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RESUMEN

Los triatominos son insectos hematéfagos obligados con relevancia en salud publica por ser
los vectores de la enfermedad de Chagas. Las hembras de estas especies requieren de la
ingesta de sangre a los fines de lograr una exitosa ovogénesis, proceso controlado
principalmente por la Hormona juvenil (HJ). En este trabajo de Tesis se empled como modelo
a Dipetalogaster maxima en disefios experimentales que combinaron ensayos funcionales
clasicos con estrategias bioquimicas y moleculares tendientes a lograr una mejor
comprension del rol de HJ en la regulacién de la vitelogénesis y la ovogénesis. En este
contexto, los objetivos se focalizaron en el estudio de los procesos de reclutamiento de lipidos
y proteinas por los ovocitos en desarrollo y en la participacion de Met, el receptor de HJ, en la
fisiologia del tejido ovarico. Los resultados demostraron que en D. maxima los niveles de HJ
Il skip-bis epdxido (HJSB3), la forma molecular de HJ presente en la hemolinfa de D. maxima,
aumentd significativamente luego de la ingesta de sangre. De modo similar, también
aumentaron los transcriptos de las proteinas precursoras del vitelo (PPV), vitelogenina (Vg) y
lipoforina (Lp), en cuerpo graso y sus niveles proteicos en circulacion. Concomitantemente,
los genes de los receptores endociticos de las PPV, RVg y RLp se encontraron regulados
positivamente en el ovario. Cuando las hembras pre-vitelogénicas con bajos niveles de HJSB3
fueron tratadas con HJ exdgena se indujo la expresion de los genes Lp/RLp y Vg/RVg, asi
como la captacién de Lp y Vg por los ovocitos. En tanto, la aplicacion de precocene Il o el
silenciamiento del gen RLp mediante ensayos de ARNi en hembras alimentadas interfirieron,

en distinta magnitud, con el depdsito de las PPV en los ovocitos pero no con el reclutamiento
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de lipidos, demostrando que la adquisicion de estas reservas se realiza privilegiando la
transferencia de lipidos via Lp a nivel de membrana por sobre la via Lp/RLp. Los resultados
de esta tesis fueron consistentes con el papel de Vg como un gen “respondedor” a HJ y
sugieren fuertemente que la sefializacion de HJ estaria involucrada en el almacenamiento de
lipidos en los ovocitos al regular el gen Lp en el cuerpo graso y modular la expresion de los
genes RLp y RVg en el tejido ovarico.

En este trabajo también se analizd la participacion de Met en la fisiologia del tejido ovarico,
reportandose por primera vez en un vector de la enfermedad de Chagas los cambios del
transcripto Met en el cuerpo graso y tejido ovarico en dias representativos del ciclo
reproductivo de D. maxima. Los resultados mostraron que en ambos tejidos, los niveles de
ARNm para Met aumentaron con el inicio de la vitelogénesis siendo maximos al dia 4 post-
alimentacion. Posteriormente se registrd la disminucion significativa del transcripto Met en
dias avanzados de la fase vitelogénica y en la post-vitelogénesis, los que mostraron niveles
comparables a los registrados en la pre-vitelogénesis. El gen Met de D. maxima (DmaxMet)
fue secuenciado, posibilitando la caracterizacion genomica mediante andlisis bio-informaticos,
la inferencia sobre su historia evolutiva y la realizacion del modelado para evaluar, in silico, la
interaccion entre Met y HJ. En este sentido, el modelado mostrd por un lado, el mapeo de
cargas electrostaticas, revelando dos parches con concentraciones de cargas opuestas;
mientras que la inspeccion de la hidrofobcidad no reveld ninguna distribucion distintiva.
Finalmente, los ensayos de interaccidn in silico (“docking”) entre DmaxMet y sus variantes

moleculares HJ Ill 'y HISBs mostraron alta afinidad por el dominio PAS B. También se infiri6
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que es mayor la afinidad de DmaxMet por HJSB3, la forma molecular de HJ presente en la
hemolinfa de D. maxima.

Desde el punto de vista fisiolégico y funcional, el silenciamiento de Met indujo una
disminucién significativa en los niveles del transcripto Vg2. Este resultado, esperable para un
gen que responde a HJ, permitié inferir que en D. maxima, la principal PPV es inducida segun
la via clasica HJ-Met descripta en el cuerpo graso de otras especies de insectos. El
silenciamiento de Met también indujo una “down” regulacion de RVg y RLp y un menor
desarrollo del tejido ovarico, sugiriendo que Met también seria un actor critico para modular,
via HJ, el desarrollo de este tejido.

Analizados en conjunto, los avances reportados en esta tesis permitiran analizar en D.
maxima los eventos cascada abajo implicados en la accidn regulatoria de HJ-Met sobre las
PPV y sus receptores endociticos en el desarrollo ovarico. En el contexto de la fisiologia de
los vectores de la enfermedad de Chagas, estos aspectos son de singular relevancia para el

ciclo de vida de las hembras y consecuentemente, para la epidemiologia de la enfermedad.

PALABRAS CLAVES: triatominos; enfermedad de Chagas; reproduccidn; ovogénesis;

hormona juvenil; lipoforina; vitelogenina; receptores endociticos.
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ABSTRACT

Triatomines are hematophagous insects whose relevance in public health lies in the fact that
they are vectors of the etiological agent of Chagas disease. The females of these species
require a blood meal in order to accomplish successfully oogenesis, a process controlled
mainly by the juvenile hormone (JH). In this Thesis, Dipetalogaster maxima was employed as
a model in experimental designs that combined classic functional assays with biochemical
and molecular strategies aimed at better understand the role of JH in the regulation of
vitellogenesis and oogenesis. In this context, the objectives were focused in the study of lipid
and protein recruitment processes by developing oocytes as well as in the participation of the
JH receptor, Met, in the physiology of the ovarian tissue. The results demonstrated that the
level of JH Il skipped bisepoxide (JHSB3), the molecular form of JH present in the
hemolymph of D. maxima, increased significantly after a blood meal. Similarly, the transcripts
of the yolk protein precursors (YPP) vitellogenin (Vg) and lipophorin (Lp) were upregulated in
the fat body and their protein levels increased in the circulation. Concomitantly, the genes of
the PPV endocytic receptors, VgR and LpR, were upregulated in the ovary. When pre-
vitellogenic females with low levels of JHSB3 were treated with exogenous JH, the expression
of Lp/LpR and Vg/VgR genes as well as the uptake of Lp and Vg by the oocytes was induced.
The topical application of precocene Il or the LpR gene silencing by RNAI in fed females
interfered, at different degrees, with the storage of YPP in the oocytes but not with lipid
recruitment, demonstrating that lipid acquisition is carried out via Lp mainly at the membrane

as compared to the Lp-LpR pathway. The findings of this Thesis were consistent with the role
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of Vg as a JH-responding gene and strongly suggest that JH signaling is involved in lipid
storage in oocytes by regulating the Lp gene in the fat body and modulating gene expression
of LpR and VgR in the ovarian tissue.

In this work, the involvement of Met in the physiology of the ovarian tissue was also
analyzed, describing for the first time in a vector of Chaga’s disease the changes of the Met
transcript in the fat body and ovarian tissue at representative days of the reproductive cycle of
D. maxima. Results showed that, in both tissues, Met mRNA increased with the onset of
vitellogenesis being maximal at day 4 after feeding. Thereafter, a significant decrease of Met
transcript was observed in advanced days of the vitellogenic phase and in the post-
vitellogenesis, exhibiting levels comparable to those of the pre-vitellogenesis. The Met gene
of D. maxima (DmaxMet) was sequenced, enabling the genomic characterization by
bioinformatics analysis including the inference of its evolutionary history. In this sense, the
modelling allowed mapping of electrostatic charges, revealing two patches of opposing
charges; meanwhile, the hydrophobic inspection did not revealed any distinct distribution.
Finally, in silico interaction studies (docking) between DmaxMet and the molecular variants of
it ligands JH Il and JHSB3 showed high affinity for the PAS-B domain. A higher affinity of
DmaxMet by JHSBs, the molecular form of JH present in the hemolymph of D. maxima was
also inferred.

From the physiological and functional viewpoints, Met silencing induced a significant
decrease in the levels of the Vg2 transcript. This result, expected for a JH-responding gene,
allowed inferring that the main PPV is induced by the classic pathway JH-Met, described in
the fat body in other insect species. Met silencing also induced a downregulation of VgR and

17



LpR and a lower development of the ovarian tissue, suggesting that Met is also a critical actor
for modulating of the ovarian development via JH.

Taken together, the findings reported in this Thesis will allow to analyze the downstream
events involved in the regulatory action of JH-Met on YPP and their endocytic receptors in the
ovarian development in D. maxima. These aspects are of singular relevance for the life cycle

of the triatomine females and, consequently, for the epidemiology of the Chagas’ disease.

KEY WORDS: triatomine; Chagas’ disease; reproduction; oogenesis; juvenile hormone;

lipophorin; vitellogenin; endocytic receptors.
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Capitulo 1: INTRODUCCION

1.1. Enfermedad de Chagas.

Aspectos generales

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad parasitaria
causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad, endémica en 21
paises de América, constituye uno de los problemas de salud mas importante en América
Latina, estiméndose entre 10.000 y 12.000 la cifra de muertes al afio y afectando
mundialmente entre 6 y 7 millones de personas (" 2. Es reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud como una de las 13 enfermedades tropicales mas desatendidas del
mundo @ y por la Organizacién Panamericana de la Salud como la enfermedad mas
desatendida en las zonas rurales y/o agricolas de varios paises (4.

El parasito T. cruzi, ingresa al organismo a través de las mucosas expuestas o laceraciones
en la piel realizando en hospedadores vertebrados, incluido el hombre, parte de su ciclo de
vida. En esta etapa aguda de la enfermedad se pueden observar en el individuo infectado
manifestaciones como fiebre, inflamacion de los nédulos linfaticos y otros tejidos, conjuntivitis
y lesiones en la piel, aunque estos sintomas pueden estar ausentes. En la mayoria de las
personas, la fase aguda de la enfermedad pasa desapercibida, evolucionando asi a la fase
cronica (4. Hasta un 30 % de estos enfermos cronicos presentan alteraciones cardiacas y un
10 % alteraciones digestivas, neurologicas o combinadas que requieren tratamiento médico

@, En este contexto, es importante sefialar que la enfermedad de Chagas genera una
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importante pérdida econémica debido a la incapacidad laboral que ocasiona en quienes la
padecen, lo que junto a la elevada prevalencia, impactan notablemente en el presupuesto del
sistema sanitario de los paises afectados (. La principal via de adquisicion del parasito T.
cruzi es la vectorial, ya que en un 80 % de los casos la infeccion es adquirida por esta via. Sin
embargo, existen otras vias de infeccién que contribuyen a la propagacion de la enfermedad
como las transfusiones de sangre no controladas y la transmision vertical de madre a hijo ().
En la actualidad diferentes moléculas quiméricas conteniendo antigenos del parasito T.
cruzi son ensayadas en ratones como estrategia para conferir inmunidad en el huésped ante
la infeccion con resultados promisorios, pero su evaluacion en la poblacion humana aun no es
factible (7. 8. Sumado a esto, no existen farmacos con una elevada efectividad para la fase
cronica de la enfermedad. Por todo lo expuesto, el control vectorial constituye la principal

estrategia para disminuir la transmision de la enfermedad.

Vectores de la enfermedad de Chagas y modelo de estudio.

Los vectores de la enfermedad de Chagaso “triatominos” son insectos que pertenecen a la
subfamilia  Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Poseen un ciclo de desarrollo
hemimetabdlico tipico, conformado por el huevo, cinco estadios ninfales y el estado adulto y,
dependiendo de la especie y de las condiciones del entorno, puede requerir desde tres meses
hasta dos afios para completarlo.

Los triatominos se caracterizan por ser insectos hematdfagos obligados a lo largo de todo su

ciclo de vida, lo que determina su potencialidad y capacidad para la transmision del parasito.
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Entre las caracteristicas mas sobresalientes para la hematofagia se destacan: la capacidad
de detectar los niveles de dioxido de carbono eliminado de la respiracion de los mamiferos y
su temperatura corporal, lo que facilitaria sus habitos nocturnos de alimentacion ©). Sin
embargo ha sido descripto que ante la escasa disponibilidad de hospedadores vertebrados
como fuente alimentaria los triatominos podrian recurrir a la busqueda del sustento durante
cualquier momento del dia (10-72),

Los vectores de la enfermedad de Chagas se distribuyen a lo largo de todo el continente
Americano, entre las latitudes 42° N y 46° S, aunque también se reportd su presencia en
Africa, Asia y Australia, pero sin relevancia vectorial ©. Han sido descriptas mas de 150
especies de triatominos con capacidad para transmitir el parasito, aunque las pertenecientes
a los géneros Triatoma, Panstrongylus y Rhodnius presentan la mayor relevancia
epidemioldgica. Todas ellas estan adaptadas al domicilio y peridomicilio y poseen capacidad
para reproducirse y colonizar viviendas de humanos utilizando grietas y hendiduras como
nichos (3,

Algunas especies de triatominos habitan naturalmente el ambiente peridomiciliario, de
importancia epidemiol6gica para la enfermedad, o regiones selvaticas. Debido al avance de la
urbanizacion en estas regiones, estas especies pueden invadir las viviendas humanas,
adquiriendo una mayor relevancia para la salud humana. En este grupo se encuentra
Dipetalogaster maxima, especie que habita en el sur de la peninsula de Baja California,
México (Fig. 1 A). D. maxima es la especie de mayor tamafio de la subfamilia Triatominae,
alcanzando hasta 4 cm de largo, 2 veces el tamafio de otra especie de triatomino, Rhodnius
prolixus (Fig. 1 B). Puede adquirir comidas de sangre de gran volumen y debido a que habita
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zonas aridas y rocosas, donde la disponibilidad de alimento es escasa, tiene la capacidad de
regular la ingesta de sangre durante periodos prolongados (™4 79, Si bien D. maxima tiene una
limitada importancia epidemiologica en la transmision vectorial del parasito T. cruzi, presenta
caracteristicas Unicas para su mantenimiento y manipulacion en el laboratorio, permitiendo
que se consolide como modelo para abordar estudios sobre la biologia de la reproduccion de

los triatominos (76-20),

Fig. 1: Se muestra en (A) la regién de Baja California donde habita D. maxima, la cual es una regién semi
arida y desierta. En (B) se muestra el tamafio de un macho de D. maxima en comparacién con un macho de

R. prolixus.

Ciclo reproductivo de D. maxima y su regulacion nutricional y hormonal.

Los triatominos son insectos hematdfagos obligados durante todo el ciclo de vida. El aparato
reproductor de las hembras de triatominos esta compuesto por dos ovarios, conformados a su
vez por siete ovariolas del tipo meroistico, subtipo telotréfico, lo que indica que los ovocitos
durante las primeras etapas de desarrollo se nutren a través de cordones tréficos de células

nutricias ubicadas en el extremo apical de la ovariola o trofario 2% 22, En las hembras, la
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ingesta de sangre determinara la cantidad y calidad de huevos en cada ciclo gonadotréfico. Si
bien varios estudios establecieron un umbral en la ingesta de sangre para una oviposicion
exitosa (23, la historia nutricional durante el quinto estadio ninfal resulta determinante ya que
define el potencial de autogenia. Esta se define como la capacidad de oviposicion de las
hembras a partir de las reservas nutricionales almacenadas en el intestino durante el ultimo
estadio ninfal, habiendo sido reportada en R. prolixus y Triatoma infestans 4. Si bien la
autogenia es mas frecuente en especies de triatominos mas pequefias, debido a que pueden
alcanzar comidas a replecion con una sola alimentacién, en condiciones de laboratorio es
posible inducirla en especies de mayor tamario (19,

Aunque con cierta variabilidad biolégica, el ciclo reproductivo de las hembras no autégenas
de D. maxima en condiciones de crianza y mantenimiento estandarizado consta de tres fases:
(a) pre-vitelogénica, (b) vitelogénica y (c) post-vitelogénica (' (Fig. 2). La fase pre-
vitelogénica transcurre desde que el adulto emerge vy hasta que obtiene la primera
alimentacion en estado adulto. La vitelogénesis inicia a partir de la ingesta de sangre y
culmina con la finalizacion de la oviposicion. En esta fase reproductiva, las hembras acumulan
reservas nutricionales en los ovocitos en desarrollo, necesarias para sustentar
energéeticamente el desarrollo embrionario el cual, como en todo organismo oviparo, tiene
lugar en completo aislamiento materno. Por ultimo, la fase post-vitelogénica transcurre a partir
de la finalizacion de la oviposicion, cuando las condiciones ambientales o nutricionales no son
suficientes para continuar promoviendo la vitelogénesis. En la misma se observa que, algunos
foliculos degeneran hacia un estado atrésico y son posteriormente resorbidos, proceso
conocido como “oosorcion” (76 18 21),
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Fig. 2: En condiciones estandarizadas del laboratorio, la fase pre-vitelogénica comprende el periodo desde la
ecdisis al estadio adulto (dia 0) hasta la ingesta de sangre (~ 10-12 dias post-ecdisis), evento que marca el
inicio de la vitelogénesis. La primera oviposicion tiene lugar alrededor de los dias 8-12 post-alimentacién y se
extiende hasta los dias 25-28 post-alimentacion. El cese en la postura de huevos marca el inicio del periodo
post-vitelogénico caracterizado por la degeneracion de foliculos ovaricos (atresia folicular). Las imégenes son
representativas de ovarios en las fases pre-vitelogénica y vitelogénica, destacandose en esta Ultima el

significativo desarrollo de los foliculos terminales (Adaptado de Aguirre y colaboradores, 2011) (7).

Durante la fase vitelogénica se produce la sintesis masiva de proteinas precursoras del
vitelo (PPV), principalmente vitelogenina (Vg) vy lipoforina (Lp), las que seran captadas y
almacenadas por los ovocitos en desarrollo. El cuerpo graso, es el principal involucrado en la
sintesis de las PPV, aunque en menor medida, Vg también puede ser sintetizada por los

foliculos ovaricos (25 26),
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1.2. Regulacion de la vitelogénesis.

Hormona juvenil: biosintesis y formas moleculares.

Las Hormonas juveniles (HJs) presentan la estructura quimica de sesquiterpenoides
aciclicos y son sintetizadas principalmente en la corpora allata (CA), un par de glandulas
endocrinas que en los triatominos se fusionan durante el desarrollo conformando una unica
gldndula. La CA esta localizada en el sistema nervioso y presenta conexién con la corpora
cardiaca ?"29), En dipteros la corpora cardiaca y la glandula protoracica, se encuentran
asociadas a la CA formando un complejo glandular, y pueden contribuir minoritariamente a la
sintesis de HJs (%0 37, Aunque la historia evolutiva de los insectos sugiere que la funcion
original de las HJs es la regulacion de la reproduccion, su rol en el control de la metamorfosis
ha sido objeto de estudio en numerosas investigaciones (32. Durante el ciclo de vida de los
insectos, los niveles elevados de HJ mantienen los caracteres larvales/ninfales. Por el
contrario, en la ecdisis, los niveles de HJ disminuyen y los de otras hormonas, como 20-
Hidroxiecdisona, aumentan (7). La sintesis y secreciéon de HJ reinicia en el estado adulto
para regular la reproduccion de las hembras, incluyendo la vitelogénesis y la ovogénesis
34). Actualmente, un notable volumen de evidencia indica que ademas de la metamorfosis y
la reproduccion, las HJs participan en el comportamiento, diapausa, determinacion de castas
y respuesta al estrés entre otras funciones "),

Los avances en la era post-gendmica posibilitaron la caracterizacion de las enzimas que
intervienen en la biosintesis de las HJs, la evaluacion de los cambios en los niveles de sus

transcriptos y la cuantificacion de las HJs en circulacidn, lo que por muchos afios represento6
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un gran desafio experimental. En los vertebrados, la sintesis de sesquiterpenos comienza
con la via del mevalonato y continia con la via del escualeno, originando colesterol 9. En
insectos, esta Ultima via metabdlica esta ausente por lo que el mevalonato, por accion de
una farnesil pirofosfato sintasa y reacciones enzimaticas intermediarias, genera farnesil
pirofosfato. En la siguiente etapa de la biosintesis de HJ Ill, el farnesil pirofosfato es
transformado a farnesol por accién de una farnesil pirofosfatasa. El farnesol sufre 2
reacciones secuenciales de oxidacion originando farnesal y acido farnesoico. Finalmente, las
ultimas etapas para la sintesis de HJ lll, consideradas de mayor especificidad, involucran
una metil esterificacién, etapa limitante en la sintesis de HJ, catalizada por la enzima HJ
acido-metil transferasa (HJAMT). Por Ultimo, ocurre una una epoxidacion, la cual en la
mayoria de las especies de insectos es mediada por una metil farnesoato epoxidasa (Fig. 3
B) (36-39),

Desde el punto de vista regulatorio, han sido descriptos factores que pueden estimular o
inhibir la actividad de la CA y en consecuencia, influenciar la sintesis de HJs. Dependiendo
de la especie de insecto y el estadio de desarrollo, estos factores incluyen neuropéptidos que
gjercen una accion inhibitoria como las allatostatinas “% o modulan positivamente la sintesis
de HJ como la allatotropina ), los péptidos simil-insulina (en inglés, ILP) ¢4, la 20-
hidroxiecdisona y la hormona estimulante de la ecdisis (en inglés, “Ecdysis Triggering
Hormone”) (42,

Por su naturaleza hidrofobica, una vez sintetizada HJ es transportada a través de la
hemolinfa a los tejidos blancos unida a proteinas especificas o “proteinas unidoras de HJ”
(eninglés, JHBP) 3. En este sentido, han sido caracterizadas diferentes clases de proteinas
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unidoras de HJ entre las que se incluyen Lp, Vg y las proteinas de almacenamiento o
hexamerinas, sefialadas como “JHBPs de alto peso molecular con alta afinidad por HJ” (7.
4). Los niveles de HJ en la hemolinfa reflejan el balance entre la sintesis en la CA, la
interaccion con los tejidos blanco y la degradacion en circulacion, la cual es mediada por las
enzimas HJ epoxi-hidrolasa, HJ esterasa y la HJ diol kinasa 3.

Al presente, han sido reportadas al menos 8 formas moleculares de HJs, de las cuales HJ
Il es la mas comdn en insectos (7. 4349, Mientras que las variantes bis-epoxidadas parecen
ser frecuentes en los heterépteros %), HJ 0, HJ Il, HJ Ill y 4-metil HJ | fueron reportadas en
el orden Lepidoptera “6: 47). Al menos una de estas 8 formas moleculares ha sido reconocida

en las mas de 100 especies de insectos analizados “3 (Fig. 3 B).
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Fig. 3: Sintesis de Hormona juvenil (HJ) y sus variantes moleculares en insectos. (A) Biosintesis de
HJ I, la forma molecular méas frecuente de HJ presente en insectos, a partir de farnesil pirofosfato (Farnesil-
PP). (B) Formas moleculares de HJ en distintas especies de insectos. HJ 0, HJ |, HJ | 4-metil y HJ Il fueron
descriptas en especies del orden Lepiddptera, en Dipteros se hallaron las formas bisepoxido de HJ Ill (HJBs),
ademas de HJ llly metil farnesoato (MF). Otras formas del bisepoxido de HJ (HJSB3) fueron descriptas en

especies del orden Heteroptera (Adaptado de Rivera-Pérez et al., 2020) 7).

Met: receptor de Hormona juvenil.

A pesar de la relevancia de la HJ en la fisiologia de los insectos, los intentos por identificar
su receptor y dilucidar el mecanismo de accion resultaron infructuosos durante varios afios.
En este sentido, en 1986, Wilson y Fabian (9 administraron metopreno, un potente analogo
de HJ utilizado como insecticida que causa alteraciones en la metamorfosis e individuos
inviables, a larvas de Drosophila melanogaster mediante topicacion o en la dieta. Los autores

encontraron mutantes resistentes a las dosis administradas de metopreno las cuales no
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exhibian los efectos morfogénicos provocados por el insecticida, caracterizando
genéticamente esta mutacién denominandola Metopreno-tolerante o Met. De esta manera
los autores propusieron que la proteina codificada por el gen Met seria indispensable para la
accion anti-metamorfosis de HJ “9)

La caracterizacién funcional de Met tuvo lugar en el afio 2007, mas de dos décadas
posterior a su descubrimiento, mediante estudios en el escarabajo rojo de la harina,
Tribolium castaneum. En estos insectos el silenciamiento del gen Met produjo la
metamorfosis precoz y otras alteraciones con un fenotipo compatible con defectos en la
produccion o accion de HJ, aportando evidencia fundamental respecto a Met como un
intermediario clave en la via de sefalizacién de HJ 9. Posteriormente, estudios en la
cucaracha Blattella germanica (9, en el hemiptero Pyrrhocoris apterus (%), en el triatomino R.
prolixus (52 y otras especies permitieron consolidar a Met como el receptor de HJ %3,

Met ha sido identificado como miembro de la superfamilia de factores de transcripcién basic
helix-loop-helix (bHLH)/Per-Arnt-Sim (PAS) 4. La a-hélice presente en el dominio bHLH
contiene aminodacidos basicos que facilitan la unién a ADN y es sefialado como el
responsable de la union al sitio génico donde ejerce su accion el complejo HJ-Met. El
dominio PAS esta conformado por tres motivos: Period (presente en proteinas que participan
en mantener la periodicidad de los ritmos bioldgicos), el traslocador nuclear de aril-
hidrocarburos (Arnt), y Sim (del inglés “Single minded”, motivo presente en la proteina Sim
involucrada en el desarrollo del sistema nervioso de D. melanogaster). Este dominio es el
encargado de unién al ligando (%557, El dominio PAS de la superfamilia de factores de
transcripcion bHLH/PAS consiste de dos regiones repetidas, PAS-A y PAS-B. Estudios de
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unién al ligando empleando constructos de Met conteniendo distintos dominios, determinaron
que el dominio PAS-B es necesario y suficiente para la unién de HJ, concluyendo que este
dominio es el de union a HJ (%8),

En general, los factores de transcripcion con el dominio bHLH son diméricos pero en
presencia de HJ o sus homdlogos moleculares, esta dimerizacion se reduce drasticamente
(59, Asi, tras la unién de HJ, Met sufre un cambio conformacional que lo libera del complejo
homodimérico Met-Met, facilitando la interaccién de Met con otra proteina bHLH-PAS,
Taiman (Tai), para conformar un factor de transcripcién funcional. Una etapa clave en la via
de senfalizacién de HJ es la translocacion de Met al nucleo, mediada por la chaperona Hsp83
(del inglés, Heat Shock Protein), que a su vez interacciona con Nucleoporina, un
componente del complejo de poros en el nucleo. En el nucleo, el complejo Met-Tai-HJ
interacciona con “Elementos Respondedores a HJ” (HJER), presentes en la region
promotora de genes “tempranos” como Kruppel-homélogo 1 (Kr-h1) en Bombyx mori, B.
germanica y A. aegypti, para inducir la sintesis de Vg en cuerpo graso y la acumulacién de
lipidos en los ovocitos (Fig. 4) 4. En T. castaneum, HJ-Met estimula indirectamente la
vitelogénesis mediante los péptidos ILP. En este sentido, tanto HJ como los factores
nutricionales inducen la expresion de ILP, evento necesario para la fosforilacién del factor
represor de transcripcion FoxO (del inglés, Forkhead box class O), desacoplandolo de su
interaccion en el nucleo y promoviendo la expresion de Vg ©9. En A. aegypti ha sido
propuesto una via alternativa/convergente para los eventos de sefalizacion de HJ,
involucrando un receptor de membrana acoplado a Fosfolipasa C y mediante el cual, un
aumento de inositol-3-fosfato, diacilglicerol y Ca*2 intracelular promoverian la fosforilacion de
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Met y Tai (34 67. 62, Cabe destacar que al presente, este receptor de membrana no ha sido

caracterizado.

Membrana celular

Membrana nuclear

Genes "target" PARNmM Vg en cuerpo graso
r 4 Acumulacion de lipidos en ovocitos

- (HJ

Fig. 4. Modelo propuesto para el mecanismo de accion de Hormona juvenil HJ-Met en la reproduccion. El
complejo HJ-Met-Tai puede unirse a elementos respondedores en la region promotora de genes “targets” de
HJ, induciendo la expresién de genes que intervienen en la vitelogénesis y ovogénesis. (Adaptado de Jindra 'y
col., 2013; Roy y col., 2018) (34 57

Regulacion de la reproduccion de los triatominos.

En los triatominos, la vitelogénesis es un proceso bajo un estricto control nutricional y
hormonal. Estudios pioneros llevados a cabo por Wigglesworth en la década del '30 €3, y
posteriormente por Coles en la década del '60 ¢4 pusieron en evidencia la importancia de

HJ en la regulacién de la vitelogénesis en el triatomino R. prolixus. Actualmente el modelo
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aceptado en estos vectores propone que la ingesta de una comida de sangre por parte de la
hembra promueve la distencion del intestino, estimulando en la CA la sintesis y liberacion a
la circulacion de HJ (23 69, En este contexto, HJ ejercera su accion a nivel del cuerpo graso,
activando la expresion de genes de las PPV, principalmente Vg (26 3. 64 Ademas, en el
ovario, HJ tiene efectos sobre el epitelio folicular, iniciando la formacion de canales
interfoliculares mediante la fosforilacion de la bomba Na*/K*+ATPasa. Este proceso, conocido
como patencia, facilita el acceso de las PPV en circulacion a la membrana del ovocito, para
su posterior internalizacion por endocitosis mediada por receptores (6. Un analisis funcional
en hembras de R. prolixus con el gen Met silenciado permiti6 concluir que Met es
indispensable para la reproduccion, aportando informacién de los efectos del silenciamiento
sobre algunas caracteristicas del desarrollo como la viabilidad, numero de huevos ovipuestos
y desarrollo de genitales (52,

En los insectos, el estado nutricional de las hembras esta intrinsecamente relacionado con
el control enddcrino de la vitelogénesis, destacandose la influencia de los neuropéptidos ILP,
los que conjuntamente con la via de sefializacidn mediada por Target de Rapamicina (ToR),
modulan la sintesis de HJ y Ecdisona (34. Aunque en los triatominos este aspecto ha sido
escasamente abordado, un analisis transcriptomico reciente en R. prolixus reveld que las
hembras sin alimentar estan “sensibilizadas” para responder a un aumento de los niveles de
ILP activando rapidamente la sefializacion de ILP/ToR (9. La relevancia de esta via
modulando la sintesis de HJ en los vectores de la enfermedad de Chagas permanece sin

dilucidar.
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Proteinas precursoras del vitelo: vitelogenina y lipoforina.

Al presente han sido descriptas varias proteinas precursoras del vitelo (PPV), las que son
almacenadas durante la vitelogénesis en el ovocito en desarrollo, y cuya funcion sera
proveer al embrién de aminoacidos, lipidos y fosfatos entre otros recursos energéticos (25 2.
67). Dentro de este grupo se destaca Vg, la cual pertenece a una gran familia de proteinas
presente en numerosas especies de oviparos, tanto vertebrados como de invertebrados (69),
Vg fue caracterizada a nivel bioquimico y molecular en varias especies de insectos
hemimetabolos y holometabolos (Fig. 5). Presentan una estructura primaria altamente
conservada, siendo codificadas por una super familia de genes (8 69 Esta homologia
también fue observada no solo en especies de artrépodos, sino también entre las

vitelogeninas de nematodos anfibios y aves (70,
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Fig. 5: Comparacion de la estructura de las vitelogeninas caracterizadas en 13 especies de insectos.
Los nimeros indican los residuos de aminoacidos deducidos desde el inicio de la traduccion (excluyendo los
péptidos sefial). Las flechas indican la secuencia de clivaje consenso (R/K)XX(R/K). Los “boxes” verdes
indican los dominios poliserina. El resto de los colores presentes en la Figura forman parte del cédigo utilizado
por los autores para indicar el nimero de subunidades resultantes que conforman las Vg luego del proceso
de clivaje proteolitico (Adaptado de Raikhel y col., 2005; Tufail y Takeda, 2008) (68, 77)

Vg es sintetizada principalmente en el cuerpo graso, aunque otros érganos pueden contribuir

en forma minoritaria (2% 26), El gen que codifica para Vg (6-7 Kb) origina un producto proteico
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primario de 200 kDa, el cual es clivado por endoproteasas en un sitio consenso (R/K)XX(R/K)
(72) (Fig. 5), dando lugar a las sub-unidades o “apoproteinas” de Vg las que dependiendo de la
especie analizada, pueden presentar un peso molecular aproximado de 50 a 180 kDa. Vg
experimenta modificaciones co y post-traduccionales incluidas la glicosilacion y fosforilacién
luego de lo cual, las sub-unidades proteicas son ensambladas y secretadas como una
fosfolipoglicoproteina oligomérica de alto peso molecular (200 a 625 kDa segun la especie
reportada) (79,

Vg y vitelina (Vt), su forma de depdsito en los ovocitos, ha sido caracterizada en pocas
especies de triatominos entre las que se destacan Triatoma protracta (73, T. infestans (74, R.
prolixus (™ y mas recientemente, D. maxima ('8, En esta ultima, la Vt purificada a partir de
homogenatos de huevos mostré un peso molecular nativo de ~ 443 kDa, estando conformada
por dos subunidades mayores (~ 170 y 174 kDa) y dos subunidades méas pequefias (~ 50 y 44
kDa) (19),

Los lipidos constituyen la principal fuente energética para el embrion en desarrollo. No
obstante, la capacidad del ovocito para sintetizar lipidos de novo es muy limitada (6. 76), Asi,
la mayor parte de los lipidos almacenados en el ovocito son adquiridos a partir de las
lipoproteinas en circulacion, principalmente Lp y Vg (6 77). Lp, la principal lipoproteina en
insectos, es sintetizada en el cuerpo graso y su contenido en lipidos representa un 30-50%
de su estructura. La funcion mas conocida de Lp es la transferencia de diacilglicerol y otras
clases de lipidos desde los sitios de sintesis hacia los drganos blancos como por ejemplo,
ovario. Lp ha sido descripta como un “transportador reusable” por transferir 0 aceptar lipidos
a nivel de la membrana sin internalizacion ni degradacion (78 79, El proceso de transferencia
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de lipidos mediado por la Lp implica la interaccion de la lipoproteina con sitios de union
especificos en la membrana plasmatica de las células diana 9. En el intestino, cuerpo graso
y ovarios del triatomino P. megistus, la subunidad beta del complejo ATP sintasa (B-ATPasa)
cumple funciones de receptor no endocitico, facilitando la interacciéon entre Lp-membrana

plasmatica y la posterior transferencia de lipidos a las gotas de lipidos o adiposomas (¢7-63),

Receptores de vitelogenina (RVQg) y lipoforina (RLp) en el desarrollo ovarico.

En los organismos oviparos, la captacion de las PPV por los ovocitos en desarrollo, resulta
determinante para una ovogeénesis exitosa. La incorporacién de estas PPV al ovocito ocurre
mediante endocitosis mediada por receptor. En insectos este mecanismo fue descripto por
primera vez en A. aegypti (¢4

En la actualidad, el amplio conocimiento de los eventos celulares que median la captacion
de Vg originado principalmente a partir de estudios llevados a cabo en mosquitos, permite
postular un modelo que es extensivo para la mayoria de las especies de insectos (6. El
mismo establece que la Vg circulante en la hemolinfa se une a su receptor RVg localizado en
las microvellosidades y en las depresiones recubiertas de clatrina de la membrana
perioocitica, para su posterior internalizacion, conformando vesiculas recubiertas. La
disociacion del complejo Vg/RVg ocurre en endosomas tempranos, que se fusionan
conformando granulos de vitelo transitorios (gVitr). Los gVir pueden receptar varias
moléculas de Vg hasta conformar un grénulo de vitelo maduro (GV). En mosquitos, y mas

recientemente en D. maxima, la evidencia experimental demuestra que la Vg internalizada y
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almacenada en los GV, la cual recibe el nombre de vitelina o Vt, tendra menor contenido en
lipidos y seréa susceptible a los eventos de protedlisis durante el desarrollo embrionario (85 8),

Estudios pioneros que incluyeron el clonado y secuenciamiento del receptor endocitico de
Lp (RLp) en la langosta Locusta migratoria permitieron postular un mecanismo alternativo
para la transferencia de lipidos en insectos ), aunque los mismos también demostraron que
la inhibicion de la endocitosis no afecté la transferencia de diacilglicerol a las células del
cuerpo graso. También fue demostrado que bajos niveles del transcripto RLp coincidian con
un aumento de Lp asociada a la membrana plasmatica 7. 88, Con posterioridad, se
demostro in vitro que los cuerpos grasos aislados de L. migratoria reciclan parcialmente la Lp
endocitada a la hemolinfa, mediante un proceso que seria tejido especifico (€9,

Al presente los receptores endociticos de Vg y Lp, (RVg y RLp, respectivamente), han sido
caracterizados en varias especies de insectos. Por homologia en su secuencia y por su
organizacién en dominios modulares, se pudo determinar que pertenecen a una super familia
de genes de receptores de lipoproteina de baja densidad o RLDL 9. Todos ellos presentan
una estructura primaria altamente conservada y comparten cinco regiones o dominios
diferenciados funcionalmente: (a) un dominio de unién al ligando con predominio de residuos
acidicos; (b) un dominio con homologia al precursor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), implicado en la disociacién del ligando en los endosomas; (c) un dominio de o-
glicosilacion, con funciones estructurales y de proteccion contra la accién de proteasas; (d)
un dominio transmembrana, para el anclaje del receptor a la membrana plasmatica y (), un

dominio citoplasmico, que contiene la sefial consenso para la internalizacién de ligandos. A
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diferencia de RLp los RVg de insectos poseen dos copias de los dominios de union al

ligando (LBD) y del precursor de EGF (Fig. 6).
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Fig. 6: Estructura de los receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en insectos. Se muestra la
organizacion en dominios modulares y los tipos mas comunes de RVg y RLp. Los tipos | y Il se diferencian en
el dominio o-glicosilacién (RVg) y en el niumero de repeticiones del dominio EGF (RLp). Puede observarse
también que ambos tipos de RVg poseen dos dominos de unién al ligando y dos dominios EGF (Adaptado de

Tufail y Takeda 2009) (9.
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Capitulo 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis de trabajo:

Vg y Lp, las principales PPV, y sus receptores endociticos RVg y RLp, respectivamente,
son importantes indicadores de la habilidad de un foliculo para completar su desarrollo. En
los vectores de la enfermedad de Chagas, la implicancia fisiologica de RVg y RLp en la

regulacion de la ovogénesis seria modulada por la via de sefalizacion inducida por HJ/Met.

Objetivo general:
Profundizar en el conocimiento de los eventos bioquimicos y moleculares involucrados en la
regulacion de la ovogénesis, con especial énfasis en la accion de HJ en el desarrollo de

tejido ovarico y el depdsito de nutrientes en los ovocitos en desarrollo via RVg/RLp.

Objetivos especificos:

En el estudio se emplearon como modelo de experimentacion las hembras no autégenas de
D. maxima para analizar los siguientes objetivos:
[1]. Investigar el rol de HJ en el reclutamiento de lipidos y proteinas por los ovocitos,
para lo cual se procedi6 a:

[1.1]. Determinar el perfil de expresion de los transcriptos Vg/RVg y Lp/RLp en

funcion del estado nutricional y reproductivo de la hembra. Establecer su correlacion con los
niveles de Vg y Lp en la hemolinfa.

[1.2]. Evaluar los niveles de HJ en la hemolinfa en las fases del ciclo reproductivo.
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[1.3]. Analizar el rol de HJ en la pre-vitelogénesis y vitelogénesis mediante
ensayos funcionales con HJ exdgena y Precocene |I.
[1.4]. Evaluar el efecto del silenciamiento del gen RLp en la formacién de las

reservas lipidicas del tejido ovarico.

[2]. Caracterizar la participacion de Met en la fisiologia del tejido ovarico, lo que
incluyo:

[2.1]. Analizar los cambios en expresion del gen Met en cuerpo graso y tejido
ovarico durante el ciclo reproductivo.

[2.2]. Caracterizar el gen Met mediante secuenciamiento y posterior analisis
bioinformatico.

[2.3]. Evaluar el impacto del silenciamiento del gen Met en el desarrollo del tejido

ovarico.
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Capitulo 3: MATERIALES Y METODOS

3.1. Insumos de laboratorio.

El Trizol® utilizado en la purificacion de ARN fue provisto por Invitrogen. Las enzimas y
reactivos necesarios para la Reaccion de transcripcion inversa (RT) y la Reaccién de la
cadena de la polimerasa (PCR) fueron obtenidos de Promega, en tanto los primers fueron de
Macrogen. Los marcadores de peso molecular para ADN (“Ladder 50 pb” PB-L) fueron
provistos por Reactivos Bio-Logicos (Universidad de Quilmes) mientras que el kit para PCR
en tiempo real fue adquirido a Thermofisher Scientific. El antisuero anti-inmunoglobulina G
de conejo obtenido en cabra conjugado con peroxidasa, la o-fenilendiamina, albdmina sérica
bovina (BSA), HJIII, 6,7-dimetoxi-2,2-dimetil-3-cromo (Precocene Il), coctel de inhibidores de
proteasas (P8340) y los marcadores fluorescentes  1,1-dioctadecil-3,3,3’,3'-
tetrametilindocarbocianina (Dil), e isotiocianato de fluoresceina (FITC) fueron adquiridos a
Sigma-Aldrich en tanto que 4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-acido
hexadecanoico (Bodipy FL C1e) fue provisto por Molecular Probes. La Sepharose 6B fue
provista por Sigma-Aldrich y las columnas PD-10 fueron de GE Healthcare. Fluorsave
(Calbiochem), placas multipocillos (Greiner Bio-one), concentradores Microcon y Centricon
(Millipore), y tubos Quick-Seal (Beckman) fueron obtenidos de las fuentes comerciales
indicadas. La hormona juvenil Ill skip-bis epdxido (HJSB3), hormona juvenil |ll marcada con

deuterio (HJ 1ID3), tubos silanizados (Thermofisher Scientific) y kit de RACE, fueron una
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donacion del Dr. Fernando Noriega (Florida International University). Se empled el kit

MegaScript® RNAI (Thermofisher Scientific) en la sintesis de los ARN doble cadena (ARNdc).

3.2. Insectos.

Los insectos fueron obtenidos a partir de una colonia de D. maxima establecida en nuestro
insectario, mantenida en las siguientes condiciones: 27 £ 1 °C, 60-70 % de humedad,
fotoperiodo de 8:16 h luz: oscuridad 7). En todos los casos, los insectos fueron alimentados
sobre gallinas siguiendo el protocolo aprobado por el comité institucional para el cuidado y
uso de animales de laboratorio (CICUAL, Resol. HCD N° 1392/2016 de la Facultad de
Ciencias Quimicas, UNC).

Para los experimentos, los insectos fueron sexados en el estadio NV para la seleccion de las
futuras hembras y posteriormente alimentados con una comida de sangre que represent6 5 a
7 veces su peso corporal inicial, a los fines de obtener hembras no autdgenas (7692, Luego de
emerger al estado adulto, las hembras fueron individualizadas en frascos junto a dos
especimenes machos previamente alimentados. Se trabajo en todos los casos con hembras
apareadas y el éxito de la copula fue controlada por la observacion del espermatoforo (49,

Excepto que se especifique lo contrario, la hemolinfa, cuerpo graso y el tejido ovarico fueron
obtenidos a partir de hembras en dias representativos del ciclo reproductivo: dias 4 a 6 post-
ecdisis (pre-vitelogénesis, sin alimentar), dias 4, 6 y 12 dias post-alimentacion (vitelogénesis)
y dias 12-14 posterior a la finalizacion de la oviposicidn (post-vitelogénesis o atresia folicular

temprana).
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3.3. Obtencioén de la hemolinfa, cuerpo graso y ovario.

La hemolinfa se obtuvo por seccionamiento de las extremidades a nivel de las coxas en dias
representativos del ciclo reproductivo segun se indica en 3.2. El material fue colectado con
una microjeringa Hamilton y colocado en tubos Eppendorf frios conteniendo Na,EDTA (10
mM) y ditiotreitol (5 mM). Luego de una centrifugacion para remover los hemocitos (10 min,
10.000 xg), la hemolinfa fue fraccionada en alicuotas y almacenada a - 80 °C con el agregado
de un céctel de inhibidores de proteasas.

El tejido ovarico y cuerpo graso de hembras en dias representativos del ciclo reproductivo
fueron diseccionados en buffer fosfato salino frio y autoclavado (PBS: NasHPO4/KH2PO4 6,6
mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), empleando una lupa estereoscépica (Schonfield). Posteriormente

los tejidos fueron procesados segun lo indicado para cada ensayo.

3.4. Obtencion de antisueros.

El antisuero policlonal anti-lipoforina (anti-Lp) de P. megistus fue obtenido segun Canavoso y
Rubiolo 1995 ). Nuestro grupo previamente demostré que este antisuero puede reconocer a
Lp de D. maxima (Fig. S1) (9,

El antisuero policlonal anti-vitelina (anti-Vt) fue obtenido a partir de la purificacion de Vt de D.
maxima (19 segun se describié anteriormente, excepto que los conejos fueron inoculados con
las dos subunidades mayores de Vt (PM ~ 170 y 174 kDa) obtenidas a partir de geles de
poliacrilamida. Previamente nuestro grupo demostré que el antisuero anti-Vt reconoce Vg

purificada a partir de la hemolinfa de hembras (16-78),
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3.5. Purificacion de Lipoforina y Vitelogenina.

Lp fue purificada a partir de la hemolinfa de hembras de D. maxima colectada 6 dias post-
alimentacion. La hemolinfa fue adecuada a una densidad de 1,300 g/ml con KBr, y sometida a
ultracentrifugacion (300.000 xg, 4 h, 4 °C). La fracciéon superior del gradiente salino
correspondiente a la Lp (1,140 g/ml) fue sometida a una columna PD-10 y eluida con PBS
para la remocién del KBr. La Lp fue finalmente purificada mediante filtracion molecular,
empleando una columna empaquetada con Sepharose 6B y eluida con PBS. La Lp fue
concentrada por ultrafiltracion (Centricon 100) y almacenada a -20 °C en presencia de
inhibidores de protedlisis, previa determinacién de proteinas (62,

Vit fue purificada a partir de homogenatos de huevos de D. maxima con menos de 12 h
desde su oviposicidén, mediante una doble cromatografia de intercambio i6nico empleando
una columna empaquetada con DEAE-Trisacryl M (1,5 x 14,5 cm) y equilibrada con buffer
Tris-HCI-Na2EDTA (Tris 20 mM, NaEDTA 2,5 mM, pH 8,3) (6. La Vt fue eluida con un
gradiente 0 a 300 mM de NaCl y un flujo constante de 20 ml/h.

La purificacién de Lp y Vt fue monitoreada mediante el fraccionamiento por electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones nativa (6%) y desnaturalizante (7,5%). Los geles

fueron coloreados con Azul Brillante de Coomasie R-250 para la visualizacion de las proteinas

(16),
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3.6. Cuantificacion de Vitelogenina y Lipoforina.

La cuantificacion de Vg y Lp en los tejidos y en la hemolinfa se evalu6 mediante
enzimoinmunoanalisis indirecto (ELISA). Para los ensayos, la hemolinfa fue colectada
individualmente como se describid en la seccién 3.3, en tanto los cuerpos grasos fueron
pesados y homogenizados en buffer Tris-NaCl (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 74)
conteniendo un céctel de inhibidores de proteasas. Los homogenatos fueron centrifugados a
2.500 xg durante 10 min a 4 °C, luego de lo cual, los “pellets” fueron descartados y los
sobrenadantes colectados. El sobrenadante fue sometido a una nueva etapa de
centrifugacién a 15.000 x g durante 30 min a 4 °C. Los sobrenadantes resultantes fueron
alicuotados y utilizados para los ensayos de ELISA, previa cuantificacion de proteinas 4. La
cuantificacién de Vg/Vt y Lp en hemolinfa y homogenatos de tejidos se realizé empleando los
siguientes anticuerpos: a) anticuerpo policlonal anti-Vt, (1:4.000) ('9; b) anticuerpo policlonal
anti-Lp, (1:5.000) 9. Las curvas de calibracién fueron construidas a partir de diluciones de
vitelina y lipoforina purificadas, segun lo descripto en 3.5. Brevemente, para los ensayos las
microplacas multipocillo fueron cargadas con diluciones de Vg o Lp segun corresponda (100
Ml/pocillo) o con diluciones de la hemolinfa u homogenatos de tejido en buffer
carbonato/bicarbonato (15mM Na2COs, 35mM NaHCO3, pH 9,6) e incubadas por 120 minutos
a 37 °C. Las placas fueron lavadas cuatro veces con PBS-Tween (PBST: 8,2mM NasHPOs,
1,5mM KH2PO4 150mM NaCl, 2,7mM KCI, 0,05% Tween 20, pH 7,4) e incubadas con los
anticuerpos anti-Vt o anti-Lp (60 min, 37 °C) en PBST conteniendo 0,1% de albumina sérica

bovina (BSA). Las placas fueron lavadas nuevamente segun lo descripto e incubadas con un
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anticuerpo anti-inmunoglobulina de conejo conjugada con peroxidasa en PBST (1:5.000; 30
min a 37 °C). Luego del lavado, las placas fueron incubadas con o-fenilendiamina solubilizada
en buffer sustrato (81,5 mM Na;HPO4, 33 mM acido citrico, 0,08% H20, pH 5,0). Luego de 30
min, la reaccion fue detenida por el agregado de H2SO4 4N (6. 77), Las placas fueron leidas a

492 nm empleando un lector de microplacas (9.

3.7. Extraccion de ARN, transcripcion reversa y PCR en tiempo real.

Los niveles de los transcriptos Vg y Lp, como asi también de RVg, RLp y Met en los tejidos,
fueron determinados mediante qPCR, a partir de ARN extraido con TRIZOL segun las
instrucciones del fabricante (2. Para eliminar el ADN gendmico, las muestras fueron tratadas
con DNAsa, evaluandose la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%. Los ADNc se sintetizaron a partir de 2 ug de ARN total utilizando el protocolo de
transcriptasa reversa de MML-V. Las reacciones de gPCR se realizaron utilizando un sistema
de deteccion de secuencias ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) y
SYBR Green. El método 2-4Ct fye utilizado para cuantificar los cambios relativos en la
expresion de los genes ¥ empleando el ARN ribosémico 18S (ARNr 18S) como gen de
referencia (0. 97), Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado. La eficiencia de
amplificacion de cada par de “primers” se calculd utilizando curvas estandar generadas por
diluciones seriadas de ADNc (29, Todas las reacciones mostraron una eficiencia superior al
96% para los diferentes pares de primers probados. Las secuencias de los cebadores se

muestran en la Tabla S1. El disefio de los primers se basé en la secuencia de ARNm del
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triatomino R. prolixus 8. Los amplicones con los pesos esperados fueron sometidos a

secuenciamiento para la confirmacion de su identidad (Macrogen, Seul, Corea).

3.8. Cuantificacion de HJ.

Los niveles de HJ en la hemolinfa, que en D. maxima corresponde a la forma molecular
HJSB3, fueron cuantificados mediante cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de
masas en tandem (HPLC-MS/MS) (.99, Brevemente, 60 ul de hemolinfa fueron colocados en
viales silanizados de vidrio y mantenidos en hielo (Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA) conteniendo 60 ul de solucion anticoagulante (PBS con 10 mM de Na2EDTA, 26 mM de
citrato de sodio, 26 mM de acido citrico y 100 mM de glucosa) (%9, Para normalizar las
recuperaciones obtenidas en las etapas de preparacion, extraccion y analisis de la muestra se
empled un analogo de HJ Il deuterado (HJ 111-D3) como estandar interno 9. Paralelamente a
las muestras, se corrieron muestras de HJSB3 (Toronto Research Chemicals) como control.
Después de la extraccion de la hemolinfa, se afiadieron 10 uL de 6,25 ppb de HJ IlI-D3 en
acetonitrilo a cada muestra, seguido de 600 pL de hexano. Las muestras fueron agitadas con
vortex (1 min.) y centrifugadas durante 5 min (4 °C; 2.000 x g). La fase organica se transfirié a
un nuevo vial silanizado, se secd bajo el flujo de nitrogeno y se almacené a -20 °C. Para el
andlisis, los extractos secos fueron suspendidos en 50 ul de acetonitrilo, agitados con vértex
durante 1 min. y transferidos a un nuevo vial silanizado. El “screening” de HJ se realizd
utilizando un protocolo de HPLC-MS/MS “9. La identificacion y cuantificacion de HJSBs3 en la

hemolinfa de D. maxima se baso en la monitorizacién de reaccion mdaltiple (MRM), utilizando
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las dos transiciones de fragmentacién mas abundantes: 283—233 (primaria) y 283—145

(secundaria) (45100 (Fig. 7).

A B
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Fig. 7: Cuantificacion de HJSB; en la hemolinfa de D. maxima. (A) Esquema de extraccion de HJ a partir
de muestras de hemolinfa. (B) Caracterizacion de HJSB; (9 mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). En el eje X se muestran los perfiles cromatograficos
(tiempo de retencién en minutos) y en el eje Y, la intensidad de sefial (cps; cuentas por segundo). Las lineas
solidas corresponden a la muestra de hemolinfa, en tanto que las lineas punteadas corresponden al estandar
de HJSBs. Ambas presentan el mismo comportamiento cromatografico. (C) Estructura quimica de HJSBs. (D)
Perfil de fragmentacion mostrando las dos transiciones indicadas en (B) (283—233 y 283—145) utilizadas
para detectar de la presencia de HJSB3 en la hemolinfa (linea solida de (B)) y en la muestra estandar (linea
de puntos de (B)). Las muestras de hemolinfa de D. maxima para la caracterizacién de HJSB3 fueron donadas

gentilmente por el autor de esta tesis a Ramirez y colaboradores 49,
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3.9. Tratamiento con HJ lIl.

Las hembras pre-viteldgenicas a los 4-6 dias post-ecdisis fueron topicadas en el abdomen
con 150 pg de HJ Ill por gramo de peso corporal del insecto en 5 Jl de acetona, o bien con 5
ul de acetona (control). Se tomaron muestras individuales de cuerpo graso, ovarios y
hemolinfa a los 5-6 dias del tratamiento, y se procesaron para qPCR o ELISA. Ademas, para
analizar el efecto de la administracion de HJ Il sobre la captacion de Lp y Vg por los ovocitos
en la etapa pre-vitelogénica, las hembras tratadas con HJ Il o los controles fueron sometidas
a estudios funcionales in vivo. Brevemente, Lp fue marcada con el fluoréforo no
intercambiable Dil (Lp-Dil), mientras que Vg fue conjugada en su fraccidn proteica con FITC
(Vg-FITC) (19.107) | as hembras a los 5-6 dias del tratamiento fueron co-inyectadas con Lp-Dil
y Vg-FITC (10 plI, 1 pg/ul cada una). En todos los casos, los insectos inyectados se
mantuvieron a 28 °C durante 3 h tras lo cual, los ovarios fueron diseccionados en PBS y
procesados para el seccionamiento con criostato. Las secciones de tejido (10 ym) se secaron
al aire, se montaron en Fluorsave y se examinaron con un microscopio laser confocal
Olympus FV300, equipado con laseres de 488 y 453 nm, (Olympus, Tokio, Japdn). Las

imagenes adquiridas fueron procesadas con el software FluoView FV1000 version 1.7.1.0.
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3.10. Tratamiento con Precocene Il.

El Precocene Il es un compuesto derivado de plantas del género Ageratum, que actla
especificamente sobre el parénquima celular de la CA de insectos sensibles para causar
efectos antagénicos a HJ o “anti-HJ” (192, Hembras en los dias 10-12 posteriores a la ecdisis
fueron topicadas en el abdomen con 1 mg de Precocene Il por g de peso del insecto disuelto
en 5 ul de acetona o con 5 ul de acetona (controles). Un dia después, las hembras de ambos
grupos experimentales fueron alimentadas con una comida de sangre. Se tomaron muestras
de cuerpos grasos, ovarios y hemolinfa de los insectos entre los dias 6-8 post-alimentacion y
se procesaron para qPCR y ELISA. Las muestras de hemolinfa también fueron procesadas
para la cuantificacion de HJ a los fines de evaluar el efecto inhibitorio de Precocene Il sobre
los niveles circulantes de HJSBs.

Para evaluar el efecto del Precocene Il en la transferencia de lipidos mediada por Lp a los
ovocitos, las hembras tratadas o los controles se sometieron a estudios in vivo para seguir el
destino de toda la lipoproteina o el de su fraccion de lipidos intercambiables. Brevemente, las
hembras fueron co-inyectadas 6 a 8 dias después de la comida de sangre con Lp-Dil y con Lp
conjugada con un analogo fluorescente del acido palmitico, Bodipy FL C16, que permite
evaluar la fraccion de lipidos intercambiables de la lipoproteina (10 wl, 1 pg/ul cada uno) (107,
En todos los casos, los insectos inyectados se mantuvieron a 28 °C durante 3 h tras lo cual,
los ovarios fueron diseccionados en PBS y procesados para el seccionamiento en criostato y

posterior examen por microscopia confocal como se describe en la seccién 3.9.
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3.11. Disefio y sintesis de las dobles hebras.

Para sintetizar las moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc) se utilizaron templados para
RLp de 693 pares de bases (pb) y de 317 bp para Met, (RLpdc y Metdc, respectivamente)
(Fig. 8). Los “primers” especificos para los genes se combinaron con la secuencia promotora
de la ARN polimerasa T7 (Tabla S1). La sintesis de los ARNdc se realiz6 utilizando el kit
MEGAScript ARNi, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ARNdc se
precipitaron utilizando acetato de amonio/etanol, y luego se suspendieron en agua ultrapura
hasta una concentracion final de 5 pg/ul. La eficiencia del silenciamiento fue confirmada en
cada experimento mediante gqPCR. Como control, se utilizd una molécula de ARNdc basada

en el gen de resistencia a la ampicilina (ARGdc) del sistema pGEM-T Easy Vector (€9,
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A B

Sintesis RLpdc Sintesis Metdc
CCCATTTTCTACTATCTATCTGTAACTATGATGGGTCAGGAAGAAGAGTTGTACT AAGGTACTGTCTATACATTAACTGGTGTCATTGTGTGCTAGAT
ACGTTCAACAGAGACACTACATCATCCATTCTCAATTTCAGTTTTTGAAGATTTTG GTAATGGGTGGTATCCTCTTGATAGTAACTTCTTCAGGAAAGATT
TTTACTGGACAGACTGGGATAAACAAGCCATCTTCAAGGCCAATAAATTTG GTCTTCATATCCAGTCATGTTGAAGGACTTCTTGGTTATCAAACG 241 pb
ATGGATCAAACGTTACAGCCATTACAGCAGTAAGAATGCTTCAAAATCCAATGG AACGATCTGTTGGGGCAGTCCCTGTATACAATAACCAGTCCGGA P
TAGTACATGTGTACCACCCTTATAGACAACCGGATGGAGCCAATCATTGCGCTGC GGATCGTGATAAACTGAAAAAGAATTTGAAATCAGATTTTGAT
AGTAAATGGTCATTGTTCACATTTATGTTTACCTGCTCCTCAAATAAATCCACGTT CCCGACGTACCATCCACTTCTACAGAGGAAGACATACTAAATG
CGCCGAAGATCTCATGTGCCTGCCCTGATGGATTGGTGTTAATGAAAGATGGAC 454 pb TGGAAGGAATGAAAAGAACACCCCCAGAGGCGTGCCGGGGCCC
TTATGTGTACAGATCAAGTTATTACAACTAAACAGCCTGTGACACCGACAATAGC TCTAGGGGCCCCCCCTTTTTGCCCCTGCCGGGCTGT

GGCCGATTCTACACAAAAACCTACACCCATTATTATCAATCATAAAGAAGATCAC
CCACACGATATGTTCGATGAAGCAGATAGTGGAGTGATTGCTAGTGTTGTTATC
GCTGGCATATCGGTCTTTCTAGCTTTTGCCTCGATGATTGTGTTCATTATCT
ATCGACACTACTTAAGAAGAAATGTGACAAGTATGAATTTTGATAATCCAGTATA
TCGGAAGACACGGAAAGACCATGGAAAAAAAGGGGGAAGAGAAGA

T7_RLp_Dm_F 5’ taatacgactcactataggg AGCCATCTTCAAGGCCAATA 3 T7_Met_Dm_F 5’ taatacgactcactatagggAACTGGTGTCATTGTGTGCTAGA 3
T7_RLp_Dm_R 5’ taatacgactcactataggg GAACACAATCATCGAGGCAA 3’ T7_Met_Dm_R 5’ taatacgactcactataggg ATGGTACGTCGGGATCAAAA 3
PCR convencional para evaluar el tamafio del amplicén PCR convencional para evaluar el tamafio del amplicén

pb

——> Producto

Producto

Fig. 8: Sintesis de las dobles hebras para el silenciamiento de los genes RLp y Met: Se muestra el primer
paso de sintesis de las dobles hebras y la secuencia de los “primers” utilizados, la secuencia “molde” y la
ubicacion en dicho molde de los “primers”. Se puede observar que el producto tiene el tamafio esperado. En
(A), el tamafio del molde del gen RLp utilizado para la sintesis de la doble hebra fue de 693 pb y el tamafio de
RLpdc fue de 454 pb. En (B), el tamafio del molde para la sintesis de la doble hebra fue de 317 pb y el tamafio
de Metdc obtenido fue de de 241 pb.

3.12. Silenciamiento de los genes RLp y Met mediante ARNi.

Para el silenciamiento del gen RLp, las hembras de D. maxima a los 10-12 dias post-ecdisis
fueron inyectadas en el hemocele con 10 yg de ARGdc o RLpdc en 2 pl de agua ultrapura,
utilizando una microjeringa Hamilton (60. 703 A las 24 h post-inyeccién, los insectos controles y

tratados fueron alimentados y 6-8 dias post-alimentacién, fueron diseccionados para la
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obtencion de ovarios y cuerpos grasos y procesados para evaluar la transcripcion del gen RLp
mediante qPCR segun lo descripto en 3.7.

Para estudiar el efecto del silenciamiento del gen RLp sobre sobre la transferencia de lipidos
a los ovocitos, hembras a las 24 h post-inyeccidén con RLpdc 0 ARGdc fueron alimentadas y a
los 6-8 dias post-alimentacion fueron co-inyectadas con Lp-Bodipy-FA y Lp-Dil (10 pl;
1Mg/ul). En todos los casos, los insectos inyectados se mantuvieron a 28 °C durante 3 h.
Posteriormente los ovarios fueron diseccionados en PBS y examinados en un microscopio
laser confocal Olympus FV300.

Para el silenciamiento del gen Met, hembras a los dias 10-12 dias post-ecdisis fueron
inyectadas con 10 g de Metdc o ARGdc en 1 pl de agua ultrapura. A las 24 h post-inyeccion,
las hembras tratadas y controles fueron alimentadas y a los 2 dias post-alimentacién fueron
diseccionadas para la obtencion de ovarios y cuerpos grasos, los que fueron empleados para
evaluar la transcripcion del gen Met y el efecto del silenciamiento sobre los transcriptos Vg 'y

Lp en cuerpo graso, RVg y RLp en ovario y la morfologia del tejido ovarico.

3.13. Clonado y secuenciamiento de Met.

Utilizando la técnica de RACE (por sus siglas en ingles Rapid Amplification cDNA end), se
obtuvo la secuencia completa del transcripto que codifica para Met, siguiendo las
indicaciones del kit SMARTer® RACE 5'/3' (Takara Bio USA, Inc). Para el primer paso de
sintesis de ADNc, se utilizd una mezcla universal de “primers” (MUP) que reconocen

regiones especificas de los extremos 3 o 5 (3RACE-ADNc o 5 RACE-ADNc
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respectivamente). La sintesis de los RACE-ADNCc se realiz6 a partir de 1 ug de ARN total de
ovario. Para la reaccion de amplificacién por RACE se utilizaron primers especificos del gen
de interés (PEG), en direccion “sentido” para el 3RACE-ADNc y “anti sentido” para el 5
RACE-ADNc. Para conseguir rendimientos Optimos, los PEG fueron disefiados con una
extension aproximada de 23 a 28 nucle6tidos (nt), conteniendo un porcentaje de Guanidina /
citosina (GC) del 50-70% y una temperatura de “melting” (Tm) > al 70 %. Adicionalmente, a
los PEG se le adicioné una secuencia de 15 nt (GATTACGCCAAGCTT), necesaria para la
insercion del gen de interés en el vector p-RACE® (Fig. 9 A y B). La secuencia de los PEG
se lista en la tabla S1. Una vez concluida la reaccion de amplificacion, el tamafio del
producto de RACE se verificd mediante un gel de agarosa al 1%, luego del cual la banda
obtenida se extrajo utilizando el kit “Nucleo-Spin Gel and PCR Clean-Up”, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para una dptima calidad en el secuenciamiento del gen de
interés, se procedié a clonar los fragmentos obtenidos. Para esta etapa, 7 pl del producto de
purificacion de la banda extraida del gel, se combinaron con 1 ul de p-RACE, y se
adicionaron 2 ul de una mezcla conteniendo las enzimas necesarias para la linealizacion del
vector y su fusién con el gen de interés (Fig. 9 B). La mezcla de reaccion fue incubada a 50
°C por 15 min. Por ultimo, se procedié a la transformacién de las células competentes (CCS
de Células Competentes Stellar ). Para ello, en un tubo se colocaron 50 ul de CCS'y 2,5 pl
del producto obtenido de la fusion del gen de interés con p-RACE. Esta mezcla de reaccion
se mantuvo en hielo durante 30 min y posteriormente, con el fin de producir un shock
térmico, la mezcla fue incubada a 42°C durante 45 segundos. Concluido este paso, el tubo
fue nuevamente colocado en hielo por 1 a 2 min y se agregaron 250 pl de medio de cultivo
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SOC, rico en extracto de levaduras, sales y glucosa (%), La mezcla se incub6 por 1 h a
37°C en agitacion constante (160-225 rpm). Finalmente, la mezcla se esparcio en placas de
cultivo con medio lisogénico Luria Bertani (LB) (799 y las células se dejaron crecer durante
toda la noche a 37°C. Se seleccionaran clones al azar y mediante PCR se verifico que el
amplicon insertado fuera del tamafio esperado. Estos clones fueron secuenciados utilizando

un equipo 3130XL Genetic Analyzers.

3.14. Anélisis bioinformatico.
Para corroborar la secuencia del gen Met obtenido en 3.13 se utiliz6 el algoritmo en linea

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). BLAST

también fue utilizado para predecir los dominios principales del receptor nuclear y para
‘mapear” los exones que componen el transcripto, usando en este Ultimo caso, la secuencia
homologa reportada para R. prolixus %2. La prediccién de la secuencia de aminoacidos fue
realizada mediante el uso de Ila herramienta en linea Expasy Translate

(https://web.expasy.org/translate/). Con esta secuencia, se realizd un modelado molecular

proteico utilizando el programa I-TASSER package (1%, La estructura tridimensional obtenida
a partir del mejor modelo se visualizd con los programas UCSF chimera (107 y PyMOL (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC). Se realiz6 un perfil de
hidrofobicidad utilizando para su caculo la escala Kyte-Doolittle (7%8. Para la evaluacién de
cargas electrostaticas se utilizé la herramienta APBS (199, Después de esta caracterizacion

parcial de Met, la estructura terciaria alcanzada fue utilizada para los ensayos de interaccion
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in silico. Para este analisis se emplearon las regiones que contienen los dominios PAS, por
ser los Unicos con moldes cristalizados.
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Fig. 9: (A) Esquema de la reaccién de RACE, mostrando los primers especificos del gen (PEG) y la region a
ser amplificada. (B) Mapa del vector pRACE, de 2656 nt de longitud, mostrando el promotor del gen de
resistencia a ampicilina (RAmp), y el promotor lac. Se observa la region de insercion HI donde se uniran los
primers, PEG y MUP como asi también el sitio de clonado. (C) Ampliacién de la regién de insercion

mostrando los sitios de corte con las enzimas de restriccion, EcoRI 'y Hind |1l

La historia evolutiva fue inferida usando el método de Maxima Verosimilitud y el modelo
basado en la matriz de JTT (70, Las secuencias de nucleotidos de los artrdpodos utilizadas
para el analisis, se encuentran depositadas en la base de datos de NCBI. Estas fueron

alineadas usando MAFFT (") y veinte alineaciones alternativas de longitud completa fueron
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combinadas a través de GUIDANCE2 ("72 y usadas para inferir la filogenia de la proteina. La
filogenia se realizd con PhyML (773 bajo el modelo de Maxima Probabilidad y LG+G+] (174 119)
y utilizando el analisis de soporte de ramas (Approximate likelihood-ratio test for branches,

aLRT) (116,

3.14. Anélisis estadistico.

Excepto que se indique lo contrario, los resultados son presentados como la media + EEM
de al menos tres experimentos independientes. Los graficos y los tests estadisticos fueron
realizados utilizando el programa GraphPad Prism 6.0 y GraphPad Instat 3.0. (GraphPad
Software, San Diego, Californa, USA). Todos los datos fueron analizados para normalidad y
homogeneidad de la varianza utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Los analisis estadisticos
fueron llevados a cabo empleando el test tde Student o ANOVA de una via y utilizando el
test de Student-Newman-Keuls para multiples comparaciones como post-test. Un valor
de P< 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Todos los conjuntos de datos

pasaron la normalidad y pruebas de homocedasticidad.
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Capitulo 4. RESULTADOS

4.1. Cambios en las proteinas precursoras del vitelo y sus receptores durante el ciclo

reproductivo de D. maxima.

En una primera instancia se evaluaron los cambios en los transcriptos de Lp y Vg en cuerpo
graso, y la de sus receptores RLp y RVg en tejido ovarico. En el cuerpo graso se detectaron
bajos niveles de ARNm de Lp durante la pre-vitelogénesis, y un aumento significativo en los
primeros dias de la vitelogénesis, con un maximo al dia 4 post-alimentacién (Fig. 1I0ADy G
respectivamente). Los niveles del transcripto Lp disminuyeron con el progreso de la fase
vitelogénica siendo al dia 12 post-alimentacion comparable a lo registrado en la fase pre-
vitelogénica. En la post-vitelogénesis, los niveles de ARNm para Lp fueron bajos y
comparables a la vitelogénesis tardia (dia 12 post-alimentacién). Por otro lado, en el tejido
ovarico el perfil de transcripcion del gen RLp fue similar al del gen Lp en cuerpo graso,
destacandose un incremento significativo durante los dias 4 y 6 post- alimentacion (Fig. 10 C).
En relacion a la concentraciéon de Lp en hemolinfa evaluada por ELISA, se observd un
aumento durante la vitelogénesis con niveles maximos entre los dias 4 y 12 post-
alimentacion. Sorprendentemente, la concentracion de Lp en la hemolinfa permanecié
elevada en la post-vitelogénesis (Fig. 10 B).

A semejanza de lo reportado en el triatomino T. infestans (117, |a evaluacion transcripcional

de Vg en cuerpo graso permitié detectar dos genes que codifican las isoformas Vg1 y Vg2.
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Ambas aumentaron su expresion significativamente en los dias evaluados de la vitelogénesis
con respecto a la pre-vitelogénesis, registrandose una disminucion marcada de ambos
transcriptos en la fase de atresia temprana. Sin embargo, se destaca que a todos los tiempos
analizados de la vitelogénesis, los niveles para Vg2 fueron mayores a Vg1 (Fig. 10Dy G). En
cuanto a los niveles de Vg en circulacion, se observd un aumento significativo durante la
vitelogénesis (Fig. 10 E), en correlacién con el aumento del ARNm de ambos genes Vg en
cuerpo graso (Fig. 10 D y G). No obstante, los niveles de Vg en hemolinfa permanecieron
elevados en la atresia. En el tejido ovarico, los niveles del transcripto RVg aumentaron
durante la transicion de la pre-vitelogénesis a la vitelogénesis, alcanzando un maximo al dia 6
post-alimentacion. Posteriormente disminuyeron significativamente en la atresia folicular
temprana (post-vitelogénesis) (Fig. 10 F).

En conjunto, los resultados obtenidos permitieron caracterizar el perfil de expresion de los
transcriptos Vg/RVg y Lp/RLp en funcion del estado nutricional y reproductivo de las hembras
de D. maxima, y establecer su correlacion con los niveles de Vg y Lp en la hemolinfa. Se
observo una correlacion entre los cambios en los niveles de ARNm de las PPV en el cuerpo
graso, su concentracion en la hemolinfa y los cambios en los niveles de los transcriptos RVg 'y
RLp en el tejido ovarico. La comida de sangre desencadeno la vitelogénesis, con un aumento

de los niveles de transcripcion de Lp y Vg en el cuerpo graso, y de RLp y RVg en el ovario.

59



A 4 Lp en cuerpo graso B 25 Lp en hemolinfa c 104  Ripen tejido ovarico
= [
o 2 E 20- 8 T
o E 34 o] oX
oF £ o
54 2 154 1
b
23 8 7 23
w = = 101 w = 4
s 5 gwm
g & 1' -8 g & a - -
-— b L ~— 9
2| T
0- ~ ]
f 4 6 12 ‘Z% ég‘r 4 6 12 _§ é§- 4 6 12 -23-
Dias post- Dias post- Dias post-
Q alimentacion Qég Q alimentacion é? Q alimentacion Qég
(vit) (vit) (vit)
2000 Vg2 en cuerpo graso E 25 Vg en hemolinfa F 4+ RVgentejido ovarico
b -
1500+ a
o £ o T
2 500 b | b ud
ga "] i o CEE T
o T a T 54 o T 24 T
g 0] s 7 °s
25 > 0,006 %5
82 > a g2 T _
S 5 0.004+ >
a 2 0.0024
0.000- 0
X 4 6 12 * ¥ 4 6 12 * X 4 6 12 *
¥ Dias post- & ] Dias post- X ¥ Dias post- &
< alimentacion < alimentacion Q°'° < alimentacion <
(Vit) (vit) (vit)
G Vg1 en cue raso H
b Esquema experimental
150
©° E1nn Fin de la
.g E 100 Almeniacion oviposicion
sio] Bl l 1
8o 157 @ —o L L >
- d 46 4 6 12 12-14
§ % 104 dias post—et':disis dias post-alimentacion dias post-oviposicion
> Pre-vitelogénesis Vitelogénesis Post-vitelogénesis
& a (Pre-vit)  10-12 dias (Vit) 2528 dias (Postvit)
0 post-ecdisis posi-aimentacion
é_?' 4 6 12 %_?'
Dias post-
Q alimentacion
(Vit)

Fig. 10: Expresion temporal de las proteinas precursoras del vitelo (PPV) y sus receptores durante el
ciclo reproductivo. Las hembras de D. maxima fueron diseccionadas en dias representativos del ciclo: dia 4-
6 post-ecdisis (Pre-vit); dias 4, 6 y 12 pos-alimentacion (vitelogénesis, Vit); y dias 12-14 luego de finalizada la
oviposicién (Post-vit). Los niveles de ARNm para Vg1, Vg2 'y Lp y RVg y RLp fueron evaluados mediante
qPCR en cuerpo graso y ovario. Los niveles de Vg y Lp en la hemolinfa fueron cuantificados por ELISA y se

expresaron como pg por ul de hemolinfa. (A) ARNm de Lp en cuerpo graso: 2P< 0,05 vs. Pre-vit, 12 dias Vit
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y Post-vit. (B) ARNm de RLp en ovario: 2P< 0,001 vs. 4 y 6 dias Vit; °P< 0,05 vs. 12 dias Vit y Post-vit, ¢P<
0,001 vs. 12 dias Vit y Post-vit. (C) Lp en hemolinfa: 2P< 0,001 vs. 4, 6 y 12 dias Vit; °P< 0,01 vs. 6 y 12 dias
Vit. (D) ARNm de Vg1 en cuerpo graso: 2P< 0,001 vs. 4, 6 y 12 dias Vit; °P< 0,0001 vs. 6 y 12 dias Vit y
Post-vit; ¢P< 0,01 vs. 12 dias Vit y Post-vit; 4P< 0,01 vs. 12 dias Vit. (E) ARNm de RVg en tejido ovarico: aP<
0,01 vs. Pre-vit y Post-vit. (F) Vg en hemolinfa: 2P< 0,001 vs. Pre-vit y Post-vit,°P< 0,05 vs. 4, 6 y 12 dias Vit.
(G) ARNm de Vg2 en cuerpo graso: 2P< 0,05 vs. 6 y 12 dias Vit; ®P< 0,0001 vs. Pre-Vity 6 y 12 dias Vit; °P<
0,05 vs. 6y 12 dias Vit. (H) Cronograma para el esquema experimental. Los resultados son mostrados como
la media = EEM de tres experimentos independientes. Un valor de P <0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.

Con el objetivo de integrar la dinamica de expresién de los genes Vg/RVg y Lp/RLp con el
control nutricional y endocrino de la reproduccion, se cuantificaron los niveles de HJ en la
hemolinfa de D. maxima mediante CL-MS/MS. Recientemente, Ramirez y col. caracterizaron
la forma molecular de HJ presente en la hemolinfa de las hembras de D. maxima, la cual
corresponde a HJSB3 (Hormona juvenil Il skip-bis epdxido) (9. Los niveles de HJSBs en la
pre-vitelogénesis (~ 50 pg/ml) registraron un aumento significativo y sostenido de hasta 3

veces luego del estimulo de la alimentacién (fase vitelogénica) (Fig. 11).
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Fig. 11: Niveles de HJSB; en circulacién en dias representativos del ciclo reproductivo de D. maxima.
Se colectaron muestras de hemolinfa de hembras en el dia 4 post-ecdisis (pre-viteldgesis o Pre-vit) y a los
dias 4, 6 y 12 post-alimentacion (vitelogénesis o Vit). Los niveles de HJSBs se cuantificaron por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) y fueron expresados en pg/ml. Los
resultados son mostrados como media + EEM de tres experimentos independientes. 2P < 0,05 vs. 4, 6 y 12

dias post-alimentacion.

4.2. Efecto del tratamiento con HJ lll sobre Vg/RVg y Lp/RLp en hembras pre-

vitelogénicas de D. maxima.

Para lograr una mejor comprension respecto al papel de HJ en la regulacién de la expresion
de las PPV y sus receptores durante la ovogénesis en D. maxima, las hembras en la fase pre-
vitelogénica, en las cuales los niveles de HJSB3s son bajos (Fig. 11), fueron estimuladas
mediante la administracion de HJ Il (Fig. 12 A). Los resultados mostraron que HJ lll promovi6

un aumento significativo de los transcriptos Vg1y Vg2 en el cuerpo graso a los dias 4-6 post-
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tratamiento (Fig. 12 B y C). Como consecuencia de la administracion de HJ lll, también se
observd un incremento en la expresion del ARNm de Lp (Fig. 12 D), y en el contenido de Vg y
Lp en el cuerpo graso (Fig. 12 E y F). En concordancia con estos resultados, la concentracion
de Vg y Lp en circulacion fue mayor en hembras tratadas con HJ lll vs. hembras controles
(Fig. 12 G y H), aunque tal efecto fue mas pronunciado sobre los niveles de Vg. En tanto, en
el tejido ovarico se observé un aumento en los niveles de ARNm para los genes RVg y RLp

(Fig. 121y J).
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Fig. 12: Efecto del tratamiento del HJ Il sobre las proteinas precursoras del vitelo (PPV) y sus
receptores. (A) Esquema experimental. Hembras a los 4-6 dias post-ecdisis fueron tratadas con HJ Il o
acetona (control). A los 10-12 dias post- ecdisis se tomaron muestras individuales de tejido ovarico, cuerpo
graso y hemolinfa. Los niveles de ARNm fueron evaluados por qPCR y expresados como las veces de cambio
respecto al control (~ 1). Vg y Lp en la hemolinfa y cuerpo graso fueron cuantificados por ELISA y expresados
como mg de Vg o Lp por cuerpo graso o como Vg o Lp (ug) por pl de hemolinfa, respectivamente. (B) ARNm
de Vg1 en cuerpo graso: 2P< 0,01 vs. control; (C) ARNm de Vg2 en cuerpo graso: 2P< 0,01 vs. control. (D)
ARNm de Lp en cuerpo graso: 2P< 0,01 vs. control. (E) Vg en cuerpo graso: 2P< 0,05 vs. control. (F) Lp en
cuerpo graso: 2P< 0,0001 vs. control. (G) Vg en hemolinfa: 2P< 0,0001 vs. control. (H) Lp en hemolinfa:
aP< (0,05 vs. control. (I) ARNm de RVg en tejido ovarico: 2P< 0.05 vs. control; (J) ARNm de RLp en ovario:
aP< (0,05 vs. control. Los resultados son mostrados como media £ EEM de al menos tres experimentos

independientes. Un valor de P <0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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En trabajos previos de nuestro grupo empleamos inyecciones in vivo de trazadores
fluorescentes para seguir el destino de Vg y Lp (Vg-FITC y LpDil, respectivamente) o el de la
fraccion de lipidos intercambiables de Lp (Lp-Bodipy-FA) (9. 107, En este trabajo de tesis se
observé que la administracion de HJ Il en hembras en la fase pre-vitelogénica de D. maxima
promovio la endocitosis de Vg y Lp, observandose en los ovocitos de foliculos terminales de
las hembras tratadas con HJ Ill un aumento en la sefial fluorescente para Vg-FITC y Lp-Dil

en los granulos de vitelo respecto a los individuos controles (Fig. 13).
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Control Tratamiento con HJ

Fig. 13: Efecto del tratamiento del HJ lll sobre la endocitosis de las proteinas precursoras del vitelo
por los ovocitos. Hembras de D. maxima a los 4 a 6 dias post-ecdisis fueron tratadas con HJ Ill o acetona
(control). A los 5 o 6 dias del tratamiento fueron co-inyectadas con Lp-Dil y Vg-FITC y disecados 3 h después.
Los ovarios obtenidos fueron procesados para microscopia de fluorescencia. (A-B) Secciones de foliculos
terminales en tejido ovarico. La sefial de fluorescencia para Lp (flechas) fue detectada principalmente en los
grénulos de vitelo luego del tratamiento con HJ Ill (B). (C-D) Secciones de foliculos terminales en tejido
ovarico. La sefial de fluorescencia para Vg (flechas) se muestra en los granulos de vitelo sélo después del
tratamiento con HJ Il (D). Resultados similares fueron obtenidos en al menos tres experimentos

independientes. EF, epitelio folicular; Ov, ovocito.
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4.3. Efecto del tratamiento con Precocene Il.

Como estrategia experimental para profundizar en el estudio del rol de la HJ durante la
ovogénesis, hembras de D. maxima al dia 10-12 post-ecdisis fueron tratadas con Precocene
1, un conocido inhibidor de la sintesis de HJ por destruccion de células del parénquima de la
CA mediante alquilacion nucleofilica (192, A las 24 h post-tratamiento, las hembras fueron
alimentadas para estimular el inicio a la vitelogénesis (Fig. 14 A), evaluédndose en primera
instancia el impacto de Precocene Il sobre los niveles de HIJSB3 (Fig. 14 B). Los resultados
mostraron que los niveles de HJSBs en la hemolinfa disminuyeron aproximadamente un 65%
luego del tratamiento con Precocene II, demostrandose de esta manera su efecto inhibitorio

sobre la sintesis de HJ (Fig. 14 B).
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Fig. 14: Efecto del tratamiento con Precocene Il (Pll) sobre los niveles de HJSBs:. (A) Esquema
experimental. Hembras de D. maxima a los 10-12 dias post-ecdisis fueron tratadas con PIl o acetona
(control). (B) Niveles de HJSB3 en la hemolinfa cuantificada mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Los resultados se muestran como el porcentaje de HJSB3
en circulacion, considerando al control como el 100%. @P < 0,05 vs. control. Los niveles de HJSB; son la
media £ EEM de tres experimentos independientes. Un valor de P <0,05 fue considerado estadisticamente
significativo.
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En el cuerpo graso Precocene Il indujo una disminucién significativa en la transcripcion de
los genes Vg1y Vg2 (Fig. 15 Ay E) y consecuentemente, en los niveles de Vg en el cuerpo
graso y en la hemolinfa (Fig. 15 B y C). Por el contrario, Precocene Il no modificé los niveles
del transcripto Lp (Fig. 15 1), asi como el contenido de Lp en cuerpo graso y sus niveles en la
hemolinfa (Fig. 15 F y G, respectivamente). Asimismo, en el tejido ovarico, no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de ARNm para RVg y RLp entre las hembras tratadas

con Precocene Il'y controles (Fig. 15D y H).
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Fig. 15: Efecto del tratamiento con Precocene Il (Pll) sobre PPV y sus receptores. Hembras de D.
maxima a los 10-12 dias post-ecdisis fueron tratadas con PIl o acetona (control). A las 24 h post-tratamiento
las hembras fueron alimentadas con sangre y 6-8 dias post-alimentacion, diseccionadas para la obtencién de
hemolinfa, cuerpo graso y tejido ovérico. Los niveles de ARNm fueron evaluados por qPCR y expresados
como las veces de cambio respecto al control (~ 1). Vg y Lp en la hemolinfa y cuerpo graso fueron
cuantificados por ELISA y expresados como mg de Vg o Lp por cuerpo graso o como Vg o Lp (ug) por pl de
hemolinfa, respectivamente. (A) ARNm de Vg1 en cuerpo graso: aP< 0,001 vs. control. (B) Vg en cuerpo
graso: 2P < 0,05 vs. control. (C) niveles de Vg en la hemolinfa: 2P< 0,01 vs. control niveles del transcripto Lp
en cuerpo graso. (D) ARNm de RVg en ovario. (E) ARNm de Vg2 en cuerpo graso: 2P< 0,05 vs. control Lp en
cuerpo graso. (F) Niveles de Lp en cuerpo graso. (G) niveles de Lp en la hemolinfa. (H) ARNm de RLp en
ovario (I) ARNm de Lp en cuerpo graso. Los resultados son mostrados como la media £ EEM de al menos 3

experimentos independientes. Un valor de P <0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Finalmente, los ensayos funcionales in vivo realizados mediante la inyeccidn de trazadores
fluorescentes mostraron que, al menos en nuestras condiciones experimentales, la
disminucién de los niveles de HJSB3 en la hemolinfa de las hembras tratadas con Precocene
Il no afectd la via endocitica de Lp en los ovocitos, observandose una sefial de fluorescencia
para Lp-Dil similar en los granulos de vitelo para ambas condiciones experimentales (Fig. 16
Ay B). Los resultados también permitieron inferir que la inhibicién en la sintesis de HJSB3
por destruccién de las células de la CA con Precocene Il no comprometié el proceso de
transferencia de lipidos, mediado por Lp, a nivel de la membrana ya que no se observaron
diferencias en el patron de fluorescencia correspondiente a Bodipy-FA en los ovocitos de las
hembras controles y tratadas (Fig. 16 C y D).

En sintesis, las estrategias experimentales tendientes a modificar los niveles de HIJSB3 en
distintos momentos del ciclo reproductivo de D. maxima mediante el tratamiento con HJ Ill o
Precocene |l permitieron profundizar en el abordaje del rol de HJ en la expresién de las PPV

y sus receptores, y evaluar su impacto en el reclutamiento de lipidos en los ovocitos.
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Lp-Bodipy-FA

Fig. 16: Efecto del tratamiento con Precocene Il (Pll) sobre la endocitosis de las proteinas precursoras
del vitelo (PPV) por los ovocitos. Hembras a los 10-12 dias post-ecdisis fueron tratadas con PIl o acetona
(control). A las 24 h se les ofrecié una comida de sangre y al dia 6-8 fueron co-inyectadas con Lp-Dil y Lp-
Bodipy-FA. A las 3 h post-inyeccién los ovarios fueron diseccionados y procesados para microscopia de
fluorescencia. (A-B): secciones de criostato de tejido ovarico mostrando foliculos terminales. La sefial de
fluorescencia para Lp-Dil (flechas) se muestra en los granulos de vitelo luego del tratamiento con Pll o
acetona (control). (C-D): Secciones de tejido ovarico mostrando foliculos terminales. La sefial para Lp-Bodipy-
FA (cabeza de flecha) se muestra en las gotas de lipidos de los ovocitos de insectos tratados con Pl o
acetona (control). Resultados similares fueron obtenidos en al menos tres experimentos independientes. EF,

epitelio folicular; Ov, ovocito.
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4.4. Efecto del silenciamiento del gen RLp sobre la captacion de lipoforina y la

transferencia de lipidos a los ovocitos.

Con el objetivo de profundizar el conocimiento sobre la relevancia fisiolégica de RLp en el
proceso de transferencia de lipidos mediada por Lp a los ovocitos en desarrollo, se llevaron a
cabo experimentos para silenciar el gen RLp mediante ensayos de ARN de interferencia
(ARNi) con ARN doble cadena (ARNdc) en hembras de D. maxima en la fase vitelogénica
(Fig. 17 A). En una primera instancia se analizo el efecto del tratamiento con RLp doble
cadena (RLpdc) en la supervivencia e ingesta de sangre, sin observarse diferencias
significativas entre los insectos tratados con RLpdc y tratados con el ARNdc del Gen de
Resistencia a Ampicilina (ARGdc, control) (resultados no mostrados).

La eficiencia del silenciamiento evaluada mediante qPCR mostré que los niveles del
transcripto RLp en ovario disminuyeron aproximadamente un 79% en las hembras tratadas
con RLpdc vs. controles (Fig. 17 B). En tanto, los resultados mostrados en las Fig. 17 E-H
revelaron que el silenciamiento del gen RLp no afecto la transferencia de lipidos a los
ovocitos en desarrollo, ya que no se observaron diferencias significativas en la intensidad de
la sefial fluorescente para Bodipy-FA en las gotas de lipidos de las hembras inyectadas con
RLpdc y ARGdc. Méas aun, la cuantificacion de la fluorescencia mostrada en la Fig.17 D no
mostrd diferencias significativas en la transferencia de lipidos mediada por Lp. No obstante,
la sefial correspondiente a Bodipy-FA en los granulos de vitelo fue menos evidente en los
insectos tratados con RLpdc en comparacion con los controles (Fig. 17 G y H). Estos

resultados fueron en gran medida predecibles ya que el silenciamiento de RLp afectd la
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endocitosis de Lp mediada por RLp,(Fig. 17 | - L). En este punto, es importante destacar que
el desarrollo de los foliculos terminales, evaluados mediante su tamafio, fue comparable en
los insectos tratados con RLpdc y los controles (Fig. 17 C). De acuerdo con estos resultados,
la endocitocis de Lp por los ovocitos analizada mediante la inyeccién de Lp-Dil, un fluoréforo
no intercambiable, disminuy6 notablemente en las hembras silenciadas (Fig. 17 I-L).

El conjunto de experimentos permitid evidenciar que el silenciamiento del gen RLp
mediante ensayos de ARNi en hembras de D. maxima alimentadas interfirio con la
endocitosis de Lp en los ovocitos pero no con el reclutamiento de lipidos mediante
mecanismos no endociticos, demostrando que la adquisicion de estas reservas se realiza

privilegiando la transferencia de lipidos por sobre la via Lp/RLp.
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Fig. 17. Efecto del silenciamiento de RLp en la transferencia de lipidos a los ovocitos mediante
estrategias de ARNi. (A) Esquema experimental. A las 24 h post-inyecciéon con RLpdc o con ARGdc
(controles) las hembras fueron alimentadas y al dia 6-8 post-alimentacién, fueron diseccionadas para evaluar
la transcripcidn del gen RLp en tejido ovérico mediante gPCR. Otro grupo de hembras tratadas con RLpdc o
ARGdc y alimentadas con sangre en condiciones similares a las descritas anteriormente fueron co-inyectadas
con Lp-Bodipy-FA y Lp-Dil. A las 3 h post-inyeccion con los trazadores fluorescente los ovarios fueron
diseccionados y procesados para microscopia de fluorescencia. (B) gPCR mostrando la eficiencia del
tratamiento con RLpdc para el silenciamiento del gen RLp en ovario. (C) Tamafio de los foliculos terminales
de insectos tratados con RLpdc o ARGdc. Los resultados son mostrados como la media + EEM de 3-4
experimentos independientes. @P< 0,05 vs. ARGdc (control). Un valor de P <0,05 fue considerado
estadisticamente significativo. (D) Cuantificacién de la fluorescencia para Bodipy-FA en foliculos terminales.
(E) Tejido ovarico mostrando foliculos terminales de hembras tratadas con ARGdc. (F) Tejido ovérico
mostrando foliculos terminales de insectos tratados con RLpdc. (G) Magnificacién correspondiente al inserto
indicado en (E), mostrando sefial de fluorescencia positiva en los granulos de vileto (indicadas con lineas

discontinuas) y en las gotas de lipidos (flechas). (H) Magnificacion correspondiente al inserto indicado en (F),
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mostrando sefial de fluorescencia positiva en las gotas de lipidos (flechas). La ausencia de sefial en los
granulos de vitelo se destaca con lineas discontinuas. Ov, ovocito. (I) Imagen correspondiente a (E)
mostrando la sefial de fluorescencia para Lp-Dil en los granulos de vitelo. (J) Imagen correspondiente a (F).
(K) Magnificacion de la imagen correspondiente al inserto en (1), mostrando sefial positiva de fluorescencia en
los grénulos de vitelo (destacado con lineas discontinuas). (L) Magnificacidon de la imagen correspondiente al
inserto en (J). Las lineas discontinuas delimitan el ovocito. Ov, ovocito. Resultados similares fueron obtenidos

en 3 experimentos independientes.

4.5. Participacion de Met en la fisiologia del tejido ovarico.

4.5.1. Expresion de Met en cuerpo graso y tejido ovarico durante el ciclo reproductivo.

Para evaluar la participacion de Met en la fisiologia del tejido ovarico se analizaron los
cambios del transcripto Met en el cuerpo graso y tejido ovarico en dias representativos del
ciclo reproductivo de D. maxima (Fig. 18 A). Los resultados mostraron que en ambos tejidos,
los niveles de ARNm para Met aumentaron con el inicio de la vitelogénesis siendo maximos
al dia 4 post-alimentacion (Fig. 18 B y C). Posteriormente se registrd la disminucion
significativa del transcripto Met en dias avanzados de la fase vitelogénica (dia 12 post-
alimentacion) y en la post-vitelogénesis, comparables a los niveles registrados en la pre-

vitelogénesis (Fig. 18 By C).
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Fig. 18: Expresion temporal del gen Met en cuerpo graso y tejido ovarico. (A) Cronograma del Esquema
Experimental. (B) ARNm de Met en cuerpo graso: aP< 0,001 vs. 2, 6 y 12 dias Vit y Post-vit; °P< 0,001 vs. 3 y
4 dias Vit. (C) ARNm de Met tejido ovarico: aP< 0,001 vs. 6 y 12 dias Vit y Post-vit; °P< 0,001 vs. 3 y 4 dias
post-alimentacion. Post-vitelogénesis (Post-vit), de 12 a 14 dias después del final de la oviposicion. Los
resultados son mostrados como la media + EEM de al menos 3 experimentos independientes. Un valor de P

<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

4.5.2 Secuencia de Met y analisis bioinformatico.

Mediante el disefio de primers especificos (Tabla S1) y utilizando la técnica de RACE (por
sus siglas en inglés: Rapid Amplification CDNA Ends) se secuencié completamente el gen
que codifica para Met en D. maxima, denominado DmaxMet. Esta secuencia de nucleo6tidos

fue depositada en la base de datos del NCBI (ID MT361686). DmaxMet se encuentra
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bHLH <

PAS-A <

conformado por 2142 nucleédtidos que codifican para una proteina de 713 aminoacidos, con

un peso molecular tedrico de 81167 Da y punto isoeléctrico tedrico de 6,68 (Fig. 19).

1 atgtgcgagtgtcataattatttgcatcatcagaataatcattatgtgtatcatccacaaatatcaccgccacaacagtatcatcattatgatgatgectcatctaactagaccagetcat
1 M c ECHN YL HHQNNU HYVYHU©POQTIS?PPQQ Y HHYDDAUHTLTRUPAH
121 caccttgtaccttggcttacacctcccccaccgecagattattatccaaccaattactataatgaatcatatgcetgecagttccagtecgtcagatgaggaaccaagectgagaaacaacge
41 H L V P W L T P P P P P DY Y P TNYYNUESY AAS S S RQMUZBRNGQA ATEITZKGQR
241 cgtgataaattgaatcagtttataagtgagctagetgtattggtaccaatggttgecagetcagcaaagaaactagataagaccagecatecttgeggettagtgecagetatetcaggatyg
81 R D KL N Q F I S ELAVYTILJYU®PMVYASSAKT KT LTUDI KT STIILRTILSASTUYTLUZRM
361 catcaagttgcgaaatcaacaaaagaagtcacatacaaggaactgtctataccaattaactggtgtcattgtgtgetagatgtaatgggtggtatectettgatagtaacttettcagga
121 HE Q V A K 8§ T K E VvV T ¥ K E L § I P I NWCHCV LDV MGG I LL I VTS S 6
[ 481 aagattgtcttcatatccagtcatgttgaaggacttecttggttatcaaacgaacgatctgttggggecagtececctgtatacaataaccagteceggaggatecgtgataaactgaaaaagaat
162 K I V F I S S H V E 6 L L 6 Y Q T NDILTILGQ S L Y T IT S PEDU RUDIEKTUILIKIKN
601 ttgaaatcagattttgatccegacgtaccatecacttctacagaggaagacatactaaatgtggaaggaatgagaagaaccecgeecggtetttetttttaaagttgecaacacagggetata
181 L. X s D F D P D V P S T S T E E D I L NV E G M R RTRUR S F F L KILQQHI RA AI
= 721 tcgaaaagtgaccaacctcaatatgaggatgtccacattgaaggccatctgaggataccgecgggcttagectcaaataaaaaacaaaaaggagaacatttaaacaatgataatgtggtt
241 s XK s D Q P Q YE DV HIZESGHTIL®RTIU PZPGILAS SINIUE KU K Q K GEUHTILNUNDNV V
841 ttggttgctttaatgaaaccgtgtagggaaaaaagaattactgecccattccatattggaagcaacgaaggaagaatggatcagtaggcatcttattgatggaacaattgtctactctgat
281 I v A L MK P € R EK R EF L AHES TLEADTEKEEEBEW TS REHEEDS T IV SD
961 cataggatatctgtggtatctggatatttagegeatgaagttaatggaagtecegetttettgtatatgeacagtgatgatgegegatgggtgatgattgtattgaggecaaatgtattac
321 H R I 8 V V S 6 Y L A H E V NG S P A FL Y M HSDDA ARUWU YVMTIUVYVYIULUROQMT YY

1081 cgaggagaaagttatggctctagttgectacaggettctttcaaaaaatggtgaattcatttacattaggacccatggatatttggaactaagtggggaagataattcegttcagtecattt

361 R 6 E 8 ¥ 6 S S C Y RL LS KNGEVFTI UYIURTHOG YILETLS GEUDUNDNSUYOQSTF
1321 atttgtataaacactcttgttacgeccagaagaaggecgaaaagttaatageccagatgaaagecaagttegeccetgtagtaatgecaatcaaatgaaccaggaacgtetgeccttgecgat

L4411 1 ¢ I N T L VvV T P E E 6 E K L I A Q M KA KFA PV VMOQES NZEU PGTSATLA ATD

1441 actagagccataatggatagcagcccaactcctagtatccgtccattaaaagtagacgaccctaatgaactaagaactgcectatagaacagttattaactgaagttccgacaactgagtta
481 T R A I M D S s p T P S I R P L KV DDUPNJZETZLU RTA ATIZEUGQTLTULTEV?PTTEL

1561 caagtttctccagaaagttcagtaccaaaccagcagtttgccaaaattgccaaggagtccaaaaatatgeccaccagtgaccatacaaagcagcaggattggagtaatgtcagtgecatge
521 9 VvV S P E S S V P N Q Q FA KI AU KUESI KU NM?PU®PVTTIOQS S RTIGVMSV P C

1681 ttaaaaaaaggaccaatctataaccgcccatcagtcattacgccattgectcgttctaaggataagagtaagagaggggtgaatgaagaaaaagtatcagttttaaaaaggatacgacce
51 . XKk K 6 P I Y N R P S V I T P L PR S KDIZX S KRGV NUZEJZEIZ KV S VL XKRTITRP

1801 gaggaaacttccgtgatacgaacggttgtcagagaagaaccaggattacaaccatcttcatgtcaggagcatgttccatctcagtecgecattacaatagaaatttecttttctcaaatgat
601 E E T s v I R T VvV V R E E P G L 9 P S s C Q EH V P S Q S HY NI RWNFULF S N D

1921 tatctattaacggattcttctgttcatggtggcgtggatggctecgttgatgtgagatcgettcatgtggaacttgaggtececctattgacccecgggttgtgggaaaacgatgttgaggaa
641 Y L. L. T D S S V H G G V D G S VDV R SLHV ETLZEUVZPIDUZPGILWENTDV E E

2041 aaagttattagaggacagatacagttggaaaatagcattcaaagacaagaaaggcaaatttttgctattgaaaatgatttaacttctgttccaataaccaacactgaaagccacatctac
681 K v I R G @ I ¢ L E N S I Q R Q E R Q I F A I END L T S V P I T N TE S H I Y

2142 cgctcggaattcacccacctcagggctgagcataaaaaacagcaacagatgctgaaaacccttcaacaggatcgtgaacaattgaatgtgagtgatatttaa

713 R S E F T H L R A E H K K Q Q 9 M L K T L Q Q D RE QL NV S D I -

Fig. 19: Secuencia del gen DmaxMet: El alineamiento de pares de bases y los respectivos aminoacidos
muestran los principales dominios deducidos del analisis bioinforméatico mediante el algoritmo en linea BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). bHLH: Basic Helix loop hélix o dominio de unién al ADN. PAS-A y PAS-

B: Dominios de union al ligando.

Utilizando los transcriptos de Met reportados por Villalobos-Sambucaro en 2015 (2 para R.
prolixus, Rp-Met1'y Rp-Met2, y el algoritmo en linea BLAST se pudo predecir que DmaxMet
estd conformado por 15 exones, de los cuales 13 mostraron homologia con los ortélogos Rp-
Met1y Rp-Met2 debido al alto porcentaje de identidad de secuencia. En tanto, los exones 1y
3 fueron los unicos que no presentaron homologia con ambos ortdlogos de R. prolixus (Fig.
20).
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Fig. 20: Prediccion de los exones que conforman DmaxMet. Alineamiento empleando Rp-Met1y Rp-Met2
de R. prolixus reportado por Villalobos-Sambucaro y col., 2015. Las flechas rojas marcan los exones 1y 3 los
cuales no guardan homologia con las isoformas de R. prolixus. El exon 3 es el que determina las dos

isoformas en esta especie.

Los resultados mostraron que la proteina deducida a partir de DmaxMet presenta los
dominios principales reportados para Met (Fig. 21): el dominio de union al DNA o “basic
Helix-Loop-Helix (bHLH)", los dominios de unién a HJ, PAS A y PAS B por sus siglas en
inglés “Pert-Arnt-Sim”, y “PAS C-terminal motif PAC”, todos ellos altamente conservados con

los de su ortélogo en R. prolixus (52,
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Fig. 21. Dominios de DmaxMet. Analisis de los dominios y conservacién con las isoformas Rp-Met1 y Rp-
Met2 reportado por Villalobos-Sambucaro y col., 2015 para R. prolixus. Se muestran los dominios principales:
dominio de union al ADN: Helix loop hélix (HLH); Dominios PAS-A y PAS-B.

La Fig. 22 muestra que las secuencias de nucledtidos de Met disponibles para los
artropodos seleccionados, en general no se agruparon siguiendo su historia evolutiva. Si
bien las secuencias de Met de los triatominos D. maximay R. prolixus se ubicaron en el
mismo “cluster’, otros hemipteros como Nilaparvata lugensy Planococcus kraunhiae no
formaron parte del mismo grupo. Por otro lado, las secuencias de Met de los insectos
holometabolos utilizados para inferir sobre la historia evolutiva se agruparon formando un
‘cluster” para Coleoptera, otro para Lepidoptera y finalmente otro para Diptera. Como era
esperable, las especies de crustaceos Daphnia pulex y Daphnia magna junto a Portunus
trituberculatus, se ubicaron mas alejadas evolutivamente que el resto de las especies de

insectos.
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Fig. 22 Analisis filogenético molecular de Met a partir de secuencias seleccionadas. Las secuencias
empleadas para el arbol se depositaron en GenBank con las identificaciones: ALT10381 (Portunus
trituberculatus), ALT45968 (Nilaparvata lugens), CDO33887 (Blattella germanica), BAR92640 (Zootermopsis
nevadensis), AIM47235 (Diploptera punctata), MT361686 (Dipetalogaster maxima) ACPB02032103 (Rhodnius
prolixus [), ACPB02020961 (Rhodnius prolixus Il), BAU79435 (Planococcus kraunhiae), KAE8748585
(Frankliniella occidentalis), NP_001092812 (Tribolium castaneum), ANW09588 (Monochamus alternatus),
AKG92748 (Leptinotarsa decemlineata), QDB64433 (Grapholita molesta), ACJ04052 (Bombyx mori),
AJW29006 (Helicoverpa armigera), AZL94115 (Mythimna separata), AFQ01087 (Glossina morsitans),
NP_001285132 (Drosophila melanogaster), AUO38590 (Sitodiplosis mosellana), AAY25027 (Culex pipiens),
AAX55681 (Aedes aegypti), BAM83855 (Daphnia magna), BAM83853 (Daphnia pulex).

Mediante el programa |-TASSER (7%6) se realiz6 el modelado molecular de Met. Teniendo en
cuenta la caracteristica intrinsicamente desordenada de los N- y C- terminales de la proteina,
para el modelado se empled solo la region estructurada que contiene los dos dominios PAS
ya que no hay molde cristalizado para la porcién C-terminal de Met. Este modelado sugirid

ausencia de estructura terciaria. EI modelado alcanz6 una puntuacién de TM 0,72+0,11 (una

80



puntuacion TM > 0,5 indica un modelado de correcta topologia) (1%). EI mapeo de cargas
electrostaticas reveld dos parches con concentraciones de cargas opuestas; mientras que el

analisis de hidrofobicidad no reveld ninguna distribucion distintiva (Fig. 23).

o
S
g e

Fig. 23 Modelado molecular y caracteristicas estructurales de Met. Considerando la caracteristica
intrinsecamente desordenada de los N- y C-terminales de la proteina, s6lo se modelé la region estructurada,
que contiene dos dominios PAS (A). El andlisis de la superficie del potencial electrostatico revelé dos parches
con concentraciones de carga opuestas (B), mientras que la inspeccion de la hidrofobicidad no reveld ninguna

distribucion especialmente distintiva (C).

La estructura tridimensional obtenida del modelado proteico fue empleada para los
ensayos de interaccion in silico (“docking”) entre DmaxMet y dos formas moleculares de HJ,
HJ Il y HJSBs, (Fig. 24) mostrando ambas una alta afinidad por el dominio PAS B (Fig. 24
B). Del andlisis también se infirid que existe una mayor afinidad de DmaxMet por HJSBs3, la

forma molecular de HJ presente en la hemolinfa de D. maxima (4. Por otro lado, es de
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destacar que la afinidad de DmaxMet por HJ Il evidenciada in silico apoya su empleo en los

experimentos de topicacion en la pre-vitelogénesis (Fig. 12 'y 13).

Energia de interaccion
(kcal/mol)

Dominio PAS B
HJ 1l - 18,216
HJSB, -19,696

HJl

Fig. 24: Ensayo de interaccion in silico (“docking”) entre PAS-B de DmaxMet y dos formas
moleculares de Hormona juvenil (HJ lll y HJSB:). Utilizando la region que contiene el dominio PAS-B se
predijo un modelado de “novo”, con el cual se realizé la interaccion in silico. (A) muestra la posible region
donde se unirian las distintas formas moleculares de HJ analizadas, indicadas también en una ampliacion
donde se observan los aminoacidos del dominio PAS-B implicados en la unién a HJ. (B) Energias de

interaccién entre el dominio PAS-B y las formas moleculares HJ Il y HJSBs.

4.6. Efecto del silenciamiento del gen Met.

Cuando se analizé el impacto del silenciamiento del gen Met mediante ensayos de ARNi en
hembras vitelogénicas de D. maxima se observé que la supervivencia y la cantidad de sangre
ingerida por las hembras no mostré diferencias significativas entre los insectos tratados con
Metdc y los controles (insectos inyectados ARGdc, resultados no mostrados). La eficiencia del
silenciamiento evaluada por qPCR mostrd que los niveles del transcripto Met disminuyeron un
78% en tejido ovarico y un 84% en cuerpo graso al dia 2 post-tratamiento con Metdc respecto

a las hembras controles (ARGdc) (Fig. 25 By C, respectivamente).
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El silenciamiento de Met indujo una disminucién significativa en los niveles de los
transcriptos Vg2 'y Lp en cuerpo graso (Fig. 25 D y F), como asi también en los transcriptos de
los receptores RVg y RLp en tejido ovarico (Fig. 25 E y G). También se observd que las
hembras con el gen Met silenciado presentaron un menor desarrollo del tejido ovarico (Fig. 25
H), probablemente por una menor sintesis y captacion de Vg y Lp por los ovocitos. A
diferencia del tratamiento con Precocene Il, en el cual la disminucion de los niveles de HJSB3
no inducia cambios a nivel transcripcional de RVg y RLp en ovario, el silenciamiento del gen
Met indujo una “down” regulacién de estos receptores, sugiriendo que Met desempefia un rol

fundamental en la regulacion del desarrollo del tejido ovarico mediada por HJ.
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Fig. 25: Efecto del silenciamiento del gen Met. (A) Esquema experimental. A las 24 h post-inyeccidn con
Metdc o ARGdc (control) las hembras fueron alimentadas y al dia 2 post-alimentacion, fueron diseccionadas
para evaluar la eficiencia del silenciamiento de Met mediante qPCR y expresados como las veces de cambio
respecto al control (~ 1). (B) ARNm de Met en tejido ovarico: 2P< 0,05 vs. ARGdc. (C) ARNm de Met en
cuerpo graso: 2P<0,05 vs. ARGdc. (D) ARNm de Vg2 en cuerpo graso: 2P<0,0001 vs. ARGdc. (E) ARNm
de RVg en tejido ovarico: 2P< 0,05 vs. ARGdc. (F) ARNm de Lp en cuerpo graso: 2P< 0,005 vs. ARGdc.
(G) ARNm de RLp en tejido ovarico: 2P< 0,05 vs. ARGdc. Los resultados son mostrados como media
EEM de al menos tres experimentos independientes. Un valor de P <0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.
Los cambios del transcripto Met evaluados durante el ciclo reproductivo de D. maxima en el
cuerpo graso y tejido ovarico permitieron analizar la participacion de Met en el desarrollo del

tejido ovarico. El secuenciamiento del gen DmaxMet posibilitd la caracterizacién genomica
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mediante andlisis bio-informaticos, infererir sobre su historia evolutiva y evaluar in silico la
interaccion entre Met y las variantes moleculares HJ lll y HJSB3, siendo esta ultima la forma
molecular de HJ presente en la hemolinfa de D. maxima. Desde el punto de vista fisiologico y
funcional, el silenciamiento de Met permiti6 inferir que en D. maxima, la principal PPV es
inducida segun la via clasica HJ-Met. El silenciamiento de Met también indujo una “down”
regulacion de RVgy RLp y un menor desarrollo del tejido ovarico, sugiriendo que Met seria un

actor critico para modular, via HJ, el desarrollo de este tejido.
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Capitulo 5: DISCUSION

En las hembras de la mayoria de los insectos hematéfagos, la comida de sangre
desencadena una compleja sincronizacion entre hormonas y vias de sefializacion nutricional,
induciendo cambios fisioldgicos que promueven la ovogénesis (4. El cuerpo graso sufre una
marcada remodelacion tisular, 83 aumentando la sintesis y secrecion de PPV, las que seran
captadas por los ovocitos en desarrollo. Este proceso se encuentra finamente regulado
temporal y espacialmente por factores endocrinos (178, En hemipteros, incluidos los vectores
de la enfermedad de Chagas, la reproduccion de la hembra esta regulada por HJ (9, como
se demostré hace casi un siglo para R. prolixus (3. Desde esos hallazgos, los efectos
pleiotropicos de HJ sobre los cambios en el cuerpo graso y la expresion de los genes Vg han
sido ampliamente reportados (37 34,

Los lipidos tienen un rol fundamental en la reproducciéon de los insectos ya que son el
principal sustento energético para el desarrollo embrionario (76 720, En los insectos, el
metabolismo de los lipidos también se encuentra bajo regulacion hormonal. La interaccion
entre los ILP y la hormona adipocinética (AKH) estimula la activacion de factores de
transcripcion los que a su vez promueven la lipogénesis o la lipolisis, respectivamente (27, 122,
En este contexto, nuestro grupo caracteriz6 las reservas nutricionales en el tejido ovarico de
D. maxima, reportando aspectos singulares del metabolismo de los lipidos y las lipoproteinas
durante el ciclo reproductivo de esta especie (17: 19, 123, 124),

En este trabajo de Tesis se observd durante el ciclo reproductivo de D. maxima una

correlacion entre los cambios en los niveles de ARNm de las PPV en el cuerpo graso, su
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concentracion en la hemolinfa y los cambios en los niveles de los transcriptos RVg y RLp en
el tejido ovarico. La comida de sangre desencadeno la vitelogénesis, con un aumento de los
niveles de transcripcion de Lp y Vg en el cuerpo graso, y de RLp y RVg en el ovario.
Curiosamente, el ARNm de Lp en cuerpo graso disminuy6 al dia 12 post-alimentacién hacia
valores comparables con la pre-vitelogénesis, a diferencia de lo ocurrido con el ARNm Vg,
cuyos niveles al dia 12 post-alimentacion fueron significativamente menores a lo registrado al
inicio de la vitelogénesis pero elevados respecto a la pre-vitelogénesis. En concordancia con
lo reportado por Downer y Chino en langostas, es posible que este comportamiento se deba a
que no es necesario sostener niveles elevados de sintesis de Lp, ya que esta lipoproteina
posee un tiempo de vida media prolongado (8. Ademas, hay diferencias funcionales entre Lp
y Vg que podrian contribuir a las diferencias en su regulacion durante el ciclo reproductivo. En
este sentido, Lp funciona como un transportador reusable de lipidos a los tejidos blanco
durante todo el ciclo de vida (/7. 89, Por el contrario, la expresion de Vg aumenta unas 1000
veces después de la alimentacion y su captacion es altamente especifica del tejido ovarico
(9, Un aumento significativo en la expresion de Vg en cuerpo graso y su captacion por los
ovocitos durante la vitelogénesis es critica para la homeostasis nutricional y la capacidad
reproductiva (89,

Los resultados de este trabajo de tesis demostraron que en la hemolinfa de D. maxima, los
niveles de Lp y Vg se mantuvieron elevados en la post-vitelogénesis. Es importante destacar
que en esta fase reproductiva, el tejido ovarico de D. maxima experimenta profundos cambios
bioquimicos, histo-morfoldgicos y ultraestructurales que promueven la atresia de los foliculos
(1), En este periodo, también denominado “fase de atresia folicular temprana”, algunos
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ovocitos son resorbidos en lugar de continuar su desarrollo. Una de las principales causas
que promueven la instauracion de la atresia folicular es la escasa o nula disponibilidad de
nutrientes y consecuentemente, el cese de la vitelogénesis. Asi, los nutrientes almacenados
en los foliculos terminales pueden ser degradados y movilizados hacia la circulacion para su
reclutamiento y utilizacion por otros tejidos, contribuyendo a la homeostasis energética (7. 19,
En la hemolinfa del hemiptero Plautia stali por ejemplo, han sido identificados amino&cidos y
péptidos resultantes de la protedlisis de vitelina (%), En D. maxima, durante la post-
vitelogénesis se activan peptidasas del tipo catepsina D, responsables de la protedlisis
temprana de vitelina (9. Por lo tanto, el “reciclado” de las proteinas precursoras del vitelo en
esta fase reproductiva de D. maxima podrian explicar los niveles relativamente elevados en la
hemolinfa de Vg y Lp.

Con respecto a la endocitosis de Lp en triatominos, diferentes estudios han arrojado
resultados controversiales. Mientras que los trabajos en R. prolixus proponen que Lp no es
endocitada (126729 nuestro grupo demostrd que en P. megistus y D. maxima, la via endocitica
Lp/RLp converge con el proceso de transferencia de lipidos a nivel de membrana a los fines
de maximizar el almacenamiento de reservas lipidicas en los ovocitos en desarrollo (19 107),
Durante el progreso de este trabajo de tesis se observo que los niveles de ARNm de RLp
aumentan en los primeros dias de la fase vitelogénica. En concordancia con este hallazgo, en
otras especies de insectos también se ha informado un aumento en la transcripcion del gen
RLp durante la vitelogénesis (130-133),

En cuanto a RVg, el méximo aumento de los transcriptos se registré al dia 6 post-
alimentacion, en coincidencia con los resultados de nuestro grupo que reportaron, para dias
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comparables de la vitelogénesis, una activa captacion de Vg por los ovocitos (). Aunque el
ciclo reproductivo de las hembras no autdégenas de D. maxima presenta cierta variabilidad
bioldgica, en términos generales la primera oviposicion ocurre entre los dias 8 a 12 post-
alimentacion. Por lo tanto, es probable que no se requiera de la expresion sostenida del gen
RVg durante toda la vitelogénesis, debido al reciclado intracelular de RVg, tal como fuera
informado en otras especies de insectos (734, Esto también podria explicar lo observado en
dias avanzados de la fase vitelogénica (dia 12 post-alimentacién, Fig. 10 F), registrandose
una disminucidn en los niveles de ARNm de RVg.

Diferentes formas moleculares de HJ han sido caracterizadas en varias especies de
insectos, siendo HJ Il la forma mas frecuente (4%). En los triatominos D. maxima y R. prolixus,
la variante molecular de HJ circulante corresponde a HJSB3 (%% 700, En |la hemolinfa de D.
maxima, HJSBs mostrd los niveles mas altos al inicio de la vitelogénesis (dia 4 post-
alimentacion). En hembras vitelogénicas estos niveles (~ 0,7 nM) fueron muy bajos en
comparacion con lo informado en otros insectos hemimetabolos (26 27. 135, Sin embargo, la
concentracién de HJSBs en D. maxima fue comparable a lo reportado por Villalobos-
Sambucaro y colaboradores en ninfas de 4° estadio de R. prolixus en condiciones de post-
alimentacién (~0,9 nM) (%), La afinidad de unién de HJ Il en el rango de nM fue descripta
para el gen Met de D. melanogaster y T. castaneum (Kd ~ 5,3 y 2,94 nM, respectivamente)
(8. En conjunto, los tenores de HJSB3 asi como la expresion de las PPV y sus receptores
alcanzaron el maximo durante la vitelogénesis en D. maxima, apoyando la hipétesis en la cual

HJ desempefia un papel fundamental en la regulacion de los niveles de Lp/RLp y Vg/IRVg.
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Para profundizar en el abordaje del rol de HJ en la expresion de las PPV y sus receptores, y
su impacto en el reclutamiento de lipidos en los ovocitos, se disefiaron estrategias
experimentales tendientes a modificar los niveles de HJ en distintos momentos del ciclo
reproductivo. En las hembras pre-vitelogénicas HJ indujo un aumento de los transcriptos Vg y
Lp en cuerpo graso y de sus receptores endociticos RLp y RVqg en tejido ovarico, al tiempo
que promovio un incremento en el contenido de Lp y Vg en el cuerpo graso, concomitantes
con la mayor concentracion de estas lipoproteinas en la hemolinfa. Actualmente los estudios
en especies modelos de insectos indican que el receptor de HJ se encuentra altamente
conservado (%" %8 habiéndose demostrado ademas, que diferentes HJ nativas o analogos de
HJ tienen la capacidad para unirse al receptor HJ de Drosophila y activar la sefializacion de
HJ (136, Los resultados del docking in silico de dos formas moleculares de HJ (HJ [Il y HJSB3)
mostraron una alta afinidad por DmaxMet, avalando el uso de HJ Il en los estudios
funcionales. Por lo tanto, no fue sorprendente que el tratamiento con HJ Il fuera eficaz en D.
maxima, aun no siendo la forma molecular de HJ circulante en esta especie.

En la mayoria de las especies de insectos, incluidos los triatominos, ha sido reportado que
HJ desempefia un rol fundamental en la regulacién de la expresion de Vg (23 137-140) Existen
ademas, evidencias parciales que sugieren que HJ participa en la regulacién transcripcional
de RVg en la hormiga roja Solenopsis invicta (%) y de RVg y RLp en el mosquito A. aegypti
(133), Por otra parte, en lo concerniente a RLp, ha sido reportado un posible control post-
transcripcional en el ciclo reproductivo de la cucaracha B. germanica (37),

En insectos tratados con HJ se observd mayor contenido de Lp en el cuerpo graso y niveles
mas elevados en hemolinfa (Fig. 12 E - H). En las cucarachas Leucophaea maderae y
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Periplaneta americana fue demostrado que Lp funciona como una proteina de unién ala HJ, y
que la administracion de un analogo de la HJ indujo un aumento en los niveles de Lp
circulante 4. Durante el ciclo reproductivo de B. germanica los niveles de Lp no mostraron
una clara correlacion con los cambios de HJ (™). Sin embargo, en esta especie, los insectos
tratados con HJ mostraron en términos de proteinas, un mayor contenido de RLp y Lp en
cuerpo graso y de Lp en ovarios, sugiriendo un efecto post-transcripcional de HJ sobre
Lp/RLp (737),

Debido a que HJ aumenta significativamente en la hemolinfa de D. maxima luego de la
ingesta de sangre, se disefiaron experimentos para disminuir la via de sefializacion de la
hormona mediante la aplicacion de Precocene Il, un compuesto con demostrado efecto “anti-
HJ”. En concordancia con lo reportado por Garcia y col. y por Ronderos (42143 Precocene ||
afectd la actividad de la CA induciendo una disminucion en los niveles de HJSB3 (Fig. 14 B) y
comprometié la expresion de Vg en el cuerpo graso (a nivel de ARNm vy proteina),
observandose también una menor concentracién de Vg en la hemolinfa (Fig. 12). No obstante,
los niveles de Vg en los insectos tratados con acetona (controles) fueron méas bajos que los
encontrados en hembras vitelogénicas. Esto podria deberse a efectos secundarios del
tratamiento, ya que antes de la alimentacién con sangre, los insectos fueron manipulados
para la administracién de acetona o Precocene Il. Estas manipulaciones resultaron en una
menor ingesta de sangre en los insectos tratados con acetona y Precocene Il en comparacion
con las hembras no perturbadas. Aunque esa diferencia en el tamafio de la comida no fue
estadisticamente significativa (resultados no mostrados), esta se reflejaria en los niveles de
Vg en la hemolinfa. Sorprendentemente, ni el contenido de Lp en cuerpo graso ni los niveles

91



de ARNm para los genes RLp y RVg en tejido ovarico se vieron afectados por el tratamiento
con Precocene Il. Ademas, la capacidad de transferencia de lipidos desde la Lp a los ovocitos
no se vio afectada con la disminucion de HJSB3. Probablemente, los tenores de HJSB3 en la
hemolinfa de D. maxima, después del tratamiento con Precocene I, fueron suficientes para
sostener los niveles de Lp/RLp, pero no para promover un aumento de Vg. Apoyando esta
hipétesis, lo descripto en B. germanica muestra que la activacion de gen Vg en la
vitelogénesis depende estrictamente de la capacidad de la CA para sintetizar niveles
adecuados de HJ (139,

Actualmente existen evidencias sobre vias de sefializacion adicionales que, junto con HJ,
promueven la captacion de lipidos, compensando la reduccion en los niveles de HJ inducida
por Precocene Il. También ha sido propuesto que existe una correlacion entre HJ y los ILPs.
Los ILPs del cerebro modulan la sefalizacion de HJ, regulando la lipdlisis y la lipogénesis
durante el ciclo reproductivo de la mosca tsetsé (744. También se propuso que la modulacién
de los receptores de serotonina por parte de los ILP, es necesaria para el aimacenamiento de
lipidos y el desarrollo ovarico en A. aegypti (9. Acompafiando estas observaciones, Leyria y
colaboradores recientemente reportaron la activacion de las via de sefializacién de los ILP
después de una comida de sangre en las hembras de R. prolixus (9. Sin lugar a dudas, para
avanzar en estos interrogantes seran necesarios estudios que permitan evaluar el papel de
los ILP y su interaccion con la sefalizacion de HJ en la regulacion del metabolismo de los
lipidos en triatominos.

Ademas de su funcion en el control de la vitelogénesis, en los foliculos ovaricos HJ actua
promoviendo el aumento del espacio entre las células del epitelio folicular, facilitando el
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acceso de las macromoléculas como Vg desde la hemolinfa al ovocito en crecimiento,
proceso conocido como patencia (46 66 146 147) En |os ovocitos de dos especies de
cucarachas, la vitelogénesis induce cambios en la distribucion subcelular de RLp y RVg,
traslocando a la zona cortical para facilitar la interaccidén con los ligandos y la captacién de
lipoproteinas, sin modificar significativamente la expresion de los receptores 9. Los
resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis mostraron una mayor endocitosis de
Lp y Vg por los ovocitos en las hembras tratadas con HJ. Esto sugiere fuertemente que las
células foliculares experimentan patencia, ya que resultados de trabajos anteriores del grupo
demostraron que en las hembras pre-vitelogénicas, el acceso de las macromoléculas desde la
hemolinfa al ovocito es muy limitado (7). Estos hallazgos también concuerdan con el trabajo
pionero en R. prolixus demostrando que el notable aumento de los espacios interfoliculares
durante la patencia esta bajo el control de HJ (™49, El aumento en la captacion de Lp y Vg
inducido por HJ también podria ser la expresion del aumento de RLp y RVg en la membrana
plasmatica del ovocito.

Ademas de la actividad endocitica de RLp, en D. melanogaster ha sido propuesto que RLp
también puede mediar el reclutamiento de lipidos en los ovocitos por una ruta independiente
de la endocitosis, implicando la asociacién de RLp con proteinas transferidoras de lipidos o
LTP (por sus siglas en inglés) a nivel de la membrana plasmatica (4% 750, En D. maxima, el
silenciamiento del gen RLp en hembras vitelogénicas disminuyd significativamente la
captacion de Lp, pero no la transferencia de lipidos a los ovocitos (Fig. 17 E - L), demostrando

que la endocitosis de Lp contribuye minoritariamente en la conformacién de estas reservas.
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En sintesis, el conjunto de resultados presentados en este trabajo de Tesis en relacion al
Objetivo 1, sugieren fuertemente que HJ regula la transferencia y el almacenamiento de
lipidos en los ovocitos de D. maxima, permitiendo profundizar en la caracterizacion del papel
gonadotroéfico de HJ en triatominos, descrito hace mas de 80 afios por Sir Vincent Brian
Wigglesworth (9. Seran necesarios mas estudios para comprender plenamente estos
procesos a nivel molecular. Adicionalmente, los disefios experimentales implementados tales
como el empleo de trazadores fluorescentes lipidicos en ensayos funcionales o de
silenciamiento génico podrian aplicarse a futuro en estudios que aborden el control de
insectos, ya que los lipidos son esenciales para el éxito de la reproduccion y la
embriogénesis.

En los insectos, el sefialamiento de HJ esta principalmente asociado a eventos involucrados
con la represion de la metamorfosis y estimulacion de la reproduccion (5%, En la actualidad,
los avances en la caracterizacién de Met han permitido consolidarlo como el receptor de HJ
(49. 53, 58) Met es un factor de transcripcion que pertenece a la gran familia de receptores
nucleares que exhiben una estructura de dominios relativamente bien conservada: bHLH,
localizado en el N-terminal de la proteina, y los dominios PAS-A y PAS-B. En este sentido,
usando HJ lll sintética y un analogo de HJ, metropreno, se demostrd que la hormona tiene
alta afinidad por el dominio PAS-B (%), En tanto, otros estudios reportaron que la unién HJ-Met
dimeriza con un co-factor, Taiman (Tai), para formar un heterocomplejo que se unird a los
elementos respondedores en el ADN, para finalmente desencadenar una respuesta celular
especifica, por ejemplo, durante la vitelogénesis estimular la transcripcion de Vg 4. Si bien
los estudios pioneros sobre los efectos de HJ fueron realizados empleando triatominos como
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modelos 63, no fue sino hasta el 2015 que Villalobos-Sambucaro y col. reportaron informacién
sobre la caracterizaciéon gendmica y funcional del receptor Met en el triatomino R. prolixus (52
Hasta el desarrollo de esta Tesis, habia escasos reportes que profundizaran en el rol de Met
en la fisiologia reproductiva de los triatominos. Asi, durante el transcurso de este trabajo, se
identifico el gen que codifica Met en D. maxima, denominado DmaxMet, para su
caracterizacion gendmica. Utilizando diferentes técnicas de biologia molecular, el gen que
codifica para DmaxMet fue completamente secuenciado, posibilitando evaluar la funcionalidad
‘in silico” de este receptor. Al compararlo con las secuencias reportadas por Villalobos-
Sambucaro y colaboradores en 2015 para R. prolixus, encontramos que el transcripto de
DmaxMet esta conformado por 15 exones, 13 de ellos mostrando un alto porcentaje de
identidad con Rp-Met1y Rp-Met2; en tanto, los exones 1y 3 resultaron no homélogos debido
a la escasa identidad de secuencia. Interesantemente, el tercer exon del gen Met en R.
prolixus define las dos isoformas encontradas en esta especie. Se identificaron también los 3
dominios principales de Met en D. maxima, bHLH, PAS-A y PAS-B, y de la comparacién con
sus homélogos en R. prolixus, se observé una alta conservacion en la secuencia, indicando,
que DmaxMet no es una excepcidn en cuanto a la conservacion de dominios para este tipo de
proteinas. Para los estudios “in silico” en una primera instancia se trabajé en la obtencién del
modelo estructural de la proteina. En particular, el extremo C-terminal no pudo ser incluido ya
que hasta la fecha no ha podido ser sido cristalizado, lo que no hace factible determinar su
estructura molecular (%2, Sin embargo, los fragmentos C-terminales de esta familia de
proteinas (bHLH/PAS) presentan una significativa variabilidad en sus estructuras primarias
que son caracteristicas de cada proteina y no formarian parte del desempefio funcional. Los
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ensayos in silico de interaccion revelaron que PAS-B posee alta afinidad por el ligando HJ
(Fig. 24), similar a lo reportado en T. castaneum (8. En este sentido, el dominio PAS-B de
esta familia de proteinas fue designado como el responsable de la unién al ligando; en tanto,
PAS-A fue definido como una regién con desempefio clave durante el proceso de
dimerizacion de la proteina, asegurando la especificidad y adecuada activacién del
sefialamiento (9. Los resultados del analisis para conocer los vinculos evolutivos de la
proteina Met reflejaron la limitacién que deviene del escaso nimero de secuencias de la
proteina disponible. En este sentido, el analisis filogenético indicod que el receptor esta
evolutivamente relacionado con Met de R. prolixus, en acuerdo con lo reportado por
Villalobos-Sambucaro y col. en 2015 (52, aunque otros hemipteros no formaron parte del
mismo grupo. En tanto, las secuencias de Met de los insectos holometabolos mostraron una
distribucion consistente con la taxonomia establecida para los drdenes Coleoptera,
Lepidoptera y Diptera.

Hasta la actualidad, no existian estudios que analizaran el perfil de expresién de Met durante
el ciclo reproductivo en triatominos. En este sentido, en esta tesis se demostrd una
dependencia en la expresion del ARNm de Met por la comida de sangre, ya que tanto en el
cuerpo graso como en el tejido ovarico los niveles del transcripto aumentaron
significativamente dos dias post-alimentacion (Fig. 18 B y C, respectivamente). Como fue
mencionado anteriormente, los niveles hemolinfaticos de HJSB3 evaluados en D. maxima
mostraron que la hormona aumenta luego de la alimentacion (Fig. 11). Esto es coincidente en
primer lugar, con el aumento del transcripto Met, principalmente en cuerpo graso (Fig. 18 B),
drgano blanco de la accién de HJ para promover la sintesis de PPVs y en segundo lugar, con
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el modelo de regulacion de la vitelogénesis propuesto por Davey en 1987 (69, Este modelo
postula que la ingesta de una comida de sangre produce una distension a nivel intestinal, lo
cual estimularia en la CA la sintesis y liberacion de HJ a la circulacion (23 69,
Consistentemente, el silenciamiento del gen Met disminuyo los niveles de ARNm de Vg2 (Fig.
25 D), resultado esperado para un gen de respuesta a HJ, sugiriendo fuertemente que en los
triatominos, esta hormona actia segun la via clasica HJ-Met ampliamente descripta en cuerpo
graso para numerosas especies de insectos (4. Por otro lado, es importante destacar que los
nutrientes almacenados en los ovocitos son mayoritariamente provistos por el cuerpo graso
via hemolinfa. En este escenario, el desarrollo de la patencia en los foliculos vitelogénicos
tiene un papel clave promoviendo el aumento de los espacios inter-foliculares para facilitar el
acceso de los nutrientes y su captacion por los ovocitos favoreciendo la ovogénesis. Si bien
en los triatominos este evento fue asociado al sefialamiento de HJ (™48, los trabajos pioneros
indicaron que no seria un receptor nuclear el que estaria mediando la patencia sino uno
receptor de membrana, de la familia de las Proteina kinasas C, promoviendo una cascada de
sefializacién liderada principalmente por la bomba Na+/K+ ATPasa (9. Sin embargo, estudios
actuales en el mosquito A. aegypti proponen que la union de HJ a dicho receptor de
membrana culminaria en la fosforilacion y activacién de Met y Tai (67).

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren por primera vez que en el tejido
ovarico de los triatominos, Met podria mediar el sefialamiento de HJ probablemente por una
via diferente a la reportada en cuerpo graso. Estos hallazgos establecen un marco de
conocimiento que permitira abordar nuevos objetivos tendientes a profundizar sobre el rol de
Met en el tejido ovarico y que exceden el desarrollo de esta tesis doctoral.
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Capitulo 6: CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

Los resultados presentados en esta Tesis junto a hallazgos previos obtenidos en nuestro
laboratorio, permiten postular un modelo para integrar la participacion del factor nutricional y
hormonal en la regulacién de la ovogénesis en los vectores de la enfermedad de Chagas, asi
como resaltar areas de potencial interés en investigacion (Fig. 26).

En particular, en este trabajo de Tesis se aportaron resultados para comprender la
dindmica de expresién de los genes pertenecientes a la familia de receptores de
lipoproteinas de baja densidad, RLp y RVg, de particular interés ya que podrian ser utilizados
como potenciales “targets” en el desarrollo de nuevos agentes selectivos para el control de
insectos vectores o plagas. En este sentido, la correlacion entre los niveles de HJSBz en la
hemolinfa y del transcripto RVg en tejido ovarico en la pre-vitelogénesis y en dias
representativos de la vitelogénesis, junto a evidencias aportadas por otros autores nos
permiten sugerir un posible mecanismo regulatorio de HJ en la expresidn/funcién de RVg en
el triatomino D. maxima. Dada su importancia en la fisiologia de la reproduccién, RVg es
considerado un blanco para el control racional de plagas. En los hemipteros Nilaparvata
lugens (saltahojas marrén) y Bemisia tabaci (mosca blanca) se describi6 la organizacion
molecular del gen RVg y los efectos deletéreos en las hembras causados por los ensayos de
silenciamiento del gen RVg, incluyendo el aumento en la mortalidad y disminucion en la
fertilidad (138 754, RVg no habia sido caracterizado en ninguna especie de triatomino pero

como parte de la colaboracion establecida con el laboratorio del Dr. Fernando Noriega
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(Florida State University, EEUU), llevamos a cabo el secuenciamiento completo del gen RVg
en D. maxima y la sintetisis de ARNdc especificos. Esto posibilitard en lo inmediato la
caracterizacion genomica de RVg mediante andlisis bioinformaticos y estudios de
silenciamiento génico para establecer las particularidades de la regulacion de este receptor
en el contexto de la biologia reproductiva de D. maxima.

En los insectos, la vitelogénesis se caracteriza por una intrincada conjuncion de vias
metabdlicas que permiten a la hembra reclutar, de forma temporal y estructuralmente
organizada, cantidades significativas de proteinas y lipidos a los fines de alcanzar una
ovogeénesis exitosa. Los nutrientes provenientes de la alimentacion estimulan la liberacion de
neuorohormonas y péptidos, como los ILP, que conjuntamente con HJ regulan aspectos de
la reproduccién, conformando un “nutritional check point” para los procesos de vitelogénesis
y ovogénesis (%4, La confluencia de factores nutricionales y neuroendécrinos en la regulacion
de la expresion del gen Vg fue descripta en el coledptero T. castaneum (199, En esta especie,
la inyeccion de insulina bovina 0 ARNdc de FoxO, un represor transcripcional que inhibe
‘downstream” la activacion de la casacada de insulina, indujeron la expresion de Vg,
demostrando la participacion de la sefalizacion de los ILP sobre el proceso vitelogénico.
Ademas, la topicacion de las hembras con HJ indujo la expresion de los genes ILP y la
fosforilacion de FoxO. Esto influyd en la localizaciéon subcelular de FoxO, el cual es
traslocado desde el nucleo al citoplasma inhibiendo su papel de represor, promoviendo asi la
expresion de Vg, evidenciando el “cross-talk” entre las vias de sefalizacion de HJ y ILP.
Recientemente fue propuesto que el sefialamiento de insulina es activado en R. prolixus
después de una comida de sangre, probablemente como una via regulatoria involucrada en
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|a fisiologia reproductiva de esta especie (69, Con estos antecedentes, sumado a que en este
trabajo se reporta el aumento de HJSB3 luego de la ingesta de sangre, establecimos como
un préximo objetivo estudiar el rol de FoxO en la via de sefalizacion HJ/ILP en el ciclo
gonadotréfico de D. maxima.

La participacion de HJ en la dinamica del metabolismo de los lipidos durante la
vitelogénesis y ovogénesis fue escasamente abordada en insectos en general y en los
triatominos en particular, representando un area promisoria de estudio. Los lipidos son
criticos para la reproduccion y constituyen la principal fuente energética para el desarrollo
embrionario. Como la capacidad de sintesis de novo de los lipidos en los ovocitos es muy
limitada, su almacenamiento en estas células durante la vitelogénesis es consecuencia del
adecuado balance entre la sintesis en cuerpo graso, su transporte en la hemolinfa mediado
por Lp y las vias metabdlicas implicadas en la transferencia a los ovocitos. Las lineas de
evidencia mas actuales vinculan HJ con los ILP y la AKH para promover la lipogénesis y
lipolisis, respectivamente (72%. 122 En el mosquito A. aegypti, la mayoria de los genes que
codifican para las enzimas involucradas en el metabolismo de los lipidos en el cuerpo graso
presentan bajos niveles de transcripcion en la post-eclosion, fase controlada por HJ, pero
aumentan post-ingesta de sangre, fase regulada principalmente por 20-hidroxiecdisona (796),
En esta Tesis se evidencio que la sefalizacion inducida por HJ es critica para el
almacenamiento de lipidos en los ovocitos, regulando la expresion de los genes Vg y Lp en
cuerpo graso y modulando los genes de sus receptores endociticos en ovario. Los resultados
sugirieron que la adquisicién de lipidos por los ovocitos mediada por Lp/RLp impactaria en el
desarrollo del tejido ovarico de manera diferencial en la pre-vitelogénesis y vitelogénesis,
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influenciada por los niveles de HJSB3 en estas fases del ciclo reproductivo y por factores
nutricionales, intrinsecamente relacionados con la regulacion hormonal de la reproduccion.
Debido a que en los triatominos la reproduccion es controlada principalmente por HJ, D.
maxima representa un valioso modelo para profundizar en el abordaje de los eventos de
lipogénesis en el cuerpo graso.

En los triatominos, los estudios que abordan Met estan limitados a R. prolixus %2 y a este
trabajo. En este sentido, durante el desarrollo de esta Tesis doctoral, el gen Met de D.
maxima (DmaxMet) fue secuenciado completamente y anotado recientemente en el banco
de datos del NCBI (ACCESSION MT361686). Esto posibilitd la caracterizacién gendémica de
Met, y realizar el modelado para evaluar, mediante ensayos de union in silico, la interaccion
entre Met y las formas moleculares de HJ (HJ lll y HJSB3). También se informa por primera
vez, los cambios en los niveles del transcripto Met durante las fases del ciclo reproductivo de
D. maxima. Desde el punto de vista fisiolégico y funcional, el silenciamiento de Met indujo
una disminucion significativa en los niveles del transcripto Vg2. Este resultado, esperable
para un gen que responde a HJ, permitio inferir que en D. maxima la principal PPV es
inducida segun la via clasica HJ-Met descripta en el cuerpo graso de otras especies de
insectos. El silenciamiento de Met también indujo una “down” regulacion de RVgy RLp y un
menor desarrollo del tejido ovarico, sugiriendo que Met también seria un actor critico para
modular, via HJ, el desarrollo de este tejido. En este contexto, los estudios en especies con
una reproduccién controlada por HJ plantean un intrincado escenario de factores de
transcripcion como Tai, el cual asociado al complejo HJ-Met, promueve un adecuado
sefialamiento para la expresion de Vg en cuerpo graso via activacion del gen Kr-h1 (33 34),
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Los avances obtenidos en esta tesis en relacion a Met conforman un importante punto de
partida para analizar en D. maxima los eventos cascada abajo en la accién regulatoria de
HJ-Met sobre las PPV y sus receptores en el desarrollo ovarico. En el contexto de la
fisiologia de los vectores de la enfermedad de Chagas, estos aspectos son de singular
relevancia para el ciclo de vida de las hembras y consecuentemente, para la epidemiologia

de la enfermedad.
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Fig. 26: Modelo de integracion nutricional y endécrina en la regulacion de la vitelogénesis y
ovogénesis. La ingesta de sangre induce la liberacion de HJ (en D. maxima, HJSBs) desde la CA. El
complejo HJ/Met, junto a otros actores no caracterizados, traslocan al nlcleo para unirse a HJER estimulando
directa o indirectamente la expresidn en el cuerpo graso de las principales PPV, Vg y Lp. La translocacion de
FoXO al nucleo inhibiria la expresién de los genes conteniendo el motivo HJER. La ingesta de sangre
estimula en el SNC la sintesis de ILP, los que inducirian el almacenamiento de nutrientes en el ovocito. Los
resultados de esta Tesis demostraron que HJSB3 estimula la expresion de RVg y RLp, facilitando la captacion
de Vg y Lp por los ovocitos. La adquisicién de lipidos en estas células, mediada por la via Lp/RLp, impactaria
en el desarrollo del tejido ovarico de manera diferencial en la pre-vitelogénesis y vitelogénesis, influenciada
por los niveles de HJSB; en estas fases del ciclo reproductivo y por factores nutricionales, intrinsecamente
relacionados con la regulacion hormonal de la reproduccion. En el modelo, los signos de interrogacion indican

areas de interés en investigacion.
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Producto  de | Primers Secuencia (5'---3’)
PCR
18s Ribosomal | Sentido TCGGCCAACAAAAGTACACA
RNA
Anti-sentido | TGTCGGTGTAACTGGCATGT
RVg Sentido CATCTCTTGGTATGTTACACT
Anti-sentido | CCTGACTGCAAGGACGGTTC
Vg1 Sentido ACTACTGACTACAACCACTG
Anti-sentido | TAACGGAAGAGCGTGCAAGGA
Vg2 Sentido GGGCAGTCCGGTAGACCTAC
Anti-sentido | TACAACCACTGTAAACAAAG
RLp Sentido GCCACACGATATGTTCGATG
Anti-sentido | GGTCTTCCGTTGTCTTCCTG
Lp Sentido CTGTACTCAAGGAATCTGGAT
Anti-sentido | TTGATTGAGATGTTCCTGTA
Met Sentido AACTGGTGTCATTGTGTGCTAGA
Anti-sentido | ATGGTACGTCGGGATCAAAA
ARGdc Sentido ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTC
Anti-sentido | AATAGTTTGCGCAACGTTG
T7-ARGdc Sentido taatacgactcactatagggagaATGAGTATTCAACATTTCCGTGTC
Anti-sentido | taatacgactcactatagggagaAATAGTTTGCGCAACGTTG
RLpdc Sentido AGCCATCTTCAAGGCCAATA
Anti-sentido | GAACACAATCATCGAGGCAA
T7-RLpdc Sentido taatacgactcactatagggagaAGCCATCTTCAAGGCCAATA
Anti-sentido | taatacgactcactatagggagaGAACACAATCATCGAGGCAA
Metdc Sentido AACTGGTGTCATTGTGTGCTAGA
Anti-sentido | ATGGTACGTCGGGATCAAAA
T7-Metdc Sentido taatacgactcactatagggAACTGGTGTCATTGTGTGCTAGA
Anti-sentido | taatacgactcactatagggATGGTACGTCGGGATCAAAA
Met 3’'RACE Sentido gattacgccaagcttGATCTGTTGGGGCAGTCCCTGTAT
Met 5’RACE Anti-sentido | gattacgccaagcttAGTGGATGGTACGTCGGGATCAAA

Tabla S1: Tabla conteniendo todos los primers y dobles hebras. Se muestra la secuencia promotora

(Promotor T7) de la ARN polimerasa. *taatacgactcactatagggaga
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Figura suplementaria 1 (Fig. S1): Reactividad de anti-Lp de Panstrongylus megistus. La
lipoforina (Lp) fue purificada a partir de la hemolinfa de hembras de P. megistus y D. maxima
mediante ultracentrifugacion en un gradiente salino de KBr y sometida a fraccionamiento
en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE, 7,5%), seguido de Western
blot. Para la inmunodeteccion de Lp se utilizd un anticuerpo policlonal anti-Lp contra Lp de P.
megistus (1:2000) y como anticuerpo secundario, un anticuerpo anti-lgG comercial marcado (Li-Cor
IRDye 800CW polyclonal goat anti-rabbit IgG, 1:15.000). Las bandas correspondientes a las
subunidades de Lp (ApoLp-I y Il) en ambas especies fueron detectadas con el sistema Western blot
cuantitativo cercano al infrarrojo Odyssey (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA), utilizando los
ajustes por defecto. Calle A: marcador de peso molecular. Calle B: 1 ug de Lp de D. maxima. Calle

C: 1 ug de Lp de P. megistus.
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