidencia que la
microbiota del A. aegypti estd compuesta principalmente de bacterias Gram-
negativas en mosquitos ya que son de vida silvestre (Zouache et al., 2010; Ramirez

et al., 2012); por tal motivo, es posible que la interaccion entre las Gram-negativas
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y el mosquito le confiera cierta proteccion a A. aegypti a futuras infecciones con E.
coli y/o distintas bacterias Gram-negativas. Mientras que en S. aureus (que es
Gram-positivos) presenta un limitado reconocimiento por parte del mosquito, debido
a la poca interacciéon que ha existido a lo largo del tiempo entre las bacterias
Gram-positivas y el mosquito. Ademas de que existen factores de virulencia que
puedan estar suprimiendo o evadiendo la respuesta inmune del mosquito,
generarian un mayor dafio en A. aegypti y limitando la capacidad de induccion de la
preparacion inmune (Fig. 10). El estudio de la microbiota del mosquito cepa
“Cuernavaca” esta en proceso para poder evaluar la idea antes mencionada (con la

amable colaboracion de la Dra. Maria Elena Velazquez Meza, CISEI).

Se ha visto que S. aureus tiene la capacidad de producir coagulasa (hace que las
fibrinas se aglomeren y formen un coagulo), la cual es una proteina capaz de
transformar el fibrindbgeno en fibrinas, originando una capa sobre la bacteria que la
protege de la fagocitosis (Romero, 2007; Kaus y Perschel, 2008). Es probable que
un proceso similar pudiera estar inhibiendo la capacidad fagocitica de los
hemocitos (A. aegypti tiene proteinas relacionadas a fibrinégeno; Hanington y
Zhang, 2011). Otros mecanismos de dafio que presenta S. aureus es la presencia
de adhesina, la cual es una sustancia proteica que favorece el anclaje de las
bacterias a la membrana citoplasmatica de las células de los tejidos, permitiendo la
capacidad invasiva en el mosquito. Asimismo, la pared celular de S. aureus tiene
como compuesto la proteina A, la cual pudiera estar interfiriendo en la opsonizacion
y la actividad fagocitica de los hemocitos de A. aegypti. Por otra parte, es capaz de
producir citotoxinas que causan dafio a la membrana celular de las células del
mosquito; ademas de que se ha reportado que S. aureus puede ser resistente al
oxido nitrico, ya que produce una enzima llamada lacto-deshidrogenasa (Romero,
2007; Kraus y Perschel, 2008). Asociado a lo anterior, S. aureus ha sido capaz de
evolucionar sus estrategias de virulencia para poder evadir los mecanismos de
defensa antimicrobiana del hospedero (Kraus y Peschel, 2008). Por ejemplo, se ha
visto que S. aureus es capaz de 1) inducir la produccidn extracelular de moléculas

que son resistente a la actividad antimicrobiana de defensina como la produccién
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de la enzima fibrolitica estafiloquinasa (SAK, siglas en inglés) (Jin et al., 2004); 2)
producir proteasas y peptidasas capaces de degradar a los PAMs (Sieprawska-
Lupa et al., 2004); 3) alterar o modificar la estructura y fluidez de la membrana
(Kupferwasser et al., 1999) y 4) la repulsion electrostatica mediante la alteracion de
la carga de la membrana plasmatica de la bacteria (Peschel et al., 2001). Por lo
tanto, es probable que S. aureus esté evadiendo la actividad antimicrobiana de los
PAMs del mosquito A. aegypti, mediante los mecanismos de virulencia

mencionados anteriormente.

Ademas, es importante mencionar que el estrés causado por las repetidas
reinfecciones pudieran estar inmunosuprimiendo la respuesta inmune de A.
aegypti, lo cual le permite a S. aureus un mejor desarrollo en la colonizacién e
infeccion en el mosquito, y ademas presenta factores de virulencia que suprimen la
respuesta inmune del hospedero. Se ha visto en otros insectos que el estrés
causado por las repetidas reinfecciones de patdgenos, inmunosuprimen la
respuesta inmune del hospedero (Lin et al.,, 2007; Kraus y Peschel, 2008). Sin
embargo, la inmunosupresion no sucede en infecciones con E. coli, ya que existe el
reconocimiento del patdgeno desde la primera infeccién, aunado a que hasta ahora
no se conocen mecanismo de virulencia de E. coli que supriman la respuesta

inmune de A. aegypti.

Por lo tanto, es posible que los factores de virulencia de S. aureus sean distintos a
los de E. coli, y esto probablemente esté relacionado con la eficiencia del
reconocimiento de A. aegypti y las diferencias en los mecanismos de dafio de los
patogenos. Esto implica una mayor oportunidad de dafio de S. aureus impidiendo la
induccion de la preparacion inmune ante una segunda reinfeccion, mientras que en
el caso de E. coli es reconocido por la respuesta inmune del mosquito, lo cual
impide el dafio causado por E. coli y por lo tanto se induce la preparacion

inmunoldgica contra la misma (Fig. 10).
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A. aegypti activa los PAMs contra infecciones bacterianas dependiente de la dosis
letal (Hillyer et al., 2005; Castillo et al., 2011), siendo las dosis altas (5x10° — 1x10°
bacteria por mosquito) las que cuentan con mayor expresion de péptidos
(Bartholomay et al., 2004). Sin embargo, en este trabajo se demostro la activacion
de la respuesta inmune del mosquito mediante la induccion de la expresion relativa
de PAMs ante una dosis baja de infeccion tanto en E. coli como en S. aureus.
Coggins y colaboradores (2012), reportaron en A. aegypti una mayor expresion en
Cecropina y Defensina en comparacién con A. gambiae, ante diferentes dosis de
infeccion con E. coli, S. aureus y otras bacterias. Ademas, se han demostrado para
otros insectos la activacion de la expresion de PAMs ante diferentes dosis de
infeccion en distintas bacterias y otros patdgenos (Hoffman y Reichhart, 2002;
Haine et al., 2008; Contreras-Gardufio et al., en revision). En este trabajo, se
encontré6 una activaciéon de la respuesta inmune de A. aegypti para ambas
bacterias. Sin embargo, los resultados indicaron una mayor expresion de PAMs
cuando son activados por S. aureus a diferencia de E. coli, probablemente debido
al grado de dafio que pueda estar causando S. aureus en el mosquito, como ya se
ha mencionado anteriormente. Esto a su vez, sostiene la hipétesis en la cual se
sugiere que S. aureus presenta mecanismos de dafio distintos a E. coli, a pesar de
que las dosis bajas de infeccion en el primer reto en ambas bacterias son similares
en términos de supervivencia. No obstante, la activacion de los PAMs no es
suficiente para la induccion de la preparaciéon inmunologica en A. aegypti,
probablemente debido al deficiente reconocimiento de S. aureus aunado a que
existe una menor interaccion entre las bacterias Gram-positivas y el mosquito.
Debido a que la microbiota del mosquito estd compuesta principalmente por
bacterias Gram-negativas (Ramirez et al., 2013), no confiere proteccion al mosquito

contra futuras infecciones con S. aureus y/o distintas bacterias (Fig. 10).

En este trabajo se observd que ante reinfecciones simples (segundo reto 7 dias
post-preparacion) con E. coli dosis alta, se mantiene la expresion de los PAMs
necesarios para controlar o eliminar a E. coli, sin necesidad de incrementar su

expresion, mientras que los mosquitos que no tuvieron un contacto previo con E.
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coli, produjeron mayor numero de transcritos para poder controlar o eliminar la
bacteria, debido a la gran cantidad de bacteria con que fue infectado el mosquito
(LDes). Sin embargo, se demostré que a pesar de que hay una mayor expresion de
transcritos en Atacina, Cecropina y Defensina en individuos sin preparacion
inmunoldgica de E. coli (ej. RPMI-E.COLI), la supervivencia es menor. Esto se
debe probablemente a que el nimero de transcritos producidos por A. aegypti no
son suficientes para poder controlar o eliminar a E. coli ante una dosis alta de
infecciébn (DLgs), mientras que la inmunizacién previa con E. coli optimiza la
respuesta inmune ante un segundo contacto. Por un lado, se reducen los costos
energéticos que conlleva producir mayor niumero de PAMs y, por otro lado, evitar
una probable autorreactividad en el mosquito debido a la intensa produccion de
moléculas antimicrobianas. Es decir, que la intensa expresién de los PAMs para
eliminar a E. coli sin previa inmunidad en A. aegypti, pudiera tener efectos
negativos en la adecuacion del mosquito, por ejemplo, efectos autoinmunes (i.e.
inmunopatologia) (Graham et al., 2005; Bergstrom y Anita, 2006).

E. coli indujo una mayor expresion de PAMs en el 2° Reto en comparacion con la
expresion durante la preparacion inmunolégica; esto se debe a que probablemente
hay un mejor reconocimiento del patégeno, montando una apropiada expresion de
los péptidos para poder controlar a E. coli. Estos resultados sostienen la hipétesis
de que E. coli induce la preparacion inmunolégica en A. aegypti no solo en
supervivencia, sino también en términos de expresion (6ptima) de transcritos de
PAMs (Fig. 10). Ademas, es importante mencionar que existan otros componentes
de la respuesta inmune que no se tomaron en cuenta en este trabajo que pudieran
estar involucrados en la preparacidon inmunolégica, como es la actividad
antimicrobiana de las especies reactivas de oxigeno, FO, ON, entre otros; pero
principalmente en la respuesta humoral mediada por hemocitos (Rodrigues et al.,
2010).

Actualmente, son pocos los estudios que han demostrado un incremento en la

expresion de PAMs ante reinfecciones en insectos. Contreras-Garduiio y
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colaboradores (en revision), mostraron una mayor expresion de transcritos de
Cecropina y Gambicina en An. albimanus ante una segunda reinfeccién con
Plasmodium berghei. No obstante, existen estudios que han evidenciado la
preparacion inmunologica en otros mecanismos de defensa que inducen un
incremento cuantitativo de la respuesta inmune después de una reinfeccion, como
es el caso de D. melanogaster, la cual se encontré una sobre expresion de las vias
de sefalizacion Toll e IMD (Boutros et al., 2002). En An. gambiae se demostrd un
incremento en el nimero de granulocitos ante reinfecciones con P. falciparum
(Rodrigues et al., 2010). Sin embargo, en este trabajo se demostrd lo contario en S.
aureus, con una disminucion de la expresion de PAMs en el 2° Reto en
comparacion con la primera infeccidbn. Esto probablemente se debe a que S.
aureus esta evadiendo la expresion de los PAMs y/o suprimiendo la respuesta
inmune del mosquito a través de los mecanismos de virulencia de S. aureus, como

ya se mencioné anteriormente.

A pesar de que ambas bacterias presentan la misma dosis letal en el 2° Reto, S.
aureus no mostré preparacion inmunoldgica ante reinfecciones simples. Los
resultados indicaron menor expresion de PAMs en comparacién con mosquitos que
no tuvieron un contacto previo con S. aureus, a excepciéon de Defensina, que
mostré mayor expresion relativa de mRNA. Segun lo anterior, se ha demostrado
que Defensina tiene mayor actividad antimicrobiana contra Gram-positivas, a
diferencia de los demas PAMs (Lowenberger et al., 1995; Hillyer et al., 2003;
Bartholomay et al., 2004; Bulet y Stocklin, 2005); sin embargo, sigue siendo
insuficiente la expresion de los transcritos debido al dafio que S. aureus pudiera
causar, aunado al efecto autoinmune que puede estar ocasionando la intensa
expresion de PAMs y la gran cantidad de UFC con que fueron infectados los
mosquitos en el 2° Reto (LDgs).

En reinfecciones mixtas tanto en mosquitos que fueron infectados previamente con
E. coli como con S. aureus, hubo una mayor expresion de PAMs en comparacion

con reinfecciones simples. Probablemente esto se deba a: 1) que la respuesta
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inmune del mosquito es capaz de reconocer o no al segundo patégeno
dependiendo del primer activador de la respuesta inmune; es decir, cuando A.
aegypti es infectado previamente con E. coli, permite que la respuesta inmune
reconozca a un segundo patégeno, mientras que cuando el mosquito es infectado
primeramente con S. aureus, no es capaz de reconocer a un segundo patégeno; 2)
que es necesario incrementar el niumero de transcritos debido a la alta dosis de
infeccion en el 2° Reto y 3) debido a la bacteria con la cual se indujo la preparacion
inmunoldgica; es decir que, E. coli induce la preparacién inmunolégica contra otras
bacterias, mientras que S. aureus no (ver siguiente parrafo). El incremento de los
transcritos en los grupos con infecciones mixtas inmunizados con S. aureus, no
correlaciona con el éxito en supervivencia. Los grupos con infecciones mixtas con
mayor expresion de péptidos, son los que muestran mayor mortalidad en
comparacion con infecciones simples (ej. E.COLI-E.COLI). Como se menciona en
parrafos anteriores, es posible que efectos en el incremento en la respuesta
inmune del mosquito tengan como consecuencia efectos negativos sobre A.

aegypti, por ejemplo un alto gasto de recursos y alta autorreactividad (Fig. 10).

Se mostré que la expresion diferencial de PAMs entre las diferentes infecciones
mixtas, dependera del activador de la respuesta inmune de A. aegypti; es decir,
gue la expresion de PAMs sera mayor o menor dependiendo de la bacteria con que
fue infectado primero el mosquito (Fig. 10). Por ejemplo, Defensina y Cecropina,
mostraron mayor expresion en mosquitos que fueron infectados por primera vez
con E. coli (dosis baja) que mosquitos infectados previamente con S. aureus,
mientras que Atacina demostré lo contrario. Probablemente esto se deba a que
cada péptido antimicrobiano mantiene mayor afinidad con ciertos patégenos
mediante la unidén entre el péptido y los componentes de la membrana plasmatica
de la bacteria (LPS, lipopolisacaridos para Gram-negativas y PGLU,
peptidoglucano para Gram-positivas) (Hillyer, 2010). Ademas, es importante
mencionar que cada péptido antimicrobiano juega diferentes roles en la respuesta
inmune del mosquito; por ejemplo, Defensina tiene mayor afinidad contra Gram-

positivas (Lowenberger, 2001; Bartholomay et al., 2004), mientras que Atacina
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(Hultmark et al., 1983; Ramirez et al., 2012), Cecropina (Lowenberger et al., 1999)
y Gambicina (Vizioli et al., 2001; Dong et al., 2006) tienen mayor actividad
bactericida contra las Gram-negativas. También, se ha reportado que Defensina no
solo tiene actividad bacteriolitica, sino también propiedades quimiotacticas, que le
permiten modular y mejorar la respuesta inmune del mosquito (Rivas-Santiago et
al., 2005), lo cual puede estar estrechamente relacionado con la preparacion

inmunoldgica en E. coli.

Por otro lado, se observo que el dafio causado tanto en la primera como en la
segunda inyeccion con RPMI, indujo la activacién de la respuesta inmune en la
expresion de los PAMs y en supervivencia. Basados en el modelo de dafio de
Matzinger (2002), se ha propuesto que la magnitud del dafio también es censado
por moléculas de sefializacidbn y estad correlacionado con cierta magnitud de

respuesta inmune en insectos (Moreno-Garcia et al., en prensa).

Finalmente, se propone que la preparacion inmunolégica contra E. coli en el
mosquito A. aegypti, posiblemente se deba a un mejor reconocimiento de E. coli
por parte de la respuesta inmune del mosquito. Probablemente dicho
reconocimiento este asociado a la estrecha relacion evolutiva con bacterias Gram-
negativas mas que con bacterias Gram-positivas (Fig. 10), debido a que la
composicién principal de la microbiota de A. aegypti esta mayormente representada

por Gram-negativas.
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letal. H-P: Interaccion evolutiva Hospedero-Patégeno.
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CONCLUSIONES

e Se encontr6 preparacion inmunolégica en Aedes aegypti dependiente del
patbgeno que indujo la respuesta inmune del mosquito, debido al

reconocimiento del patégeno en la primera infeccion.

e A. aegypti mostro cierto grado de especificidad inmunolégica en mosquitos
infectados previamente con E. coli, dado que protege tanto para si misma

como para S. aureus.
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ANEXOS

Anexo |: Extraccibn RNA mosquito entero.

S

B ©o

11.
12.
13.
14.

15.

16.

Macerar 10 mosquitos con 500 pl de Trizol (Invitrogen) por muestra,
mantener los tubos en hielo (utilizar pistilos por cada tratamiento y limpiar
con RNase Zap para cada muestra)

Incubar durante 5 min en temperatura ambiente (TA)

Agregar 100 pl de cloroformo y vortex durante 20 seg

Incubar durante 5 - 15 mina TA

Centrifugar 15 min a 13 000 rpm a 4°C

Recuperar la fase acuosa de arriba (evitar tomar la fase intermedia),
colocarla en otro tubo eppendorf 1.5 ml

Incubar 1 hora a 37°C y mezclar gentilmente.

Agregar 100 pl de isopropanol absoluto (mezclar gentilmente)

Incubar durante 10 — 15 min a TA (Se puede almacenar a -20°C, por si hay
poco tiempo).

Centrifugar 10 min a 13 000 rpm a 4°C

Retirar el sobrenadante con cuidado y lavar con 100 pl de etanol al 75%
Centrifugar durante 10 min a 13 000 rpm a 4°C

Retirar el etanol y dejar secar a TA durante 30 min (colocar los tubos poca
abajo sobre papel absorbente). Si es necesario centrifugar un poco y retirar
el etanol con la pipeta.

Resuspender el pellet en 100 pl HxOpepec (utilizar la pipeta para
resuspender, cuidadosamente)

Almacenar el RNATqa a -70°C.
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