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Resumen

La enfermedad de Chagas afecta a 10 millones de personas en el continente americano, mientras que 80
millones se encuentran en riesgo de contraerla. El agente causante de la enfermedad es el protozoo
Tripanosoma cruzi, transmitido por insectos hematéfagos del orden Hemiptera, siendo las especies mas
importantes en la transmisiéon Rhodinus prolixus y Triatoma infestans.

Debido a la falta de tratamiento en la etapa crénica de la enfermedad, el control de las poblaciones del
vector mediante la fumigacion con insecticidas piretroides ha sido, y sigue siendo, la principal estrategia
de prevencion. Sin embargo, en los Ultimos afios se han detectado poblaciones con una altisima
resistencia a este tipo de insecticidas (Picollo et al, 2005). Dado que los neuropéptidos se encuentran
involucrados en la regulacion de todos los procesos fisiolégicos de vida de un insecto (ver Nassel, 2002),
se ha propuesto la manipulacion de los sistemas de sefializacion peptidicos como una posible estrategia
para el disefio de nuevos insecticidas.

En el presente trabajo hemos realizado una caracterizaciéon exhaustiva de los neuropéptidos presentes en
R. prolixus a nivel de secuencia y estructura, utilizando técnicas bioinformaticas, proteémicas y de
biologia molecular. Por otra parte, hemos aplicado técnicas de peptidémica cuantitativa para caracterizar
la respuesta post-ingesta sanguinea, a fin de comenzar la caracterizacion fisiolégica de los neuropéptidos
identificados. Nuestros resultados indican que el neuropeptidoma de R. prolixus es apenas diferente de
los demas insectos con el genoma secuenciado y ensamblado, todos ellos holometabolos, presentando
particularidades Unicas a nivel de secuencia. Este trabajo es el punto de partida para posteriores estudios
a nivel fisioldgico, y sienta las bases necesarias para posteriores estudios funcionales, asi como también
para estudios de interaccion con los receptores y para estudios comparativos y/o evolutivos con otros
artrépodos. Se trata del primer trabajo de este tipo realizado en un insecto vector de enfermedades
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Introduccion general

1) Laenfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas afecta a 10 millones de personas en el continente
americano, mientras que 80 millones se encuentran en riesgo de contraerla. Su
distribucion abarca un area que va desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de
nuestro pais (Fig. 1) (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/). El agente

causante de la enfermedad es el protozoo Tripanosoma cruzi, transmitido a través de las
heces por insectos hematéfagos del orden Hemiptera pertenecientes a la familia
Reduviidae (Subfamilia Triatominae), conocidos popularmente en Argentina como

“vinchucas”.

Figura 1: Distribucién de la enfermedad de Chagas en América.

Las distintas especies de la familia Reduviidae (Figura 1.2) se distribuyen entre las
latitudes 42° N y 46° S abarcando un area comprendida entre los grandes lagos de
América del Norte y el sur de la Argentina (Gorla et al.,, 1997). Las especies mas
importantes en cuanto a la transmision del parasito son Rhodinus prolixus en el sur de
América del Norte y América Central, mientras que Triatoma infestans y Pastrongylus
megistus son los principales vectores en América del Sur. En Argentina se estima que
existen aproximadamente 2.300.000 enfermos de Chagas, lo que representa el 7,2% de la
poblacién. (http://www.fac.org.ar/fec/chagas/fatala/enelpais.htm).

Debido a la falta de un tratamiento efectivo en la etapa crénica de la enfermedad, el
control de las poblaciones del insecto vector mediante la fumigacion con insecticidas
piretroides ha sido, y sigue siendo, la principal estrategia de prevencion (Zerba, 1999). Sin
embargo, en los ultimos afios se han detectado poblaciones con una altisima resistencia a
este tipo de insecticidas en las provincias argentinas de Mendoza, San Luis, Catamarca,
Salta y Chaco, asi como en el sur de Bolivia (Gonzalez Audino et al, 2004; Picollo et al,
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2005). La aparicién de poblaciones resistentes a insecticidas constituye una amenaza para

los programas de control de Chagas existentes hasta la fecha.

Figura 2: Especies de la familia Reduviidae con importancia vectorial.

La plasticidad genética en insectos que permite la rapida aparicion de poblaciones
resistentes a insecticidas es bien conocida (Read et al, 2009), y plantea la necesidad de
dirigir esfuerzos hacia la obtencién de nuevas estrategias de control. Dado que los
neuropéptidos se encuentran involucrados en la regulacién de todos los procesos
fisiolégicos durante el ciclo de vida de un insecto (ver Nassel, 2002), se ha propuesto la
manipulacion de los sistemas de sefializacion peptidicos como una posible estrategia para
el disefio y desarrollo de insecticidas de nueva generacion. Sin embargo, debido a sus
caracteristicas farmacocinéticas y la corta vida media en el ambiente, estos péptidos no
pueden ser utilizados por si mismos su como insecticidas. Por esta razén, el disefio de
pseudopéptidos o péptido-miméticos, capaces de interferir con aspectos criticos de la
fisiologia de los insectos, se ha propuesto como una via novedosa hacia la obtencion de
estos nuevos insecticidas (Scherkenbeck et al, 2009). De esta manera, el desarrollo de
resistencia ligado al incremento en los mecanismos detoxificativos, que complica el éxito
de los insecticidas tradicionales, podria ser superado con nuevos compuestos basados en
moléculas enddgenas. Con dicha estrategia ademas, se podria aumentar la especificidad
por parte del insecticida hacia la especie a combatir, resultando en un mejor cuidado del
medio ambiente y la salud humana. Para esto se requiere la identificacion y
caracterizacion, tanto molecular como fisiolégica, de los neuropéptidos y sus receptores
(ver Nassel, 2002).
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2) Comunicacién celular en insectos: mensajeros quimicos.

La comunicacion celular resulta fundamental para coordinar las funciones entre células
a nivel de poblaciones, tejidos y sistemas. Los sistemas de sefializacion aparecieron
tempranamente durante el proceso de evolucion; se encuentran desde grupos ancestrales
como protistas (Le Roith et al 1980), cnidarios (ver Grimmelikhuijzen et al 1996) y
turbellarios (Platyhelminthes; Adami et al, 2010) hasta vertebrados. En organismos
multicelulares, las células se comunican a través de sefales quimicas de diferente
naturaleza, incluyendo iones minerales, lipidos, amino&cidos y péptidos.

La comunicacién celular puede darse entre células que se encuentran préximas
(nanémetros), o bien a distancia (ver Hartenstein, 2006). En el primer caso las sefales
guimicas, neurotransmisores, son liberadas al espacio extracelular en sitios particulares,
llamados sinapsis. Entre los mecanismos de comunicacion a distancia se encuentran los
sistemas autdcrinos, paracrinos y endocrinos. En los sistemas autdcrinos y paracrinos las
hormonas son liberadas al espacio extracelular y actian a nivel local, regulando la
actividad de las mismas células productoras de la sefial (autocrinos) o de células vecinas
(parécrinos). En el sistema endocrino las sefiales quimicas son liberadas al espacio
extracelular, desde donde difunden hasta la hemolinfa para actuar a nivel sistémico.

En insectos, la mayoria de las hormonas y neurotransmisores son moléculas
peptidicas (neuropéptidos). Los neuropéptidos maduros, con actividad biolégica, se
generan a partir del clivaje proteolitico de precursores de mayor tamafio. Los precursores
de neuropéptidos codifican en su secuencia aminoacidica un péptido sefal, y un nimero
variable de péptidos, separados entre si por sitios de clivaje proteolitico (ver N&ssel,
2002). El clivaje se produce generalmente en sitios dibdsicos o monobésicos (ver
Veenstra, 2000). En muchos casos, los péptidos son modificados post-traduccionalmente
por diferentes enzimas para alcanzar el estado de maduracion final (amidacion C-terminal,
oxidacion, acetilacion, etc). Las modificaciones post-traduccionales contribuyen a la
estabilidad del péptido, y resultan importantes para su interaccion con el receptor. En
cuanto a los receptores de neuropéptidos, todos los conocidos pertenecen a la familia de
receptores de membrana acoplados a proteina G (GPCRSs).

Es comun que un precursor dé origen a multiples péptidos que presentan un motivo en
comun que los distingue como familia (ver Nassel, 2002). Algunas veces, los péptidos
originados en un mismo precursor tienen la misma funcion, mientras que otras presentan
funciones diferentes e incluso opuestas (Zhang et al, 2005). Es por ello que resulta
importante conocer todos los péptidos originados a partir de un precursor, ya que cada uno
de ellos puede tener una relevancia fisiolégica diferente. Los precursores peptidicos son
sintetizados y transportados al Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER), se procesan en el
aparato de Golgi y luego los péptidos maduros se almacenan en vesiculas hasta el

momento de la exositosis (Pow y Golding, 1987). Ademas del Sistema nervioso (SN),
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células del digestivo medio (Brown et al, 1999; Lee, 2002; Sarkar et al, 2003, Kwok et al,
2005) y testiculos (Paluzzi et al, 2008) han demostrado ser capacer de producir péptidos
regulatorios. Recientemente se ha demostrado que en células de los Tubulos de Malphigi
de T. infestans se expresa un péptido simil-Allatotropina (Santini and Ronderos, 2009a).

Los sistemas de sefalizacién peptidicos participan en la regulacion de todas las
actividades fisiologicas de un organismo: alimentacion, reproduccion, crecimiento,
metamorfosis, etc. También participan en la regulacién de las rutas metabdlicas: sintesis,
almacenamiento y liberacion de carbohidratos y lipidos, regulacion del balance osmético,
hidrico y mineral, formacion y maduracion de las gametas, crecimiento y regeneracion
tisular, y regulacion de ritmos circadianos (ver mas adelante). Varios de estos péptidos
muestran un alto grado de conservacion a nivel de secuencia entre distintas especies, por
lo que se ha sugerido que han evolucionado a partir de un ancestro comdn. Como
ejemplos se pueden citar el péptido simil-Arginina-Vasopresina (AVPL), los péptidos simil-
insulina (ILPs) y el neuropéptido F largo (LNF o LNY en vertebrados), conservados tanto
en vertebrados como en invertebrados.

Ademas de las hormonas peptidicas, derivados de lipidos y aminoacidos pueden
actuar como hormonas. Como ejemplo en insectos se pueden citar la hormona de la muda
(ecdisona), que deriva de esteroles, y las hormonas juveniles que son sintetizadas a partir
de de acidos grasos poly-insaturados. Estas hormonas son sintetizadas en el Reticulo
Endoplasmatico Liso (REL) y no son almacenadas en vesiculas. Sus receptores, llamados
receptores nucleares, pertenecen a una clase de factores de trascripcion que se localizan
en el citoplasma de las células blanco en estado inactivo. Cambian al estado activo cuando
se les une el ligando e ingresan al nacleo donde regulan la expresion de determinados

genes (Schulster et al, 1976)

3) El sistema nervioso de triatominos

El sistema nerviosos (SN) de los insectos se encuentra conformado por tres regiones:
el Sistema Nervioso Central (SNC), compuesto por el cerebro y el corddn nervioso ventral;
el Sistema Nervioso Periférico (SNP), que se encuentra constituido por fibras nerviosas
tanto sensoriales como motoras; y el Sistema Nervioso Estomatogéstrico (SNS; Insausti T.
C, 1994).

El SNC se compone del cerebro y la cadena gangliolar ventral que en insectos
triatominos esta formada por el ganglio subesofagico (SOG), el ganglio prototoraxico (PG)
y el ganglio mesometatoraraxico (MMTG) o posterior (PoG), siendo este Ultimo el
resultado de la fusién de los ganglios meso y metatoraxicos, y los ganglios abdominales. A
partir del MMTG se generan cinco pares de nervios que inervan los distintos segmentos
del abdomen. El par central es el mas largo e inerva el segmento genital (AbN V). Desde

los nervios abdominales se liberan neuropéptidos a la hemolinfa. Del SOG se generan
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proyecciones nerviosas que inervan la Corpora Cardiaca (NCC lll), y las glandulas
salivales (Figura 3). Este ganglio es también responsable del movimiento de las partes
orales (Griss, 1990).

Figura 3 : Vista dorsal del MMTG. Se muestra la inervacion sobre los distintos segmentos
abdominales y el recto. Imagen tomada de (Insausti T. C, 1994). Tr: traquea, MsN: nervios metatoraxicos,
AbN: Nervios Abdominales, Cx: Coxa, M: Misculo, R: Ramificaciones de los nervios abdominales. ThSp:
Espiraculo toraxico. AbSp: Espiraculo Abdominal. AT: tejido Adiposo. PoG: Ganglio Posterior.

El cerebro esta formado por el protocerebro, el tritocerebro, el deuterocerebro y los
lobulos épticos (Figura 4). El tritocerebro y el deuterocerebro son mas pequefios que el
protocerebro y se encuentran en posicion ventral respecto a éste. A partir de cada uno de
los l6bulos del deuterocerebro se generan los nervios que inervan las antenas (AN). En el
del protocerebro se generan los nervios ocelares (OcN) que inervan los ocelos, asi como
un nervio tegumentario (TN) y dos nervios delgados que inervan la Corpora Cardiaca
(NCC I, NCC lI). El protocebro, junto con el complejo Corpora Cardiaca- Corpora Allata
(CC-CA) son los principales érganos neuroenddcrinos. Las neuronas productoras de
hormonas en el protocerebro se localizan principalmente en las regiones llamadas “pars
intercerebralis” (Pl) y “pars lateralis” (PL). Es a partir de estas regiones desde donde se
proyectan NCC | y NCC Il respectivamente (Pipa, 1978; ver Veelaert et al, 1998). En las
neuronas de la region Pl se expresan hormonas diuréticas (DH31 y DH44) péptidos simil-
insulina (ILP), FMRFamida, la Hormona dispersora de pigmentos (PDF), Corazonina (CZ2),
SlFamida, Proctolina (Prt) y Allatostatina A (ALS-A), mientras que en la regién PL se ha
encontrado expresion de FMRFamida, PDF, CZ y ALS-A (Siga, 2003; ver Néassel, 2002). El

Par Lateralis es el responsable de la regulacién de la produccién de las hormonas
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juveniles por la Corpora Allata (Stay et al, 1996; 2000). Ademas de estas dos regiones del
protocerebro, se han descripto neuronas con actividad secretoria en el tritocerebro y en los

distintos ganglios que conforman el cordon nervioso ventral (Kim, 1998; ver Nassel, 2002).

Figura 4: Vista dorsal (A) y ventral (B) del SNC. Imagen tomada de (Insausti T. C, 1994). E: Ojo.
AN: nervio que inerva la antena, OL: l6bulo 6ptico, FG: ganglio frontal, Oc: ocelo, OcN: nervio que inerva
el ocelo, P: Protocerebro, RN: Nervio Recurrente, HG: ganglio hipocerebral, OeN: Nervio esofagico, Oe:
esofago, SG: Ganglio Subesofagico, PG: ganglio Protototaraxico.

El SNS consta del ganglio frontal (FG) el complejo retrocerebral, formado por la
Corpora cardiaca (CC) y la Corpora allata (CA), y el ganglio hipocerebral (HCG). El FG se
encuentra ubicado en posicién anterior respecto al tritocerebro y se conecta con éste a
través del nervio frontal. De la region antero dorsal emerge el nervio frontal medio (MFrN)
gue inerva la musculatura de la faringe. El nervio recurrente (RN) se extiende desde la
region posterior del FG. De aqui también se extienden nervios que inervan las glandulas
salivales. Por lo tanto estos 6rganos son inervados tanto por el SNC como por el SNS. La
CA consta de un par de glandulas endécrinas fusionadas formando una estrucutra que se
ubica ventralmente a la aorta, cuya principal funcién conocida es la produccion de
hormonas juveniles (JH). La CA se encuentra conectada con la CC a través del nervio

NCA |. A partir del complejo CC-CA se liberan neuropéptidos a la hemolinfa, por lo que se
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trata de un sitio de liberacion neurohemal. EI SNS tiene un papel central en la alimentacion
en distintos insectos. En particular el FG, el cual es responsable de la actividad motora del
buche y el digestivo medio, y por lo tanto, del pasaje de alimento a través del sistema
digestivo. Muchos de los neuropéptidos que muestran actividad sobre la musculatura del
sistema digestivo in vitro, han sido detectados en el SNS de Apis mellifera (Boerjan et al,
2010).

4) Genbmica y protedmica: Nuevas tecnhologias en endocrinologia de
insectos.

Tradicionalmente, la identificacion de péptidos bioactivos se realizaba mediante
laboriosos procesos de purificacion. Las muestras eran fraccionadas mediante técnicas
cromatogréficas, y posteriormente cada fraccion era utilizada en un bioensayo con el fin de
determinar la presencia de un compuesto activo. Con el advenimiento de las nuevas
técnicas de “alto rendimiento” (genémica y protedémica) se hizo posible la identificacion de
nuevos neuropéptidos de manera mas rapida y simple, a partir de una cantidad de tejido
mucho menor. Esto ha llevado a una verdadera revolucion en la neuroendocrinologia de
insectos en los Ultimos afios, a partir de su primera utilizacion para la identificacion de
neuropéptidos en Drosphila melanogaster (Baggerman et al, 2002). Hoy es posible obtener
informacién de secuencia y expresién de un alto nimero de moléculas en forma
simultanea, acelerando los tiempos necesarios para la detecciéon de nuevas moléculas. Si
bien estas técnicas permiten una alta eficiencia en la identificacién y descripcion de
neuropéptidos, presentan la desventaja de no asociar a las moléculas identificadas a una
funcién determinada. Es por ello que, luego de una etapa descriptiva, resulta necesario
llevar a cabo ensayos fisioldgicos y de biologia molecular para determinar la funcion de las
mismas.

En el presente trabajo hemos realizado una caracterizacion exhaustiva de los
neuropéptidos presentes en R. prolixus a nivel de secuencia y estructura, utilizando
técnicas bioinformaticas, proteémicas y de biologia molecular. Por otra parte, hemos
aplicado técnicas de peptidomica cuantitativa para caracterizar la respuesta post-ingesta
sanguinea, a fin de comenzar la caracterizacion fisioldgica de los neuropéptidos
identificados. Se trata del primer trabajo de este tipo realizado en un insecto vector de

enfermedades.
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Objetivos

a) Identificar, caracterizar y anotar en el genoma de R. prolixus los genes que codifican
neuropéptidos (GPNs)

b) Realizar estudios de peptiddmica cuantitativa en el SNC de R. prolixus, a fin de
determinar variaciones en la concentracion de neuropéptidos a distintos tiempos post
ingesta sanguinea.

c) Determinar la expresion en SNC y demas tejidos de los GPNs identificados.

d) Sentar las bases para posteriores enyasos fisiolégicos y moleculares a fin de determinar
la/s funcién/es de los neuroéptidos caracterizados.

Capitulo 1

Identificacion y caracterizacion de genes precursores de neuropéptidos en R.
prolixus

1.1) Introduccién

En el presente estudio hemos combinado racionalmente herramientas bioinformaticas,
gendmicas, protedmicas y de biologia molecular con el objetivo de avanzar en la
caracterizacion del sistema neuroendocrino de R. prolixus ¢ Por qué R. prolixus? Estudios
similares podrian haber sido llevados a cabo en T. infestans, el vector de Chagas mas
extendido en Argentina, sin embargo en el corto plazo hubiese resultado improbable
acceder a la informacién gendmica necesaria de esta especie. En cambio, gracias al
esfuerzo de un consorcio internacional que nuestro laboratorio integra, el proceso de
secuenciacion del genoma de R. prolixus se encuentra en su fase final de ensamblado.
Esto hace que se cuente con informacién gendmica util para llevar a cabo con éxito los
estudios propuestos, que a su vez servirdn de marco de referencia para avanzar en el
conocimiento del neuropeptidoma de T. infestans. Por otro lado, R. prolixus ha sido
utilizado como modelo de estudio del sistema neuroenddcrino por casi 100 afios. Ha sido
el modelo elegido por Sir Vincent Wigglesworth para estudiar la regulacion del crecimiento
y el desarrollo (ver Edwards, 1994; 1998) y por S.H. Maddrell para el estudio de la
regulacion del balance hidrico-mineral (Maddrell, 1964; ver Beyenbach, 2003; ver Coast,
2009). Los insectos no alimentados permanecen en un estado de arresto del desarrollo, y
solo son capaces de mudar al siguiente estado ninfal o adulto con posterioridad a la
ingesta sanguinea. El proceso de alimentacion actia como un estimulo para el sistema
neuroenddcrino, desencadenando procesos como la diuresis, la muda y la reproduccion. A
pesar de su importancia sanitaria y de su extendida utilizacion como modelo para el
estudio del sistema neuroenddcrino, hasta la realizacion de nuestro trabajo sélo se habian
descripto dos genes que codifican neuropéptidos en R. prolixus (dos genes paralogos del
neuropéptido CAPA; Paluzzi, 2008; 2010).

En insectos, hasta la fecha se han secuenciado y publicado los genomas de D.
melanogaster (2000), Anopheles gambiae (2002), Aedes aegypti (2007), A. mellifera
(2006), Tribolium castaneum (2008) y Bombyx mori (2008). El estudio en estas especies
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de los neuropéptidos, asi como de sus receptores, ha aportado informacién crucial sobre
su desarrollo, fisiologia, comportamiento y relacion evolutiva (Hewes and Taghert, 2001;
Hummon et al, 2006; Riehle et al, 2002; Li et al, 2008). Nuestro trabajo es el primero de
este tipo en llevarse a cabo en un insecto hemimetdbolo. Dentro de este grupo se
encuentran varias especies de interés sanitario, y otras que se comportan como plagas de

cultivos, por lo que son causantes de grandes pérdidas econémicas.

1.2) Metodologia de trabajo

1.2.1) Estrategia experimental y flujo de trabajo

La estrategia experimental utilizada con el fin de caracterizar GPNs en el genoma de R.
prolixus ha combinado herramientas bioinforméticas, protedmicas, transcriptémicas y
técnicas de biologia molecular (Figura 1.1)

En primer lugar, se realizdé una bldsqueda bioinformética en trazas y contigs de la
secuencia genomica pre-ensamblada, comparandola con secuencias proteicas de
neuropéptidos de R. prolixus identificadas previamente en cerebro por espectrometria de
masas (MS) (Ons et al, 2009), o bien secuencias ort6logas conocidas en otros insectos. A
partir de las regiones cortas detectadas en el genoma, se disefiaron primers especificos
para cada gen. Los primers fueron utilizados para caracterizar el mRNA completo
mediante RACE-PCR. Esta técnica permitié confirmar y/o corregir las predicciones
bioinformaticas, y corroborar la transcripcién de los genes en el SN. Por otro lado, hemos
podido identificar distintas isoformas de algunos genes, generadas por splicing alternativo.
También hemos analizado extractos del SN mediante MS, con el fin de confirmar la
expresion de los péptidos predichos a partir del clivaje de los precursores. Esta técnica
permite conocer ademas las modificaciones post-traduccionales (PTM) que presenta cada
péptido maduro.

En el marco de secuenciacién del genoma de R. prolixus, el Dr. Pedro Oliveira
(Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil), ha obtenido bases de datos de EST a
partir de mRNA extraido de diferentes dérganos del insecto (recto, digestivo medio
posterior, digestivo medio anterior y testiculos) mediante secuenciacién al azar con
secuenciadores T454. Estas bases de datos fueron utilizadas para determinar la
transcripcion de los GPNs en los distintos érganos.

Una vez caracterizado el neuropeptidoma en SN, se realizO un screening de
neuropéptidos mediante MS, a fin de determinar la expresion de los mismos en distintos
tejidos. Los tejidos analizados fueron géndulas salivales, digestivo medio anterior,
digestivo medio posterior, recto, tibulos de Malphigi (TM), cuerpo graso, testiculos, ovarios

y hemolinfa.
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Péptidos de R Prolivus secuenciados

de novo mediante MS/MS en extractos

de cerebro o NPGs caractenizados en
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Genoma de R. Prolixus

Identificacion de los
— Contigs que contienen -
secuencias de NPGs

¥ Busqueda en base de
datos de EST
RACE-PCR
L Analists Bioinformatico
Caracterizacion del mRNA que
codifica el NPG o
Prediccion Bioinfornatica de
L, los posibles Péptidos maduros Busqueda de expresién de
peptidos madtiros en drganos
Y —»| periféricos mediante MS/MS
Confirmacion de la expresién
de los péptidos maduros )
mediante MS/MS en extractos
de SN

Figura 1.1: : Flujo de trabajo utilizado para la determinacién de los GPNs y neuropéptidos maduros.
MS/MS: espectrometria de masas en tandem. RACE-PCR: “Rapid amplification of cDNA ends”
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1.2.2) Identificacién y andlisis bioinformatico de genes

Las bases de datos del genoma de R. prolixus fueron utilizadas para la busqueda
bioinformatica de GPNs por similitud de secuencia. Las blsquedas se realizaron mediante
el algoritmo TBLASTN vy la matriz BLOSUM62. Dicha base de datos ha sido elaborada en
“Washinton University School of Medicine, St. Louis”, y puede ser consultada en
http://genome.wustl.edu/genomes/view/R.prolixus_prolixus/. EI mismo procedimiento fue
llevado a cabo para identificar los posibles receptores de neuropéptidos en el genoma.

Para las predicciones bioinformaticas de estructura de genes y marcos de lectura
abiertos (ORF, segun sus siglas en ingés). se utilizaron los programas
FGENESH,(www.softberry.com);  Genscan  (http:/genes.mit.edu/GENSCAN.html) vy

Augustus (http://augustus.gobics.de/). Los resultados obtenidos  fueron corregidos
manualmente.

La presencia de péptido sefial fue corroborada mediante SignalP server (Bendtsen et
al, 2004; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Para predecir los posibles sitios de
clivaje proteolitico del precursor, y posibles PTM de los péptidos maduros, se utilizé un
algoritmo estadistico (http://www.neuroproteomics.scs.uiuc.edu/neuropred.html).

Los alineamientos de secuencias se realizaron con el programa ClustalX2. El contenido
informativo de cada posicion se grafic6 ~mediante = Sequence  logo

(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

1.2.3) Confirmacion de secuenciay transcripcién en Sistema Nervioso
Insectos

R. prolixus adultos fueron obtenidos de una colonia establecida en el Centro Regional
de Estudios Gendmicos (CREG-UNLP), mantenida a una temperatura de 28 +/- 2 °C y
45% de humedad relativa, con un ciclo de 12:12 horas de luz: oscuridad. Para extraer el
RNA se utilizaron 40 individuos de ambos sexos con mas de 14 dias post-ecdisis, 20 de
los cuales fueron alimentados con sangre de gallina 24 hs antes de la toma de muestra,

mientras que los restantes 20 no fueron alimentados durante el estado adulto.

Diseccién del Sistema Nervioso

Se extrajo el SNC y SNS de los insectos mediante microdiseccion con pinzas
quirargicas bajo lupa, en solucién salina de R. prolixus. (NaCl, 129 mM; KCI, 8.6 mM;
CaCl; 2.0 mM; MgCl, 8.5 mM; NaHCO3; 10.2 mM; NaH,PO, 4.3 mM; Hepes 8.6 mM, PH 7).
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Sintesis de cDNA.

Se extrajo RNA total a partir de SN utilizando el método descripto por Chomczynski y

Sacchi (1987), con la diferencia de que todos los pasos se realizaron a PH neutro en lugar

de Acido, y finalmente el RNA se precipit6 con LiCl (Figura 1.2).

Figura 1.2: Gel de agarosa 1% tenido
con bromuro de etidio, donde se muestra el
RNA total extraido del SN. Pueden observarse
bandas de mayor intensidad que corresponden
a los RNA ribosomales y de transferencia.

La sintesis de cDNA se realiz6 utilizando el kit “GENERACER KIT” (INVITROGEN),

siguiendo las instrucciones del fabricante hasta la obtencién de la primera cadena. Luego

se modifico el protocolo para obtener cDNA doble cadena (dscDNA, Figura 1.3).

Para sintetizar dscDNA se utilizo la sigueinte mezcla de PCR:

Concentracioén final

Buffer 1 long Span 1x

dNTPs 0.35 mM
5°Generacer primer 0.3uM
3’Generacer primer 0.3uM

Long span 25U

12 cadena cDNA 2ul

H,O Hasta alcanzar volumen
Volumen final 20 pl

El programa de PCR utilizado fue el siguiente:

Temperatura (°C) Tiempo (min.) Nimero de ciclos
68 °C 10 1 ciclo

95 °C 1

95 °C 0.5 5 ciclos

68 °C 9
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fi Jf'_; il __C\:_,]J}; At .?."_‘.wh'\;k

Analisis de Secuencia

Figural.3 Estrategia utilizada para caracterizar los mRNA de interés mediante RACE-PCR. CIP:
Calf intestinal phosphatase , TAP: Tabacco Acid Pyrophosphatasa. Imagen modificada a partir del manual
del kit Generacer (Invitrogen)
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RACE-PCR

Con el fin de obtener la secuencia completa de cada uno de los mensajeros de

interés, se realizaron RACE-PCRs en los extremos 5y 3". Para las RACE 5'se utilizaron

los primers “reverse” de cada gen y el “GeneRacer 5 primer”. Para obtener el extremo 3

se utilizé el primer “foward” disefiado para cada gen y “GeneRacer 3 primer” (Tabla 1.1).

Nombre del GPN

Primer Forward

Primer Reverse

Hormona Adipokinética (AKH)

TTGGTACTGCTGACATTTCAT

AGTATCAGGATTTGGTGTACA

Allatostatina A (ATS-A) TCCCATTTGCAGACCAGC AATTGTGTAAGTTATTGGCTGG
Allatostatina B (ATS-B) CTCTTGGGGGAAACGT GCCCCATAATCCTTTCAAGT
Allatotropina (AT) TTGGTGTTGGTGGCCTTGG CTGGATAGGTTCTCTTGCCG
Pro-hormona 1 (PH1) GGTTCAATTGACCGAGCTGT GCAGGAGACCGCATTGAA
Hormona simil-Calcitonina (DH31 Ay B) AGCCTCCGAGCCCTACTAACT | CGCCTCCTTCTGCCTGGG
CCHamida (CCHa) TGTTCAGCATTTGGGCATTCAT | ATCGTTTGCCATGGCCTCCAA
Péptido Cardioactivo de Crustaceos (CCAP) GGATGAATCTATGGCCACATT | AGGGGAATTCGGTCTGACT
Corazonina (CZ) TTCGATCAAGTTGTCTACTCATC | GAACATACCTGTGGTATAGTC
Hormona de Eclosién (EH) GGAACTGTGCCCAGTGTAAGA | ATGGTCCAATTGAGGCAATG
Péptido simil-Insulina 2 (ILP-2) GCCATCAAAAGGGGAGTACA TATTTCTCCAAGTCGCCGAA
Péptido transportador de iones (ITP) ATGCATCAGGAGCGGAGAGC ACGTGCCAAGTGAATGTAGC
Neuropeptido F Largo (LNF) CAATGGCACGTCCAGCTA CTGCCGGCAACAGCATA
Miosupresina (MS) CAGGACCAGATTGTTCTCCAT | ACGTCGACGTCCAAAGCG
Precursor de Neuropéptidos 1 (NPLP-1) TCTCGCAAGCGGGGAGAATA ATTTCTTCGCCTTCTTCATCA
Orcokinina (OK) CTCAGCGTATGCCGCAGAC AATGATGTGGCTCACTTT
Pirokinina (PK) CGTTTAGGACGGGATGAAGA CTTGGCCTGAAGACGATACG
Neuropéptido F Corto(SNF) CAGATAGTGCTACTGATGGC CTTCATAGCTGTGGCCCTCATGT
SlFa ATGTCTCGCACTCTGTTCGT TTAATTGTTGTCTTGAACGGG
Sulfakinina (SK) TGTGTTTGGCTGAGCCAGC CTAATGGTCTGGACCTTCC
Taquikinina (TK) CCTGTGGGAAGTCTGCTGG ATGGTTCAAGTCATCAGGGC

Tabla 1.1: Primers utilizados en las reacciones de RACE-PCR.

La mezcla de RACE-PCR utilizada fue la siguiente:

Buffer

MgCl,

dNTPs

Primer Fw o Rv especifico
GeneRacer 50 3" primer
Taq polimerasa

cDNA doble cadena

Hzo

Volumen final

Concentracion Final

1X

2mM

0.2 mM

0.2 uM

0.6 uM
1U
1 ul

Hasta alcanzar volumen

50 pl
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Programa de ciclado

Temperatura (°C) Tiempo (min.) Nimero de ciclos
94 °C 5 min. 1 ciclo

94 °C 0.75 min 35 ciclos

53°C 0.75 min.

74 °C 2 min.

74 °C 10 min. 1 ciclo

Con el fin de aumentar la especificidad, se realiz6 una segunda reaccion de PCR
(heminested PCR), utilizando como molde 1 pl del producto de la primer reaccion. Para
esto se utilizé el primer forward. de cada gen y el “Generacer 3" nested primer” para los
extremos 3, y el primer reverse. de cada gen con el “Generacer 5" nested primer” para
obtener los extremos 5" de cada gen. El programa de ciclado fue el mismo que para la

primer reaccién. La mezcla de PCR utilizada fue la siguiente:

Concentracion Final

Buffer 1X

MgCl, 2mM

dNTPs 0.2 mM

Primer Fw o Rv especifico 0.2 uM
GeneRacer nested primer 0.2 yM

503

Taq polimerasa 1U

PCR 1 (molde) 1 i

H,O Hasta alcanzar volumen
Volumen final 50 pl

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel 1% de agarosa conteniendo 5
pg/ml  de bromuro de etidio. Las bandas de interés obtenidas en la heminested PCR
fueron eluidas del gel utilizando el un kit comercial (QUIAGEN). Los productos de PCR
fueron clonados en los vectores Clonjet (Fermentas), Topo Clonning (Invitrogen) o pGEM-
T (Promega), segun el caso. Los vectores portando el inserto fueron incorporados en
bacterias E. coli XL1-Blue competentes, amplificados y purificados por miniprep. Se
verificd la presencia de inserto mediante digestion con enzimas de restriccion. Para
verificar que el inserto clonado correspondia al gen de interés se realizaron PCRs con
primers forward y reverse especificos para cada gen. Los insertos de interés fueron
secuenciados en el servicio de secuenciacion Macrogen (Seul, Corea del Sur).

Una vez obtenidas las secuencias 3" y 5" de cada mRNA, estas fueron ensambladas,

comparadas con el genoma, analizadas y corregidas manualmente.

1.2.4) Busqueda de transcriptos de GPNs en tejidos

Mediante la secuenciacidon al azar con secuenciadores T454, el Dr. Pedro Oliveira
(Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brazil, resultados no publicados) ha obtenido

informacién del transcriptoma del recto, digestivo medio posterior, digestivo medio anterior
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y testiculos de R. prolixus. Una vez identificados los GPNs, estas bases de datos fueron
utilizadas para determinar su posible transcripcion en cada érgano. Las busquedas
bioinforméaticas se realizaron mediante el algoritmo BLASTN y la matriz BLOSUM®62.

1.2.5) Confirmacion de expresién de GPN y determinacién de modificaciones post-
traduccionales mediante MS/MS

Con el fin de obtener un panorama completo de los péptidos expresados en el sistema
neuroenddcrino del insecto, se analizaron extractos de las siguientes estructuras: SN,
gandulas salivales, digestivo medio anterior, digestivo medio posterior, recto, TM, cuerpo
graso, testiculos, ovarios y hemolinfa mediante on line nanoLC-ESI-Quadrupole-TOF MS,
Nano-LC-MALDI-TOF/TOF MS y Nano-LC-ESI-Orbi-Trap MS.

Insectos y diseccion de los tejidos

Se realizaron microdisecciones de los 6rganos mencionados a partir de insectos
adultos, en las mismas condiciones que las descriptas mas arriba. Las muestras fueron
congeladas a -80 °C y transportadas en hielo seco para su andlisis en el Laboratorio de
Espectrometria de Masas Bioanalitica, Instituto Max Plank de Biofisica Quimica.

Goettingen, Alemania.

Extraccion de péptidos

Cada muestra conteniendo un tipo de tejido de 10 individuos fue colocada en 100 pl
de metanol/agua/dcido acético (90/9/1 v/viv), sonicada por 5 min. y centrifugada a 75009
por 10 min. El sobrenadante fue recuperado y el precipitado fue re extraido dos veces
mas. Finalmente el solvente fue evaporado en vacio (speedvacuum) y los péptidos se

resuspendieron en 20 pl de 0,1% &cido trifluoroacético (TFA)

Desalado de las muestras

Las muestras fueron desaladas usando discos de extraccion C18 (Varian, Darmstadt,
Germany), de acuerdo al protocolo descripto por Rappsilber et al, 2007, que permite
concentrar y purificar parcialmente los péptidos de bajo peso molecular. Los discos de
extraccion C18 fueron activados con 80% acetonitrilo (ACN)/0,1% TFA y lavados con 0,1%
TFA. Posteriormente se cargd la muestra, la que fue lavada 3 veces con 20 ul de 0,1%
TFA. Finalmente los péptidos fueron eluidos con 70%ACN/0.1%TFA. El solvente orgénico
fue evaporado en vacio y las muestras fueron re-diluidas en 12 pl 5% CH3;CN/1% &acido

férmico (FA) para ser analizadas mediante MS/MS.

Nano-LC-MALDI-TOF/TOF MS.
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Se utiliz6 un sistema Dionex nano-LC (LC Packings). Las muestras se cargaron en la
pre-columna durante 10 min con buffer A (0.1% v/v TFA). Los péptidos fueron eluidos en
un gradiente lineal de 10-60% de buffer B (80% ACN, 0,1 % TFA) en 180 min. El gradiente
fue finalmente elevado de 60 a 100% de solvente B en 10 min. A medida que eluian del
sistema, las fracciones fueron mezcladas con acido a-cyano-4-hydroxicinamico como
matriz de ionizacion de MALDI, y sembradas en una placa LC-MALDI (Applied
Biosystems/MDS Sciex), mediante un colector de microfracciones (LC Packing).
Posteriormente las muestras fueron analizadas mediante MS tipo MALDI-TOF/TOF con un
equipo ABI 4800 (Applied Biosystems). Se analizaron los espectros de masas entre 600 y
4000 m/z. La energia de colision usada fue de 1.10-6 Torr. Las listas de picos generadas
fueron utilizadas para la busqueda en la base de datos usando los programas MASCOT
2.1.0 (Matrix Science,) y PEAKS STUDIO 5.2 (Bioinformatics Solutions,) con los siguientes
parametros: enzima: ninguna; modificaciones variables: Pyro-glutamico de Glutamina,
amidacion N-terminal; acetilacion C-terminal, oxidacion de metionina; Tolerancia de error
de masa del ion parental: 200 mu; Tolerancia de error de masa del fragmento: 0.5 Da. Los
resultados fueron validados manualmente. La base de datos utilizada para las busquedas
contenia todas las secuencias de R. prolixus presentes en Genbank, incluyendo los

neuropéptidos maduros y precursores previamente identificados.

NanoLC- ESI-Quadrupole-TOF MS

Una fraccion de las muestras fue analizada mediante on line nanoLC-ESI-Quadrupole-
TOF MS (Thermo Fisher Scientific, USA). Se analizaron 4 mustras de cada 6rgano. Las
muestras fueron cargadas en la pre-columna del HPLC a un flujo de 10 pl/min. buffer A
(0,1% viv TFA). Los péptidos fueron eluidos en un gradiente lineal de 10-60% v/v de buffer
B (80% viv ACN, 0.1% v/v TFA en agua) durante 38 minutos. Finalmente los péptidos
restantes fueron eluidos con 100% buffer B durante 7 min. Las listas de picos fueron
utilizadas para la busqueda en la base de datos de todos los genes de R.prolixus
registrados en Genebank (incluidos los GPNs). Para ello se utilizaron MASCOT 2.1.0
(Matrix Science,) y PEAKS STUDIO 5.2 (Bioinformatics Solutions) con los siguientes
parametros: enzima: ninguna; modificaciones variables: Pyro-glutamico de Glutamina,
amidacion N-terminal; acetilacién C-terminal, oxidacion de metionina; Tolerancia de error

de masa del ion parental: 100 ppm; Tolerancia de error de masa del fragmento: 0.25 Da.

NanoLC-ESI-Orby-Trap MS

Muestras correspondientes a diferentes oOrganos fueron analizadas mediante un
espectrometro de masas on line nanoLC-(ESI)-Orby-Trap (Thermo Fisher Scientific). El

protocolo de HPLC utilizado fue el mismo que el detallado en el punto anterior.
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Los espectros fueron procesados y las listas de picos fueron utlizadas para la
busqueda de la base de datos usando los programas MASCOT 2.1.0 (Matrix Science) y
PEAKS STUDIO 5.2 (Bioinformatics Solutions) con los siguientes pardmetros: enzima:
ninguna; modificaciones variables: Pyro-glutamico de Glutamina, amidacién N-terminal;
acetilacion C-terminal, oxidacion de metionina; Toleracia de error de masa del ion parental:

10 ppm; Tolerancia de error de masa del fragmento: 0.5 Da.

1.2.6) Inmunohistoquimica

La cuticula dorsal de R. prolixus de quinto estadio fue removida en solucién salina con
el fin de exponer el SNC. El tejido fue fijado in situ con paraformaldehido 2% (ph 7) por 12
hs. a 4°C. Posteriormente, el SNC fue disectado, lavado con solucion salina y transferido a
4% Tritdn X-100 con 2% BSA y 10% de suero normal de cabra (NGS) en buffer fosfato PH
7,4 (PBS) durante 1 h. a temperatura ambiente. El antisuero primario desarrollado contra el
péptido en estudio fue diluido 1:2000 en 0.4% triton X-100 en PBS con 2% BSA y 2%
NGS, e incubado a 4°C por 12 hs. antes de ser usado. El tejido fue incubado con el
antisuero primario por 48 hs. y posteriormente lavado durante 12 hs. con PBS.
Finalmente, el tejido fue incubado por 12 hs con el anticuerpo secundario conjugado con
el fluoréforo Cy3 diluido 1:500 con 10% NGS en PBS . Después de varios lavados con
PBS a temperatura ambiente los SN fueron montados en un portaobjetos con Mowiol . Las
imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de barrido laser LSM-510-META
(Carl Zeiss, Germany) y procesadas mediante el software Zeiss LSM Image Browser. En
los grupos control de cada experimento se omitié el uso de antisuero primario.

El anticuerpo primario anti Orcokinina (OK) fue cedido gentilmente por el Dr. Heinrich
Dircksen (Universidad de Estocolmo, Suecia). El anticuerpo primario anti SIFamida fue

cedido gentilmente por el Dr. Jan A. Veenstra (Universidad de Bordeaux, Francia).

1.3) Resultados y Discusion

1.3.1) El neuropeptidoma de R. prolixus

Mediante técnicas bioinformaticas hemos podido identificar in silico 32 GPN en el
genoma de R. prolixus. Por medio de técnicas transcriptomicas y/o protedmicas hemos
confirmado la expresion de 28 de estos genes en SN (Tabla 1.2), asi como formas de
splicing alternativas para 4 de ellos. Teniendo en cuenta los dos Unicos GPN
caracterizados con anterioridad a nuestro trabajo (dos variantes del gen CAPA; Paluzzi et
al 2008; 2010), los GPN identificados en R. prolixus, suman 34. Este nimero es similar al
descripto en especies de insectos cuyos genomas se encuentran totalmente secuenciados
y ensamblados: 40 en B. mori (Roller et al, 2008), 41 en T. castaneum (Li et al, 2008), 36
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en D. melanogaster (Riehle et al, 2002), 40 en A. gambie (Hewes and Taghert, 2001) y 34
en A. mellifera (Hummon et al, 2006) (Tabla 1.3).

Mediante MS hemos podido confirmar la expresion en el SN y verificar PTM de 107
péptidos codificados por los GPN presentes en el genoma. Resulta interesante observar
gue varios de los péptidos identificados presentan particularidades a nivel de secuencia,
no descriptas anteriormente en insectos. La identificacibn de estas secuencias
particulares, distintas a las conocidas para el resto de las especies, aporta las bases para
futuros estudios farmacoldgicos orientados al disefio de una nueva generacion de
mecanismos de control que sean méas especificos para la especie a combatir.

En algunos casos, las técnicas de MS revelaron la presencia de formas truncadas de
neuropéptidos maduros. Dado que estos péptidos truncados se han detectado utilizando
distintos espectrémetros de masas y a partir de diferentes muestras bioldgicas es poco
probable que se trate de una fragmentacion de los péptidos ocurrida durante el proceso
de ionizacion. No puede descartarse que la fragmentacion suceda durante el proceso de
extraccion, sin embargo se trata de una observacion frecuente en los trabajos
peptidébmicos en insectos, en los que se han utilizado distintos métodos de extraccion
(Hummon et al, 2006, Neupert et al, 2010; Li et al, 2008, Boerjan et al, 2010). Por otro
lado, los péptidos truncados que se observan en las diferentes muestras son siempre los
mismos. Esto sugiere que las formas truncadas ocurren naturalmente en el SN de
insectos, y probablemente sean capaces de llevar a cabo una funcién biolégica , aunque
hasta ahora no se han realizado estudios para corroborar esta hipotesis. Las formas
truncadas podrian ser el producto de la metabolizacion parcial del péptido maduro, un
proceso regulado en el que participan varias enzimas, como se ha demostrado para la
degradacion de Corazonina (Vandersmissen, 2006)

Ademas de los neuropéptidos maduros y variantes truncadas, se han detectado varios
péptidos “espaciadores” o “acompafiantes”. Se conoce con este nhombre a los péptidos que
se generan a partir del clivaje de un precursor, pero no presentan el dominio caracteristico
de una determinada familia, conservado entre distintas especies. Algunos autores sugieren
gue Unicamente los péptidos con el dominio caracteristico son capaces de interaccionar
con el/los receptor/es, mientras que los péptidos espaciadores no tendrian funcion en la

sefializacién celular, o llevarian a cabo una funcion diferente (Boerjan et al, 2010).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Tabla 1.2: Neuropéptidos en R. prolixus. Los signos + y — indican deteccion por RACE-PCR/EST. Los
nameros indican la cantidad de péptidos maduros identificados para un determinado precursor mediante MS. En rojo se
muestran los GPN detectados unicamente in silico

Nombre
GPN mRNA? MSs® Secuencia con mayor homologia en Swissprot

In silico GeneBank AN (RACE/EST)
Allatostatina A (ATS-A) GQ856315 + 8 Allatostatin Diploptera punctata (E: 4 e-26).
Allatostatina B (ATS-B) ID: 1273333 + 9 Prothoracicostatic hormone Bombyx mori (E: 5 e-29).
Allatotropina (AT) GQ162783 + 1 Allatotropin precursor Manduca sexta (E: 4 e-09).
CCHamida ID: 1273254 + 1 No significant match®
Corazonina
(C2) ID: 1273265 + 1 Corazonin precursor Bombix mori (E: 6 e-10).
FMRFamida ID: 1273272 - 4 FMRFa- related peptides. Drosophila virilis. (E: 2 e-12).
Factor Dispersor de Pigmentos (PDF) - - Pigment-dispersing factor.Romalea microptera (E: 2e-07)
Hormona Adipokinetica (AKH ) GQ888667 + - Hypertrehalosaemic peptide Blaberus discoidalis (E: 3e-05).
Hormona Diurética simil-Calcitonina A
(DH31-A) GQ856316 + 1 CT-like DH Drosophila melanogaster (E: 4 e-12).
Hormona Diurética simil-Calcitonina B
(DH31-B) GQ856317 + 1 CT-like DH D. melanogaster (E: 4 e-19).
Hormona Diurética simil-Calcitonina C
(DH31-C) ID: 1273251 + - No significant match
Hormona Diurética simil-CRF (DH44) - 1 DH44 Bombyx mori (E:4e-07)
Hormona Disparadora de la Ecdisis (ETH) BK006926 + - No significant match®
Hormona de Eclosion (EH) ID: 1273270 - Eclosion hormone Manduca sexta (E: 3e-17).
kinina ID: 1273279 - No significant match®
Péptido Cardioactivo de Crustaceos isof. A
(CCAP) GQ888668 + 1 Cardioactive peptide Periplaneta americana (E: 4e-28).
Péptido Cardioactivo de Crustaceos isof. B
(CCAP) HQ264139 + 1 Cardioactive peptide Periplaneta americana (E: 4e-28).
Miosupresina (MS) GQ344501 + 4 Miosupressin Apis mellifera (E: 2 e-09).
Neuroparsina A (NPA) ID: 1273288 + - Neuroparsin A Locusta migratoria (E: 2e-08).
Neuropeptido F Corto (SNF) ID: 1273338 + 4 Short Neuropeptide F A. aegypti (E: 6 e-08).
Neuropeptido F Largo (LNF) ID: 1273282 + 4 Neuropeptide Y Aplysia californica (E: 4e-08).
Orcokinina Isof. A (OK-A) ID: 1273300 + 7 Orcokinin precursor Procambarus clarkii (E: 4 e-14).
Orcokinina Isof. B (OK-B) + - No significant match
Peptido simil-AKH/CZ (ACP) - - No significant match ©
Péptido simil-insulina-1 (ILP-1) - - Bombyxin E1 Bombyx mori (E:5e-04)
Péptido simil-insulina-2 (ILP-2) GU230850 + - Insplin-like growth factor 2 Mus muscplus (E:1e-07)
Péptido simil-insulina-3 (ILP-3) - - Insplin-like peptide 3 Locusta migratoria (E:4e-04)
Péptido simil-insulina-6 (ILP-6) - - Insplin-like peptide 6 Drosophila melanogaster (E:1.5)
Péptido Transportador de lones Isof. A (ITP-
A) ID: 1273339 + - lon transport peptide Schistocerca gregaria (E: 1e-35).
Péptido Transportador de lones Isof. B (ITP-
B) ID: 1273340 + - lon transport peptide Schistocerca gregaria (E: 4e-42).
Pirokinina (PK)/PBAN ID: 1273305 - 1 PBAN neuropeptides Aedes aegypti (E: 0.006).
Precursor de Neuropéptidos 1 (NPLP1) ID: 1273296 + 13 Neuropeptide like precursor 1 D. melanogaster (E:0.058)
Prohormona 1 (PH1) ID: 1273236 + 4 Prohormone 1 Apis mellifera (E: 2e-21).
Prohormona 2 (PH2) BK006932 - 3 Prohormone 2 Apis mellifera (E: 0.004).
Prohormona 3 (PH3) - 1 Prohormone 3 Apis mellifera (E: 4e-10).
SIFamida GQ253922 + SIFa Procambarus clarkii (E: 4 e-12).
Sulfakinina (SK) GQ162784 + Sulfakinins. Calliphora vomitoria (E: 1 e-07).
Tachikinina (TK) GQ162785 + 20 Tachikinins precursor A. mellifera (E: 4 e-11).
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? Presenta similitud con LK de Bombyx mori (E:1.6 in non-redundant protein database)

® Presenta similitud con CCH-amide de Bombyx mori (E:0.014 in non-redundant protein database)

¢ Presenta similitud con ACP preprohomone Tribolium castaneum (E:7e-05 in non-redundant protein database)
“Presenta similitud con ETH de Aedes aegypti (E:1.4 in non-redundant protein database)

AN: Numero de acceso asignado en Genbank

.Tabla 1.3: GPNs encontrados en los insectos cuyo genoma ha sido secuenciado (+) o que se encuentran ausentes (-).
En los casos donde se han descripto formas alternativas de splicing estas se indican con la cantidad de (+)
correspondiente

Nombre R. prolixus T.castaneum D.melanogaster A.gambie  A. mellifera B. mori
(Hemiptera) (Coleoptera) (Diptera) (Diptera) (Hymenoptera) (Lepidoptera)
Hormona Adipokinetica | + + + + + +
Hormona Adipokinetica Il - + - - + +
Peptido simil-AKH/CZ + + - + - +
Allatostatinas A + - + + + +
Allatostatinas B + + + + - +
Allatostatinas C (ALS-C) - + + + + +
Allatotropina + + - + - +
Factor Antidiurético b-1 (ADF-1) - + - - - -
Factor Antidiurético b-2 (ADF-2) - + - - - -
Factor Antidiurético b-3 (ADF-3) - + - - - -
Factor Antidiurético b-4 (ADF-4) - + - - - -
Factor Antidiurético b-5 (ADF-5) - + - - - -
Factor Dispersor de Pigmentos + - + + + +
Hormona Diurética simil-Calcitonina +++ + - + + +
CAPA | +2 + + + + it
CAPA || +° - - - ; ;
CCHamide + + + + + +
Corazonina + - + + + +
Péptido Cardioactivo de Crustaceos ++ + + + + +
Hormona Diurética simil-CRF + ++ + + + -
Hormona Disparadora de la Ecdisis + + + + + +
Hormona de Eclosion + + + + + +
FMRFamide + + + + + +
kininas + - + + - +
Orcokinin ++ - + + + +
Péptido simil-Insulina-1 + + + + + +
Péptido simil-Insulina-2 + + + + + +
Péptido simil-Insulina-3 + + + + - +
Péptido simil-Insulina-4 - + + + - +
Péptido simil-Insulina-5 - - + + + +
Péptido simil-Insulina-6 + - + + ¥ +
IMFa - ; - ) ; +
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Péptido trasnportador de lones
Precursor de Neuropéptidos 1 (NPLP1)
Precursor de Neuropéptidos 2 (NPLP2)
Neuropeptido F Largo 1

Neuropeptido F Largo 2

Miosupresina

Neuroparsina A
Prohormona 1

Prohormona 2
Prohormona 3

Péptido simil-arginina-vasopressina
(AVPL)

Pyrokinina

Hormone Prothoracicotropica

Proctolina (PR)

Neuropeptide F Corto

SIFamide

Sulfakininas

Tachikininas

Hormonas (proteinas)

Bursicon

Hormone Glycoproteica alpha-2 (GPH-2)
Hormone Glycoproteica beta-5 (GPH-5)

Total GPNs en el genoma

?(Paluzzi et al, 2008)
® (Paluzzi et al, 2010)
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+ + +++ +
- - + -
+ - + +
+ + + +
+ + - +
+ + + +
+ + - -
+ + + +
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+ + + +
- + + +
- + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
- + + +

36 41 36 40

++

36

40



1.3.2) Andlisis comparativo de los neuropéptidos de R. prolixus

1.3.2a) Superfamilia de péptidos RF-amida

El primer neuropéptido perteneciente a la superfamilia de los péptidos con el motivo -
RFamida (FaRPs) en su extremo carboxilo terminal fue caracterizado en 1977 en
Macrocallista nimbosa (Price y Greenburg, 1977). Posteriormente se identificaron distintos
péptidos con este dominio, todos los cuales presentan actividad miotrépica (Nachman et
al, 1986; Spittaels et al, 1996; Tsang and Orchard, 1991). En esta superfamilia se incluyen
los precursores FMRF-amida, Sulfakininas (SK), Miosupresina (MPS), Neuropéptido F
largo (LNF) y Neuropéptido F corto (SNF). Todos ellos fueron detectados en el SN de R.

prolixus en nuestro trabajo.

FMRFamida

En R. prolixus, asi como en otras especies de insectos pertenecientes a distintos
Ordenes, se ha detectado inmunomarcacion positiva para estos péptidos FMRFamida
(Tsang y Orchard, 1991; Settembrini et al, 2005; Matsushima et al, 2007). En R. prolixus se
ha observado inmunomarcacion distribuida por todo el SNS, tanto en el ganglio frontal
como en el el complejo retrocerebral. También en terminaciones nerviosas que se
extienden desde el ganglio hipocerebral hasta la superficie del buche. Péptidos
FMRFamida han demostrado ser capaces de aumentar la frecuencia de contracciéon de
este 6rgano (Tsang y Orchard, 1991). También se ha encontrado marcacion positiva en las
terminaciones nerviosas que inervan las glandulas salivales (Tsang y Orchard, 1991), por
lo que se ha asociado a estos péptidos con la regulacion de la secrecion de saliva.
Posteriormente, varios péptidos de la superfamilia de las FaRPs han demostrado aumentar
la frecuencia y la amplitud de las contracciones de las glandulas salivales, mientras que
miosupresina las inhiben (Orchard y Te Brugge, 2002).

Del clivaje proteolitico del precursor de FMRFamida que hemos caracterizado en R.
prolixus (Rhopr-FMRFamida) se generan trece péptidos, cuatro de los cuales presentan el
motivo caracteristico de la familia, mientras que otros cuatro presentan el motivo
FIRFamida y cinco son péptidos espaciadores (Figura 1.5). Uno de estos cinco péptidos
presenta un residuo Gly en su extremo C terminal, lo que indica que el péptido maduro es
amidado (DKALNRL-NH,). Esta es una modificacion caracteristica de los péptidos con
actividad regulatoria. De los trece péptidos, cuatro fueron detectados en extractos de SN y
cerebro mediante MS. Uno de ellos posee una acetilacion en el extremo N-terminal (Acetil-
AKDNFIRF-NH,). Esta PTM es Unica entre los péptidos maduros descriptos de esta familia
en insectos. Otro de los péptidos presenta el motivo FLRLamida, el cual no habia sido

descripto previamente (Tabla 1.4). Resulta llamativo el hecho de que los tres motivos
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(FMRFamida, FIRFamida y FLRLamida) se encuentran precedidos por un residuo Asn.
Para este gen hemos obtenido la prediccién bioinformética del ORF, por lo que no se
conocen las regiones no traducidas (UTR) (Figura 1.4).

A partir del andlisis bioinformatico del genoma se ha podido predecir un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de FMRFamida caracterizados en
otros insectos (BLASTN E value: E%=1e-126).

- . . Figura 1.4: Estructura del gen de
]T'_ll.Hi':J'-;.l';;ﬁr.l"f Rhopr-FMRFamida. EI nimero en cada

contig 3646.2

exon indica su longitud en nucleétidos. El
contig en que se encuentra el gen se indica
en la parte superior. Las lineas representan
los intrones. Los exones 1 y 3 no estan
completos puesto que faltan los UTR 3’y
5.
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Figura 1.5: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-FMRFamida . El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.995) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido maduro se
muestra con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos

Tabla 1.4: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor Rhopr-FMRFamida y los
péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]" Tejido
GTDSRIRSPLVDPLI 1638,92
SPLEKNFMRF-NH, 1267,66
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SSPALQQFPTAYNSNYLDLENS 2459,14
1773,87
SGRFDRARDNFMRF-NH,
DNEKIALSNRAKDNFIRF-NH, 2150,15
AKDNFIRF-NH, 1009,55 Cerebro
(Acetyl-A)KDNFIRF-NH2 1051,6 Cerebro
SKDNFMRF-NH, 1043,51
IKDNFIRF-NH, IKDNFIRF-NH, 1051,61 SN
GNDNFMRF-NH, 999,45
SGDEIEEILPKD SGDEIEEILPKD 1344,65 Cerebro
DKALNRL-NH, 828,51
QRLSDKSDNFIRF-NH, 1624,86
1473,55
ASSDDNEMGDMSKS
SPIYMDEQKIQEECHEGVCQQTFTK
EDTHQHQQDFCPPELDPNIIVAPEFS
LLPSISMKPRIKPKISSNFLRL-NH, 8477,2

Miosupresina

El primer péptido de esta familia fue caracterizado en 1986 (pyro-EDVDHVFLRFamida)
por su capacidad de inhibir las contracciones espontaneas del recto en la cucaracha
Leucophaea madera (Nachman et al, 1986). Las Miosupresinas (MSP) pertenecen a la
familia de neuropéptidos de insectos conocida como “FLRFamida”, que presentan en
comun la presencia del heptapéptido DHVFLRFamida en su extremo C-terminal. Las MSP
se caracterizan por ser fuertes inhibidores de la contraccién muscular de las visceras y la
actividad cardiaca. Se ha demostrado que el heptapéptido es el fragmento méas pequefio
capaz de ejercer tal efecto (Nachman et al, 1993).

Se conocen compuestos no peptidicos que mimetizan la actividad de MSP. El
compuesto cloruro de benzetonio (Bztc) es ser capaz de inhibir las contracciones
espontaneas de los oviductos en Schistocerca gragaria con una ECsy= 6,4*107 M, que
esta en el rango del heptapéptido. Se ha demostrado que esta inhibicion esta dada por la
interaccion directa con el receptor de MSP (Lange et al, 1995).

El péptido Rhopr-MS que hemos caracterizado presenta en su sitio activo (region C-
terminal) el motivo FMRF-amida, en lugar del motivo FLRF-amida, caracteristico de todas
las MSP conocidas hasta la fecha (ver Nassel, 2002; Audsley y Weaver, 2009). Al igual
que los precursores descriptos en otros insectos, Rhopr-MS contiene un solo péptido con
el dominio de la familia, situado en el extremo C-terminal del precursor (Figura 1.8).

Mediante MS hemos podido detectar 3 variantes para este péptido con distintas PTM,
asi como una forma truncada del péptido acompafiante (Tabla 1.5). Resulta interesante el
hecho de que se haya encontrado el péptido pyro-QDIDHVF(M-OH)RF-NH,, ya que el

residuo Met en esa posiciones es Unico entre la MSP descriptas en insectos. La PTM en
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este residuo (oxidacion) la diferencia aun mas de los péptidos ortélogos. También se ha
detectado el péptido QDIDHVFMRF-NH,, que carece del grupo Pyro-Q en el extremo N
terminal, caracteristico del péptido maduro. Este péptido ha sido identificado en distintas
muestras de SN y su frecuencia de aparicion sugiere que no es un intermediario inmaduro
de vida media breve, sino que podria tener funcién biolégica. Esto mismo fue sugerido en

A. mellifera (Boerjan et al, 2010).

Figure 1.7: Estructura del gen Rhopr-MSP.
El nimero en cada exon indica su longitud
en nucledtidos. El contig en que se
encuentra el gen se indica en la parte
superior. Las lineas representan los
intrones.

acacaattcaacqgctatctegeaaagtecacacttacctetactattttcetotagataaa

cacqgtcgatttggetgtggtetatetaceottatacgtgetetectocactaattacaag
|Intron 1(218.736pb)
atgattttqgegtggatgtgtgtgacactactegetygagttttqgetqetocaggacea

Bl LAy CyIssasl® L AN E G P

gattqttctecatetqeactacaagtacagtectctagagtgagaaacatgtgtgettty
D C5P5ALQVAOSS5SKEVRNEMNCA AL
Intron 2{1.479pb) |
taccagatttcaagegeactqeaggettatetagatgaacaaaacaactatcagactget
Q1 55 ALGAYLDTEQNNTEQTA

ctcecgagacacgaacataccgtataacatacctgagaagagacaagatattgaccacgta
LEDITNLTEYRRLBELRGE IS KN

ttcatgegetttggacgtegacgttaaaatacaagaaaatitaagtggeagagagtgaaa
FMRFGRRR -

Figura 1.8: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-MSP . El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 1.000) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El
residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con
doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y su longitud entre paréntesis .

Tabla 1.5: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-MS y los péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]'masa monoisotdpica protonada.
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péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" | Tejido

APGPDCSPSALQVQSSRVRNMCALYQISSALQAYLDEQNNYQTALRDTNIPYNIPE 6213,97

LDEQNNYQTALRDTNIPYNIPE | 2621,25 | SN

QDIDHVEMRF-NH, QDIDHVEMRF-NH, 1306,64 Cerebro
SN, Cerebro,
pyro-QDIDHVFMRF-NH, 1289,6 Midgut, Hemolinfa

pyro-QDIDHVF(M-OH)RF-NH, | 1305,6 | SN, Cerebro
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Figura 1.9: Alineamiento del precursor de Rhopr-MS con precursores ortélogos caracterizados en
distintas especies de insectos. Se pueden observar 3 residuos de Cys conservados. El péptido activo con
el motivo caracteristico de esta familia se encuentra ampliamente conservado. En R. prolixus, sin

embargo este motivo es FMRFa, a diferencia del resto que poseen el dominio FLRFa. Se puede observar
el contenido informativo de cada posicién expresado en bits para cada posicion.

Mediante hibridizacion in situ se ha demostrado la transcripcion de este GPN en
células del digestivo medio posterior de Pseudaletia unipuncta y M. sexta (Lee, 2002; Lu,
2002). Posteriormente este péptido fue aislado y secuenciado a partir del digestivo medio
en Locusta migratoria (Hill, 2007). En Blattella germanica las MSP inhiben la frecuencia y
amplitud de las contracciones del digestivo medio anterior y posterior, reducen de manera
dosis dependiente la cantidad de alimento ingerido, el cual se acumula sin pasar hacia el
digestivo medio posterior (Aguilar et al, 2004). En nuestro trabajo, hemos podido detectar
la expresion del péptido pyro-QDIDHVFMRF-NH; en el digestivo medio posterior de R.
prolixus, tanto por MALDI-TOF-TOF MS/MS (Figura 1.10) como por ESI-Q-TOF MS/MS
(Figura 1.11). Este hallazgo sugiere un papel regulador de MSP en la actividad del
digestivo posterior de manera autdcrina o paracrina. Por otra parte, hemos detectado el
péptido MSP en hemolinfa (ver mas adelante), lo que sugiere una actividad a nivel
sistémico. Previamente, se habia detectado la presencia de péptidos simil-FMRFamida en
hemolinfa luego de la ingesta sanguinea en Rhodnius (Elia et al; 1993). Tal vez lo que se

detect6 en realidad fue esta miosupresina
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Mediante busquedas bioinformatica se ha podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de Miosupresinas caracterizados
en otros insectos (BlastN E value: E%=3e-110).
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Monoiscotopic mass of neutral peptide Mr(calec): 1288.6023
WVariable modifications:
N-term : Gln->pyro-Glu (N-term Q)
C-term : Amidated (C-term)
Ions Score: 42 Expect: 0.0069
Matches (Bold Red): 32/143 fragment ions using 58 most intense peaks
.# Immon. a | a* | a® b . b* | b® | d Seq. | v w w' b ¥* ¥0 | #
1/101.0709  84.0444| 67.0179 112.0393| 095.0128 Q | 10
2| 88.0393| 199.0713| 182.0448 181.0608‘ 227.0663| 110.0397| 209.0557 D |1118.5564|1117.5611| 1178.5775|1161.5510|1160.5670| 9
| 3 86.0964 312.1554| 2951289 2941448 340.1503| 323.1238| 322.1398] I |1005.4723 1018.4927|1032.5084 |1063.5506 1046.5240|1045.5400| 8
4 88.0393 427.1824| 410.1558| 409.1718 455.1773| 438.1507| 437.1667| | D | 8904454 8894501 | 950.4665 933.4400| 9324559 7
5/110.0713 564.2413| 547.2147| 546.2307| 592.2362| 5752096 5742256 | H | 753.3863 8§35.4396 818.4130 6
6 720808 663.3097| 646.2831| 645.2991 691.3046| 674.2780 673.2940 V | 6543181 6673385 | 698.3807 681.3541 | 5
7/120.0808 £10.3781| 793.3515| 792.3675| 838.3730| 8213465 8203624 F | 507.2496 599.3122| 5822857 4
8 104.0528 941.4186| 9243920 923.4080| 969.4135| 9523869 951.4029 M | 376.2092| 375.2139| 452.2438| 4352173 3
9/129.1135 1097.5197|1080.4931|1079.5091 1125.5146 |1108.4881|1107.5040(1012.4557| R | 220.1080 219.1128 321.2033| 304.1768 2
10 120.0808 F 165.1022 |1

Figura 1.10: Espectro MS/MS del péptido pyro-QDIDHVFMRF-NH, detectado en el digestivo medio posterior
mediante Nano-HPLC - MALDI-TOF/TOF MS. En rojo se muestran los iones detectados. * indica la pérdida de un
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grupo amonio, ~ la pérdida de una molécula de agua en un ién.
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Monoisotopic mass of nentral peptide Mr({calc): 1288.6023

WVariable modifications:

HN-term : Gln->pyro—Glu (N-term Q)

C—term : Amidated (C—term)

Tons Score: 31 Expect: 0.038

Matches (Bold Red): 18/92 fragment ions using 46 most intense peaks

#

| W |

6
-
8
9

10

b b b* bt B b Seq. ” v v v ¥° v

-

112.0393| 56.5233| 95.0128| 48.0100
227.0663|114.0368| 210.0397|105.5235| 209.0557 |105.0315
340.1503 (1705788 323.1238|162.0655| 3221398 |161.5735
455.1773|228.0923 | 438.1507 |219.5790| 437.1667|219.0870
592.2362 |296.6217| 575.2096|288.1085| 574.2256 |287.6164
691.3046 |346.1559| 674.2780(337.6427| 673.2940(337.1507
838.3730|419.6901| 821.3465|411.1769| 820.3624 |410.6849
9694135485 2104 952 3869|476.6971| 951.4029 476 2051
1125.5146|563.2609|1108.4881 |554.7477 |1107.5040 |554.2557 |

835.4396|418.2234| 818.4130(409.7101
698.3807 |349.6940| 681.3541|341.1807
599.3122|300.1598| 582.2857|291.6465
452.2438|226.6256| 435.2173|218.1123
321.2033|161.1053| 304.1768|152.5920
165.1022| B3.0548|

R AR AR A - R - A

Figura 1.11: Espectro MS/MS del péptido pyro-QDIDHVFMRF-NH2 detectado en el digestivo medio posterior
mediante nanolLC-ESI-Quadrupole-TOF MS. En rojo se muestran los iones detectados. * indica la pérdida de un grupo

. ] . . £ .z
amonio,  la pérdida de una molécula de agua en un ion.

Sulfakininas

Las Sulfakininas (SK) de insectos presentan homologia a nivel de estructura primaria
con la familia de colecistokininas (gastrinas) de vertebrados. Los péptidos pertenecientes a
esta familia se caracterizan por la presencia de la secuencia DYGHMRFamida en el
extremo C-terminal (ver Nassel, 2002). En L. migratoria, SK reduce la ingesta de alimento,
estimula la contraccion muscular del recto y la liberacion de enzimas digestivas en el
intestino medio (Baggerman et al, 2000). En S. gragaria, inyecciones de este péptido
inhiben hasta un 55% la ingesta de alimento de manera dosis dependiente. Si bien el
mecanismo de accion de estos neuropéptidos es desconocido, se ha propuesto que
activarian los receptores que censan la distension del buche, reduciendo asi la cantidad de
alimento ingerido (Wei et al; 2000).

A partir de la secuencia del precursor de Rhopr-SK que hemos caracterizado se
predicen cinco péptidos, dos con el motivo caracteristico de esta familia (Figura 1.13; tabla
1.6). Uno de ellos, GGSDEKFDDYGYMRF-NH2, es distinto a las SK ortélogas, ya que
presenta la sustitucion de His* por Tyr* (en posicion 4 a partir del extremo C terminal del

péptido maduro; Figura 1.14)

cK Figure 1.12: Estructura del gen d_e Rhopr-

. . SK. El ndmero en cada exon indica su

contig 350.2 longitud en nucleétidos. El contig en que se

= 4390 encuentra el gen se indica en la parte

. u superior. Las lineas representan los
intrones.
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Intrén 1 (1.509b)
gottocagtotoocccaggacctootgaaaactaaaggagagagottataatttgagataata
atgggtagcagcocttococtaatcacattactgttagocaattggggtotatatgtttattgag
-5 5 5§ E E I ¥ E E E A T & ¥ ¥ N-E I E
aacagtcacttcatgtgtttggctgagocagotgaaaggagatcattgatoogaatcaga
H 5 -H E B & E A E P A E -H-H S LEH E-H I -H
CcCcagaaccagcattgtttgoagocagaagatgatoccattagatattgtagacaaaagacas
FEE P AR E EFE A AGE D D EBE E D I 'V DR GE 9

tttaacgaatatggccacatgaggttoggcaaaagaggoygttoctgatgaaaaatttgat

EN E X G H ¥ B E G K B G & 5 B E K E B
gattatggatacatgagatttggaaggtcocagaccattagocaattotttacotaattaa
B ¥ &G ¥ M H E &G H 5 H P LA W 5% L P R =
taatttatatgtatagataactttgtattatttattaatttatttacaatttgttaattt
tacaatctgatgasactttttttatttttttgaaaataaattagaggaattataagtgga
gtgtatgctta

Figura 1.13: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-SK . El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.800) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El
residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con
doble subrayado. La posicién del intrén se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud del mismo.

Tabla 1.6 Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-SK y péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

Péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]" Tejido
SHFENCLAEPAE 1217,53
SLIRIRPEPALFAAEDDPLDIVD SLIRIRPEPALFAAEDDPLDIVD 2565,36 | Cerebro
QFNEYGHMRF 1327,6
pyro-QFNEYGHMRF-NH, 1310,6 | Cerebro
pyro-QFNEYGH(M-OH)RF-NH, 1326,6 | Cerebro
GGSDEKFDDYGYMRF-NH2 GGSDEKFDDYGYMRF-NH, 1785,75 | Cerebro
GGSDEKFDDYGY(M-OH)RF-NH, 1801,76 | Cerebro
SRPLANSLPN 1068,58
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Figura 1.14: Alineamiento del precursor de Rhopr-SK con los precursores ort6logos caracterizados en
distintas especies de insectos. El contenido informativo expresado en bits se muestra para cada posicion.
Se muestra el extremo C-terminal de los precursores.
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Mediante busquedas bioinformatica se ha podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de SK caracterizados en otros
insectos (BLASTN E value: E%=5e-76).

Neuropéptido F corto

Los primeros miembros de esta familia fueron aislados de Locustra decemlineata y
designados con ese nombre debido a que presentan homologia en el extremo C-terminal
con el Neuropéptido Y de vertebrados (Spittaels et al, 1996). A partir de esa fecha, se han
caracterizado péptidos ortélogos en varios Ordenes de insectos. Todos ellos comparten
como caracteristica comuan la presencia del motivo LRLRFamida en el extremo C-terminal.
En D. melanogaster se ha sugerido que este péptido esta involucrado en la regulacion de
la alimentacion, ya que su sobre-expresion produce un aumento en la cantidad de alimento
ingerido, mientras que los mutantes donde no se expresa no se alimentan (Lee et al,
2004). Posteriormente, se demostré que en L. decemlineata el Neuropéptido F corto
(SNF) se expresa de manera diferencial en los insectos durante el estado activo, respecto
a los que se encuentran en diapausa, por lo que se ha sujerido un papel de SNF durante la
diapausa (Huybrechts et al, 2004). Por otra parte, se ha demostrado que SNF estimula el
desarrollo ovarico en L. migratoria y S. gregaria (Cerstiaens et al, 1999; De Loof et al,
2001), y provoca un aumento en la concentracion de vitelogenina en hemolinfa en esta
Ultima especie (Schoofs et al, 2001)

El precursor de SNF que hemos caracterizado en R. prolixus (Rhopr-SNF) codifica tres
péptidos maduros, flanqueados por pares de residuos béasicos (Figura 1.16). De éstos, solo
uno (NNRSPQLRLRF-NH,) presenta el motivo caracteristico de la familia. La secuencia de
este péptido se encuentra conservada entre distintas especies, exepto en las primeras dos
posiciones del extremo N terminal. El residuo GIn® de Rhopr-SNF es atipico, ya que todas
las secuencias paralogas poseen un residuo Ser en esa posicion (Figura 1.15). Hemos
detectado la presencia de este péptido en extractos de cerebro, SN total y hemolinfa, lo
cual sugiere un papel humoral. De los péptidos acompafiantes, uno de ellos y dos formas
truncadas del otro han sido detectados en extractos del SN, (Tabla 1.7). Una
particularidad que presenta Rhopr-SNF es su longitud, la cual es menor que los
precursores de SNF caracetrizados en la mayoria de los artrépodos, con la excepcion de

A. mellifera.
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cCacatactcttacgttgocatccagtocaacatocgocctcattoctcacttocatatacocgtcacac

LIntron 1 (119.734ph)
aattctaaagagatgaagattgoccoctgagtgocactttgoctgocttgatagoctgtggococcto
M K I Aa I, = A L & = L E A VoA L
L Intron 2 (2.430ph)
atgttcacaccagagaccacttoggocacoctgoaatacaagattatgacagtatgogagac
M 1ok H A = B H o H o 5 B F B I (o] ] b 4 D 5 M R D
ttgtatgaactactocctacaaaggoaagctttgoocggactoctgggctcacaaagttotg
L p 4 E L L L Q R E B L B o 5 W B H K " "
aggaagaataacagatctcococtcaactgaggotcocogattocggacgocagaaatgatococcaco
134 K H o) 124 5 F Lo ] L 124 L 154 F G 124 134 H » B iE
Inoon 3 (1.115pb)
ttoccttcagggtgaccatctaatggacaactctatgattgatactoctatagaagttgatt
= L (o] G ] H L M ] N 5 M i B in} T L =

taattaagaaactataaatatatatatttcattttcoctattgocttattatctaaagtgaat
Taa

Figura 1.16: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-SNF . El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.999) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El
residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con
doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los
mismos

Tabla 1.7: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-SNF 'y péptidos
maduros encontrados por MS, [M+H] 'masa monoisotdpica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" | Tejido
APAIQDYDSMRDLYELLLQREALPDSWAHKVV 3742,89

AIQDYDSMRDLYELL 1844,874 | SN

LQREALPDSWAHKVV 1749 | SN
NNRSPQLRLRF-NH; NNRSPQLRLRF-NH; 1399,79 | SN, Cerebro, Hemolinfa

MRDLVELLL ENEQEBQL
QG[‘.ALALIEZ‘.I.VSLQMQEAQAEV.SSAQGEHL? LANLYINIEER T REYAG
QGCATALICLVSLGMOORAGAFVSSACT

MCRINETTLILILVLNSGIIMEFHS]
MFIALEALCCLIAVAIMFTEETTER
MYRINLTTFTLIIVIAVGEIMEFSL
FVFATALFGMVAVIETEAANAQATANY DAY
NRINMYRINFETLELLLVI.GUNGTMAFBT Ry
TR FYIRBTLIFIIVGFVVGTENYIDYADRT

I.scapularis
D.melanogaster B
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Figura 1.15: Alineamiento del precursor de Rhopr-SNF con los precursores ortélogos
caracterizados en distintas especies de insectos. El contenido informativo expresado en bits se muestra
para cada posicion.
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Mediante busqueda bioinformatica se ha podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de SNF caracterizados en otros
insectos (BLASTN E value: E%=1e-122).

Neuropéptido F largo

El neuropéptido F largo (LNF) de insectos es homélogo al Neuropéptido Y de
vertebrados. En D. melanogaster y A. aegypti LNF ha sido localizado en el cerebro, SOG
y células enddcrinas del digestivo medio posterior (Brown et al, 1999; Stanek et al, 2002).
En A. aegypti, la concentracion de LNF en hemolinfa es méaxima 24 hs después de la
alimentacion (Stankes et al, 2002). En este insecto se ha demostrado también que reduce
el transporte de iones y los movimientos peristalticos de buche (Onken et al, 2004). En el
genoma de B. mori se han detectado 2 genes pardlogos para este péptido, uno de los
cuales presenta dos formas alternativas de splicing. Estos dos genes presentan un patrén
de expresion diferencial en el SNC, y su expresién ha sido detectada también en el
digestivo medio (Roller et al, 2008). En R. prolixus se ha observado inmunomarcacion para
este péptido en todo el SN, incluyendo el SNC, SNP y SNS (Gonzalez et al, 2008).

Mediante RACE-PCR hemos podido obtener el ORF completo del mRNA que codifica
este neuropéptido en R. prolixus, asi como el UTR 5 (Figura 1.18). Mediante MS se han
encontrado dos formas truncadas que presentan el dominio caracteristico de esta familia
en invertebrados, RX;RFamida (sinedo X; un residuo de Pro abitualmente). También se
han encontrado dos formas truncadas del péptido acompafiante (Tabla 1.8).

Tanto B. mory como A. mellifera presentan el motivo RX;RYamida, caracteristico de
vertebrados (Figura 1.19).

Mediante busquedas bioinformética hemos podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de LNF caracterizados en otros
insectos (BLASTN E value: E%=2e-42).

LNF. El nUmero en cada exén indica su

LNF longitud en nucleétidos. El contig en que se
encuentra cada exon o grupo de exones se
contig 804 contig 452 indica en la parte superior. Las lineas

representan los intrones. No se ha
secuenciado el UTR 37, por lo que el exén
BEE- B - oo de foma parcial

Figure 1.17: Estructura del gen de Rhopr-
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aaatactacctcocgtccagtcatacctgttgtttgbtctgaacatctocagaaatocgattttt
TattocCcCcCttcaaaaaaatattaatagataatccgatcttttgrtagraactocctgttasa
Ctacttcaatctgtttacaaagtttaatittcatogtcatcagaaaaaactogctgaaaca
| Imeren I (??2ph)
gococgagtcaaccttocagtttaaaaacaaagtocgaattocaaagatgaactgttggoctgctg

M N B L 5L

tggoctoctggaccggactgatggocctgocaatgocagoccatggoctatggocacaacctattoca
F L ¥ T = L M4 = nN A A M4 M B o B I P

goctgacgcaatggocacgtccagoctagacctaaatcoctttgoctcacocggacgacoctaagg

=Y » =% b} =y B F 5 =Y R B i .4 5 F =Y 5 P D Iy L. B
LIntrén 2 (1.075pb)

acctatcttgaccaactaggacaatattatgotgttgoocggocaggocgagatttggcaaa

T X =R D ¢ L & O ¥ ¥ A W A G R P R F G K

agagcaggcggaattaatcctagactoccatctagocagtggacggtgtcaactacaggtat
_R =Y = = I N FP 128 L H L =Y W D = W N b 4 128 p

ccactagococgatgocaagogacctotacgatctgottttocaacaacagtctacagaatga
P L =% I =y 5 o L b 4 r L L F o] Lo o 5 T E s

Figura 1.18: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-LNF. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 1.000) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El
residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con
doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los
mismos

Tabla 1.8: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-LNF y péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]" masa monoisotdpica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" Tejido
4705.42
QPIPADAMARPARPKSFASPDDLRTYLDQLGQYYAVAGRPRF-NH,
AVAGRPRF-NH2 872,53 SN, Cerebro
YAVAGRPRF-NH2 103558 | SN
AGGINPRLHLAVDGVNYRYPLADASDLYDLLFQQQSTE 4220,1
AGGINPRLHLAVDGVN 1602,87 | SN
YRYPLADASDLYDLL 1787,88 | SN

.prolizxus
Lpisum
Laegypti
.gambiae

.mori
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Figura 1.19: Alineamiento del precursor de Rhopr-LNF con los precursores ortdlogos caracterizados en
distintas especies de insectos. Las Pro y Tyr son importantes para la formacién de la estructura “PP-fold”
de los Neuropéptidos F (Larhammar, 1996). El contenido informativo expresado en bits se muestra para
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cada posicion. Se muestra el contenido informativo para cada posicion expresado en bits. En el
alineamiento se ha incluido el Neuropéptido Y de Homo sapiens.

1.3.2.b) Péptidos diuréticos y antidiuréticos

Los insectos hematéfagos son capaces de ingerir grandes cantidades de sangre en
cada comida, por lo que rapidamente se inicia el proceso de diuresis mediante el que se
produce y elimina la orina. Durante la diuresis, la region distal de los TM genera la orina
primaria, la cual es luego modificada en la regién proximal mediante reabsorcion selectiva
de iones. La diuresis en insectos se encuentra regulada por serotonina y hormonas
peptidicas (ver Orchard |, 2009).

En R. prolixus hemos encontrado tres hormonas caracetrizadas en distintos insectos
como diuréticas: DH44, DH31 y Kinina; y dos antidiuréticas: Péptido Transportador de
lones (ITP) y Neuroparsina A (NPA, ademas de los genes CAPA descriptos previamente
(Paluzzi et al, 2008; 2010). Las primeras estimulan la produccion de orina por los TM,
mientras que las antidiuréticas estimulan la reabsorcion de fluido por el recto, o bien

reducen la secrecion por parte de los TM.

Hormona diurética simil- calcitonina

Uno de los procesos fisioldgicos caracteristicos en los insectos hematéfagos es la
rapida diuresis que se inicia durante la ingesta sanguinea y culmina 3-4 horas luego de su
finalizacion. Este proceso involucra la accion coordinada de varios tejidos, regulados por el
sistema neuro-hormonal. Una de las hormonas que regulan dicha funcion pertenece a la
familia de “Hormonas Diuréticas simil-calcitonina” (CT-like DH o DH31).

Un péptido maduro producto del precursor de DH31 fue el primero en ser caracterizado
en R. prolixus (Te Brugge y Orchard, 2008). EI mismo fue aislado a partir del SNC de
larvas de quinto estadio por cromatografia liquida de fase reversa (RPLC) y secuenciado
de novo mediante MALDI-TOF MS/MS y degradacién de Edman. La secuencia encontrada
(GLDLGLSRGFSGSQAAKHLMGLAAANYAGGP-NH,) resultd ser idéntica a la que habia
sido caracterizada previamente en la cucaracha Diploptera punctata (Furuya, 2000). En R.
prolixus, ensayos de inmunohistoquimica (IHQ) habian demostrado previamente la
presencia de un péptido simil-DH31 en el SNC (células neurosecretoras medias (Pl) y
laterales (PL) del protocerebro), MTGM, proyecciones nerviosas sobre las glandulas
salivales, el recto y la arteria dorsal, y también en células endécrinas del digestivo medio
(Donini et al, 2008). Sin embargo, DH31 demostré ser incapaz de aumentar la tasa de
secrecion de los TM ni de modificar la composicién del fluido secretado. Tampoco fue
capaz de estimular la recaptacion de K* por parte de la regién proximal (Donini et al, 2008).
Por otro lado, el péptido demostré ser capaz de aumentar la frecuencia de contraccion del

recto, la arteria dorsal y del digestivo medio anterior, aunque no influy6 en la tasa de
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absorcién de agua por este ultimo epitelio, ni sobre la resistencia y el voltage trans-epitelial
(Te Brugge y Orchard, 2008; Te brugge et al, 2009).

En el presente trabajo hemos logrado caracterizar el GPN que codifica el péptido
DH31. Mediante RACE-PCR hemos logrado obtener 2 formas alternativas de splicing,
mientras que una tercera isoforma fue encontrada en la base de datos de EST de testiculo
(Figuras 1.21, 1.22y 1.23). El gen consta de al menos 8 exones. Las isoformas Ay B
comparten los exones 1, 2, 4, y 8. El exdn 2 codifica el péptido sefial, mientras que el
exon 8 codifica el péptido maduro con actividad diurética
(GLDLGLSRGFSGSQAAKHLMGLAANYAGGP-NH2). Las isoformas A y C comparten los
exones 4, 5,y 6. Los exones 3y 7 se encuentran solo en la isoforma C (Figura 1.20). Por
lo tanto, las isoformas A y B codifican péptidos de secrecion, y al menos un péptido
maduro con actividad diurética, mientras que la isoforma C codifica una proteina que no es
de secrecion, en la cual el péptido diurético se encuentra ausente. Es interesante
remarcar que hemos observado un patron de expresion tisular especifico de las diferentes
isoformas. Las isoformas A y B se encontraron presentes en el SNC, mientras que la
isoforma C fue la Unica encontrada en la base de datos de EST generadas a partir de
testiculo. El neuropéptido CAPA, otra molécula asociada al control de la diuresis, también
fue encontrado en testiculos en R. prolixus (Palluzi et al, 2008). Nuestros resultados
sugieren una nueva funcion para el producto proteico generado por la isoforma C del gen
Rhopr-DH31, en la maduracion sexual y/o la reproduccion. Llamativamente, los exones 6 y
7 se encuentran tanto en el contig 15451 como en el contig 2671, mientras que el exén 8
se encuentra en los contigs 6076 y 5528 (Figura 1.20), lo que indica que parte de este gen
se ha duplicado en el genoma. El hecho de que los exones paralogos sean iguales, sin

gue presenten mutaciones, indica que la duplicacién ha sido reciente.
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Figure 1.20 : Estructura del gen de DH31 y las tres formas de splicing encontradas. El nUmero en cada exdn
indica la longitud en nucledtidos. El contig en que se encuentra cada exoén o grupo de exones se indica en la parte
superior. Las lineas representan los intrones. El péptido sefial esta codificado en el exén 2 y el péptido con actividad
diurética en el Ultimo exon. Las isoformas 1 y 2 se transcriben en SN, mientras que la isoforma 3 en Testiculos. Para
las isoformas Ay B no se conocen los UTRs 3, por lo que el exén 8 esta incompleto.
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actatatcgccggocagtogoccadagoagotcagoctocgagooctactaactgoatoca

| Intron 1
gagagagcgcattocatatacatcotacaaaatggtaacaaatatagotgtagtaggagtyg
¥ ¥ T N I E W VW & ¥

agtctgatgoctgggtacactgatagttotgtotgccgooctotgaaaacatcoottacatt
£ .L ® L & T & I W. L £ & -&:5FHRITIFYI
\Inron 2 , exon 3 e Intron 3

ggyacatagggcatococtattttggagacatggacaghgagoctgacagogaagttatgttg
G CH R R 5 E :F G AR MR iR K GE B 5 PE W M L

Intron 4
gaaatccttgocaaattaggtoggactatcatgagagocaaacgaccttgaaaagocaatyg
E F L A KL 6 EF F oM OE A N DL E KD M

\Inron 5
atatacagcagggaagoctogaacococtggyactgoctgtcaacaagttgagacocatocaaat
E ¥ 8 B GE A 8K P OWT A Y N R LGH P s N

| Exon 7 e Intron 6
ttgococctacaacgttgaacttgotgaaaacccagattocatttactogaagogtggbttg
LR R W OECE RE N OE DS CME YIS R R 6 L
gatcttggattaagoagaggtttototggatcacaggotgcocaaacatoctgatgggacta
Lk B E SR &8 FSs 8590 B A CE GHCE M B R

gctgcagoctaactatgocaggaggccCcaggcagaaggaggcgoccaagcgtag
A A A N X A& 6 6 P .G 'R R R R Q & -

Figura 1.21: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma A Rhopr-DH31. El péptido sefial
(probabilidad SignalP-HMM: 0.966) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se

muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones y los exones ausentes en la isoforma se

muestran en rojo.

Tabla 1.9: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-DH31 isoforma A 'y
los péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] masa monoisotépica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]" | Tejido
SENIPYIGHRASYFGDMDNEPDSEVMLEILAKLGRTIMRANDLEKPM-
IYSREASNPWTAVNKLRPSNLPYNIELAENPDSIYS 9469,63

SN,
GLDLGLSRGFSGSQAAKHLMGLAAANYAGGP-NH, GLDLGLSRGFSGSQAAKHLMGLAAANYAGGP-NH, 2986,5 | Cerebro
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actatatcgoccggoagtcgoccaaagocagoctcagoctocgagocctactaactgoatocca

LIntron 1
gagagagcgcattocatatacatcootacaaaatggtaacaaatatagotgtagtaggagtyg
1. S " R R R " SR " R i

agtctgatgotgggtacactgatagttoctgtotgoogoctotgaaaacatoocttacatt
g ok M L & T Lk 'E W L E & A E E N I CE N I
| Inron 2, Exon 3 e Intron 3
ggacatagggcatcoctattttggagacatggacagtgagoctgacagogaagttatgttg
G CH R A 5 ¥ CE & Ik M Ik -5 E B IF -5 E W M L
Untrones 4,50 6, Exones 3, 61 7
gaaatcottgociaattaggtoggactatcatgagagodaacgaccttgaaaactogaan
EI''L A K'L &R T I M RE & N I'L E N .5 K
cgtggtttggatocttggattaagcagaggtttototggatcacaggotgocaaacatotyg
CR e L D e = e (5 R &R OE & 5 @ A R R OCH L

atgggactagctgcagotaactatgocaggaggocccaggycagaaqggagycgoccaagogtag
M ¢ L A A & 'Y & &6 G P G REETETERQ A -

Figura 1.22 Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma B Rhopr-DH31. El péptido sefial
(probabilidad SignalP-HMM: 0.966) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se

muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones y los exones ausentes se muestra en rojo.

Tabla 1.10: En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de
Rhopr-DH31 isoforma B y los péptidos maduros encontrados por MS. [M+H]'masa monoisotépica
protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]" | Tejido

SENIPYIGHRASYFGDMDNEPDSEVMLEILAKLGRTIMRANDLENS 5211,48

GLDLGLSRGFSGSQAAKHLMGLAAANYAGGP-NH» GLDLGLSRGFSGSQAAKHLMGLAAANYAGGP-NH» 2986,5 | SN, Cerebro
LIntron 3

ggtcaattocggtgotagtttcaaataacattattagttggacctoctacacaacatagggoca

tcctattttggagacatggacaatgagoctgacagocgaagttatgttggaaatoccttgoc

M D N E E D S E W M L E I L =y
I Intron 4
aaattaggtcagactatcatgagagocaaacgacocttgaaaagocaatgatatacagocagy
K L = o T I M R & N I L E K P M I ¥ 5 R
IInron 5

gaagCoctogaacoocctggactgotgtocaacaagttgagaccatcaaatttgoocctacaac
E =y 5 1) P W T =Y Vv N E L R P 5 N L P Y N

Exon 6 | Exon 7
attgaacttgcoctgaaaacccagattocatttagtaagtgoctgocaattocattggattttgo
= e o E AN =R I 5 I =

ttgattactaaggaatacttcocaacattattgatggaaaattocttggoagocttottaagta
ttctataataaattcttT

Figura 1.23: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma C Rhopr-DH31..
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Como puede observarse en el alineamiento de las secuencias ortélogas, la regién
codificada en la isoforma A que corresponde a los exones 5y 6, no se encuentra en nigun
otro insecto. Esto sugiere que la isoforma B es la ancestral y que la isoforma A ha surgido
mas tarde durante la evolucion de R. prolixus (Figura 1.24). Llamativamente, los exones 5
y 6 se encuentran también presentes en la isoforma C que se transcribe en testiculos, no
codifica el péptido diurético y no posee péptido sefial (Figura 1.25). Dado que son formas
alternativas de splicing del mismo gen, éstas se transcriben a partir del mismo promotor en
ambos drganos (SN y testiculo) y la expresion espacial esta regulada por splicing
alternativo del pre-mRNA.

In silico se ha encontrado un GPCR que presenta un alto grado de homologia con los
receptores de DH31 caracterizados en otros insectos (BLASTN E value: E%=9e-89).

1R.FROLIXUS
Z2R.FPROLIXUA
N.VITRIFPENMNIZ
1D.MELANOGASTER 'I'I‘I
. BCAPULARITS g

-PIZUM
-MORT
-MELLIFERA
- ARGYEPTT ] & 4 A — — — o
. GAMBTAR ] AR J TTSALSY Pkt

FrEmEA

1R.PROLIZUS EASNPWTAVNELEPSNLEYNVELAENED 3
ZR.PROLIEUS
N.VITRIFENNIZ ——--——-———————————
1D. MELANOGASTER ——-———-———————————
I.8CAPULARTSE @ ———-——————m———————
A.PIZO0M ——————
E.MORT
A.MELLIFERA
AL AEGYETT

A GAMEBIAR

Fugura 1.24: Alineamiento de los precursores de las isoformas A y B de Rhopr-DH31 (que contienen el
péptido diurético) con los precursores ortélogos de otras especies de insectos. Se puede apreciar que la
isoforma A contiene una regiéon que no se encuentra en precursores de otros insectos, precediendo el
péptido con actividad diurética. Esta regién se presenta también en la isoforma C, y es codificada en los
exones 5 y 6. El contenido informativo expresado en bits se muestra para cada posicion.

g Wl A SHEWTAVHELEE SNLEYNIELAENE D

Figura 1.25: Alineamiento de los productos proteicos de las 3 isoformas del gen Rhopr-Dh31

Hormona diurética simil-CRF
En R. prolixus, se ha visto que el péptido ortélogo de Zootermopsis nevadensis (Zoone-

DH44) es capaz de aumentar la absorcién de agua a través del epitelio del digestivo medio

anterior, asi como de disminuir la resistencia y el voltaje trans-epiteliales de este érgano.
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La cantidad de cAMP en digestivo medio anterior aumenta cuando se trata con Zoone-
DH44, por lo que seria el segundo mensajero utilizado en la cascada se sefializacion de
este péptido (Te Brugge et al, 2009). En TM el péptido Zoone-DH44 ha demostrado ser
capaz de aumentar la tasa de secrecién, aunque fue incapaz de estimular la recaptacion
de K en la regién proximal (Donini et al, 2008). En estos o6rganos, al igual que en el
digestivo medio anterior, Zoone-DH44 aumenta el contenido intracelular de cAMP.
También mostrd tener actividad sobre las contracciones peristalticas del recto (Te Brugge
et al, 2002)

El dominio C-terminal de esta familia de péptidos (WRamida) es necesario para la
interaccion con el receptor, mientras que el grupo NH, aumenta la afinidad por el mismo.
Por otro lado, el dominio N-terminal es necesario para la activacion del receptor. En M.
sexta adopta una estructura de hélice-giro-hélice, lo que produce que ambos extremos se
encuentren proximos en el espacio (Schooley et al, 2005).

Para este GPN hemos podido identificar una secuencia parcial a partir del genoma de
R. prolixus. Como puede observarse en la figura 1.26, ademas del péptido diurético con el
motivo C terminal WRamida, se producen al menos otros dos péptidos a partir del cilvaje
del precursor, uno de ellos presenta al extremo C-terminal amidado. Mediante MS hemos
detectado la presencia de uno de estos péptidos maduros en el SN, lo que confirma la
expresion de la secuencia parcial encontrada (Tabla 1.11).

Por otro lado, hemos podido predecir in silico un GPCR que presenta un alto grado de
homologia con los receptores de DH44 caracterizados en otros insectos (BLASTN E value:
E%=2e-136).

cagoatactgaaattgatgatgasgtaagctgIagaqgaasaclast goaaagaccoeay
0DTEIDDEVSHRGERMOQREPQ
ggtccatcattgtocgtggocaatocgattgaggtat taagaagecggotattottagag
EESHE STV AEAREPLIETLIRES RS & kK
attgocagoegtogoatgaaggaacaagatqoctoaagagtcagtaasaatagacaatat
L ERERERNEEXEEQDRBAESRY S E:H RO X
ttacagcaaattgIcadacIacatacaaacagy

LQQIGKRHTUNR

Figura 1.26: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-DH44. Los sitios de clivaje se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se
muestra con doble subrayado.
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Tabla 1.11: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-DH44 'y los péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]+ Tejido
..... QDTEIDDEVSWR-NH,
MQRPQGPSLSVANPIEVLRSRLLLEIA 2987,68
MQRPQGPSLSVANPIEVLRSRLLL
E 2803,56 | SN
MKEQDASRVSKNRQYLQQI-
NH, 2321,21
Kininas

El péptidos de esta familia han sido caracterizados en especies pertenecientes a varios
Ordenes de insectos: Diptera, Lepiddptera, Orthoptera y Dictyoptera. Estos péptidos han
demostrado también ser agentes diuréticos potentes, capaces de aumentar la tasa de
secrecion de los TM (Nachman et al, 2002; 2009). También se los ha implicado en la
regulacion de la liberacion de enzimas digestivas. (Harshini et al, 2003).

La presencia de péptidos simil-Kininas ha sido demostrada en ninfas de quinto estadio
de R. prolixus mediante IHQ y radioinmunoensayo (RIA), tanto en el SN como en el
digestivo medio posterior, asi como también su co-localizacion con péptidos simil-CRF en
células del MMTG y en los nervios abdominales | y Il (Te brugge et al, 2001). En R.
prolixus, el péptido Leucokinina 1 (LK-1) de L. mederae ha demostrado ser capaz de
aumentar la frecuencia de contraccion del recto y aumentar el tono basal de las glandulas
salivales (Orchard y Brugge, 2002). En el buche, fue capaz de aumentar la frecuencia de
contraccion, disminuir la resistencia y el voltaje transepiteliales. (Te Brugge et al, 2009).
Sin embargo, ha demostrado no tener actividad sobre la tasa de secrecién y en la
composicion del fluido secretado por los TM (Donini et al, 2008).

Las kininas de insectos comparten la presencia del pentapéptido FX;X;WG-NH, (Xi: F,
H,N,SoY; X,: A, PoS). Esta es la secuencia minima necesaria para mantener actividad
biolégica (miotrépica y diurética), la cual adopta una estructura de giro- tipo 4 en la
estructura secundaria. Dentro de este sitio activo, G*, W? y en particular F°> son los
aminodcidos méas importantes para la actividad ‘(Nachman et al, 2003; 1991; 1993). El
dipéptido amidado formado por G' y W? junto con un extremo amino terminal que
mimetiza el anillo de F°, han demostrado ser el requerimiento minimo necesario para una
unién eficiente con el receptor. F>y W? se asocian para formar un anillo aromaético lipofilico
que interacciona con el sitio activo del receptor, mientras que G' amidado refuerza la
interaccion al formar un puente de hidrégeno mediante el grupo amino (ver Scherkenbeck,
20009; figura 1.27).
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Figura 1.27: Modelo de estructura de
péptido FYAWG-NH; al interaccionar con
el receptor. Imagen tomada de
Scherkenbeck et al, 2009

El conocimiento detallado de la interaccién entre el neuropéptido y su receptor es un
pre-requisito indispensable para el disefio racional de peptidomiméticos. Nosotros hemos
encontrado un GPN en el genoma de R. prolixus que codifica el precursor de Kininas. De
él, se deducen seis kininas con la secuencia C-terminal clasica FX;X;WG-NH; (X1: S, N, Y;
X2 S, A), y cinco kininas con el pentapéptido C-terminal FSX,;WA-NH, (Xz: S, H). Este
motivo es Unico a nivel se secuencia entre las Kininas descriptas para insectos. El
precursor codifica ademas doce péptidos espaciadores (Figura 1.29). La transcripcion de
este gen no pudo ser confirmada mediante RACE-PCR, por lo que se desconocen los
UTRs, pero la expresion de varios de los péptidos codificados en el precursor fue
confirmada en SN por MS (Tabla 1.12).

El mayor desafio en la generacion de peptidomiméticos con actividad insecticida es
aumentar su estabilidad y capacidad de penetracion de la cuticula. Se propone que esto
puede lograrse reemplazando los aminoacidos naturales por moléculas no peptidicas que
permitan mantener (0 aumentar) la actividad bioldgica. Andlogos miméticos para LK ya han
sido identificados y han demostrado ser capaces de interferir los procesos que estos
péptidos regulan (ver Nachman et al, 2009; Taneja-Bageshwar, 2009). Por lo tanto, las
nuevas secuencias de las Kininas que hemos descripto en R. prolixus pueden ser un
posible blanco para el desarrollo de nuevos insecticidas, mas especificos y que generen
menor dafio ecoldgico, para el control de la poblacién de este insecto vector.

Mediante busquedas bioinformatica se ha podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de Kininas caracterizados en otros
insectos (BLASTN E value: E%=2e-112).
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Figure 1.28: Estructura del gen de Kininas.
El nimero en cada exén indica la longitud

en nucledtidos. El contig en que se
encuentra el gen se indica en la parte
superior. Las lineas representan los
intrones. Para este gen solo se conoce el
ORF, no se conocen los UTRs, por lo que
la longitud de los exones es mayor.
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atgattctattatggatggtatggacgatagcggttatatgtaaaacaagccaaggaaac
MO K 3 Bl W H OFE A W  F O KE LR B &
gacataatatctacatcagcggaaggacataatctaactaccgeoccccatctocacttcoce
B I E S 2 &2 A E G H N LT T A B g B I P

acagctaaagacaattcaaagggtatcagagacaaacgtggtactggceoccacctattagag
™ AR DN & K &£ I R D K B & T & E L Is E

caattattaaaagagaatgagctagcagctgaagatttggaagacgaggaagacctagta
g Lo ih K :E N OE: L & b E D L OE B OE OE: B L W

a2atgataagataaagcgtacgaataaccgaggtaattttgctggaaatccaaggatgaga
N D K I E R T N N R G N F A G N P R M R

ttctcttcttgggctggcaaaagagccaaattttectcatggggtggtaaaagagttgac
F 58 8 W A & K R A EKE  F 8 8 W 6 5 E RE V B

gatgaattgatcagtggaactgatgggccgattgaatatgaaattcccgaagacaaaagg
B E i OF ol & OTE S P O OE AN FEOIE OE B R OR

gcgaacaagttcagcteocttgggctgggaagocgecacggatgaggaaggtgtgaactggatyg
A N R F 8§ 8§ W A G E R T D E E &G ¥V N W M

ggaaacagcccagctgatctggacagecttcatacaacaactggagcaaaagagggccaaqg
G N 5 B :A B L B 85 F I @ @G L. E O K R A K
LIntrén I (726ph)
ttctcttcatgggcaggtaaacgtgatgaagataggcaaaaattctocccactgggoccggg
F &8 8 W A & E R B E Ixr R O EKE F &8 H W . G

aaaaaatttgatgactcattaaacatgaacgatgttctgcttgaagaagagaaacgaggt
K K- F b b &8 L W M N D v 'L L E E E K R G

gccaaattttcatcctgggctggaaaacgtgctaaattcaacagctggggocggcaaacgt
A R OF: S8 W A G E B A K F B S B & G E R

tttagcaatgagtttatgaatgataacaacgatattgaaaaaaatattgttgaagaaaaa
FrF' '8 N E F M N D NN D I E E N I ‘W B E 'K

cgactctccataaatccatggaagaaaattgatgacaatggtaaaagagccaaattttec
R L 8 I N P W K K I B B N & EKE R A K F &

agttggggtggaaaaagagctgacgatgattggctgaaaaaggctagatttaattecttgg
& W &6 6 K R oA D DD WL K K A KR F N 8 W

ggtggtaaaagaaatagttttaacgcgaacatcacaaatagtgttgatgatctatttcectyg
& &6 K R W &8 F B A W I T N S ¥ D D L F L

gatcatgaagacgcattgataaaaagatcggcggeccgcgtacaccccactatecctggaag
B HeE DDA I I KR R O AR & A ¥ T B LS N K

agaaaaccgattttctctagctggggtggaaaacgaacagcaagatcgacacagccocccaa
E K P I.-F 5 5 W G 6 BE R T & R85 % @ B Q

cgtcgattaatattcccaagcaatctgttcagggaccactccacctggggtgectctattyg
R BE &L 1. F P 8 N L- F R D H 8 T W G A L L

aggcctatccgtaggggaccagatttectacgeocttggggtggaaaacggtcaacgtaa
R P T K R & P B F ¥ A W G & E R S5 T =

Figura 1.29: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-kininas. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.983) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se
muestra con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos
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Tabla 1.12: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de kininas y péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]" | Tejido
NDIISTSAEGHNLTTAPSPLPTAKDNSKGIRD 3320,67
GTGHLLEQLLKENELAAEDLEDEEDLVNDKI GTGHLLEQLLKENELAAEDLEDEEDLVNDKI 3492,72 | Cerebro
TNNRGNFAGNPRMRFSSWA-NH, 2182,05
AKFSSW G-NH, AKFSSW G-NH, 781,4 | SN
VDDELISGTDGPIEYEIPED 2205,99
ANKFSSWA-NH, 909,46
TDEEGVNWMGNSPADLDSFIQQLEQ 2823,24
AKFSSWA-NH, 795,41
DEDRQKFSHWA-NH, DEDRQKFSHWA-NH, 1417,66 | Cerebro
FDDSLNMNDVLLEEE 1782,77
GAKFSSWA-NH, 852,44
AKFNSWG-NH, 808,41
FSNEFMNDNNDIEKNIVEE FSNEFMNDNNDIEKNIVEE 2300.10 | Cerebro
LSINPWKK IDDN-NH, 1441,78
AKFSSW G-NH, AKFSSWG-NH, 781,4 | SN
ADDDWLKK ARFNSWG-NH, 1807,88
NSFNANITNSVDDLFLDHEDALI 2577,21
FLDHEDALI 1072,53 | SN
SAAAYTPLSW 1066,52
KPIFSSWG-NH; 920,40
TARSTQPQRR LIFPSNLFRDHSTWGALLRPI 3634,98
GPDFYAWG-NH, 911,40

Péptido Transportador de lones

El péptido transportador de iones (ITP) fue aislado por primetra vez a partir de la
Corpora Cardiaca en base a su capacidad de estimular el transporte activo de Cl, en el
recto de S. gregaria (Audsley et al, 1992)

En nuestro trabajo hemos identificado dos formas alternativas de splicing para ITP en
R. prolixus, al igual que en T. castaneum y S. gregaria. La isoforma A fue obtenida
mediante RACE-PCR 3", mientras que la isoforma B fue encontrada en la base de datos
de EST total. Llamativamente, los exones 4 y 5 detectados por transcriptdbmica no se han
encontrado en la base de datos gendémica. Probablemente la region que contiene estas
secuencias se encuentre en el porcentaje del genoma que no ha sido secuenciado (Figura
1.30).
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Figure 1.30: Estructura del gen de Rhopr-

TP ITP y las dos isoformas encontradas. El
contig 17.2 ndmero en cada exon indica su longitud en
mﬂm nucledtidos. El contig en que se encuentra
cada exén o grupo de exones se indica en

DR 233 | 205 | la parte superior. Las lineas representan
DR 233 | 121 205 |y los intrones. Para este gen no se conoce el

UTR 57, por lo que el exdn 1 es en realidad
de mayor longitud.

En S. gregaria se ha demostrado que los residuos Fen en en posiciones 2 y 3 del
extremo N-terminal son esenciales para la activacion de su receptor, asi como la Leu en el
extremo C-terminal (Zhao et al, 2005). En el alineamiento se pueden apreciar seis
residuos Cys altamente conservados (Figura 1.31). Los puentes disulfuro que se forman
entre ellos resultan criticos para el correcto plegamiento de la molécula, y por lo tanto para
su correcta interaccion con el receptor

GVYDFSIFARLD

FISDYFFRGCLOVLLLODEM
FTTDFFFGFLDVLLLEEEVE
FTTDYFHGCLEVLLLQDEMEE

L.AGYPTI HSVARRSBFFDIECXGOFNFATFYRIDRICEDCYSLE R T A, i - —————————————
L.MELLIFERA : GIYDKSIFARLDRIC

P . HUMANUSCOR EVYDRSIFARLD ]

B.MORI GVFDAAIFARLD FIDYEKGCYEVIRETNQIDLEKKYRIEGTHCEA

N.VITRIPENNT |ABdnlgs: GVYDRALFARLD

A. GYYDRIIFARLD

Fugura 1.31: Alineamiento de los precursores de las isoformas A y B de Rhopr-ITP con los precursores
ortélogos de distintas especies de insectos.

atgcatcaggagcggagagocgctggcgggtoctocgtggtggocgtoccacococtgoctoctococtgg
4 H 8, E R R A L A &= L v W A &= T L L S W
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A Vv ooa e F 5 5 R L WV L 5 H F L N K R 5 F

tttgatctgcaatgcaaaggtgtatacgataagagtattttocgcacggoctggacocgocata
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c. GEFNRGIFYRIDR RigC ‘FT’I‘DYFPG!'IDAI‘QLTDEIETL YTRYTNGA DN —
3. ? BDCFREEYFEGCLEALLLIDEEERENGBMVETIRGEH

15 GUYDRSIFARLD 8DCFREEYFRGCLOATLLIDEFERFNGEMVEITRGER

M.SEXTA GYYDASIFARLD ) i CETTEYFFRECMESLYLYDEREGIDGMIDEVRGER

F.CANDIDZ GVYDRGIFARLD BNCFESEYFRECLDALLLNEEDERE DERMIE T LG R R F R
D.MAGNZ fTT_qYFKcr_LnALLI:mEF_E ——————————————
D.VARIABILIS 2 FENENFIECAFALLLEEEMD

L.VANNAMET :

A.GAMBIAE LVCDISALSCASY - RiN. T ARG YEEDC IS DCDITRGLCCQUGRRERD VCEYERDELI CVETVALDGY K IEHTACE R RTTY NF Hi

[ Tratroin § (153 1phl, Exen 2, Inosn 2

tgcgaggattgttacaacttgttcocagagaaccacagoctacattcactttgocagatcagac
L E T i X i) L i E E B o L H = L i B =1 Tk

tgttttgccagcaagtatttocgococggoctgtctocgaagocattgotccttocgtgaggaagaa
C F n 5 K B F =N ey i L E n L L L B E K |

aataaattttttcaaatggtggagtttoctaggatgagatattgoccggoctaataacaaaca
) B F F Q M W E E I. = -

gaaaaccatcttatattctagtcttattaaacaatttaaagaaacaaaaaattaaagatt
acgagtaaaaattcaaaaaaaaaaaaaasa

Figura 1.32: : Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma A Rhopr-ITP. El péptido sefial
(probabilidad SignalP-HMM: 0.989) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se
muestran subrayados. El residuo de Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido
maduro se muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones y los exones ausentes en esta
isoforma se muestra en rojo
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Tabla 1.13: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-ITP A y los péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotdpica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados | [M+H]" | Tejido
GPSSRLVLSHPLN 1376,76
SFFDLQCKGVYDKSIFARLDRICEDCYNLFREPQ-
LHSLCRSDCFASKYFAGCLEALLLREEENKFFQMVEFL-NH, 8586,12

atgcatcaggagcggagagcgoctggcgggtctogtggtggcgteccaccctgotctoctgg
M H o E R R A L A & L v V A 5 T L L = W

gccgtagccggtccctCaAtcgoggctcgtCcCctttCACACCCATEgAATAAagagatootte
A Vv A G P 5 5 R L Vv L 5 H P L N K R 5 F

tttgatctgcaatgcaaaggtgtatacgataagagtattttogocacggotggacocgoata
F D L Q X 6 v ¥ b K 5 I F A R L D R I
Intren 1 (1.531ph)
tgcgaggattgttacaacttigttcagagaaccacagctacattcactttgocaggaagaac
cC E I € X N L. F R E P @ L H S5 E € B K N

LgCttCaCCaCAgattacticCaaaggcigtttggaagtcoctcttactgCcaggatgaaaty

e ¥ I DY X e e EV LI LE ODZE M
LIneén 2 (??2pb)

gagaacatacasaccCtggatcasacagttgcatggtgcagagoctgaggtttagatcaga

E ¥ I 0 T W I K Q@ L H & A E P E V -—

ctgttttgcoccagcaagtatttogocggctgtctocgaagocattgotococttogtgaggaaga
aaataaattttttcaaatggtggagtttctaggatgagatattgoccggctaataacasaac
aaaaaccatcttatattctagtcttattaaacaatttaazaaacaaaattaaagattacg
agtaaaaattasaaazaaattaaaaacaatasassaasazaaaggaaaccgcctacgg

Figura 1.33: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma B Rhopr-ITP. El péptido sefial
(probabilidad SignalP-HMM: 0.989) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se
muestran subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido
maduro se muestra con doble subrayado. La posicidn de los intrones y los exones ausentes en esta
isoforma se muestra en rojo.

Tabla 1.14: En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de
Rhopr-ITP B y los péptidos maduros encontrados por MS, [M+H]" masa monoisotépica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" Tejido
GPSSRLVLSHPLN 1376,76
SFFDLQCKGVYDKSIFARLDRICEDCYNLFREPQLHSLC - 9392,53
RKNCFTTDYFKGCLEVLLLQDEMENIQTWIKQLHGAEPEV

Neuroparsina-A

Se ha propuesto un papel antidiurético de Neuroparsina-A en L migratoria y S gregaria
(Fournier et al, 1994; Girardie et al, 1998). En nuestro trabajo hemos logrado caracterizar
el mRNA para este gen en toda su longitud mediante busqueda en la base de datos de
ESTs de digestivo medio anterior, confirmando la prediccion bioinformatica a partir del

genoma. La expresion en digestivo medio anterior sugiere que en R. prolixus
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Neuroparsina también estaria asociada a la regulacién de la diuresis, actuando de

manera autdcrina o paracrina sobre la actividad de éste 6rgano.

‘\'][}.‘ :I longitud en nucleétidos. El contig en que se
. " encuentra el gen se indica en la parte
conbg =451 superior. Las lineas representan los

intrones. Para este gen no se conoce el
UTR 5" completo, por lo que el exén es en
L realidad de mayor longitud.

Figure 1.34: Estructura del gen de Rhopr-
NPA. El nimero en cada exo6n indica la

atcatacaatctcgagatgtocgtoccoccaatogt ccaaaacagocaactactgotttagotgtt

R = B L o e B T | T r . E - [

M £ = o, 5 K T

ttaaccattttoctgtatggbggocgttagtctogggagtattotacggotgbgtaccatgt
P LR EET T R S T S e VvV 5 & W F Y 6 C W OB C

atcggocgatgaatgtaatttgaatccaggaaattgtcocgtacggtat tgttogogat cog
I = 0D E C M L. H P & N C B ¥ = "I N R D P

tgtggaagattggtttgogotgoctgga coctggtgaacgttgoggoggtogagacttocat
- & R L WV € A A = P & E R =z & R B H

ctgggcaaatgtggtgaaggactgtocatgtaagtgoggocaaatgoagaggatgttocaatt
L & B e GE B I 25 O KOG =z K C K G = 5 I

aaacaasattatgaacggacgtatagattgtgacactacaaatoctatgtgocaataatat
K I M N & R I | - S e S sl il - | P M C Q =

tctttocacgaagtaaatgtaacaaataaaatctttocococcaaaatgtagattaaaaaacaa
aattatagacaaaaattgaaataaattctatttcatta

Figural.35: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-NPA. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.809) se muestra en azul y letra cursiva.

.gregaria
.migratoria
.rogercresseyi
.prolizus
-mellifera

EHOHD

.gregaria
.migratoria
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Figura 1.36: Alineamiento del precursor de Rhopr-NPA con los precursores ortélogos caracterizados en
distintas especies de insectos. Se pueden observar varios residuos Cys conservados. El contenido
informativo expresado en bits se muestra para cada posicién
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1.3.2.c) Hormonas asociadas al desarrollo y ecdisis

Durante el proceso de ecdisis, los artropodos cambian el exoesqueleto al final de un
periodo de crecimiento. Para esto se forma un nuevo exoesqueleto por debajo de la capa
a ser cambiada, seguido por la separacion de las capas. Este proceso se puede dividir en
tres etapas: pre-ecdisis, ecdisis y post-ecdisis. La hormona esteroide 20-hidroxyecdisona
es el principal factor iniciador de la ecdisis (Truman , 2005; ver Zitnan et al, 2007), mientras
que el proceso es regulado por una compleja red de sistemas de sefializacion peptidicos.
Estudios en organismos como D. melanogaster (Truman, 2005), M. sexta (Ewer et al,
2005a) y T. castaneum (Arakane et al , 2008) mostraron que, si bien las hormonas
involucradas son las mismas, Corazonina (CZ) (exepto en coledpteros), la Hormona
Disparadora de la Ecdisis (ETH), la Hormona de Eclosion (EH),el Péptido Cardioacelerador
de Crustaceos (CCAP) y Bursicon, la funcién de las distintas moléculas no es igual entre
los diferentes Ordenes estudiados, todos ellos holometéabolos. Los fenotipos obtenidos
mediante RNAi en T. castaneum (Arakane et al, 2008) difieren significativamente de los
obtenidos en D. melanogaster (Truman et al, 2005), lo que sugiere que la funcién de estos
sistemas de sefializacion ha sufrido cambios durante la evolucién de los artrépodos.

Nosotros hemos encontrado cuatro GPNs asociados al desarrollo y la ecdisis en el
genoma de R. prolixus: CZ, ETH, EH y CCAP. También se ha encontrado parte del ORF
que codifica Bursicon, aunque este no es un péptido, sino una proteina conformada pos
dos subunidades. El estudio de estos genes en R. prolixus, aportara valiosa informacion
acerca del proceso de evolucién que ha dado lugar al amplio rango funcional de sistemas

de sefializacién que regulan la ecdisis.

Corazonina

Corazonina es un neuropéptido ampliamente distribuido en insectos con excepcién del
Orden Coleoptera. Los andlisis filogenéticos han demostrado que CZ y su receptor
presentan homologia con la Hormona Adipokinética (AKH) y su receptor, por lo que se ha
sugerido que estos sistemas evolucionaron a partir de la duplicacién y mutacion de un
sistema de sefializacién ancestral. Posteriormente, mediante el mismo proceso, se habria
originado el sistema de sefializacion “AKH-CZ Related Peptide” (ACP), reportado
recientemente por primera vez (Hansen et al, 2010).

Se ha demostrado que CZ presenta actividad cardioaceleradora en L. migratoria.
(Veenstra et al, 1989), mientras que en S. gragaria muestra efectos pigmentotrépicos e
influye sobre el cambio de la fase solitaria a la fase de agregacion (Tawfik et al, 1999) y
sobre la muda (Zitnan et al, 2007). En D. mallanogaster y M. Sexta este péptido
desencadena una cascada de sefalizacion que da como resultado la liberacion de ETH y
el comienzo del proceso de ecdisis (Kim y Rulifson, 2004). Recientemente, se ha

determinado el patron de exprecién de CZ en el SN de T. infestans y se ha secuenciado el
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péptido maduro mediante MS, el cual resulté ser igual al que hemos encontrado en R.
prolixus (Settembrini, 2010).

Mediante RACE-PCR hemos obtenido el ORF completa del mRNA que codifica el
precursor de este neuropéptido. En todos los precursores de CZ descriptos hasta la fecha,
la estructura es la misma, con el péptido biolégicamente activo inmediatamente después
del péptido sefal, seguido por un péptido espaciador en el extremo 3. El péptido
biolégicamente activo y el acompafante se encuentran separados por un par de residuos
basicos donde se produce el clivaje proteolitico. El péptido maduro se encuentra altamente
conservado en todas las especies donde se ha descripto, excepto en A. mellifera, (Figura
1.39). Hemos podido confirmar la presencia de CZ, tanto en SN como en hemolinfa de R.
prolixus, mediante técnicas de MS. La presencia en hemolinfa sugiere una funcion
hormonal para Rhopr-CZ.

Resulta interesante destacar la presencia del mRNA que codifica CZ en la base de
datos de EST de testiculos de R. prolixus. (Figura 1.38). El receptor de este neuropéptido
presenta similitud de secuencia con el receptor de la familia de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GRH), de esto ha surgido la hipétesis de una funcién ancestral de CZ
relacionada al control de la reproduccion (Kim and Rulifson, 2004). La transcripcion de CZ
en testiculo refuerza esta hipétesis, y sienta las bases para posteriores ensayos con el fin
de determinar su funcion presisa.

In silico se ha podido predecir un GPCR que presenta un alto grado de homologia con

los receptores de CZ caracterizados en otros insectos (BLASTN E value: E%=1e-117).

(&L

Sas Figure 1.37: Estructura del gen de Rhopr-
COMligE 1{ks0) 2 CZ. El nimero en cada exdn indica la
’ longitud en nucleétidos. El contig en que se
mm encuentra el gen se indica en la parte
superior. Las lineas representan los

intrones. Dado que se desconoce el UTR

3’, el exén 3 estd imcompleto, por lo que es

mas largo de lo que se muestra en la
figura.
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Troorn ¥ (251 2ph) |
aamagtcagtctaaccagatctgtggtgaagtcaactgoccoctttactagacaggggtaaaa

atgaattttocgatcaagttgtoctactcatctttatcatatattoctatagtoccatgbocttt
M Id = B = = [ L I, I F I T ¥ = I w H L F

ggccaaacatttocagtattocagaggatbtggactaatggtaaaagagogggbtatbtococatocth
== Lo E F Q X 5 R = W T i = B 3 = = I F =5

asagaggtaacocgcatgtcagocttocaaagaattaaatctttgocttgaaggaaagactata
B = W e N i o L ] B 5 B s L. L = = B T I
[Tntren 1 «162ph)
coacagttgtactggoocttgogaatggagtcocattcatggaagoctgcactgagtaga cag
P L] I X W P = E W = = F M = o -y I 5 B o

atgaagacttocagagttgacttogotgococagt agtagogocacttacaccagagatagaa
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Figura 1.38: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-CZ. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.809) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se
muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos.
Tabla 1.15: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-CZ y los péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]+masa monoisotdpica protonada.
péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" | Tejido
QTFQYSRGWTN-NH, pyro-QTFQYSRGWTN-NH, 1369,65 | Cerebro, Hemolinfa
GIPSKEVTACQLQRIKSLLEGKTIPQLYWPCEWSPFM-
EAALSRQMKTSELTSLPVVAPLTPEIEEK 7425,865
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Figura 1.39: Alineamiento del precursor de Rhopr-CZ con los precursores ort6logos caracterizados en
distintas especies de insectos. Se pueden observar el péptido activo es igual en todos los insectos donde
se ha descripto el precursor excepto en A. mellifera.

Hormona Disparadora de la Ecdisis

Esta hormona es uno de los factores que desencadena el proceso de ecdisis tanto en
D. mallanogaster como en T. castaneum , y ha demostrado ser necesario para que se
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lleven a cabo los procesos de pre-ecdisis y ecdisis (Park et al, 2002; Arakane et al , 2008).
La mayoria de los genomas de insectos conocidos poseen un solo gen que codifica esta
familia de péptidos, mientras que T. castaneum tiene dos. En este insecto, inyecciones de
dsRNA con el fin de bloquear la expresion tanto de ETH como de su receptor, presentaron
un fenotipo letal, en el cual el proceso de ecdisis se detenia en la etapa pre-ecdisial. Un
fenotipo similar se obtuvo al bloquear la expresion de EH (Arakane et al , 2008)

En R. prolixus hemos encontrado un EST que codifica este péptido (Figura 1.40).
Aunque el ORF completo no esta presente en la base de datos, la region identificada es

suficiente para demostrar su transcirpcion.

ttgttgcocgacaactgcaaaggcaagcgatgaaatcagttccagtccaatattgaatcctgoect
v A T T A K & B B E T 3 .8 5 P I L. H B A
ttcgtaagagacccaaatgaagatcgoccaaatagtcocttocatacctoctgggaaacgaccaa
B W Bs A B MY R o R ©Q E W e JE B Y WS sH Dy
gataaatctgocaacaaacatcgtacgaagaaatgattttttoctacgcaaaaaatctaaaa
D K 8 R T W I W R R N D FEFE ¥ i BEOH L &
actgtaccaagaataggacggagaaatgggttcactgctacactagctgctga
< T = B I G R N & F T & T L B &

Figura 1.40: Secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial de Rhopr-ETH. Los sitios de clivaje di-basicos
se muestran subrayados. El residuo de Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del
péptido maduro se muestra con doble subrayado.

Tabla 1.16: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-ETH y los
péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

peptidos predichos péptidos encontrados [M+H]"

Tejido

...VLQSGNQPRPGCKLFISFNQFSECFLTIVATTAKASDEISSSPIL-
NPAFVRDPNEDRQIVFIPLGNDQDKSATNIV

NDFFYAKNLKTVPRI-NH2 1825,01

NGFTATLAADGRSGARVD 1778,89

Hormona de Eclosion

EH ha demostrado ser necesario para que se lleve a cabo el proceso de ecdisis en T.
castaneum (Arakane et al, 2008).

Mediante herramientas bioinformaticas hemos podido caracterizar el ORF completo de
Rhopr-EH a partir del genoma de R. prolixus (Figura 1.41). La secuencia del precursor se
encuentra altamente conservada en todos los insectos donde se ha descripto (Figura
1.43). En particular se puede observar la presencia de seis residuos Cys altamente
conservados que estabilizan la estructura del precursor mediante puentes disulfuro. Dos
de estos residuos se encuentran en el péptido biolégicamente activo, y son importantes
para su correcto plegamiento y estabilidad (Figura 1.43). Mediante MS hemos detectado
la presencia del péptido maduro con actividad bioldgica codificado por este precursor en

extractos de cerebro, confirmando se expresion (tabla 1.17).
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-I|' ~ -I|' j' Figure 1.42: Estructura del gen Rhopr-EH.
- El nimero indica la longitud en nucleétidos.

covnbier 2351 El contig en que se el gen se indica en la
. parte superior. Para este gen no se
X =y conocen los UTRs, por lo que su longitud

real es mayor.

atgaagaagctgcectgttggtgattetattgacgtecttecctagectgaaatcagtggeoecge
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gaagggcagatgtgcgectgacacttgtctcaaatataagggecaaattgattocagactgt
E & oM G K B T L TR O¥E EE KL OE PR OC
gaggacattgcctcaattggaccatttctaaataagttaatatga

E B I A 8 I & P F LN KB L I =

Figura 1.41: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-EH. El péptido sefial (probabilidad SignalP-
HMM: 1.000) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran subrayados.
La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los mismos.

Tabla 1.17: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-ETH y los péptidos
maduros encontrados por MS, [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" Tejido
RQIGVCIRNCAQC RQIGVCIRNCAQC 1463,70 | Cerebro
MFGVYFEGQMCADTCLKYKGKLIPDCEDIASIGPFLNKL 4358,11
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Figura 1.43: Alineamiento del precursor de Rhopr-EH con los precursores ortélogos caracterizados en
distintas especies de insectos. Se pueden observar seis residuos Cys conservados. El contenido
informativo expresado en bits se muestra para cada posicién

Péptido Cardioactivo de Crustaceos

En T. castaneum, CCAP ha demostrado ser critico para el proceso de ecdisis, ya que
cuando su expresion fue bloqueada mediante RNAI, los insectos no fueron capaces de
mudar normalmente y presentaron un fenotipo letal. Durante el proceso de pre-ecdisis
mientras tanto, no se observaron diferencias con el grupo control. (Arakane et al, 2008).
También se ha involucrado a CCAP en la cascada de sefializacion que regula la ecdisis en
M. sexta (Kim et al, 2006) y D. melanogaster (ver Ewer, 2005b). Al igual que muchos otros
neuropéptidos, CCAP ha resultado ser mutifuncional; es cardioestimulador en M. sexta
(Tublitz, 1985) y capaz de aumentar la frecuencia de contraccion de los ovarios en L.
migratoria (Donini, 2001).

En R. prolixus hemos encontrado dos formas alternativas de splicing para CCAP. La
isoforma A fue obtenida mediante RACE-PCR, mientras que la isoforma B se encontrd en
la base de datos total de ESTs. Llamativamente, la secuencia proteica codificada por
estas dos isoformas es igual, aunque difieren en el UTR 3". Mientras que la isoforma A
posee el exdn 6, la isoforma B posee el exdn 7 (Figura 1.44). Esto podria estar asociado a
la regulacién de la expresion de cada isoforma (Figuras 1.46 y 1.47). El péptido que

presenta actividad bioldgica conocida se encuentra totalmente conservado en todas las
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especies donde se ha descripto (Figura 1.45), lo que implica que esta sometido a una gran
presion de seleccion. Las demdas regiones del precursor presentan mayor variabilidad.

Mediante busquedas bioinformatica se ha podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de CCAP caracterizados en otros
insectos (BLASTN E value: E%=1e-125).

CCAP

contig 253

s L

Figure 1.44: Estructura del gen de Rhopr-CCAP y las dos formas de splicing encontradas. EI nimero en cada exén
indica la longitud en nucleétidos. El contig en que se encuentra el gen se indica en la parte superior. Las lineas
representan los intrones
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T.castaneum
D.mellanogaster
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Figura 1.45: Alineamiento del precursor de Rhopr-CCAP con los precursores ort6logos
caracterizados en distintas especies de insectos. Se pueden observar dos residuos Cys conservados en
el péptido activo. El contenido informativo expresado en bits se muestra para cada posicion..
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L Intrén 1 (6.333pb)
gtoccocgtttgacgactttgtacgatcattttgtaaatatgcagttactagtgoccatgtttt

M g L L v i =N

ctgoctgttcactgocattggtctctgotgttcoctaacocgacgatgtattococtgocaaaaaagg
F In B T A I ¥V O&E &V & B D N R L O E
S Intrén 2 (876ph)

gtttattttocctggagaaatcgcococgageoccgatagatocctaaaatgaagaaacccttttgt
L O R - S = A T TR | S I B P EKE M K K B E: 8

Yo Intrén 3 (1.121pb)
aatgcttttacaggatgoggcaaaaaaagatcggatgaatctatggoccacattagttgat
HN & F T & & K K -BH 8 B E § M & T L V¥V D

ttgaattctgaaccagoctgttgaagaattaagtagacaaatattgtoctgaagocgaagtta
I W '8 E B O W O OE R L 5 B Qg I L 8§ E & K IL

S Intrén 4 (889pb)
tgggaagcaattocaagaggctagaatggaacttttaaacaggaaacagocagocagtcagac
w E & I O FEF A B M E L L N B E O @ O 85 D

cgaattccococttcaaccattaccgoctgacgaccatcaggaaaaggagtcattatttatac
R = P o 92 B T OB 4 Tl T s SR W/ OE: g H A A YE

Exén 5V Exén 6 (43 pb)
acatgaaaaaatattaaaagaattgtaattattatttacatagtaaacatattattttaa
II| _

tagttta

Figura 1.46: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma A Rhopr-CCAP. El péptido sefial

(probabilidad SignalP-HMM: 0.999) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se

muestran subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido
maduro se muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre
paréntesis la longitud de los mismos.

Y Intrén 1 (6.333pb)
gtoccocgtttgacgactttgtacgatcattttgtaaatatgcagttactagtgoccatgtttt
M g T W W OPE e F
ctgcoctgttcactgcattggtctctgectgttctaacocgacgatgtattecctgcaaaaaagg

L L i r - L v & A V¥V L T i B ¥ GE o K R

¥ i E 4 e | o i

S Intron 2 (8 Teph)
gtttattttocctggagaaatcgoogagocgatagatocctaaaatgaagaaacoccttttgt
WO E: P & i ST A B R I D B IR M R K PR L

S Intrén 3 (1.121pb)

aatgcttttacaggatgcggcaaaaaaagatcggatgaatctatggoccacattagttgat
M A F T &' 5 K K B 3 D E &89 M &2 T L., ¥ D

ttgaattctgaaccagctgttgaagaattaagtagacaaatattgtcoctgaagocgaagtta
L N 8§ ‘E P LV E E L S B O I L &9 cE A K oL

L Fnerén 4 (889pb)
tgggaagcaattcaagaggctagaatggaacttttaaacaggaaacagcagcagtcagac
W E & r o E A R M E L L W B EKE O O ©Q 8 D

cgaattoccoccttocaaccattacocgoctgacgaccatcaggaaaaggagtcattatttatac
R L B L O P L P L T i T B KR R 8 B W I 7F
L Intrén 5 (41pb), Excn 6 (43pb)
acatgaaaaaatattaaaagaattacatacctgaaatcctaagatggttttcococgeoccagac
T ==
ttcatgctaatcaaaaaaatttgoctaagaaaagaattatacaaaatctaaaaaatgtgog
aagtttaaaaagaggagaaaagaatacgattccocgttgtaacttaaaaagtgaaatattgo
acaaaatatacaaataagagattacaataaaaaatgaaacttaatttacac

Figura 1.47: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma A Rhopr-CCAP. El péptido sefial

(probabilidad SignalP-HMM: 0.999) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se

muestran subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido
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maduro se muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre
paréntesis la longitud de los mismos.

Tabla 1.18: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico de los precursores A 'y B de Rhopr-CCAP y
los péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" Tejido
DDVFLQ 1049,55
VYFPGEIAEPIDPKM 1705,85
PFCNAFTGC-NH, PFCNAFTGC-NH, 958,39 | Cerebro
SDESMATLVDLNSEPAVEELSRQILSEAKLWEAIQEARMELLN 4858,41
QQQSDRIPLQPLPLTTI 1948,09
SHYLYT 783,37

1.3.2.d) Péptidos Allatoregulatorios

Los péptidos allatoregulatorios fueron identificados inicialmente por su capacidad de
estimular (Allatotropina; AT) o inhibir (Allatostatinas; ATS) la sintesis de Hormonas
Juveniles (JH) por parte de la Corpora Allata. Se conocen tres familias de Allatostatinas: A,
B y C, todas capaces de inhibir la sintesis de JH (ver Stay y Tobe, 2007; Weaver y
Audsley, 2009). Ademas, estos péptidos han demostrado tener actividad sobre la
musculatura del tracto digestivo de distintos insectos, tanto estimulando (AT) como

inhibiendo (ATS) la contraccion muscular (Fusé et al, 1999; Matthews et al, 2007).

Allatostatina-A

El primer péptido de la familia de las ATS fue descubierto en 1989 en D. punctata
(Woodhead et al, 1989). Posteriormente, varios péptidos de este tipo fueron caracterizados
en distintos ordenes de insectos. Todos ellos comparten el dominio caracteristico
X1 XFGLamida (X;: F 0 Y) en el extremo C terminal, secuencia minima requerida para que
el péptido sea capaz de ejercer su funcién biolégica (Matthews et al, 2007). Se ha
demostrado la capacidad por parte de ATS-A de inhibir la produccién de JH en la Corpora
Allata de varios insectos (Edwards et al, 2001; Maestro et al, 2010), con la excepcién de A.
mellifera (Rachinsky et al, 2000), donde tampoco fue detectado ningun péptido de la
familia de las ATS en el complejo retrocerebral (Audsley and Weaver, 2006; Boerjan et al,
2010).

Utilizando un suero policlonal desarrollado contra Allatostatina 7 de D. punctata se
observé inmunomarcacién positiva en SNC, complejo retrocerebral y células enddcrinas
del digestivo medio de R. prolixus. En este insecto, Dippu-ATS 7 mostré6 ademas ser
capaz de inhibir las contracciones espontaneas del recto y la frecuencia de contraccion de
la arteria dorsal (Sarkar et al, 2003 ).

En nuestro trabajo hemos podido caracterizar el GPN de Allatostatinas-A de R.
prolixus (Rhopr-ATS-A). A partir de este GPN se deducen trece péptidos maduros, seis
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de los cuales presentan el motivo caracteristico de la familia. También se deduce un
péptido amidado (LTELGL-NH;) que comparte el motivo GL-amida con el resto de las
ATS-A (Figura 1.48). Los otros seis péptidos que se generan del clivaje proteolitico del
precursor son péptidos espaciadores. De los trece péptidos que pueden predecirse, 8
fueron detectados mediante MS, tanto en muestras de cerebro como en muestras del SN
completo (Tabla 1.19).

Se ha detectado in silico un GPCR que presenta un alto grado de homologia con los

receptores de ATS-A caracterizados en otros insectos (BLASTN E value: E%=4e-128).

Figure 1.49: Estructura del gen de Rhopr-

ATS-A ATS A. El ndmero en cada exon indica la
longitud en nucleétidos. El contig en que se
contig 549 encuentra el gen se indica en la parte

superior. Las lineas representan los
intrones. Dado que solo se obtuvo el RACE
5, no se ha podido caracterizar el UTR 37,
por lo que el ex6n 4 esta incompleto,
siendo su longitud mayor que la indicada.

33 374 194 54

| Intron I (30.670pb)
ctcagttaacttgotgactacgctaccagadaagaatcocgotacaatgatgotgoccattocatt

M M = S S -

gtcctgctagtggtagatgtttttgeccttggtgocacaagocattaacgacagagaagat

¥ r T F 3 T o 3 - 3 T 7 %
v L L v (B L v F £ L = £ i £ 41 H D 124 N D

gatttcaacaaaaaacttaccgaactgggattaggaaaacgtgoocgocatattcatacgtt
D F N K K L T E L 6 L & K R A A ¥ 5 ¥ ¥V

tctgagtacaaaaggotgocagtttataattttggtottggoaaaagagecacataatgag
SE: ¥ K B RBEN N N P& LG K R A H: HE

gggogtctgtattcatttggtctaggcadacgtgattatgattctggtgaagaaatggaa
GRLYSFGLE:{REYESGEEHE

tatttagacgatgaattagcaattagagatgaacttgotaaacgggoocgocaaaaatgtat
Y LB B E: L A I B B E L & K R A A K M X

| Intron 2 (4.984pb)

tcatttggcoccoctaggaaaacgactgocttcaattaaatacccagaaggtaaaatgtactot
S0 i L. B KR OR: L. B 5 RO XN P K &6 K M N -5

tttggtctgggaaaaagggtcocccatttgoagaccaagoatacttoctggacgataatgat
Fre: I & KB R & B B & D 0O & ¥ LD DR D

tcatcagaagaaagcaagocgatccaatccaaatggocatagattttcatttggoocttgga
G 50 E B S KR S R P K & H B F O F G b &G
|Intrén 3 (1.817pb)
aagrogoggacgagcaggagatgaacgagaagagaaaagoggaaagagtatgocaatacage

K. R D E O EFE M RKEKREKEDSGERS HOTYS
tttggattaggaaaaagaactcagotagatcocagoccaataacttacacaattga

F 6 L & KR T 0L D P A NN L H N -

Figura 1.48: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-ATS A . El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.997) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
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subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se
muestra con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos. Dado que sélo se obtuvo el extremo 5° por RACE-PCR no se conoce el UTR 3'.

Tabla 1.19: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-ATS Ay los
péptidos maduros encontrados por MS, [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados | [M+H]" Tejido
INDREDDEN 1137,48

LTELGL-NH2 644.4
AAYSYVSEY AAYSYVSEY 1052,46 | Cerebro
LPVYNFGL-NH2 LPVYNFGL-NH2 921,51 | Cerebro
AHNEGRLYSFGL-NH2 AHNEGRLYSFGL-NH2 1362,69 | SN, Cerebro
DYDSGEEMEYLDDELAIRDELA 2591,1
AAKMYSFGL-NH2 AAKMYSFGL-NH2 986,52 | Cerebro
LPSIKYPEGKMYSFGL-NH2 LPSIKYPEGKMYSFGL-NH2 1828,95 | Cerebro
VPFADQAYFLDDNDSSEES VPFADQAYFLDDNDSSEES 2148,89 | Cerebro
SNPNGHRFSFGL-NH2 SNPNGHRFSFGL-NH2 1331,66 | SN, Cerebro
DEQEMNE 894,32
GERSMQYSFGL-NH2 1273,6
TQLDPANNLHN TQLDPANNLHN 1236,6 | SN, Cerebro

Allatostatina-B

Las Allatostatinas B de insectos tienen en comun la secuencia W (X)sGWamida en el

extremo C terminal. El gen que codifica este precursor no ha sido descripto en A. mellifera

asi como tampoco se han detectado péptidos maduros mediante MS, por lo que este

sistema de sefalizacion estaria ausente en este insecto (Hummon et al, 2006; Boerjan et

al, 2010).

En nuestro trabajo, hemos podido detectar un GPN que codifica para ATS-B en el

genoma de R. prolixus (Rhopr-ATS-B). Del precursor se deducen once péptidos, ocho de

los cuales presentan el dominio W(X)sGWamida. Mediante MS se detectaros los ocho

péptidos maduros con el dominio caracteristico, y un péptido espaciador. (Tabla 1.20).

AST-B

contig 12278

Figure 1.50: Estructura del gen de Rhopr-
ATS-B. El nimero en cada exén indica la
longitud en nucleétidos. El contig en que se
encuentra el gen se indica en la parte
superior. Las lineas representan los
intrones. La longitud del intron 1 es mayor
gue la indicada, ya que se desconoce el
UTRY5".

Tabla 1.20 Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-ATS B y los péptidos
maduros encontrados por MS, [M+H]" masa monoisotépica protonada.

péptidos predichos

péptidos encontrados

[M+H]" Tejido

QGPNTVTPMDNVIAEDEYLIPSNPALIDD

3141,49

SWKDLQSSGW-NH

SWKDLQSSGW-NH

1192,58 | sN, cerebro
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GWKDMQTVGW-NH> GWKDMQTVGW-NH> 1206,57 | SN, Cerebro
AWTDLPSSGW-NH> AWTDLPSSGW-NH> 1118,53 | cerebro
DWKDMQSSGW-NH2 DWKDMQSSGW-NH2 1238,53 | cerebro
AWSDLQSSGW-NH; AWSDLQSSGW-NH; 1135,52 | sN, Cerebro
SKGDDQDEDIEENLAEED SKGDDQDEDIEENLAEED 2050,82 | cerebro
AWNSLHGGW-NH» AWNSLHGGW-NH 1026,49 | sN, Cerebro
TADWGSFRGSW-NH> TADWGSFRGSW-NH> 1268,58 | sN, Cerebro
EPAWQNLKGLWG-NH> EPAWQNLKGLWG-NH> 1397,73 | SN
SPVNLLOQDNFQTGYVEPILN 2261,15

atgtcttggtgoctacaagatacttottgocgactacactcactgoaatagtccaaggacas
W E R K CE ¥ B TR A E £

M 5 (4] B L K

UInitran 1 (1. 286pbi

D G

Q

aatccaggaactgtcaccocaatggataatgtaattgoctgaggacgagtatttgatacca
R P 'z “4F N-F B M- B M %W T K E B E ¥ %% E B

tcaaatccagctctgatagatgataagagatcoctggaaggatttacaaagotcocggotgg
S R P A L E B IDIE B 5 W - EKE D E Q5 5 6 W

goaaazagaggttggaaagatatgcagacadt cggct googt aagagagcttggacagat
G K-RH @5 ¥ K I M Q T W 6% 5 KR A W T D

ctococtagotoctggatggggocaagaagogagottggt cagat ctgoaaagttctggatgg
L P 5 5 6 W G E EKE R &ALW 5 0L Q 35 5 6 W

ggtaaaagaggctggaaggatatgecaaagotoctggatggggt aaacgtgocttggtcagat
G K B & W E D M Q5 5 6 W K R4 W 5 D

ttgcaaagctocggttggogtaaaagagcttggtocagatttgcaaagototogatggggt
L 9 5 5 W g E R A 5 D L Q 353 .53 6 W 4G

aasacgagactggaaagatatgcaaagotoocggttggggcaaaagagottggt cagat oty
E E D HF KD M Q5 53 6 F 0 E R A ¥ 5 D L
Intron 2 (1.415ph)
caaagctotggatggggcaaaagatcaaaaggagatgatcaggatgaagatattgaggag
-5 5 6 .46 K E 5 K 6D 'R @ D E I I E E

aatttggcocgaagaagataaacgggoct tggaactoct tacacggaggttgoggcaaaaga
B E ;& -Ef E B :H R A W N 5 E H: 606G W G K K
UIntrén 3 (1_386ph)
acagctgattgggggagctttogaggotocttgggggaaacgt gaaccagooct ggcagaac
T A'D W G 5 F R 6 &5 @ g KK E P& W Q B

ttgaaaggattatggggcaaacgaagtocococgtaaatctattacaagataattttcaaaca
E:KG T Mo K R 58 W H & & Q.0 8 F @ -

ggttacgtcgaacccatattaaattaaataaaaaaaaatatatataactttttoccagggt
& X OWOOE B I L Moo=

gatttttttttatataagttttccaccaaaaagaaaatittCactct cCcttcatcaaaan
attoccaaaattatocaccaaacactgatoctoctaatgaaacttoctocatactagectttgtgo
tgttacattttogtacgtcaaatttattocaaaatt

Figura 1.51: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-ATS B. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.996) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
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subrayados. El residuo de Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido maduro
se muestra con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos.

Precursor de Allatotropina

Allatotropina es un neuropéptido que fue aislado del cerebro del lepidoptero M sexta
(Kataoka et al, 1989), y posteriormente caracterizado en varias especies de insectos
(Abdel-Latief et al, 2003; Park et al, 2002b, Truesdell et al, 2000; Veenstra y Costes, 1999).
Sin embargo, no se ha encontrado en D. melanogaster (Riehle et al, 2002) ni A. mellifera
(Hummon et al, 2006), lo que indica que este sistema de sefializacion se ha perdido varias
veces a lo largo de la evolucidn de artropodos. A pesar de esto, el péptido de M. sexta ha
demostrado ser capaz de estimular la sintesis de JH en la CA de A. mellifera (Rachinsky y
Feldlaufer, 2000).

Si bien ha sido caracterizada sobre la base de su capacidad de estimular la sintesis de
JH por la Corpora Allata en varias especies de insectos (Kataoka et al, 1989; Rachinsky et
al, 2003, ver Weaver y Audsley, 2009), se constataron otras funciones para este péptido ,
como cardioacelerador (Koladich et al, 2002; Veenstra et al, 1994), y estimulador de la
contraccion muscular en diferentes especies (Duve et al, 1999, 2000; Matthews et al, 2007;
Rudwall et al, 2000;. Santini y Ronderos, 2007). Adema4s, se propuso su implicacién en el
intercambio de iones (Lee et al, 1998) y, mas recientemente, en la regulacion de la
secrecion de enzimas digestivas en el digestivo medio (Lwalaba et al., 2009). A pesar de
que AT se aislo en insectos, los miembros de esta familia de péptidos también se han
encontrado en otros Phyla de invertebrados (Elekonich y Horodyski, 2003).

A partir del precursor de Rhopr-AT se duducen tres péptidos. El péptido con actividad
allatoregulatoria presenta el motivo conservado en el extremo C terminal TARGFamida.
Ademas, el precursor presenta otra region con un alto grado de homologia entre las
diferentes secuencias ortélogas en su extremo C terminal, (Figura 1.54). El grado de
conservacion indica que esta regidén se encuentra bajo presion evolutiva y podria tener

funcién biolégica.
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agtaattgtctgcatcagtcggagtacagatatacactoccactatctocctcactoctaaaac
LInerdn I (?PPph)
ttacgacaacctaaacttatgatgaggtggtcatctocttttggtgttggtggccttggoc

P P il H = 5 I I (% I (" A I A

agtataataaactgtatcaaagcaggcagtoccttocttcagogttatacagcagtgctgcc

5 K iE i i K B A G 5 F 5 5 B L b 4 5 5 B B

agagcocttocoggacgtaccaggaccatcogaggoctttaaaaacgtacaattgtoocaactgococ
| 28 =N 5 = | 38 i | 28 i I B = F E M W L] L =5 s =N

LIntran 2 (6.031ph)
agaggtttocggocaagagaacctatcocagacagoccaacttocaacoctgatctaatacctgot
R = F = B R T ¥ F I =5 o L o F I L I F B

gactggatggcoctgaagaattgtcatcaaatcoccocgaactggotocgtttocattcatctaggocga
D W M =y E E L a ) M = E L =y R F I I R R

Tttcattgacgttgaccaagacggocctggtatcaccoctgtbtggaactocttaggaatacagtcg
F I D W D o D = L W 5 F W E L I R j ) gl iy W

tgcoccaagaaccaaactgagttocgocaccocotttococcaacaaatatcatcocaagatgaagaasa
i o E P j o) £

aaacatcaaagtatgoctgcocgatagacaccatctttatcttocatcatcogocaacatocgac
TLttgtgtoccatcocgtcagocatactttagocaacaaaaaaaaaaactcaatgtttgtttgta
Ttgtgtgcgtaggtttgaatgcocaaattgtatgtgttagaagaatgtatctatgactagtttt
ctgtatcacctgttatcattaacaaaaatgttttocgtcattgtaaatagtbtocttaatttto
ctoccatcococccagoctttacttoctgocttcaaatocctcataattoctoctagttocatatacttt
ccattcaataaccocttagocttgaccactgtbtgtacatattcactgtatctttotagoctoctoto
Tttocgtgocgoccoccagaactcoctacttattcoccaaagttttoctocgaacaaataattatctgtatt
tcaatatctagcagaaaaaaagaagaaataattgtbtoccocttttgatgtgttgttaaaaagtoc
atttcatctgtatagacggaaaatgaataaataaaaatctattaaaattaaaaaaaaa

Figura 1.52: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-AT. El péptido sefial (probabilidad SignalP-
HMM: 1.000) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran subrayados.
El residuo de Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra
con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los

mismos.

Al
conig - contg
36315 6496
S0g 211

Figure 1.53: Estructura del gen de Rhopr-
AT. El nimero en cada exén indica la
':”4”1'1'.!1' longitud en nucleétidos. El contig en que se
- encuentra cada exoén se indica en la parte
19 superior. Las lineas representan los
intrones.
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Tabla 1.21: En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de
Rhopr-AT y los péptidos maduros encontrados por MS, [M+H] 'masa monoisotdpica protonada.
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Figura 1.54: Alineamiento del precursor de Rhopr-AT con los precursores ortélogos caracterizados en distintas
especies de insectos. Para las regiones que se encuentran mas conservadas entre especies se indica el contenido
informativo para cada posicion. Ademas del péptido biolégicamente activo, se observa otra region con alto grado de
conservacion en el precursor, lo que sugiere que se encuentra bajo presion evolutiva y podria tener funcion biolégica.

1.3.2.e) Péptidos asociados al metabolismo energético

Las hormonas Adipokinéticas (AKH) se encuentran involucradas en la homeostasis de
carbohidratos en hemolinfa mediante la estimulacién de su liberacién en momentos en que
los insectos no se encuentran en intensa actividad fisica. En D. melanogaster, este
proceso es contrarrestado por péptidos simil-insulina (ILP), los que disminuyen la
concentracion de carbohidratos en hemolinfa. Por lo tanto, AKHs e ILPs en insectos actdan
de manera similar al glucagon e insulina en mamiferos durante la homeostasis de azucar
en sangre (Kim et al, 2004b).
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Hormona Adipokinetica

AKH es producido en la Corpora Cardiaca de insectos. En D. melanogaster, esta
hormona regula la liberacion de energia durante el vuelo o locomocién intensa (Schaffer et
al; 1990). Durante este periodo es liberada a la hemolinfa y trasportada hasta el cuerpo
graso, donde estimula la liberacion de carbohidratos.

Se han encontrado péptidos de la familia AKH en todos los insectos analizados asi
como en crustaceos, de lo que se deduce que este sistema de sefalizacén celular se ha
originado tempranamente durante la evolucion de los artrépodos.

Mediante RACE- PCR hemos podido confirmar la transcripcion de este gen en el SN
de R. prolixus (Figura 1.55). A partir del clivaje del precursor se generan dos péptidos
ademas del péptido sefial; el péptido caracteristico de la familia AKH y un péptido
acompafiante (Tabla 1.22). Llamativamente, el péptido AKH no ha sido detectado por MS
ni en nuestro trabajo, ni en ningun trabajo peptidomico en insectos realizado hasta la
fecha. Esto puede deberse a su alta hidrofobicidad, que lo dejaria retenido en la columna
de RP-HPLC.

a3 )

atggccaccaatctgttcataacaagtgtattggtactgctgacatttecattacaccctc
M A T B By o OB T oo W L Vv L L r P H ¥ T L
gcacagctaacattttcaaccgactggggtaagagatcagttcgeoccacaatgcacctgat
A o L T F S T D W G K R 85 vV R H N A P D
|Intromn I (1.7 75ph)
tgtacaccaaatcctgatactgtaatttttectgtacaagtatttgecagaatgagttttac
2 T B W BB I oW T L X K ¥ L O W E F X

aaaatgatagagtgtggaaaaacggaaggtctttgacaccaagcttaatttagctgacac
E M I 2 & - K P E & L =

aacgaaatgaataatgtatttaattgataattatcattgtgaaggcaaaaaaaaaaaatc
aatttttaagactaa

Figura 1.55: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-AKH. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 1.000) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se
muestra con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos

."I E\. If Figure 1.56: Estructura del gen de
A . ) Rhopr-AKH. El nimero en cada exén indica

r . " X
contig ) la longitud en nucleétidos. El contig en que

se encuentra el gen se indica en la parte
M superior. Las lineas representan los
intrones. El exon 1 estd incompleto ya que

se desconoce el UTR 5 para este mRNA.
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Tabla 1.22: En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de
Rhopr-AKH y los péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] masa monoisotépica protonada.

péptidos predichos RACE SNC péptidos encontrados | [M+H]" Tejido
QLTFSTDW-NH, 996,48
SVRHNAPDCTPNPDTVIFLYKYLOQNEFYKMIECGKTGGL 4462,17

castaneu
aegypti
gquinguef
gambiae
darlingi
gregaria
nitens
migrator
mori.
American
Bdiscoidal
Fediculus
D.melanoga
R.pralixus
A.mellifer [
M. sexta

Lo e BTV v i B S

Figura 1.57: Alineamiento de los precursores de Rhopr-AKH de distintas especies de artropodos. En la parte
inferior se muestra el contenido informativo de las distintas posiciones expresado en bits.

Péptido simil-Insulina-2

Los péptidos simil insulina (ILPs) se encuentran tanto en vertebrados como en
invertebrados, de lo que se deduce que han aparecido tempranamente durante el proceso
de evolucién. En vertebrados se dividen en dos grupos que presentan similitudes a nivel
de secuencia, pero difieren a nivel de estructura cuanternaria y llevan a cabo funciones
distintas. La insulina es un heterodimero compuesto por las cadenas A y B que regula la
homedstasis de azucares en sangre, mientras que los péptidos simil-insulina estan
compuestos por una sola subunidad y regulan el crecimiento tisular (Froesch y Zapf, 1985;
Clemmons, 1989).

Desde su primer descubrimiento en B. mori a partir de extractos de 2.800.000
cerebros, por su capacidad de estimular el desarrollo en larvas sin cerebro (Nagasawa et
al, 1980), se han caracterizado péptidos simil-insulina en varias especies de insectos_(ver
Nassel, 2002; Wu & Brown, 2006). En D. melanogaster los ILPs han demostrado participar
en la regulacion de diversas funciones como el metabolismo de azlcares en hemolinfa y el
crecimiento (Rulifson et al, 2002; Ikeya et al, 2002; Geminard et al, 2006; Kim et al, 2004b).
Los genomas de los insectos que han sido secuenciados hasta la fecha poseen multiples
genes que codifican este tipo de péptidos (lwami, 2000; Brogiolo et al, 2001; Riehle et al,
2006; Li et al, 2008). Los ILP de tipo B, al igual que las insulinas de vertebrados, se
caracterizan por la presencia del motivo CCXXXC.

En nuestro trabajo hemos detectado cuatro genes que codifican péptidos simil-insulina

en el genoma de R. prolixus, aunque sélo se ha podido determinar la transcripcion de uno
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de ellos: ILP-2. Sin embargo, los andlisis bioinforméticos y transcriptémicos no han
permitido conocer el ORF completo para este gen, por lo que solo se conoce parte del
mismo (Figural.60).

Mediante busquedas bioinformatica se ha podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de ILP caracterizados en otros
insectos (BLASTN E value: E%=1e-129).

ILP-2 Figure 1.59: Estructura del gen

- Rhopr-ILP-2.  El nimero en cada exén
indica la longitud en nucleétidos. El contig
en que se encuentra cada exén o grupo de
exones se indica en la parte superior. Las
33 97 170 91 lineas representan los intrones. El exén 4
estd incompleto, ya que se desconoce
parte del ORF y el UTR 3 para este mRNA.

contig contig 9274 contig 17

|Intron I (??2pb)
ctttagttaactcggtgtcatcctagcggaaagaacattgctgataaaggtctctctctag
ctaccgacaaggagcaattttggagtcttaacacttagctatcattaatctgcccgcttc
| Inerén 2 (?22ph)
atagtcactgattccatgatgtatggcataatgaaatttatgatgatcatttecgatocgte

Mo X s F M & o MM R & i W

attaattcatttgtcatctctgctcocctttgggtggcttcaagttctgtggtaaagatctg
r N 5 ¥F ¥ I F A B I G G F K FE G K B L

Intron (2.178pb) |
tccgatatcttagcagaggtatgcagtggoccgocggttataatgtegectttcgacaaaggt
s p I L. A E V¥ O 85 -G E G ¥ W VvV A F D K G

agccataacaaccaccgaactaagcgtggtattgttgatgaatgttgtcgeccgecttcectgt
= H N N-B B T H K & I VB &£ € G R B P .

acttggactacacttgaagcctattgctcgce
T W i B B A 8 B

Figura 1.60: Secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial de Rhopr-ILP2. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.404) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
subrayados. El residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se
muestra con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos.

3.2.f) Orcokininas

Las orcokininas (OK) son una familia de neuropéptidos que ha sido caracterizada por
primera vez en crustdceos (Stangier J, 1992) y mas recientemente en los insectos L
maderae (Hofer and Homberg, 2006) y A. mellifera (Hummon et al, 2006). También han
sido identificados mediante busqueda bioinformatica en el genoma de A. gambiae
(Pascual et al, 2004), D. melanogaster (Liu et al, 2006) y B. mory (Roller et al, 2008)
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posibles ortélogos de OK, pero su expresibn aun no ha sido demostrada
experimentalmente. Este sistema de sefializacion no ha sido descripto en T. castaneum.

Si bien en crustadceos se ha establecido un papel miotrépico para OK (Stangier J,
1992), su funcién en insectos no parece ser miotrdpica (Pascual et al, 2004), y no ha sido
aun dilucidada, aunque hay evidencia que las asocia a la regulaciéon de los ritmos
circadianos (Hofer and Homberg, 2006).

En el genoma de R. prolixus hemos podido identificar un GPN que codifica OK (Rhopr-
OK), y determinar su patron de expresion en SN por IHQ (Figura 1.61). Hemos detectado
la expresion de OK en el cerebro, los diferentes ganglios del SNC central y en regiénnes
neurohemales (CC-CA y Nervios Abdominales. Figura 1.61). Por otro lado, se ha podido
detectar la presencia de OK en hemolinfa mediante MALDI TOF/TOF MS. Su presencia en

hemolinfa demuestra por primera vez una funcién hormonal de OK en insectos (ver mas

adelante), lo que concuerda con la inmunomarcacioén en las regiones neurohemales.

Figura 1.61: Inmunoreactividad (IR) de Orcoquininas en el Sistema Nervioso Central de R. prolixus (A) Vista
dorsal del cerebro. Nétese la IR en Corpora Cardiaca (CC) sitio de liberacion neurohemal. (B) Vista ventral del cerebro
y ganglio subesofagico (SOG). (C) Vista dorsal del SOG. (D) Ganglio protoraxico (E) Masa ganglionar meso-toraxica.
(F) Detalle de nervios abdominales. Barra=100
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Para este GPN observamos dos formas alternativas de splicing en R. prolixus, una de
ellas fue caracterizada mediante RACE-PCR en SN. Esta isoforma (A) consta de 4 exones
(1, 2, 4 y 5). En exdn 1 codifica el péptido sefal, mientras que el exdn 5 codifica los
péptidos que contienen en dominio caracteristico de la familia (NFDEIDR en el extremo N-
terminal). De este precursor se producen ademas cuatro péptidos que no corresponden a
la familia de OK. La segunda isoforma (B) de este gen ha sido encontrada en la base de
EST de digestivo medio anterior. Si bien el ORF no estd completo en la base de datos,
hemos podido determinar que las isoformas A y B comparten los exones 1 y 2, mientras
que la isoforma B tiene un exon (3) ausente en la isoforma A (Figura 1.62). La isoforma B
sé6lo esté representada en su extremo 5’ en la base de datos de EST, por lo que no hemos
podido determinar la presencia del exén 5, que codifica los péptidos de la familia de las
OK. Sin embargo, ambas comparten la presencia de péptido sefial, que esta codificado en

el exdn 1, por lo que son productos proteicos de secrecion.

OK

contig 76

250 93 474 isoforma B

Figure 1.62: Estructura del gen Rhopr-OK y las 2 formas de splicing encontradas. El nimero en cada exdn indica la
longitud en nucleétidos. El contig en que se encuentra el gen se indica en la parte superior. Las lineas representan los
intrones. Tanto la isoforma B como el exén 3 estan incompletos, ya que solo se conoce una secuencia parcial.
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tcactatcgoctgocgtctctgttagocgbtctocggacatttcattggtoccccatatttcoctaco
atcatcgaggagocgaatcaaacatccoccocctocttttoctoccaacgtatatatactcaatcoc
aaatttcgttttcaagcaacaatttgagagagagagagacagacaaccgcaaacaaccat
ccgatgatcaacatgctgtocgttgactattcttgcaatggctgttgcagttacttcggca
M T N M I = I T E 3 I A M A L A v =3 = A
LIntren 1 (76.102pb)
tttccaaggggocgagcttggtgtaggaggaaggtaatttatatecctggtctttaccgagat
F P R e E L = ") E E = N Ty Y P = Ti ¥ R D]
Intron 2 (32.971pb), Exdn 3 e Intron 3 (10.338 pb) |
cagacaatggaagataaagagggoccgaaatttggatactttaggaagtggtaatctgcta
o T M = D K E = R N L D T % G s G N I, L

agagatttggaagctgtactcagggctcatccaaacctattctacggacgacctgctaga
R i3] L E =N v L R B H P N L F i = R =) B R

aatcatgacacacttgattcactgtctggtatcacatttggttcocgcagaagagatttgat
M H D e I D S L S e I i F G s (& K R F D
LIntrén £ (5.489ph)
cctctgagctcagcgtatgococgcagacaaacgtaattttgatgaaattgatecgoctctggt
P ] S 5 B Y A A D K R N F D E I D R 5 G

ttcaattctttcatcaagaagaagaaaaattttgatgaaattgatagaagcggttttgat
: 2 N = F T 54 E E K N F o s I ] R = G F ]

ggttttgtaaaacgaaactttgatgaaattgatagagttggttttggttcattcattaag
[ F s K R N F D E K D R s = E [ = E I E

aaaagtgagccacatcattaaatagtaactaatttattgataattacgatgatgataata
K 5 E P H H —

attaataccttccattatctcttttaaaatattatatcttttcattttctagataaaatg
aacaatattatctgattgtaaattctaccttctatgtcagatttecctaaggattattttt
attttgcaaacctttttgtgtgatagatattttaaatatgaccatttatgcaaagaatcc
cagtattaataattagtatacctctctgaaaactgatcaaagtgtagcaatttttagtca
attaataattttgctaatacaatggtaacttctcaacagaaataaactatttbtcttttcaa
aataaaacgctctttcatttttatgaatctttctcttaatattttocgacaaaaaaatatt
tgcaatbtgataaaaaacgtttacctaatggttbttattttagtttgttctttttaaaattat
ttgacgaaaaagtgctacacattttcttttttttgaagaaagcttttccaggttaaaaaa
taaaaataaaaataacaagaatctcaaaacaccatcaattgctaatcctgttaacaataa
aaataagtgtatgaatgttttattgttacattaaaataaagtaaaaattatatgtattta
aatttaatgttttattgtaatttttataattggaactcttttatttgaataaaagt

Figura 1.63: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la isoforma A Rhopr-OK. La misma fue obtenida
mediante RACE en el SNC. EIl péptido sefial (probabilidad SignalP-HMM: 0.999) se muestra en azul y
letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El residuo de Gly necesario para la amidacion
en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con doble subrayado. La posicion de los
intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los mismos

Tabla 1.23: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-OK vy los péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados | [M+H]+ Tejido

FPRGELGVEEGNLYPGLYRDQTMEDKE-

NH, 31415

NLDTLGSGNLLRDLEAVLAHPNLFYGPA 2980,55

NHDTLDSLSGITPGSQ NHDTLDSLSGITPGSQ 1691,79 | SN

FDPLSSAYAAD 1156,516

NFDEIDRSGFNSFI NFDEIDRSGFNSFI 1660,77 | SN, Cerebro, Hemolinfa
NFDEIDRSGFN 1313,58 | Cerebro

NFDEIDRSGFDGFV NFDEIDRSGFDGFV 1617,73 | SN, Cerebro
NFDEIDRSGFDG 1371,59 | Cerebro

NFDEIDRVGFGSFI NFDEIDRVGFGSFI 1615,76 | SN, Cerebro, Hemolinfa
NFDEIDRVGF 1211,57 | Cerebro
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Figura 1.64: Alineamiento del precursor de Rhopr-OK con los precursores ort6logos caracterizados en
distintas especies de insectos. El contenido informativo expresado en bits se muestra para cada posicion.

LIntron 1 (76.102ph)
tttococaaggggocgagocttggbtgtggaggaaggtaatttatatcoctggbtctttaccgagat
F P R 6 E L & Vv E E 6 K E ¥ P & & ¥ E D

LIntron 2 (32.971pb)
cagacaatggaagataaagagggycocgaaatttggatactttagacggtgttatogtagag
O T M E D K FE & R N L D T L D 6 V I ¥V E

ccaatctatggtctcagaccogataagaaggaaggocggocacattggacagtecttggagge
B I A e L R B o E E E = = T L jnl 5 L e e

ggacatcttattagaaatctaaaagaaaacgaagacaattacgaacatgaaattaaaaas
e H L I R N L K E N E D N X E H E I K B

gaagctttaaaaaccaaatttcatacagatacaagtaaagocgtttttaccaaacaaattg
E A L. 'K T 'K F H T D T 5 K A F L P WHN K L

tcaaatacgaatcattttatttctaaaagtttagaaagtgttaatggtaggagocgaaatt
85 i R AR GH 5B SR EGE o RS Ol B BGt OR iRE G B 55 B CE

atggaccagcatttgttaagaaacttggtgtatggtaaaggaagacgcttcaaacgtgat
M o o H L L R N L. W = = B G B B F B B T

ttcctggatggtttgggtggaggtcatttgoctaagagataatattgatccatttgtggat
e L D e L = = = H L L B D N I D B o W D

gtccatcctgtgaaaggaacgagtaaaattccatatacaggococcaatatcttcagacggt
W H B W K = T =5 E I P x T = P I S S D e

gatcaacaggtgtctgtcaatttttcaaatggtagac
jn (o] o W = W N E t- N = R

Figura 1.65: Secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial de la isoforma B Rhopr-OK. La misma fue
obtenida mediante blsqueda en base de datos de ESTs de digestivo medio anterior. Los sitios de clivaje
se muestran subrayados. El residuo de Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del
péptido maduro se muestra con doble subrayado. La posicién de los intrones se muestra en rojo y entre
paréntesis la longitud de los mismos
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1.3.2.9) SIFamida

SIFamida es uno de los neuropéptidos mas conservados a nivel de secuencia en
artropodos (ver Verleyen et al, 2009b. Figura 1.66). A pesar de que especies del Orden
Orthoptera como L. migratoria y S. gregaria fueron extensamente analizadas mediante
técnicas peptidomicas (Clynen et al, 2001; 2003), SIFamida nunca habia sido encontrado
en un insecto hemimetabolo, por lo que se habia sugerido una relacién entre su ocurrencia
y la metamorfosis completa. Nuestro trabajo ha sido el primero en reportar la presencia de
SIF-amida en un insecto de este tipo, R. prolixus.

Si bien existe una conservacion a nivel de secuencia en SIF-amida entre crustaceos e
insectos, el patron de expresion del péptido es distinto. En crustaceos se observa una
amplia distribucion en el SNC y células del digestivo medio (Yasuda, 2004). En los
insectos donde se ha estudiado, la expresién de este gen se restringe a cuatro neuronas
de la regién media del protocerebro, cuyos axones se extienden a lo largo del cordén
ventral, con abundantes ramificaciones (Roller et al, 2008; Terhzaz et al, 2007; Verleyen et
al, 2004).

A partir del andlisis de la secuencia del precursor de SIFamida en R. prolixus, se puede
deducir un péptido maduro perteneciente a esta familia: TYKKPPFNGSIF-NH, (Figura
1.66) . Mediante MS hemos podido confirmar la expresion de éste péptido, asi como tres
formas truncadas del mismo (Tabla 1.24). Un hecho similar fue observado en la
descripcion del peptidoma de A. mellifera (Hummon et al, 2006). Cabe destacar que la
secuencia dibasica KK no es un sitio de clivaje en este precursor, de acuerdo a lo
establecido por Veenstra (2000). La secuencia del ORF completo del mMRNA de este gen

pudo ser obtenida mediante RACE-PCR, aunque el UTR 3"no ha sido secuenciado.

Figure 1.68: Estructura del gen de
. . : Rhopr-SIFamida. El numero en
Iil .” r:".".-'.-"."-l":'r{ cada exdn indica la longitud en
) nucledtidos. El contig en que se
contg 6816.1 encuentra el gen se indica en la
m parte  superior. Las lineas
representan los intrones. El exén 3
no esta completo ya que no se
conoce el UTR 3'.
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Figura 1.66: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-SIFamida . El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.988) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
subrayados. El residuo de Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido maduro
se muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos.

Tabla 1.24: En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de
Rhopr-SIFamida y los péptidos maduros encontrados por MS, [M+H]'masa monoisotépica

protonada.
péptidos predichos péptidos encontrados |[M+H]" Tejido
TYKKPPFNGSIF-NH, TYKKPPFNGSIF-NH, 1397,74 | Cerebro
YKKPPFNGSIF-NH, 1296,7 | Cerebro
KKPPFNGSIF-NH, 1133,66 | Cerebro
KPPFNGSIF-NH, 1005,56 | Cerebro
AGPSSDYETAGKALSTMCEIAAEACSAWFPVQDNN 3634,58

La estructura del precursor es igual en todos los artrépodos en los que ha sido
descripta: el péptidos activo con el motivo SIFamida se encuentra precedido por el péptido
sefial, y estd separado de un péptido espaciador por un sitio de clivaje di béasico. La
misma estructura se observa para los precursores de AKH, ACP, CZ y CCAP. Ademas,
pueden observarse dos Cys conservadas en todos los precursores, separadas por seis

amino@cidos (Figura 1.67).
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Figura 1.67: Alineamiento del precursor de Rhopr-SIFa con los precursores ortélogos
caracterizados en distintas especies de insectos. El contenido informativo expresado en bits se muestra
para cada posicion. Se pueden observar dos residuos de Cys separados exactamente por seis
aminoacidos.

s

Si bien no se cuenta hoy con suficiente informacion acerca de la funcién biolégica de
SIF-amida, estudios moleculares y fisiolégicos mostraron que juega un papel importante en
el comportamiento sexual de D. melanogaster. El silenciamiento de este gen mediante
RNAIi produce un comportamiento sexual promiscuo en individuos de ambos sexos. Las
hembras con el gen silenciado son significativamente mas receptivas que las salvajes,
mientras que los machos cortejan indistintamente a hembras y otros machos. Ademas se
observd que la expresion de este péptido aumenta durante la fase adulta (Terhzaz et al,
2007). La expresion de su receptor fue localizada dentro del SNC, por lo que este péptido
actuaria como un neurotransmisor, procesando o transmitiendo informacién sensorial
(Jorgensen et al, 2006).

La confirmacion de la presencia del mRNA y el péptido de SIF-amida en el SN de R.
prolixus indica que este neuropéptido no es una caracteristica distintiva de insectos con
metamorfosis completa. Sin embargo, el patron de expresion podria ser diferente, y llevar
a cabo una funcidn distinta. Para estudiar el patron de expresion de SIF-amida, hemos
realizado ensayos de IHQ en SN de R. prolixus. Los resultados muestran que no solo la
secuencia del precursor se encuentra conservada, sino también su patron de expresion
(Figura 1.69), lo cual fortalece la hipotesis de una conservacion de funcién. La expresion
restringida a cuatro neuronas en del protocerebro, asi como la ausencia de marcacion en
regiones neurohemales, sustenta la hipétesis del papel de SIFamida como

neurotransmisor, involucrado en el procesamiento de la informacién sensorial.

v




Figure 1.69: Inmunomarcacion positiva para un péptido simil-SIFamida en el Sistema Nervioso Central de R. prolixus.
(A) Vista dorsal del Cerebro. Se puede observar marcacién positiva en cuatro neuronas y las proyecciones nerviosas
de éstas. (B) Vista del ganglio subesofagico donde se muestra marcacion positiva para las proyecciones nerviosas que
descienden del cerebro originadas en las 4 neuronas mostradas en A. (C) Se muestran las mismas proyecciones
nerviosas mostradas en B a nivel del Ganglio Protoraxico.
(D) Vista de Ganglio Mesometatoraxico donde se muestran las proyecciones nerviosas antes mencionadas. Bar=100
um

Mediante busquedas bioinformatica hemos podido predecir in silico un receptor que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de SlFamida caracterizados en

otros insectos (BLASTN E value: E%=8e-157).

1.3.2.h) Taquikininas

Las Taquikininas (TK) pertenecen a una familia conservada de neuropéptidos, se ha
determinado su expresion tanto en el SN como en intestino en vertebrados e invertebrados
(ver Satake et al, 2003). Las TK de vertebrados se caracterizan por tener la secuencia
consenso —FXGLMamida (X representa cualquier aminoécido) en el extremo C-terminal,
mientras que las de invertebrados contienen la secuencia —-FXGXRamida. Ensayos de
expresion heteréloga del receptor demostraron que el pentapéptido C-terminal es
suficiente para activarlo, y determina la especificidad entre los receptores de vertebrados e
invertebrados. El reemplazo de Fen por Ala provoca pérdida de actividad (Torfs et al,
2002).

La primer TK descripta en insectos fue aislada de extractos del SNC de L. migratoria a
partir de sus propiedades miotrépicas en la musculatura del recto (Schoofs et al, 1990).
Posteriormente, en varios grupos de insectos fueron descriptos péptidos de esta familia,
asi como los genes que los codifican. En todas las especies de invertebrados estudiadas,
un solo precursor da origen a todos los péptidos de la familia de TK. Los péptidos de esta
familia han demostrado ser multifuncionales, y se encuentran asociados al procesamiento
de informacién sensorial, la actividad motora y la contraccion de la musculatura viceral (ver
Satake et al, 2003).

En R. prolixus, se encontré inmunomarcacion positiva para TK, tanto en el SNC como
en el intestino medio, utilizando un suero policlonal generado contra TK1 de L. migratoria.
Se demostré también que TK-1 y TK-2 de L. migratoria son capaces de causar un
incremento en la frecuencia de contraccion del recto en R. prolixus. (Kwok et al, 2005).

En nuestro trabajo hemos logrado caracterizar el mRNA de Rhopr-TK (Figura 1.71).
Varios neuropéptidos maduros codificados en este GPN fueron detectados por MS en
extractos de cerebro y SN en nuestro andlisis peptidomico (Tabla 1.25). Una PTM que se
observa con frecuencia en estos péptidos es la oxidacién de los residuos de Met. Se han
encontrado péptidos maduros con esta modificacion y sin ella. También se han encontrado

varios péptidos espaciadores generados a partir del precursor TK. Una particularidad de
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Rhopr-TK es que da origen a dos péptidos con igual secuencia: APASGFFGMR-NH,.
Este GPN codifica por otra parte un péptido que solo consta de los cinco residuos
requeridos para la interaccion con el receptor (FMGVR-NH,) (Tabla 1.25).

Mediante busqueda bioinformatica se ha podido predecir in silico un GPCR que
presenta un alto grado de homologia con los receptores de TK caracterizados en otros
insectos (BLASTN E value: E%=1e-102).

i Figure 1.70: Estructura del gen de
”1 Rhopr-TK. El nimero en cada exén
Ltk (T indica la longitud en nucleétidos. El
1 Wi 3| contig en que se encuentra cada
J—L_l—l_ exdn o grupo de exones se indica

en la parte superior. Las lineas
representan los intrones.
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atacatcctaagaagacaatgtatgatcaaatacacagatataaatatcactcatcacgatacatc
aaacocgaaaaaa

Figura 1.71: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-TK. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.999) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje proteolitico se muestran
subrayados. El residuo de Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro
se muestra con doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la
longitud de los mismos.
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Tabla 1.25: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-TK y los péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]* Tejido
QERRAMGFVGMR-NH, QERRAMGFVGMR-NH, 1436,74 | Cerebro
pyro-QERRAMGFVGMR- NH, 1419,72 | Cerebro
DTPDMEEY 999,36
STMGFQGVR-NH; STMGFQGVR-NH; 981,49 | Cerebro
APSTMGFQGVR-NH, APSTMGFQGVR-NH, 1149,53 | SN, Cerebro
APST(M-OH)GFQGVR-NH, 1165,53 | SN
DDLIGEPDDTFLEEF DDLIGEPDDTFLEEF 1754,76 | SN, Cerebro
APAAMGFQGMR-NH2 APAAMGFQGMR-NH2 1135,51 | SN, Cerebro
APAA(M-OH)GFQG(M-OH)R-NH2 1150,51 | SN
TPAMGFMGMR-NH2 TPAMGFMGMR-NH2 1097,48 | SN, Cerebro
DSDYGWWEED 1301,46
APASGFFGMR-NHp APASGFFGMR-NHp 1039,52 | SN, Cerebro
APASGFFG(OH-M)R-NH2» 1055,52 | SN
APASGFFGMR-NH2 APASGFFGMR-NH2 1039,52 | SN
APASGFFG(-OH)MR-NH2 1055,52 | SN
GPSSSAFFGMR-NH GPSSSAFFGMR-NH2 1142,53 | SN
GPSSSAFFG(M-OH)R-NH2 1158,53 | SN
GPSGFMGVR-NH GPSGFMGVR-NH 906,46 | SN
GPSGF(M-OH)GVR-NH2 922,46 | SN
FMGVR-NH2 FMGVR-NH2 608,33 | Cerebro
DSPDDLNHLLQLLRESALKQEMEEMLEDGRGL 3694,8
SPDDLNHLLQL 1264,65 | SN
FAGLSDSFEDYPAELL FAGLSDSFEDYPAELL 1773,82

1.3.2.i) Pirokinina/PBAN/Diapause Hormone

El primer péptido de esta familia fue aislado en L. maderae por su capacidad de

estimular la actividad muscular en el tracto digestivo (Holman et al, 1986). Las pirokininas
(PK) son una familia de péptidos ampliamente distribuida, que comparte la presencia del
motivo FX;PRLamida (X;: S, G, V o T) en el extremo C terminal (Nachman et al, 1993). En
B. mori el pentapéptido FTPRLamida ha demostrado ser necesario y suficiente para
estimular la sintesis de feromonas (Kuniyoshi et al, 1992; Davis et al, 1992). En H.
virescence la aplicacion topica del pentapéptido FTPRLamida conjugado con 7-
bromofluoro, induce la produccion de feromona. La inyeccion de 500 nmol de este

compuesto produjo una mortandad del 100% (Nachman et al, 2002).

B OH NH
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Figura 1.85: Estructura del compuesto 7-bromofluorene-FTPRLamida. Imagen tomada de Scherkenbeck,
2009
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Tanto en pentapéptido como el 7-bromofluoro demostraron ser necesarios para lograr
este efecto, lo que sugiere que el mismo estd dado por un mecanismo de interaccién
especifica ligando-receptor (Nachman et al, 2002). Estos resultados son importantes pues
demuestran que pseudopéptidos lipofilicos son capaces de atravesar la cuticula e inducir
una respuesta. También se han reportado cuatro pseudopéptidos con propiedades
antagonicas a PK, que mostraron inhibir totalmente la produccién de feromona en H.
peltigera (Altstein et al, 1999; Zeltser et al ,2001).

En nuestro trabajo hemos podido identificar el precursor Rhopr-PK en el genoma de R.
prolixus (Figura 1.86). Del andlisis de este precursor se deducen dos péptidos con el
dominio caracteristico FX;PRL-amida. Sin embargo, a diferencia de los péptidos ortdlogos
descriptos en otras especies, X; puede ser Ser, Ala 0 Arg. Estos dos Uultimos aminoacidos
no fueron descriptos previamente en esta posicion en moléculas ortélogas. El precursor da
origen por otra parte, al péptido IVFRPRF-NH;, que presenta en el extremo C-terminal el

motivo caractristico de LNF (RPRFamida).

gtggtttcagtatocgotagttgotttgotactggtogotttgoaattgatcaccaacyga

MV E Vs L WG &I & ¥R g Lo ECNG

&y o e b A £

N Intron 1 (10.556pb)
tgtacacaaggtaccegoaggactttgagtaagtggoatggagataacgatetgactagg
& T g @ "I R ;R T & 5 :k "W 2 G 1 K I Ok CE R
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PR FGERILTITLAAGO QTEH-=-

Figura 1.86: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-PK. El péptido sefial (probabilidad SignalP-
HMM: 0.999) se muestra en azpl y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El residuo
de Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con doble
subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los mismos.
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.|I}.I!".. Figure 1.87: Estructura del gen
comtie G722 Rhopr-_PK. El nL’lmero_ en cada ex_én indica
o B = la longitud en nucleétidos. El contig en que
mm se encuentra el gen se indica en la parte
superior. Las lineas representan los

intrones.

Tablal.30: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-TK y los péptidos
maduros encontrados por MS, [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" | Tejido
TRRTLSKWHGDNDLTRQEETVMELLKDNPWAHFSVREG-NH, 4551,3
NTVNFESPRL-NH, 1046,6
DEEVVFTETSRSPPFAPRL-NH, 2176,10

SPPFAPRL-NH2 883,51 | Cerebro
IVFRPRF-NH, 933,58
LTLAAQH 753,43

Mediante busquedas bioinformatica se ha podido predecir in silico GPCR que presenta
un alto grado de homologia con los receptores de PK caracterizados en otros insectos
(BLASTN E value: E%=7e-116).

1.3.2.j) Péptidos con funcidn no establecida en insectos

Precursor de Neuropéptidos 1

El precursor del Neuropéptido 1 (NPLP1) fue identificado por primera vez en D.
melanogaster mediante analisis peptiddmicos (Baggerman et al, 2002) y posteriormente en
A. mellifera (Hummon et al, 2006), B. mori (Roller et al, 2008) y T. castaneum (Li et al,
2008). Si bien la funcion de los péptidos codificados por este precursor es desconocida, se
ha sugerido que podrian estar asociados a la regulacion de la metamorfosis en larvas de
insectos holometabolos. Esta hipétesis se basé en datos obtenidos a partir de
microarreglos que muestran que la expresion del mMRNA aumenta durante la pupacion en
D. melanogaster (Baggerman et al, 2002). Sin embargo, ni la inyeccion de tres péptidos
sintéticos codificados por este precursor, ni anticuerpos desarrollados contra los mismos,
afectaron la velocidad de retraccidbn o contracciobn en los ensayos de pupacion en
Neobellieria bullata. El patron de expresion en este insecto se restringe a 28 neuronas en
el SNC (Verleyen et al, 2009a).

Una caracteristica particular de NPLP1 es la escasa similitud de secuencia que
presentan entre si los péptidos que codifica, asi como la escasa homologia entre los genes

ortélogos de distintas especies. Los péptidos que se generan a partir del precursor de
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NPLP1 no presentan ningun motivo comun, ni entre distintas especies, ni dentro de una
misma especie. Lo anterior hace suponer la existencia de diferentes receptores para los
péptidos codificados por NPLP1, aunque hasta la fecha no se ha descripto ninguno de
ellos.

En nuestro trabajo, hemos podido caracterizar Rhopr-NPLP1 en toda su longitud
mediante RACE-PCR (Figura 1.73). De su traduccion y clivaje proteolitico se generan 20
posibles péptidos, 13 de los cuales pudieron ser identificados por MS en el SN de R.
prolixus (Tabla 1.26). Hasta el momento, NPLP1 nunca habia sido descripto en un insecto

hemimetabolo.

NPLPT

conbgr 2861

Figure 1.72: Estructura del gen de Rhopr-NPLP1. El nimero en cada exoén indica la
longitud en nucledtidos. El contig en que se encuentra cada exén o grupo de exones se
indica en la parte superior. Las lineas representan los intrones.
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Figura 1.73: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-NPLP1. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 1.000) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El
residuo de Gly necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con
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doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los

mismos.

Tabla 1.26: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-NPLP1 y los
péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotépica protonada. . Entre paéntesis se
muestran los tejidos donde los péptidos han sido encontrados sélo por Mass match.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]" | Tejido
NNDNTKSSSKHALVTDTGEEHNLE 2640,21

SN, Cerebro,
HVSSLLGNRASGPYQT-NH, HVSSLLGNRASGPYQT-NH, 1685,87 | GS

SN, Cerebro,
SSPSKSSLDELAERLEEAAQED SSPSKSSLDELAERLEEAAQED 2391,12 | GS
YLGALARSGDLRVVARDRQE 2245,22
EDLDSLIDELASTEEM EDLDSLIDELASTEEM 1809,8 | SN
MQFDALRDDLFEEEPD 1969,85

FDALRDDLFEEEPD 1710,75 | SN
GVVSLARAGYLKPTTHDFLEDDEESSFYPAEDED GVVSLARAGYLKPTTHDFLEDDEESSFYPAEDED 3802,72 | (GS)
GVVSLARAGY 992,55 | SN

GGIASLARNGYYQ GGIASLARNGYYQ 1369,69 | SN, GS
TVDAELEQLMSEVYGIGE TVDAELEQLMSEVYGIGE 1982,93 | SN
SVASLARSYNLPNAVKGGYENDDE SVASLARSYNLPNAVKGGYENDDE 2569,28 | SN,(GS)
NIPSLLRDRTSPLGE-NH, NIPSLLRDRTSPLGE-NH, 1666,92 | Cerebro
HIGSFVANHGIPFVNNKEG-NH, HIGSFVANHGIPFVNNKEG-NH, 2036,05 | Cerebro
SVGSLARNRDFPYAVKF-NH, SVGSLARNRDFPYAVKF-NH, 1926,03 | SN
DAPDEEGEEMS 1208,43

SN, Cerebro,
YVATLLRQ-NH, YVATLLRQ-NH, 962,58 | (GS)
LPIGIDSPDHGEMSSMKEDNDDHDVDKDEMSQVMQDEASKLSI 4788,09
SVPTVEGPTRI 1155,64

SN, Cerebro,
EAAADEFGGVRDDDSLAQFADDAADSPIN EAAADEFGGVRDDDSLAQFADDAADSPIN 2982,29 | (GS)
YFGVRGGGKMPGGRLPKVG-NH, 1932,08
SRNRHENS-NH, 998,49

En nuestro analisis peptidomico de tejidos hemos podido detectar 7 péptidos maduros

codificados por el precursor NPLP1 en glandulas salivales (Tabla 1.26, figura 1.76, 1.77,
1.78). péptido
EDLDSLIDELASTEEMR (Figura 1.75), el cual es un intermediario del proceso de

maduracién, que adn conserva el residuo Arg en el extremo C-terminal antes de su

Resulta interesante el hecho de que se haya encontrado el

remocion por la enzima carboxyl-peptidasa. El haber encontrado un intermediario
inmaduro indica que NPLP-1 est4 siendo sintetizado en las glandulas salivales, ya que a
las terminaciones nerviosas que las inervan llegan solo los péptidos maduros, los cuales
son procesados en el soma neuronal. Hasta la fecha, este es el primer indicio de que las
glandulas salivales son capaces de producir péptidos con actividad regulatoria, y sugiere la

implicancia de NPLP-1 en la regulacion de la produccién y/o secrecion de saliva
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Inkensity (%)

s00 1000 1500 2000
# Imm... b b-H2O & . Seq ¥ yH20 =z s vy(24+) #
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2 88.04 | 245.09 | 227.16 | 217.09 | 262.14 D 1537.05|18158.84|1619.83 |1820.83 | 918.93 16
3 86.10 | 358.18 | 340,17 | 330.18 | 375.26 L 1721.83|1703.82|1704.80 (1705.80 | 861.41 15
4 88.04 | 473,22 | 455,19 | 445.26 | 490.20 D 1608.92|1590.73|1591.584(1592,72 | 804.87 14
5 60.04 | 560,23 | 542,27 | 532.29 | 577.27 5 1493.78 |1475.77|1476.69 (1477.69 | 747.36 13
(5] 86,10 | 673,32 |655.33 | 645.33 | 690.42 L 1406,65|1388.67|1389,00 1350, 78 | 703.84 12
r 86.10 | 786.43 | 768.41 | 758.41 | 803.53 I 1293,65(|1275.59|1276.69|1277.57 | 647.30 i1
8 88.04 |901.44 | 883.40 | 573.51 | 918.44 D 1180.54|1162.49|1163.49|1164. 453 | 590.76 10
9 102,06 |1030.60|1012, 54{1002.60 |1047. 50 E 1065. 45 |1047.50|1043. 50 |1049.53 | 533.24 9
10 86.10 |1143.68(1125.53|1115.55|1160.60 L 936.52 | 918.43 | 919.52 | 920.42 | 468.72 8
11 44,05 |1214.60(1196.69|1185,72(1231.61 A 823.40 | B05.36 | 806,37 | 807.48 [ 412.18 7
12 60.04 |1301,73({1283.60|1273.62(1318.64 5 752,35 | 734.41 | 735.41 | 736.36 | 376.66 =1
13 74,06 |1402,70|1384, 70|1374.60|1419.93 T 665,35 | 647.32 | 648.30 | 6949.42 | 333.15 5
14 102,06 |1531,70|1513.69(1503.71|1548.73 E 564,260 | 546.26 | 547.26 | 5498.26 | 282.62 4
15 102,06 |1660.74|1542.93(1632.75|1677.77 E 435.23 | 417.20 | 418.24 | 419.20 | 218.10 3
16 104,05 |1791.78|1773.77|1753.79 |1808.81 M 306,17 | 288.15 | 289.14 | 290.10 | 153.58 2
17 129,11 R 175,12 [ 157.12 | 158.10 | 159.10 | 8B8.06 E

Figura 1.75: Espectro MS/MS del péptido EDLDSLIDELASTEEMR en glandulas salivales. La presencia de
este intermediario del proceso de maduracién es un indicio que NPLP-1 es expresado y procesado en estos 6rganos.
En el espectro se muestran solo los iones b (azul) e y (rojo), necesarios para la secuenciacion del péptido (PEAKS).
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Ions Score: 44

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1368.6786
Expect: 0.00073
Matches (Bold Red): 16/106 fragment ions using 45 most intense peaks

# b p b* | b ! p**  Seq. ¥ | v | Y o ‘ 7 ]
1| 580287 29.5180 | G | ! 13
2 1150502 58.0287 G |1312.6644/656.8359(1295.6379 6483226 1294.6539|647.8306 |12
3 228.1343/114.5708 I |1255.6430628.3251 1238.6164 619.8118 1237.6324/619.3198|11
4 2991714 1500893 A [1142.5580(571 7831|1125 5324 563 2698 1124 5483(562 7778 |10
5| 386.2034/193 6053 368.1928|184.6001 S |1071.5218|536264510544952 527.7513 1053 5112[5272592| 9
6 499.2875 2501474 4812769(2411421 L | 984.4898(492 7485 967 4632|484 2352 8
7 5703246 285.6659 5523140(276.6606 A | 871.4057|436.2065| 854.3791|427.6932 7
'8 7264257 363.7165| 709.3992(355.2032| 7084151(3547112] R | 800.3686 4006879 783 3420(3921747 6
9| 840.4686 420.7380| 8§23.4421|412.2247| 822.4581|411.7327 N | 644.2675|322.6374| 627.2409 314.1241 5
10 897.4901 4492487 | 880.4635(440.7354| 879.4795/4402434 G | 530.2245(2656159| 513.1980/257.1026 4
11 1060.5534 530.7803 |1043.5269522.2671 |1042.5429|521.7751 Y | 473.2031|237.1052| 456.1765/228.5919 3
12 1223.6167|612.3120 1206.5902 603.7987|1205.6062|603.3067 ¥ | 310.1397/155.5735| 293.1132 147.0602 [ 2
13| \ i | i i | Q| 147.0764| 74.0418| 130.0499 655286 [1

Figura 1.76: espectro MS/MS del péptido GGIASLARNGYYQ en glandulas salivales. En el

espectro se muestran solo los iones b e y necesarios para la secuenciacion del péptido (MASCOT).
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Figura 1.77: Espectros MS/MS del péptido HVSSLLGNRASGPYQamida en glandulas salivales obtenidos a partir de
dos diferentes muestras de estos 6rganos. En el espectro se muestran solo los iones b (azul) e y (rojo), necesarios
para la secuenciacion del péptido (PEAKS) .
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16 | 102.06 [1729.971711.85(1701.87|1745.89] E |791.48 |773.36 | 7/4.42 | 775.90 |396.18 | 7
17 | 102.06 [1858.90[1840.89(1830.98/1875.93 E |662.35 |644.37 |645.27 |646.31 |331.63| &
18 | #4.05 [1929.94/1911.93[1901.95/1945.97] A | 533.26 |515.27 |516.25|517.33 | 267. 16 5
19 | #4.05 [2000.98[1982.971972.982018.00] A |462.22 |344.28 |445.21 |336.23 |231.59| 4
20 |101.07 [2129.04/2111.032101.042146.06| ©Q |391.17 |373.15|374.15 | 375.20 | 195,09 3
21 | 102.06 [22558.08/2240.072230.08/2275.11] E 263.10 | 245.09 | 246. 10 | 247. 14 | 132.04| 2
22 | 88.04 D |134.05|116.03|117.02|118.02| 67.52 1

Figura 1.78: Espectros MS/MS del péptido SSPSKSSLDELAERLEEAAQED en glandulas salivales obtenidos a partir
de dos diferentes muestras de estos érganos. En el espectro se muestran solo los iones b (azul) e y (rojo), necesarios
para la secuenciacion del péptido (PEAKS).
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Pro-hormona 1l

Las prohormonas (PH) fueron identificadas experimentalmente por primera vez en un
estudio peptidomico del cerebro de A. mellifera (Hummon et al, 2006). Posteriormente los
genes que los codifican fueron encontrados in silico en el genoma de varios insectos (ver
Tabla 1.3). La funcién biol6gica de estos péptidos es desconocida.

En nuestro trabajo, hemos podido secuenciar competamente el mMRNA que codifica
Rhopr-PH1 mediante RACE-PCR (Figura 1.79) En el andlisis peptidomico hemos logrado
identificar péptidos maduros y formas truncadas de ellos, generados a partir de éste

precursor (Tabla 1.24).

ccacatctocctactgatcttoctoccacgacacttcattctgtctacatctagagacgctaata
LIntraon 1 (?7?pb)
aacagaaaaccgaagaagatgaaagtatttgoaaaaatgagttoccagocaaatttgtgoa
M K ¥ R SA K M = S = o T o A

ggtgtgcocttttotgottatccatgotgattatgttgggcatgtoctcagocaacacctgac
& oV L B L s M T TN L G M BN R T P )
| Intragn 2 (8.349ph)
aaagagaaattgctgaatgaactgtcacaagagttggttgaagatgatggttcaattgac
K E K L E N E L5 Q0 E L ¥ E & P 6 5 I D

cgagcoctgtcatagactatcoctttacgcaaagcocaactattocaacocgactaagagocacaagcoa
R A WV I D Y L Y a K 2 L F N 124 L R a 9] B

ggcocgoctgotgaaatacaacaaggcocaaacgaagotattggaaacaatgogocttcaatgog

G A &aA E I 0 2 G K R 5 r W K 0O C A F H A

gtoctoctgocttoggoaagtaaaaactatgtgttboccaaaacattaaataagaagaacococa
w5 oo GE el R o=

ctttotatatgtttaacatcococtttctttctoccccagaccaaaagagtatgatctocccaa

Figura 1.79: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-PH1. El péptido sefial (probabilidad
SignalP-HMM: 0.982) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El
residuo Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con
doble subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los
mismos.

PH1 Figure 1.80: Estructura del gen de
pro-hormona 1. El nimero en cada exoén
indica la longitud en nucleétidos. El contig
en que se encuentra cada exén o grupo de

mm exones se indica en la parte superior. Las

lineas representan los intrones.

conlig 1367 contig 1957
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péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" | Tejido
QPTPDKEKLLNELSQELVEDDGSIDRAVIDYLYAKQLFNRLRAQAGAAEIQQ-NH, | (pyro-Q)PTPDKEKLLNELS SN
(pyro-Q)PTPDKEKLL SN
AQAGAAEIQQ-NH2 985,51 | SN
RAQAGAAEIQQ-NH2 1141,61 | SN
SYWKQCAFNAVSCF-NH, 1652,74

Tabla 1.27: En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de
Rhopr-PH1 y los péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

Figural.81: Alineamiento del precursor de Rhopr-PH1 con los precursores ort6logos
caracterizados en distintas especies de insectos. El contenido informativo expresado en bits se muestra
para cada posicion. Al igual que en el precursor de SIFa se pueden observar dos Cys separadas porv seis
residuos.

N C

Pro-hormona 2

Se han detectado péptidos codificados en el precursor de Prohormona 2 en el
complejo CC-CA de A. mellifera, de lo que se deduce una probable funcion hormonal
(Boerjan et al, 2010).

En nuestro trabajo hemos detectado un gen que codifica Rhopr-PH2 en la secuencia
gendmica (Figura 1.83). La expresion del mismo fue confirmada por la presencia de su
transcripto en la base de datos de EST total (Whole Body), y de péptidos maduros
detectados por MS en SN (Tabla 1.28). Los exones 1, 2, 3, 4 y 5 de este gen se

encuentran duplicados en el genoma. Los mismos se encuentran en los contigs 6856 y
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165, mientras que los exones 6 y 7 se encuentran solo en el contig 165, y el exén 8 en el
contig 2683 (Figura 1.82). Los 5 exones que se han duplicado presentan varias

sustituciones de nucledétidos.

Figurel.82: Estructura del gen

PH2 Rhopr-PH2. El ntimero en cada exén indica
la longitud en nucledtidos. Los contigs en
contig 6856 los que se encuentran los exones se

indican en la parte superior. Las lineas

representan los intrones
124 84 207 88 3 9
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atgttattgttgaaaatattactaaatattaccactttgagcgctgtggttcttgcaata
2 o I il K L & BN L PO AR & I W W b AT TE
cctacaagtattttggaagacttaaaaaatgtacaattacaatcgoccaatcagatccaac
P T g I L E D L E M ¥ o L o 8 P I B S H
|Intron 1 (68pb)
aaagttaaaagggctcaagaatttataatgtttggaaatcaacaaaaccgagcaccaagt
E Vv K R & O E F r M F & N O O N B A B 3
|Intron 2 (73pb)
tttagtaacatcagaaatgataagagagcttcagaaattgatgataacagtctaccagat
F 383 N I E N D K B & S5 E I D D N 5 5L P D

gacgaaggtcctttacctcaagttgttocctcaggeococgatgaagocaacgtacgaaaataat
B COE & 3B & B o Y N R OO A I EE & I OERE N OGN

catttaactagcggaaatgtttacgataaggcttatcoccttacacaagcagagatttatac
H: I T 38 = WE Y L I R RA ¥ OGED EE T O3 R D L X
Intron 3 (366pb) |
tacaatatgttattgagaaatttagagcttactcaaaatttacataatgacccagtcttt
¥ W M L, L B N L E L T Q9 N L H N: B F i E

aattatgattttccocctcatattcoccataatggatgggeocgttttaaaagagacacaaaatca
B ¥ L GE B8 o 4 I I M D &6 B ‘F K R D T E 8
Intron 4 (69pb) |
accaaagaaacccataaacctctatcaaaaagggaacacgtacttaatccagaagaattt
T FE E T H K F I 83 B R E H: % T MNF B GE | o
Intron 5 (2.117pb) |
ctocgoctttaatgaagatggoctgacagtaataaagacattaataacaaatattatgacaga
L @y L M K M- & Dy 3 N R D R K - S o S 5 R

agttccattgggtggccagtgtatgagagtgaaattgaagacttccctggtgtagatgat
8 B 2 = A ST S R - S - - R T S R S = T R
Intron 6 (1612pb) |

gatacctacgaaacggaatctaacgatgaaaatggagcatggtacaataacggtatgatg
BT ¥ E T E & W D E N G & W ¥ H N G M M

tatcagtcacgatttggtcaccctaaagatggatttagaactaatagacctcataaaagg
¥ o o9 R YR GG H P E' D & F B T N R P B K R

Intron 7 (222pb) |
tttatggtgtcaaaacgaagaatgggagctgaaaatgcogctcaatacaatatgccocgtac
F M W S E R B M & & E N a a @ ¥ H M P T

ggtgtgtatgacccatctgacggcattcctttacatagacgttttctactttaacctaaa
& ¥ & B B 8 BoEe I OB kR R OB B EFB L I e

tggcatctaataaattaaat

Figura 1.83: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-PH2. El péptido sefial (probabilidad SignalP-
HMM: 0.990) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El residuo Gly

necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con doble subrayado. La

posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los mismos.

Tabla 1.28: En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-

PH2 vy los péptidos maduros encontrados por MS, [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" | Tejido
FMVSKRRMGAENAAQYNMPYGVYDPSDGIPLHRRFLL 4300,14
AQEFIMFGNQQNRAPSFSNIRND 2684,26
ASEIDDNSLPDDEGPLPQVVPQADEATYENNHLTSGNVYDKAYPYTS-
RDLYYNMLLRNLELTQNLHNDPVENYDFPSYSIMDGRF 9804,54
DTKSTKETHKPLS 1471,78
EHVLNPEEFLALM EHVLNPEEFLALM 1541,77 | SN
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EHVLNPEEFLAL(M-OH) 1557,77 | SN
EHVLNPEEFLAL 1393,72 | SN
MADSNKDINNKYYDRSSIGWPVYESEIEDFPGVDDDTYETESNDEN-
GAWYNNGMMYQSRFGHPKDGFRTNRPH 8554,73
FMVSKRRMGAENAAQYNMPYGVYDPSDGIPLHRRFLL 4283,13

Pro-hormona 3

Hemos detectado la secuencia parcial de un gen que codifica Rhopr-PH3 en la base de

datos genodmica de R. prolixus (Figura 1.84). Su expresion ha sido confirmada por MS.

Secuencia parcial del mRNA de PH3 in silico

accogaaagacggocgottttaatcatctacgtogttag
R LR E NR K R R =

aaaatttctaactgttcccaggtatgetcatatttcaaagaccoaatggtttotatagga
K15 €5 VW C 3T FEKEDPNTE CI G

cctgtagcttoggaccagotaaaagatgatattoaacgaaccgctgyogagaaacgaate
EX A S QY ERDI ERETALEEEER ]

Figura 1.84: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-PH3. Los sitios de clivaje se muestran

subrayados.

Tabla 1.29 En la tabla se muestra los péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-
PH3 vy los péptidos maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotépica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]+ | Tejido

..... QVCSYFKDPMVCIGPVASDQVKDDIERTA

GE

ITGKTAAFNHL ITGKTAAFNHL 1172,64 | SN
CCHamida

Este neuropéptido fue caracterizado por primera vez en 2008 en B. mori (Roller et al, 2008).

Fue denominado CCHamida por presentar dos residuos Cys conservadas y una His amidada en

el extremo C terminal (Figura 1.90). En todos los insectos cuyo genoma ha sido secuenciado se

ha encontrado este neuropéptido mediante busquedas bioinforméticas, pero su expresion solo

fue demostrada en B. mori, tanto en el SNC como en las células enddcrinas del digestivo medio.

Su funcion permanece desconocida.
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En nuestro trabajo hemos determinado la expresion de Rhopr-CCHamida en el SN de R.

prolixus. El ORF completo del mensajero que codifica este precursor, asi como su UTR 57, fue

caracterizado mediante RACE-PCR (Figura 1.88). Por otra parte, hemos confirmado su

expresion al detectar la presencia de uno de los péptidos maduros generados a partir del clivaje

del precursor en extractos de cerebro (Tabla 1.31)

aatgttgtcggotoctgtagatogttctoctgatogotggoagotogeatttocogagttEtto

gocatttocogagtattttttttttggtacgatococagggacaccatgatocgotoccaggaag
M I & 5 H K

atgatocgtcactoctgotgttggtocagottactgotcacocgtocatggagoogotttoaaa
M I ¥Wr L ok B VW S5 L LKL T VWV H & A A F K

Je Trueren 1 (19.2266p0) Je Fnoron 2 (902pk)

ggtgcragagatggagatgottoatttocgoaaaaaaccgotgagaagagybggatgttoa
& & B DD G I L £ F B E E P .. R B G G C 58

goatttgggcattocatgtttitggaggocatggoaaacgatoogacgactatatggoacag
L F & H 5§ ¢ F & & H £ E B 5 I b ¥ M & ¢

atacagtocragacagctocagoggttacctooogotgatattgttogacaatgggtatot
I ¢ 5 B 0 L ¢ B L B B & D I W B QO W W 'S5

gtattttgtatctoctaacctgttgtas
sl BTl 8 AN L Ik =

Figura 1.88: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-CCHamida. El péptido sefial (probabilidad

SignalP-HMM: 0.986) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El residuo

de Gly necesario para la amidacion en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con doble
subrayado. La posicion de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los mismos.

i - o Figure 1.89: estructura del gen Rhopr-
f{! 'Ir "-"r"r;"r'llr'lllr CCHamida. El nimero en cada ex6n indica la
COMtgr TRE longitud en nucleétidos. El contig en que se

encuentra el gen se indica en la parte

m_“ superior. Las lineas representan los intrones.

Tabla 1.31: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-CCHamida y los péptidos

maduros encontrados por MS. [M+H] 'masa monoisotdpica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" Tejido
AAFKGARDGDASF AAFKGARDGDASF 1312,63 | Cerebro
GGCSAFGHSCFGGH-NH, 1322,52
SDDYMAQIQSRQLQRLPPADIVRQWVSVFCISNLL 3014,53
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YGHE (L GGHER R E FRTV S TMGME AR g AAE D AGANIAQAR
0T R MV L L VR G  GA RO B D AR R K R R GG AR GHE CFGEHE R RED YA TOE RO A ——— ;

I.scaﬁularius

R.aeqyptl ATCTRLVVVEVLTGNASG CARFGHACYGERGR RBBELEFNL I FGGES AR GaRTTCE NG LGAL
A.qanbiae T1CFILVIVEVLVGEING CABFGHACYGGHCR 8GR AR i oL e v . =
A.mellifer §ICALIILIFFTINGY CAFGHS CFGEHGF REQLUNI REFTL DI DR TINRETEDINGRNEE
B.mory (LA VS TAVLIMMEQGYS (R FGHECFOGHGR REG AR AR MANG DUV RO LG T

D.mellanogastar

CQRYGHVCYGEHGR AL Al GRS AT VGACMGEARSAE]R N

Figura 1.90: Alineamiento del precursor de Rhopr-CCHamida con los precursores ortologos caracterizados en
distintas especies de insectos. Se pueden apreciar 3 Cys conservadas en el precursor, y dos en el péptido
activa, separadas por 6 residuos. El precursor de Ixodes scapularius es mas corto que los demas. Es probable
que este precursor no esté completo, sino que el ORF comience en otro residuo de metionina previo, ya que no
posee péptido sefial.

1.3.2.k) GPN identificados solo in silico

Para algunos de los GPN detectados en el genoma, su expresion no ha sido confirmada por

técnicas transcriptémicas ni péptidémicas.

Péptido similar a AKH/Corazonina

El gen que codifica este péptido en T. castaneum fue descripto inicialmente como AKH 3 (Li,
2008). Péptidos maduros de esta familia habian sido encontrados mediante MS en L. migratoria
(Siegert, 1999) y A. gambiae (Kaufmann et al, 2006), y llamados con el mismo nombre.
Recientemente, el sistema de sefializacion celular conformado por este péptido y su receptor fue
el ultimo en ser descripto en insectos como un sistema de sefalizacion independiente (Hansen
et al, 2010). Tanto el ligando como el receptor tienen una estructura que es intermedia entre los
sistemas de AKH y CZ , por eso se lo ha llamado ACP : “AKH/CZ-like peptide”. Este péptido
demostré no activar los receptores de AKH y CZ en T. castaneum, mientras que AKH y CZ no
activan el receptor de ACP (Hansen et al, 2010). Estos resultados prueban que se trata de un
sistema de sefalizacion independiente, generado posiblemente por duplicacién génica seguida
de mutaciones y co-evolucion del ligando y el receptor. De acuerdo al patrén de expresién
temporal en T. castaneum, los autores sugirieron un papel de este sistema en el desarrollo
larval, aunque los experimentos de RNAi no mostraron efectos sobre este proceso, ni ningun
fenotipo distintivo (Hansen et al, 2010).

Luego de su identificacion, el sistema ACP fue encontrado en varias especies de insectos
pertenecientes a distintos O6rdenes: Diptera, Lapiddptera, Coledptera, Hymendptera, y
Hemiptera, lo que significa que es un sistema que se ha originado tempranamente durante la
evolucion de los artropodos. Sin embargo, no se ha encontrado en ninguna de las 12 especies
de Drosophila (Diptera) ni A. mellifera (Hymenéptera), por lo que este sistema se ha perdido

varias veces durante el proceso de evolucion (Hansen et al, 2010).
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En R. prolixus hemos podido detectar el ORF completo para este GPN. El precursor
presenta la misma estructura que CZ, AKH, CCAP y SlFamida, con el péptido biolégicamente
activo precedido inmediatamente por el péptido sefal, y separado por un sitio de clivaje de otro

péptido espaciador o0 acompafante en el extremo C-terminal de precursor.

| Intron 1 (1.724pb)
atggataggagtaaaacagttcgaaggctcteccactgttgetctegtttatettatettt
¥ R 5E.NT YRR MS TV E VTS T FE
Intron 2 (73ph)
ataaacatcttcttagtggaagctcaggtaacattttcacgtgattggaacgetggaaag
t 3 £ 450 &4 L FS B BN BFA LA

agaagcaataacattcctgattgcgegattgectattaaatcagcagecagetatetgtcaa
A B R NI R DG AEI AIRESARAL & Q

atgcttttggtaaatatagcatattgtcttaaatcattgtgtgecaggatttggcaatgea
M L L VNI AYCLUZEXKSILOCAGTEFSOGNA

tctacttag
i

Figura 1.91: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-ACP. El péptido sefial (probabilidad SignalP-
HMM: 0.851) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El residuo Gly
necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con doble subrayado. La
posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los mismos.

Tabla 1.32: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-ACP vy los péptidos
maduros encontrados por MS. [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos
péptidos predichos encontrados [M+H]" | Tejido
QVTFSRDWNA-NH, 1222,6
SNNIPDCAIAIKSAAAICQMLLVNIAYCLKSLCAGFGNAST 4173,07

Factor Dispersor de Pigmentos

Este neuropéptido (PDF) es homologo a la hormona Pigment-Dispersing Hormone de

crustaceos. En insectos, su expresion ha sido detectada tanto en el protocerebro como en los
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I6bulos opticos, y se lo ha asociado a una funcion efectora dentro del reloj circadiano en L.

maderae y D. melanogaster (Petri and Stengl, 1997; Park and Hall, 1998)

gaattggcocatcttggoctactatatctgtoacagocaccatgaccaacctocataaaagaaat
E L & 5 W Ii L ¥ L5 @ H H D Q B H K R N

tcggaaataatasactotocttttgggaattocaaaagtoctcatagatgocaggacgt
S E, 2K E =M S kTR G FE R KON CE O OE GBE A & R

Figura 1.92: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-PDF. Los sitios de clivaje di-basicos se muestran
subrayados.

Péptidos simil-insulinaly 3

Al igual que ILP-2, ILP-1 e ILP-3 pertenecen a la familia de las Insulinas tipo B, las que se

caracterizan por el motivo CCXXXC.

Secuencia parcial del mRNA de ILP 1 in silico

agagccatCca@aaagggdagtacacacagaatgotgtgtaagaccttgcaccttoggogac
B2 1 Ko R & A H GF GEE © W R P A& T F 9B D

ttggagaaatattgc
1[I R | SR

Figura 1.93: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-ILP1. Los sitios de clivaje di-basicos se muestran
subrayados.

Péptido simil-insulina 3

aggasaaaacgagacagtttgaggaatgaatgttgoagaaaagogbgttotgtoctoggag
E. KE K ERE O 5 I, B N E I: - 123 K A C 5 L - E

attctoctocctactgt
S I 5 ¥ C

Figura 1.94: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-ILP3. Los sitios de clivaje di-basicos se muestran
subrayados.

Péptido simil-insulina 6

A diferencia de las insulinas del grupo B (ILP-B), las ILP-A se caracterizan por el motivo
CCXXXXC. En R. prolixus hemos podido podido predecir un gen que codifica un péptido de esta
familia (Figura 1.95).
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atgtgtcctggggttaaactcagcctgacttgcoccttggctgtgeoctatgcaaagagccaa
Mo PriE W OB R OSSR OE € &K O E B A EBE & D

agagtgaccctgtgcttgggtagaaatcagattactcttaccgcaggecctattcacaggg
E Vv T kB ¢ & R KN O T T L T A G &L E T G
\Inrén 1 (32ph)
ggcaaaagggtaggttcaggaaattgtgttaggaagaggaggagacgocggocctctcacct
G E R VvV 6 § & N ¢ vV ER K R R R B 6 L 85 P

gttgtccgtttgtgttgcaaatcgagecggttgeocgctatgaaacctttggaactatgggac
NN R E & €€ B B B G E Mo R OB NGOE OE W D

caaaggadgatag
B B R o=

Figura 1.95: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Rhopr-ILP6. El péptido sefial (probabilidad SignalP-
HMM: 0.986) se muestra en azul y letra cursiva. Los sitios de clivaje se muestran subrayados. El residuo de Gly
necesario para la amidacién en el extremo C-terminal del péptido maduro se muestra con doble subrayado. La
posicién de los intrones se muestra en rojo y entre paréntesis la longitud de los mismos.

Tabla 1.33: Péptidos predichos a partir del clivaje proteolitico del precursor de Rhopr-ILP6 y los péptidos
maduros encontrados por MS, [M+H]'masa monoisotdpica protonada.

péptidos predichos péptidos encontrados [M+H]" Tejido
QRVTLCL-NH, 831,49
NQITLTAGLFTG-NH, 1234,68
VGSGNCV 635,28
GLSPVVRLCCKSSGCAMKPLELWDQ 2720,34

1.3.2.h) GPN aparentemente ausentes en el genoma

Algunos de los GPN conservados en insectos se encuentran aparentemente ausentesen el
genoma de R. prolixus. Entre ellos se pueden mencionar AKH II, Allatostatina-C (ALS-C),
Proctolina (Prt), simil-Arginina-Vasopresina(AVPL), Neuropeptide-like precursor-2 (NPLP2) y la
hormona Protoracicotropica (PTTH). Sin embargo, hemos podido detectar la presencia de un
posible GPCR para ALS-C en el genoma de R. prolixus por aproximaciones bioinforméticas (E=
7e-148). En el caso de Prt y PTTH, dos péptidos con receptores conocidos, no se ha detectado
ninguna secuencia homologa a sus receptores, lo que refuerza la hipétesis de que estos

sistemas de sefializacion se encuentran ausente en R. prolixus.
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1.3.2.i) Neuropéptidos en hemolinfa

Una vez identificado en el SNC, la funcion hormonal de un neuropéptido se comprueba

mediante la deteccion del mismo en la hemolinfa. Este dltimo paso, sin embargo, es omitido en

la mayoria de los trabajos debido a las complicaciones técnicas asociadas al analisis de

hemolinfa. La presencia de moléculas en muy baja concentracion, como los neuropéptidos, es

enmascarada por la complejidad de la composicion de la muestra y las concentraciones

relativamente altas de otros péptidos y proteinas presentes, como los péptidos antimicrobianos.
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Sin embargo, en el presente trabajo
hemos realizado un intento para
determinar la funcion humoral de los GPN
caracterizados. Utilizando un protocolo
gue incluye separacion por nano-HPLC y
espectrometria de masas (MALDI-TOF
MS/MS) pudimos encontrar dos OK, CZ,
pyro-MS y SNF en la hemolinfa de R.
prolixus. Para el caso de OK, en
nuestrotrabajo pudimos apreciar inmuno-
marcacion positiva en el CC-CA y nervios
abdominales de R. prolixus, ambos sidios
de liberacion neuro-hemal. La presencia
de OK en hemolinfa demuestra por
primera vez su papel hormonal en
insectos. Es importante destacar que
muchos de los GPN identificados en el
SNC podrian estar presentes también en
la hemolinfa, sin que hayan sido
identificados por encontrarse en
concentraciones por debajo del limite de
deteccion de la técnica, o enmascarados

por otras moléculas.

Flgura 1.96: Péptidos identificados en
hemolinfa mediante MALDI -TOF-TOF-MS (A)
Orcokinina-1 NFDEIDRVGFGSFI; (B) Orcokinina-2
NFDEIDRSGFNSFI; (C) pyro-miosuppressina pyro-
QDIDHVFMRFa; (D) pyro-corazonina pyro-
QTFQYSRGWTNa; (E) Neuropéptido F Corto
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1.4) Conclusiones

En el presente trabajo se combinaron técnicas de bioinformatica, genémica y peptiddmica
con el fin de realizar un andlisis exhaustivo de los neuropéptidos y sus precursores en una de
las especies transmisoras de la enfermedad de Chagas: R. prolixus. Sorprendentemente, este
tipo de estudio nunca antes habia sido aplicado para el estudio de insectos de interes sanitario.

Hemos logrado identificar in silico 32 GPN, y por medio de técnicas transcriptomicas y/o
protedmicas hemos confirmado la expresion de 28 de estos genes en SN, asi como formas de
splicing alternativas para 4 de ellos. Se detectaron 107 péptidos maduros mediante MS. Este
trabajo contribuye a la anotacion de genes en el genoma de R. prolixus. Ademas se presenta
evidencia experimental de la expresion de GPNs en diferentes tejidos.

Mediante MS, ademds de los péptidos maduros predichos a partir del clivaje del precursor,
se han encontrado formas truncadas en el extremo C y N terminal para muchos de ellos. De la
misma manera, se han podido identificar péptidos inmaduros o en proceso de maduracion.

Para los GPNs descriptos en R. prolixus se pueden encontrar ortdlogos con motivos
ampliamente conservados en otros insectos. La conservacion de dominios entre especies
filogeneticamente lejanas, es prueba de que se trata de secuencias bajo presion de seleccion.
Por otro lado, la estructura de los precursores se encuentra conservada. Como ejemplos se
pueden mencionar AKH, ACP, CZ y SlFamida, donde el péptido biolégicamente activo se
encuentra localizado inmediatamente después del péptido sefal, y es seguido por un péptido
asociado mas largo localizado en el extremo C-terminal. Precursores como TK, ALS, NPLP1 por
su parte, codifican multiples péptidos cortos separados por sitios de clivaje di-basicos.

Para algunos de los GPNs cuya transcripcion ha sido probada por RACE-PCR en SN, no se
han detectado los péptidos maduros mediante MS. Esto puede deberse al mayor tamario de los
mismos, lo que impide una extraccion eficiente, por ejemplo AKH, ILPs, ITP, NPA, EH y ETH.
Por otro lado estos péptidos presentan puentes disulfuro dentro de su estructura, lo que dificulta
Su extraccion.

La evolucion de los sistemas de sefializacion celular estd asociada a la pérdida o duplicacion
de los genes que codifican neuropéptidos y sus receptores. La pérdida “frecuente” de sistemas
peptidicos de sefalizacidon celular es una caracteristica Unica de artropodos (en comparacién
con vertebrados). Para que se forme un nuevo sistema de sefializacién celular es necesario que
tanto el ligando como el receptor se hayan duplicado, mutado y haya actuado la presién de
seleccién sobre ellos, lo que da como resultado un sistema de sefalizacion independiente que
regula un proceso diferente. Nuestros resultados indican que en R. prolixus parte de los genes
de DH31 y PH2 se han duplicado, mientras que otros sistemas de sefializacion parecen haberse
perdido, como PTTH y Prt. Ademas de la duplicacién de genes, el splicing alternativo, las
diferentes modificaciones post-traduccionales y la expresion diferencial de genes en distintos
tejidos, son mecanismos efectivos para controlar diferentes funciones bioldgicas mediante

moléculas estructuralmente relacionadas.
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Se ha podido determinar la expresion de péptidos con actividad regulatoria en el digestivo
medio anterior, digestivo medio posterior, testiculos y glandulas salivales. La expresion de GPN
en estos o6rganos brinda indicios acerca de la posible funcién de los péptidos, ya que
posiblemente actiden de manera autdcrina o paracrina regulando la actividad del 6rgano en que
se expresan.

En conjunto, nuestros resultados constituyen un importante aporte al conocimiento del
sistema neuroenddcrino de triatominos, y el punto de partida para estudios fisiol6gicos,
farmacoldgicos y moleculares orientados al disefio de insecticidas de nueva generacion. Los
datos presentados, incluyendo la secuencia de los GPN vy la identificacién de PTM en péptidos
maduros, aportan herramientas para la investigacion en endocrinologia de insectos. A partir de
nuestros resultados es posible realizar estudios funcionales tales como RNAI, peptidémica
cuantitativa, estudios de hibridizacion in situ, etc, a fin de lograr un conocimiento profundo de la

fisiologia de R. prolixus.
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Capitulo 2

Dindmica del neuropeptidoma de Rhodnius prolixus en respuesta a laingesta sanguinea

2.1) Introduccién

Una vez finalizada la etapa descriptiva, donde caracterizamos el neuropeptidoma de R.
prolixus, realizamos ensayos de peptidémica cuantitativa a fin de comenzar a caracterizar el
posible papel fisiologico de las moléculas descriptas en los procesos desencadenados por la
ingesta sanguinea.

En insectos hematoéfagos, el sistema neurosecretor se activa rdpidamente con la
alimentacion. Este proceso causa varios cambios a nivel fisiolégico y desencadena procesos
inmediatos como la diuresis, y otros no inmediatos como la digestion, la muda en ninfas y
reproduccion en adultos. Todos estos procesos se encuentran regulados por neuropéptidos
presentes en el SN. Por eso resulta importante estudiar los cambios en el sistema neurosecretor
a lo largo del tiempo en respuesta a la alimentacién. El proceso de diuresis es critico en insectos
hemato6fagos, e involucra la actividad coordinada de diferentes érganos, entre los que se
incluyen el digestivo medio anterior, los TM y el recto. Este proceso es regulado por
neuropéptidos, tanto diuréticos como anti diuréticos, asi como también por Serotonina (ver
Orchard, 2006). Es durante la alimentacién cuando se produce la transmicion de T. cruzi a
través de las heces que los insectos triatominos depositan sobre el huésped. En R. prolixus, el
proceso de diuresis dura entre 3 y 4 hs. Durante este tiempo, aproximadamente el 50% del
volumen adquirido es eliminado (Maddrell, 1964). Por otro lado, los componentes nutritivos de la
sangre, glébulos rojos y proteinas presentes en el plasma, son almacenados en el digestivo
medio anterior, y luego transferidos hacia el digestivo medio posterior, donde se realiza la
digestién y asimilacion de los nutrientes. Estos procesos tienen lugar en los dias posteriores a la
alimentacion. Durante los periodos de ayuno entre cada ingesta sanguinea, es necesario para
los insectos conservar agua y por lo tanto no hay produccién de orina.

Tradicionalmente, la cuantificacién de péptidos en diferentes condiciones fisiolégicas se
realizaba mediante ELISA. En la actualidad, los adelantos de las técnicas basadas en
peptidomica cuantitativa permiten un andlisis més rapido y global de la expresion de los
neuropéptidos. Recientemente, se ha desarrollado el etiquetado de péptidos en el extremo N-
terminal y los grupos amino epsilon de los residuos Lys con isétopos de dimetilo (Boersema et
al, 2009). El uso de *H y **C combinados diferencialmente permite la comparacién de tres
condiciones diferentes; la dimetilacion de las aminas primarias genera un incremento de masas
de 28, 32 0 36 Da (figura 2.1), que puede ser detectado por espectrometria de masas, y permite
la cuantificacion relativa de los péptidos etiquetados con cada is6topo mediante comparacion de
las intensidades de picos generados por los iones precursores. La cuantificacion con este
método es llevada a cabo a nivel del espectro de masa, mientras que el espectro de masa-masa

(Tadem MS) se utiliza solo para la identificacién de los péptidos.
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Figura 2.1: Esquema del proceso de etiquetado con isotopos de dimetilo (tomada de Boersema et al, 2009). Se

muestra a modo de ejemplo el espectro de masas del péptido NHDTLDSLSG|TPGSQ perteneciente a la familia
de las Orkokininas, marcado diferencialmente con los tres is6topos

Dado que las propiedades quimicas de los diferentes isétopos son las mismas, los péptidos
iguales presentes en las muestras marcadas con diferentes is6topos eluyen con los mismos
tiempos de retencion de la columna de HPLC. Este método de etiquetado presenta varias
ventajas respecto a otras aproximaciones: es econdmico, proporciona una eficacia de 100% de

etiquetado en casi todos los casos y es aplicable a virtualmente cualquier muestra.

2.2) Metodologia de trabajo

Con el fin de identificar los neuropétidos involucrados en la regulacién de los procesos
desencadenados por la ingesta sanguinea (diuresis, anti-diuresis, reproduccion) hemos llevado
a cabo un analisis peptidémico cuantitativo del SN de R. prolixus en respuesta a la ingesta de
sangre. Este andlisis nos ha permitido obtener informacion acerca de los cambios en la
concentraciéon de neuropéptidos en respuesta al proceso de alimentacion. Para esto se utilizé un
protocolo que involucra on line nano-LC-ESI-Orbi-TRAP MS y marcacion isotopica estable de los
extractos de SN con distintos is6topos de dimetilo. Se analizaron tres grupos experimentales:
insectos sin alimentar (SA), 4 horas post alimentacion (4H) y 24 horas post alimentacion (24H;
Figura 2.2).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



No

Alimentados Isétopo e \
Extraccién liviano
de péptidos .
4 hs Post e C_, '_-.LC-ESI [ L J— o
Alimentacion Isotopo m/z
medio /
24 hs Post G
Alimentacion Isétopo
pesado

Figura 2.2: : Disefio experimental empleado para la determinacion de los cambios en el nivel de
neuropéptidos en el SN en respuesta a la ingesta sanguinea

2.2.1) Insectos y disefio experimental

R. prolixus adultos fueron obtenidos de la colonia de nuestro laboratorio, mantenida bajo las
condiciones descriptas en el Capitulo 1. Todos los insectos utilizados en cada réplica
experimental mudaron a la etapa adulta en la misma fecha. Estos fueron alimentados con
sangre de gallina y sacrificados a las 4 horas (4H) o 24 horas (24H) después de la ingesta. Los
insectos del grupo SA no fueron alimentados durante el estado adulto (Fugura 2.2). Se
analizaron cinco replicas experimentales, cada una conteniendo SNs provenientes de 10
individuos en cada condicion alimentaria (SA, 4H y 24H). Las disecciones de los SN se
realizaron en solucién salina de R. prolixus. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su

utilizacion.

2.2.2) Extraccién de péptidos

Los péptidos fueron extraidos en metanol 4cido (metanol/agua/el acido acético 90/9/1, viviv),
sonicados por 5 minutos y centrifugados por 10 minutos a 7500g. El sobrenadante fue recogido
y el precipitado fue re-extraido dos veces mas. Los solventes organicos fueron evaporados por

vacio en speedvaccum a 5000g.

2.2.3) Etiquetado de la muestra con is6topos de demetilo

Las muestras pertenecientes a insectos que no habian sido alimentados (SA) fueron

etiguetadas con el is6topo liviano (CH,0), las muestras de insectos disecados 4 horas (4H)
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después de la ingesta sanguinea fueron etiquetadas con el is6topo mediano (CD,0), y las
muestras provenientes de insectos disecados 24 horas (24H) después de la alimentacion, fueron
etiquetadas con el is6topo pesado (**CD,0, Figura 2.2). La reaccién de etiquetado fue realizada
segun el protocolo “In Solution” descripto por Boersema PJ (2009). Brevemente, las muestras
fueron re diluidas en 100 pl TEAB 100mM (Sigma, St. Louis, MO). 4 ul del isétopo dimethyl 4%
viv correspondiente (CH,O, CD,O o **CD,0) fueron agregados a cada muestra. Luego se
afadieron 4 pl de NaBH3CN 0,6 M a las muestras SA y 4H, y 4 ul de NaBD3CN 0,6 M a la
muestra 24H. Las muestras fueron incubadas 1,5h a 20°C y posteriormente transferidas a hielo.
Se agregaron 16 pl de NH3-H,O y 8 pl de acido férmico (FA) para detener la reaccion de
etiquetado. Las muestras SA, 4H y 24H fueron mezcladas juntas en relaciéon 1:1:1. El solvente

fue evaporado bajo vacio y la muestra re-diluida en 20 yL 0,1% TFA.
2.2.4) Desalado de la muestra

La muestra conteniendo 10 SNC de insectos en cada estado alimenticio (SA, 4H y 24H) fue
desalada segun lo descripto en el Capitulo 1. Luego de evaporado el solvente las muestras
fueron re-suspendidas en 12 pl 5% CH3;CN/1% FA para ser analizadas mediante MS.

2.2.5) Cromatografia liguida y espectrometria de masas (LC-MS)

Las muestras correspondientes a cada réplica experimental fueron divididas en dos y
analizadas por duplicado mediante on line  nanoLC-Electrospry (ESI)-Orby-Trap Mass
Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Como resultado se obtuvieron dos
réplicas de cada una de las cinco muestras biolégicas. Las muestras fueron cargadas en la pre-
columna del HPLC a un flujo de 10 pl/min durante 5 min. en buffer A (0,1% viv TFA).
Posteriormente los péptidos fueron eluidos en un gradiente lineal de 10-60% v/v de solvente B
(80% v/v ACN, 0.1% v/v TFA en agua) durante 38 min. Finalmente los péptidos restantes fueron
eluidos con 100% buffer B durante 7 min. En la figura 2.3 se muestra una de las corridas de
HPLC.
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Figura 2.3: Cromatograma de HPLC de una muestra biolégica utilizada para la cuantificacion relativa de los
péptidos
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2.2.6) Identificacidn y cuantificacién de péptidos

Los espectros fueron procesados y las listas de picos fueron utilizadas para la busqueda en
la base de datos usando los programas MASCOT 2.1.0 (Matrix Science,) y PEAKS STUDIO 5.2
(Bioinformatics Solutions) con los siguientes parametros: enzima: ninguna; modificaciones
variables: Pyro-glutamico de Glutamina, amidacion N-terminal; acetilacion C-terminal, oxidacién
de metionina; Tolerancia de error de masa del ion parental: 10 ppm; Tolerancia de error de masa
del fragmento: 0.5 Da. La base de datos usada para la blisqueda contenia todas las secuencias
de R. prolixus presentes en en Genbank, incluidos los precursores generados a partir de los
GPN identificados previamente.

La cuantificacién de los péptidos se realiz6 con la ayuda del programa MSQuant (Mortensen
et al, 2010). Los resultados fueron validados o corregidos manualmente utilizando el programa
XCalibur (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Para los andlisis estadisticos, las
intensidades de los picos de los péptidos marcados con el isétopo liviano, medio o pesado
fueron normalizadas dividiéndolas por la suma de las intensidades de los péptido marcados con
los is6topos liviano y pesado. De esta manera, se eliminan las diferencias en las intensidades de
los picos debidas a la eficiencia de ionizacién y a la sensibilidad del detector en las distintas
corridas de HPLC-MS. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante ANOVA de un
factor. Cuando fue necesario se realizaron transformaciones logaritmicas a fin de obtener

homogeneidad en las varianzas.
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Figura 2.4: Espectros de masa donde se muestran dos péptidos marcados con distintos isétopos de dimetilo. Las
intensidades de los picos correspondiente s a cada estado alimenticio fueron utilizadas para cuantificar las cantidades relativas
del péptido. Los extractos de SN de insectos no alimentados fueron etiquetados con el is6topo liviano (CH,0), los extractos
provenientes de insectos sacrificados 4 horas post alimentacién (4H) fueron marcados con el is6topo medio (CD,H), mientras
que las muestras correspondiente a insectos disecados 24 horas post alimentacion fueron etiquetados con el isétopo pesado
(**CD,0). Se puede observar una diferencia de 4 Da/z entre los péptidos marcados con los diferentes isétopos. (A) Espectro
de masa de péptido NFDEIDRSGFDGFV perteneciente a la familia de las Orcokininas. (B) Espectro de masa de péptido
EHVLNPEEFLAL generadoa a partir del precursor de Pro Hormona 2.
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2.3) Resultados y discusion

Mediante el analisis on line nanoLC-Electrospry (ESI)-Orby-Trap MS combinado con la
marcacion con isotopos de dimetilo, se han podido examinar estadisticamente los cambios
cuantitativos de 18 neuropéptidos maduros provenientes de 9 precursores distintos en el SN de

R. prolixus.

2.3.1) Péptidos que muestran cambios significativos en el SN luego de la ingesta
sanguinea

Pro-hormonas 2y 3

Hemos podido determinar que la concentracion relativa en el SN del péptido
EHVLNPEEFLAL, codificado por el GPN Rhopr-PH2, se reduce significativamente a las 4
(p<0.01) y 24 (p<0.001) horas post alimentacién en relacion a insectos sin alimentar. A su vez,
este péptido se encuentra en menor concentracién a las 24 hs que a las 4 hs post ingesta
(p<0.05; Figura 2.5). La disminucion observada indica que el péptido fue liberado en respuesta a
la ingesta sanguinea en el periodo durante el cual la diuresis tiene lugar, y los niveles
descienden aun mas luego de transcurridas 24 hs, lo cual indica que durante el periodo entre 4 y
24 horas el péptido contintia siendo liberado. Los resultados sugieren la implicancia de Rhopr-
PH2 en la regulacién de los procesos inmediatos y no inmediatos desencadenados por la

ingesta sanguinea.
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Figura 2.5: Cambios en la concentracién del péptido EHVLNPEEFLAL codificado por el precursor Rhopr-PH2 en el
SN de R. prolixus después de la ingesta sanguinea. Las cantidades del péptido en las diferentes condiciones se muestran
representadas (medias + SEM; N= 4-5). **=P<0.01 vs. el grupo sin alimentar, **= P<0.001 vs el grupo sin alimentar, &=
P<0.05 versus el grupo 4H. 4H: insectos sacrificados 4 horas luego de la ingesta sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24
horas luego de la ingesta sanguinea. En lafigura A se muestra un espectro MS representativo para este péptido.
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Hemos encontrado cambios significativos en los niveles del péptido ITGKTAAFNHL
codificado por el GPN Rhopr-PH3 a las 24 hs. post-alimentacion (p<0.05) mientras que los
niveles entre los insectos no alimentados y 4 hs. no varian (Figura 2.6). Este hecho muestra que
hay una liberacion tardia del péptido desde el SN en respuesta a la alimentacion, lo cual sugiere
un papel en la regulacién de los procesos que dan lugar a la reproduccion.

Nuestros resultados sientan las bases para posteriores estudios fisiolégicos orientados a

determinar la funcién exacta de estos neuropéptidos, cuya funcién es totalmente desconocida en

Pro-hormona 3
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Figura 2.6: Cambios en la concentracién del péptido ITGKTAAFNHL codificado por el precursor Rhopr-PH3 en el
SN de R. prolixus después de la ingesta sanguinea. Las concentraciones del péptido en las diferentes condiciones se
muestran representadas (medias £ SEM; N= 4-5). *P<0.05 vs. el grupo sin alimentar y 4H. 4H: insectos sacrificados 4 horas
luego de la ingesta sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24 horas luego de la ingesta sanguinea. La figura A muestra un
espectro MS representativo para este péptido.

Kinina

Nuestros resultados muestran un incremento significativo en la concentracion del péptido
FLDHEDALI, codificado por el precursor de Kininas en R. prolixus, a la 4 hs. después de la
alimentacion (p<0.01), mientas que a las 24 hs. los niveles se asemejan a los de los insectos SA
(Figura 2.7). Cabe destacar que, si bien este péptido es codificado por el GPN de Kinina, no
presenta el dominio caracteristico de la familia (R-FX;X;WG-NH;), sino que es un péptido
espaciador. El aumento de este péptido 4 hs. post-alimentacion indica que la sintesis y/o
maduracion aumenta durante este periodo, sin que sea liberado. Por otro lado, a las 24 hs. post
alimentacion los niveles se asemejan a los de los insectos que no fueron alimentados, lo que
indica que hay una liberacion tardia de este péptido o bien que es degradado durante el periodo
entre las 4 y 24 horas post alimentacion. Estos resultados sugieren que este péptido, codificado

por el precursor de kininas, no actua como un factor diurético en R. prolixus.
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Figura 2.7: Cambios en la concentracion del péptido FLDHEDALI (codificado por el precursor de Kininas) en el SN
de R. prolixus después de la ingesta sanguinea. Las cantidades del péptido en las diferentes condiciones se muestran
representadas (medias + SEM; N= 4-5). **=P<0.01 vs. el grupo sin alimentar y 24H. 4H: insectos sacrificados 4 horas luego
de la ingesta sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24 horas luego de la ingesta sanguinea. se muestra un espectro
representativo para este péptido.

NPLP-1

Nuestros resultados aportan evidencia que relaciona péptidos codificados por Rhopr-NPLP1
con la regulacién de los procesos fisiolégicos desencadenados por la ingesta sanguinea.
Resulta interesante el hecho de que estos péptidos presentan una regulacion diferencial en
respuesta a la alimentacion. El péptido TVDAELEQLMSEVYGIGE muestra un aumento a las 4
hs. post-alimentacion (p<0.01), mientras que la concentracion a las 24 hs. es menor que en los
insectos sin alimentar (p<0.05). Por otro lado el péptido SVASLARSYNLPNAVKGGYENDDE
muestra una disminucién significativa a las 24 hs (p<0.01), pero no a las 4 hs. respecto a los
insectos sin alimentar (Figura 2.8). De los resultados se deduce que los péptidos generados por
NPLP1 son regulados por mecanismos post-traduccionales, y ejercerian una funcién bioldgica
diferente, lo que concuerda con la hipotesis de que interaccionan con diferentes receptores (ver
Capitulo 1). Los resultados muestran una asociacién de NPLP1 con los procesos fisiologicos
gue se desencadenan como consecuencia de la alimentacién. Si bien es necesario continuar
investigando para delinear la funcién exacta de estos péptidos, este es el primer reporte de la

implicancia fisioldgica de NPLP1, un neuropéptido ampliamente distribuido en insectos.
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Figura 2.8: Cambios en la concentracion de los péptidos TVDAELEQLMSEVYGIGE y

SVASLARSSYNLPNAVKGGYENDDE (codificados por Rhopr-NPLP1) en el SN de R. prolixus luego de la ingesta sanguinea.
Las cantidades del péptido en las diferentes condiciones se muestran representados (medias £+ SEM; N= 4-5).*= P<0.05 vs. el
grupo sin alimentar ,* *P<0.01 vs los demas grupos, &&&= P<0.001vs el grupo 4H. 4H: insectos sacrificados 4 horas luego de
la ingesta sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24 horas luego de la ingesta sanguinea. La figura A muestra un espectro
representativo para cada péptido.

2.3.2) Péptidos que no muestran cambios significativos en el SN luego de la ingesta
sanguinea.

Prohormona 1

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de tres péptidos generados a partir de este
precursor no muestran variaciones significativas a las 4 ni a las 24 hs post alimentacion (Figura
2.9), por lo que no estaria involucrado en la regulacién de los procesos asociados a la ingesta
sanguinea. Sin embargo, dos de los péptidos presentan gran variabilidad en el grupo de 4 hs.
Esta variabilidad no se observa en los demas tiempos estudiados, por lo que no parece ser

producto del protocolo experimental aplicado sino a una variabilidad propia de la mustra.

Pro-hormona 1
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Figura 2.9: Cambios en la concentracion de los péptidos AQAGAAEIQQamida, RAQAGAAEIQQamida y Pyro-
QPTPDKEKLLNELS (codificados por Rhopr-PH1) en el SN de R. prolixus luego de la ingesta sanguinea. Las cantidades del
péptido en las diferentes condiciones se muestran representados (medias + SEM; N= 4-5). 4H: insectos sacrificados 4 horas
luego de la ingesta sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24 horas luego de la ingesta sanguinea.
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Neuropéptido F largo

Nuestros resultados no revelan cambios significativos en la concentracién del péptido
YAVAGRPRFamida, codificado por el precursor Rhopr-LNF en los tiempos estudiados (Figura
2.10).

Neuropéptido F Largo
Figura 2.10: Cambios en la concentracion del

YAVAGRPRF-amida péptido YAVAGRPRFamida (codificado por Rhopr-LNF)
184 en el SN de R. prolixus luego de la ingesta sanguinea.
Las cantidades del péptido en las diferentes condiciones
w T se muestran representados (medias + SEM; N= 4-5). 4H:
insectos sacrificados 4 horas luego de la ingesta
sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24 horas luego de
la ingesta sanguinea.
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02

Orcokininas

Varios péptidos codificados por el GPN de Orkokininas han sido identificados por MS en
cerebro y SN, e incluso dos de ellos fueron encontrados en hemolinfa, confirmando una funcion
humoral (ver Capitulo 1). Cuatro péptidos de este precursor pudieron ser cuantificados, y todos
ellos mostraron concentraciones similares en los tres grupos experimentales estudiados, por lo
gue no estarian involucrados en los procesos desencadenados por la alimentacion en insectos
adultos. La funcién de los péptidos de esta familia, asi como su receptor, es desconocida en
insectos. Estudios cuantitativos de los cambios del neuropeptidoma en respuesta al proceso de
alimentacion en el cangrejo Cancer borealis arrojaron resultados similares para esta familia de
péptidos (Chen et al, 2009).

Orcokininas
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Figura 2.11: Cambios en la concentracién de los péptidos NHDTLDSLSGITPGSQ, NFDEIDRSGFDGFV,
NFDEIDRSGFNSFI, NFDEIDRVGFGSFI y NFDEIDRVG (codificados por el precursor de Orcokininas) en el SN de R. prolixus
luego de la ingesta sanguinea. Las cantidades del péptido en las diferentes condiciones se muestran representados (medias +
SEM; N= 4-5). 4H: insectos sacrificados 4 horas luego de la ingesta sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24 horas luego de
la ingesta sanguinea.

Taquikininas

No se han detectado cambios significativos en ninguno de los cuatro péptidos codificados
por el precursor Rhopr-TK que fueron cuantificados. Sin embargo, es importante resaltar el
hecho de que éstos exhiben gran variabilidad entre las distintas réplicas experimentales. Estos
resultados sugieren la existencia de diferencias individuales en cuanto a la respuesta a la
alimentacién. Puesto que este aumento en la variabilidad se observa en todos los péptidos TK y
no en el resto de los péptidos estudiados, no es atribuible al procedimiento experimental, sino a
una variabilidad propia de las muestras biolégicas. En concordancia con nuestros resultados, en
A. mellifera se ha visto que la cantidad de mRNA que codifica el precursor de TK varia
considerablemente con el sexo y el tipo de labor llevado a cabo (Takeuchi et al, 2003; 2004;
Brockmann, 2009).

Taquikininas
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Figura 2.12: Cambios en la concentracién de los péptidos APSTMGFQGVRamida, APSAAMGFQGMRamida,
GPSSSAFFGMRGamida y GPSGFMGVRamida (codificados por el precursor Rhopr-TK) en el SN de R. prolixus luego de la
ingesta sanguinea. Las cantidades del péptido en las diferentes condiciones se muestran representados (medias + SEM; N=
4-5). 4H: insectos sacrificados 4 horas luego de la ingesta sanguinea. 24H: insectos sacrificados 24 horas luego de la ingesta
sanguinea.
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Conclusiones

Aqui presentamos el primer trabajo peptiddmico cuantitativo en un insecto vector de
enfermedades. Hemos podido determinar la implicancia de cinco neuropéptidos en la respuesta
del sistema neuroenddcrino a la ingesta sanguinea. De ellos, péptidos codificados por los
precursores PH2, PH3 y NPLP-1 han sido descriptos recientemente por primera vez y su funcion
fisiologica es totalmente desconocida. Nuestros resultados son un indicio de la asociacion de
estos neuropéptidos en la regulacion de los procesos desencadenados por la ingesta
sanguinea. Es interesante destacar el hecho de que los péptidos codificados por NPLP-1 que
muestran variaciones en la cantidad en el SN luego de la alimentacion se encuentran presentes
en las glandulas salivales, 6rganos que tienen un papel fundamental durante este proceso.

Nuestro trabajo aporta indicios importantes para la caracterizacion funcional del sistema
neuroenddcrino, y su activacion en respuesta a la ingesta sanguinea, y sienta las bases para
posteriores ensayos fisiologicos a fin de determinar el proceso bioldgico particular que cada

neuropéptido regula.

Discusion y Conclusiones Generales

En el presente trabajo se combinaron técnicas bioinformética con técnicas proteémicas y
de biologia molecular para caracterizar el conjunto de neuropéptidos que regulan la fisiologia de
R. prolixus. Las principales conclusiones a remarcar de este trabajo son:

e En el genoma se encontraron 32 nuevos genes que codifican precursores de
neuropéptidos (GPNSs), por lo que en total 34 GPNs han sido descriptos en este insecto.
La expresion de 28 de estos genes pudo ser confirmada, y 107 péptidos maduros
fueron detectados en el Sistema Nervioso mediante MS.

e Un péptido de la familia de las Sulfakininas, el péptido Miosupresina y péptidos
generados a partir del precursor de Kininas y FMRFamida presentan particularidades a
nivel de secuencia Unicas en insectos. Este hecho es importante en el disefio y
desarrollo de insecticidas de nueva generacion, especificos hacia la especie a combatir,
mas seguros para el medio ambiente y la salud humana, y menos pasibles de generar
poblaciones resistentes.

¢ Mediante RACE-PCR se pudieron identificar formas alternativas de splicing para los
genes DH31, ITP, OK y CCAP. Las isoformas encontradas de OK y DH31 presentan un
patron de expresion diferencial en distintos tejidos.

e Por técnicas transcriptomicas y protedmicas se pudo determinar la expresion de NPA y
la isoforma B de OK en el digestivo medio anterior, miosupresina en el digestivo medio
posterior, la isoforma C de DH31 y CZ en testiculos, y NPLP-1 en glandulas salivales.
Resulta importante destacar el hecho que hasta la fecha no se sabia que las glandulas
salivales eran capaces de producir péptidos con funcion regulatoria en ningun artrépodo.
La presencia de estos péptidos en tejidos da indicios de su posible funcién, ya que
probablemente los mismos actuen de manera paracrina o autécrina regulando las
funciones de los 6rganos que los producen.

e Se han descripto varios neuropéptidos por primera vez en un insecto hemimetabolo, y su
expresion ha sido confirmada. Entre ellos se pueden mencionar: SIFamida, NPLP1,
PH1, PH2, PH3 y CCHamida.

e Utilizando técnicas de MS se ha determinado la funcion hormonal de SNF, CZ, MSP y
Orcokininas por su presencia en hemolinfa. Esta es la primera vez que se demuestra
gue los péptidos de la familia de las Orcokininas actdan a nivel sistémico. La deteccién
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de neuropéptidos en hemolinfa es en si misma un desafio técnico, por la baja
concentraciéon en que se encuentran en relacién a otros productos proteicos.

e Péptidos generados a partir de los precursores de PH2, PH3, Kininas y NPLP1
mostraron cambios significativos luego de la ingesta sanguinea al menos en alguno de
los tiempos examinados. Cabe resaltar el hecho que la funcion de estos péptidos es
desconocida. Los resultados obtenidos en este trabajo los vinculan a la regulacién de los
procesos desencadenados tras la ingesta sanguinea. Los dos péptidos generados a
partir de Rhopr-NPLP1 que pudieron ser cuantificados presentan una respuesta
diferencial al proceso de alimentacion, por lo que su expresion estaria regulada por
mecanismos post traduccionales. Por otro lado, péptidos generados a partir del
precursor de PH1, LNF, cinco péptidos de la familia de las Orcokininas y cuatro de la
familia de las Taquikininas no mostraron cambios significativos en respuesta a este
estimulo.

En resumen, nuestros resultados indican que el neuropeptidoma de R. prolixus es apenas
diferente de los demés insectos con el genoma secuenciado y ensamblado, todos ellos
holometabolos. Estas pequefas diferencias podrian reflejar la metamorfosis incompleta de este
insecto. Sin embargo, se requeran futuros estudios fisiologicos para determinar la funciéon de
cada uno de ellos.

Por ultimo, la identificacion de las particularidades Unicas de los neuropéptidos a nivel de
secuencia es el punto de partida para posteriores estudios a nivel fisiolégico y farmacolégico,
gue puedan llevar al disefio de una nueva generacion de insecticidas como los
peptidomiméticos.

Nuestro trabajo sienta las bases necesarias para posteriores estudios funcionales, asi como
también para estudios de interaccién con los receptores y para estudios comparativos y/o
evolutivos con otros artrépodos.

El aporte sustancial que el trabajo presentado constituye en la comprensién de la fisiologia
de triatominos es el punto de partida necesario, a la vez que un dinamizador, de futuros
proyectos moleculares, proteémicos y fisiologicos, orientados a profundizar nuestro

conocimiento en este campo, para poder aplicarlo en la lucha contra la enfermedad de Chagas.
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