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Resumen

Las actinoporinas, como la Ng, se unen a la esfingomielina de la membrana celular y
presentan actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos, también propiedades antibacterianas
y antifungicas. Aunque no se ha investigado la interaccion de actinoporinas con membranas de
insectos, se presume su efectividad debido a los esfingolipidos presentes. Estudios en insectos,
especialmente el género Aedes, vectores de enfermedades, son vitales para entender y controlar
enfermedades transmitidas por picaduras. La produccion de Ng conllevé clonacion, expresion
y purificacion. Se utilizaron células de Escherichia coli transformadas con el vector Ng-pET-
21a (+) y se evalud la expresion proteica en E. coli mediante SDS-PAGE con muestras no
reductoras, registrandose un peso molecular 20 kDa. La proteina recombinante se purifico por
FPLC en un solo paso de intercambio cationico. La evaluacién de la pureza por medio de RP-
HPLC indic6 una pureza de un 92% y un tiempo de retencion de 24.5 min. La concentracion
maxima usada de esta toxina (74 nM), mostré una alta hemlisis evidenciada por pérdida de
turbidez, la cual se mantuvo hasta una concentracion de 0.29 nM. Los huevos de A. aegypti se
desarrollaron a larvas en estadio instar 1-2 y se expusieron a concentraciones de Ng desde
0.000375 pg/pL hasta 0.07 pg/uL. Ademas, las larvas se sometieron a Stl con cantidades
estandar de 0.001875 pg/pL a 0.02 pg/pl. La exposicion a Ng hasta 0.07 pg/uL no mostrd
letalidad, mientras que Stl presentd una CLso de 0.0098 pg/pL, evidenciando un efecto letal a
concentraciones menores con Stl. Aunqgue los protocolos de obtencion recombinante de Ng
son eficientes y permiten obtener la proteina pura y activa, Ng no mostro letalidad en larvas de
A. aegypti, mientras que Stl si lo fue. Este estudio sugiere investigar mas sobre el mecanismo

molecular de las actinoporinas para entender la divergencia en su accion larvicida.
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1. Introduccion

Las actinoporinas son toxinas formadoras de poro (Pore Forming Toxins; PFT), que son
proteinas de caracter basico (puntos isoeléctricos por lo general superiores a pH 9), que
muestran alta actividad citolitica y afinidad por membranas que contienen esfingomielina (SM)
en su estructura (Alvarado-Mesén et al., 2019; Alvarez et al., 2009; Anderluh & Maé&ek, 2002;
Kem & Dunn, 1988; Manchefio et al., 2003). Estas toxinas, son producidas por anémonasde
mar, comunmente tienen funciones de defensa ante crustaceos, insectos y vertebrados (Frazdo
et al., 2012; Garcia-Linares et al., 2016; Palacios-Ortega et al., 2016; Paul M. Muchinsky,
2012). La SM es un componente esencial de las membranas celulares en los mamiferos,
destacandose por su grupo fosfocolina, que juega un papel clave en la estructura y sefializacién
celular. La relacion de la SM en las membranas celulares y la actividad citolitica de las
actinoporinas, indica que puede existir un potencial desarrollo de herramientas toxinologicas
para el control de plagas, ya que la SM es ubicua en todo el reino animal (Hanada, 2013), con
excepcion de las anémonas marinas (Meinardi et al, 1995). Esta afinidad por la SM ha sido
estudiada por espectroscopia de resonancia magnética nuclear y marcaje de una actinoporina
con fldor-19 (19F-RMN) en micelas, en donde se ha demostrado la produccion de cambios

quimicos por la interaccion de SM-actinoporina (Anderluh et al., 2005; Pentén et al., 2011).

El control bioldgico de ciertas plagas ha sido un problema a lo largo de la historia,
abarcando ambitos como la produccion agricola, conservacién e incluso la salud humana,
debido a la transmision de enfermedades por vectores; por eso, la investigacion y aplicacion
de nuevas tecnologias permiten solventar esta problematica, partiendo de este punto se ha visto
de manera positiva la implementacion de bio-agentes como métodos sustentables (Nava-Pérez
et al., 2012; Paredes et al., 2013). Un ejemplo de lo mencionado previamente puede ser el
hongo Beauveria bassiana y la secrecion de proteinas de la familia “aegerolysines”. Esta
familia de proteinas es cominmente encontrada en el reino fungico, y tienen la capacidad de
unirse a lipidos de membrana (como SM) y participar en diversos procesos bioldgicos,
incluyendo tanto el ataque como la defensa contra otros organismos. Las aegerolisinas pueden

formar poros transmembrana que resultan en la lisis celular. Ademas, desempefian un papel



importante en la promocion de la accion entomopatdgena (Krasevec et al., 2021).

1.1. Antecedentes

Segun DeBach (1964) citado por Hernandez-Ortega. (2019), la definicion de “Control
Biologico” estd enfocada como “El uso de organismos para suprimir la densidad de poblacion
o0 el impacto de un organismo plaga especifico, haciéndolo menos abundante de lo que seria si
no se usaran dichos organismos” (p 8). Este concepto es similar al ofrecido por la Organizacion
Internacional de Lucha Bioldgica (OILB), quien lo define como: “La utilizacién de organismos
vivos, o de sus productos, para evitar o reducir las pérdidas o dafios causados por los
organismos nocivos” (p 53). El riesgo ambiental presentado por el uso de algun agente
bioldgico para control de un vector se basa en la posibilidad de un dafio colateral al ambiente,
principalmente por el déficit de planificacion y evaluacion de objetivos naturales previo a su
uso. Desde otro punto devista, se puede determinar el éxito de aplicacién con base a la
disminucion del organismo blanco hasta el punto de ser escaso el uso de insecticidas; el control

del organismo y uso ocasional (Guédez et al., 2008).

Anteriormente se han obtenido toxinas con potencial insecticida provenientes de
organismos marinos, por ejemplo, la nereistoxina proveniente del poliqueto Lumbriconereis
heteropoda actla bloqueando de manera selectiva ciertos receptores de acetilcolina en el
sistema nervioso de los insectos a diferencia de los productos comerciales que inhiben las
colinesterasas y el blogueo de la sefializacion neuronal. No obstante, los estudios sefialan
relaciones de las toxinas del veneno como fuente insecticida que acttan principalmente sobre
los canales de Na* con voltaje (Nav) (Bosmans & Tytgat, 2007; Hernandez L6pez & Hernandez
Lépez, 2005). Por otro lado, la alta cantidad de toxinas producidas por las anémonas de mar
generan gran cantidad de posibilidades, aunque en comparacion con muchos otros organismos,
estas toxinas son menos estudiadas. Muchas actinoporinas han reportado tener un efecto muy
toxico en crustaceos al ser catalogados como presas naturales de las anémonas de mar
(Bosmans & Tytgat, 2007), y por la estrecha relacion evolutiva entre los crustaceos e insectos
(Zrzavy & Stys, 1997), podria existir la posibilidad de que los insectos muestren algin tipo de

afectacion debido a las actinoporinas.

Actualmente el control de vectores de enfermedades (como Paludismo, Chagas, etc.) en



humanos se fundamenta en insecticidas quimicos, lo que a su vez ha conllevado al aumento de
la resistencia de estos organismos a los quimicos como piretroides, por lo que el emplear
nuevas herramientas con bases de control bioldgico ha sido un desafio para solventar esta
constante problematica (Strode et al., 2014; Thomas, 2018). Histéricamente se ha combatido
la plaga de mosquitos atacando principalmente los huevos, larvas y las pupas con sustancias
organofosforados, reguladores del crecimiento de insectos, agentes microbianos, rociadores
residuales e insecticidas, pero esto induce a efectos negativos en la salud humana y el medio
ambiente, asi como resistencia en varias especies (Benelli, 2015; Id et al., 2019). También se
han visto estudios que muestran la presencia de alelos de resistencia a organofosforados como
el temefds en poblaciones de campo de A. aegypti puede haber surgido debido a la exposicion
continua al temefos y otros xenobidticos presentes en los sitios de cria de larvas (Muthusamy
& Shivakumar, 2015). En paises como la India se han encontrado que poblaciones de A. aegypti

son resistentes al DDT, y de forma generalizada contra los carbamatos (Sumitha et al., 2023).

Los mosquitos son capaces de transmitir enfermedades a humanos como la malaria, la
filariasis linfatica y algunos arbovirus (del inglés arthropod-borne virus) como Dengue y Zika.
Aunqgue adn no hay vacunas o medicamentos disponibles para la mayoria los casos, se busca
como alternativa controlar los vectores para la prevencién (Benelli et al., 2016; Huang et al.,
2017). Dentro de los mosquitos picadores transmisores de enfermedades destaca Aedes aegypti,
pues es una especie altamente antropofilica y vector de multiples arbovirus (Benedict et al.,
2007; Gould et al., 2017; Newman, 2010; Reiter et al., 2006; Souza-neto et al., 2019).

En la prevencién de enfermedades zoondticas se contempla el uso de metabolitos
generados de distintos organismos. Amer & Mehlhorn (2006) comprobaron el efecto larvicida
evaluando 13 aceites esenciales contra géneros de Aedes, Anopheles y Culex (Diptera,
Culicidae), donde se probo su toxicidad ante el estado larval. De 41 sustancias probadas (aceites)
sobre larvas de A. aegypti, Anopheles stephensi y Culex quinquefasciatus, 13 de estos extractos
(alcanfor, tomillo, amyris, limon, cedro, incienso, eneldo, mirto, enebro, pimienta negra,
verbena, helichrysum y sandalo) mostraron potencial, oscilando los valores de CLsg de los
extractos entre 1-101.3 pg/mL ante A. aegypti, 9.7-101.4 pg/mL para A. stephensi y 1-50.2
pg/mL para C. quinquefasciatus, con una letalidad del 100% a las 24 h posteriores.

En el caso de las actinoporinas, como su nombre lo indica, son toxinas producidas por
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anémonas de mar de la familia de las porinas, ya que forman poros en membranas biol4gicas.
Se ha evidenciado que estas toxinas son dependientes de SM (Rojko et al., 2013). Cuando la
membrana tiene una alta disponibilidad de SM (>30 molar %), aumenta el reconocimiento y
unién de las toxinas esticolisinas, que son dos actinoporinas obtenidas de la anémona marina
Stichodactyla helianthus (Alvarez et al., 2009). Este incremento en el reconocimiento y union
conlleva a un incremento de la actividad citolitica, lo que muestra el potencial de estas toxinas
para desarrollo de aplicaciones en biotecnologia y biomedicina, como produccion de
inmunotoxinas dirigidas para tratar células tumorales (Tejuca et al., 2009). Previamente se ha
estudiado el papel de la SM como el fosfolipido de membrana que actia como receptor, un
ejemplo de esto es la esticolisina | (Stl), de acuerdo con su comportamiento como actinoporina
se une y penetra con alta movilidad lateral en la membrana (Donato et al., 2021; Pedrera et al.,
2014).

Aungue no se ha visto un estudio donde se muestre la comparacion o efecto directo de la
interaccion de una actinoporina y membranas celulares de insectos, se podria especular sobre
un potencial efecto insecticida ya que las células de los insectos no estan exentas a la capacidad
de las actinoporinas de perturbar las membranas celulares puesto que también tienen
esfingolipidos como la SM. La SM cumple funciones estructurales de membrana aportando a
su integridad y fluidez; a la formacién de microdominios y a la sefializacion celular, por
ejemplo, a través de la metabolizacion de SM en ceramidas que se relacionan con estrés, muerte
celular programada e incluso proliferacion celular (Hannun & Obeid, 2008). Estudios
realizados por Perera et al. (2012) han sefialado que la composicion del lipidoma de las células
de A. albopictus (cepa C6/36) esta representado entre el 6 al 13% por lipidos como
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, SM, ceramida, lisofosfolipidos y
fosfoetanolamina, donde de estos, aproximadamente un 18.5% corresponde a SM.

Alvarado et al. (2014) obtuvieron fracciones cromatograficas con actividad hemolitica
(HA) inhibible por SM a partir del extracto crudo de la anemona de mar A. nigrescens, lo cual
sugeria la presencia de al menos una actinoporina en esta anémona. Méas adelante se analizé la
actividad antimicrobiana y antifingica de extractos de esta misma especie y se determind la
inhibicidn contra las bacterias Proteus vulgaris y Pseudomonas aeruginosa, al igual que en las

especies fangicas como Botrytis cinerea, Trichoderma harzianum y Rhizopus oryzae (Borbén



et al., 2016). Posteriormente se logré clonar, expresar y purificar una actinoporina a partir de
esta anémona. Ademas, se logré su caracterizacion molecular y funcional; dicha toxina
permeabiliza facilmente eritrocitos humanos, asi como a la linea linfoblastica de raton L1210.
Asi mismo, se determin0 su contenido de estructura secundaria mediante el uso de la técnica
espectroscopica de dicroismo circular. Al igual que otras actinoporinas, se demostrd que la
nigrelisina (Ng) tiene una alta afinidad por membranas que contienen SM (Alvarado-Mesén et
al.,, 2019). Estas caracteristicas hacen que Ng sea una molécula potencial para uso

biotecnologico en el control de organismos transmisores de enfermedades tales como el A.

aegypti.
1.2. Justificacion

La familia de insectos Culicidae incluye el grupo de los mosquitos picadores, los cuales
se caracterizan por ser vectores de transmision de enfermedades. Un ejemplo muy conocido es
Aedes aegypti, quien es vector de arbovirus que producen enfermedades como dengue, zika y
chikungunya, las cuales son capaces de provocar serios problemas de salud y en ocasiones hasta
la muerte. De igual manera Aedes albopictus actia como vector de transmisién para dichas
enfermedades. Ambos especimenes realizan la puesta de huevos en depdsitos de agua tanto
naturales como en artificiales (tipo llantas, botellas, agua estancada, etc.) (Lambrechts et al.,
2010; Martinez-Torres, 2008; Rey & Lounibos, 2015).

El control biol6gico de vectores de enfermedades en salud humana, produccién agricola
y ganadera ha generado mayor interés por su potencial para controlar organismos patdgenos. En
el caso de los padecimientos humanos implica directamente la salud publica, involucrando
enfermedades como Chagas, Malaria, entre otras (Okamoto & Amarasekare, 2012). En
relacién con esto se han observado datos de la Region de las Américas de la OMS en los que
se mencionan que entre las fechas de 1 de enero y 11 de diciembre del afio 2023 se informaron
4, millones de casos sospechosos de dengue (incidencia de 419 casos por cada 100 000

habitantes), contabilizando 2049 muertes (Organizacion Mundial de Salud, 2023).

En el caso de Costa Rica para 2024, se han contabilizado para la semana 18 8051 casos
de dengue, 16 de chikungunyay 13 de zika (Ministerio de_Salud Costa Rica, 2024). Con base

en los datos recopilados se establece la necesidad de disminuir la cantidad de personas



infectadas por causa de vectores como los mencionados, entre otros existentes, credndose
nuevas alternativas con potencial para desarrollar sistemas y/o metodologias novedosas
capaces de combatir la expansion de enfermedades transmitidas por insectos pertenecientes a

esta familia.

Asimismo, algunos animales tienen la capacidad de producir toxinas, las cuales les
permiten iniciar el proceso de digestion de sus presas, de igual manera les confieren la habilidad
de defenderse de sus depredadores. En este sentido las anémonas de mar, organismos de
naturaleza sedentarias y de cuerpo blando, utilizan sus mecanismos de produccion de toxinas
como ventaja ecoldgica de supervivencia (Burks & Lodge, 2002; Sher et al., 2005). La
produccion de estas sustancias puede tener un alto potencial biotecnolégico en el uso de estos
metabolitos ya que pueden permitir la generacion de nuevos productos que permitan controlar

enfermedades por medio del control de vectores que las transmiten.

En las anémonas de mar se ha logrado determinar un grupo de proteinas conocidas como
actinoporinas; estas son toxinas que se caracterizan por presentar actividad hemolitica,
asimismo se catalogan como proteinas alcalinas con ausencia de cisteina en su mayoria, y un
peso molecular ~20 kDa (Alvarado et al., 2014; Alvarez et al., 2009; Kohno et al., 2009).
Alvarado et al. (2014) detectaron la presencia de una actinoporina en la anemona Anthopleura
nigrescens. Igualmente, Alvarado-Meseén et al. (2019) clonaron, caracterizaron y purificaron

dicha actinoporina, a la cual llamaron nigrelisina (Ng).

De acuerdo con la problematica generada por la necesidad de tener un mejor control sobre
las enfermedades transmitidas por insectos vectores y tomando en cuenta las caracteristicas Ng,
el propdsito de esta investigacion es la evaluacion del efecto toxicoldgico de la proteina al
exponerla ante larvas de insectos culicidos, con el fin de encontrar efectos larvicida que pueda
potenciar a Ng como una posible molécula a utilizar en el control de estos vectores de

enfermedades.



1.3. Planteamiento del Problema

¢ Cudl es el efecto toxinoldgico de diferentes concentraciones de nigrelisina recombinante

sobre larvas de culicidos?

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo General:

Evaluar el efecto toxinoldgico de nigrelisina recombinante sobre larvas de culicidos,
mediante exposicion directa in vitro, para la determinacion de su potencial uso como agente
larvicida sobre vectores que transmiten enfermedades, como potencial uso en el control

bioldgico.
1.4.2. Objetivos especificos:

1-  Estimar el grado de pureza de fracciones cromatograficas obtenidas mediante
intercambio ionico a partir del lisado de E. coli BL21 en la produccion de nigrelisina
recombinante.

2-  Determinar el efecto toxinoldgico de la nigrelisina a diferentes concentraciones
sobrelarvas de culicidos.

3-  Establecer la concentracion letal media (CLso) de nigrelisina sobre larvas de mosquito

enpozos de microplacas.



2. Marco teérico

2.1. Control bioldgico de vectores de enfermedades

La diversificacion de estrategias de control biologico sobre vectores transmisores de
enfermedades reduce las cargas en la salud publica, no obstante, bajo la definicion de control
bioldgico se ha excluido el uso de tecnologias transgenicas y modificacion del vector para la
supresion/remplazo de lapoblacion al no haber antagonista natural que se involucre, y se desecha
la induccidn de insectos estériles por razones similares (Huang et al., 2017; Thomas, 2018).

2.1.1. Toxinologia y ecotoxicologia

En el desarrollo de bioensayos existe un efecto ecotoxicoldgico, donde su alcance
toxicologico incluye “organismos, poblaciones, comunidades y ecosistemas”, es decir, al utilizar
reactivos sintéticos en la biosfera y sus efectos sobre los componentes de la biosfera, incluido
el ser humano (Newman, 2010). La toxinologia, por su parte, se destaca como la ciencia que
estudia las sustancias producidas por algun ser vivo como plantas, microorganismos y animales
venenosos, donde estas accionan fuera de los organismos productores tras su liberacion, sin
provocar la muerte o descomposicién en el productor, pero sus efectos recaen sobre una presa

u organismo externo blanco (Barraviera, 1997; Cap6 Marti, 2007).

El control de mosquitos vectores de enfermedades clasicamente se ha basado en dos
fundamentos, el primero constituye en la eliminacién de los sitios de cria y puesta de huevos,
que son lugares donde se puede estancar el agua, y en segundo lugar eliminando el mosquito en
algun punto de su ciclo de vida por medio de alguna sustancia u otro organismo (Martinez-
Torres, 2008). Convencionalmente se ha dado un control de plagas por medio de pesticidas, no
obstante, estos tienen repercusiones en el medio ambiente y en la poblacion, pues se generan
residuos toxicos, intoxicaciones cronicas, resistencia por parte de la plaga, y dafio ambiental
por la destruccion de la fauna silvestre no asociada, de igual manera, se produce contaminacion

de aguas superficiales y subterraneas (Strode et al., 2014; Wilson et al., 2020).

Existen sustancias extraibles de ciertos organismos, con propiedades favorables para el

control insecticida (Droby et al., 2016). Uno de estos ejemplos son extractos de Azadirachta



indica que contienen actividad larvicida (compuestos bioactivos, de los cuales azadiractina,
nimbina, nimbidina y nimbolidos, con funciones ovicidas, supresion de la fecundidad, etc.)
ante mosquitos vectores de enfermedades como filariasis, dengue, malaria y chikungunya (Dua
et al., 2009). Por otro lado, el efecto toxinologico de A. indica se ha calificado como biocida
seguro y fuente barata de compuestos altamente efectivos contra el vector de malaria rural

Anopheles culicifacies (Chandramohan et al., 2016).

2.1.2. Vectores de enfermedades: Culicidae (Diptera)

Diversos estudios cientificos han demostrado una asociacion entre mosquitos dipteros
(por ej. A. albopictus, A. aegypti y otros) con distintos arbovirus donde destacan algunos como
Cache Valley, Encefalitis Equina Oriental, West Nile, Dengue, Chikungunyay Zika (Farajollahi
& Nelder, 2009). Por lo anterior, se ha impulsado el estudio del comportamiento de estos
insectos, con el fin de mejorar la comprension en aspectos relacionados al estado del mosquito
vector ante ciertas condiciones, como la reaccion ante sustancias o proteinas de interés, de tal

forma que se podrian implementar métodos de control.

Los organismos vectores muestran una capacidad o eficiencia para algin arbovirus
especifico, esto principalmente por asociaciones ecologicas de los arbovirus selvaticos entre
si, el clima y la abundancia de mosquitos (Althouse et al., 2015; Weaver & Reisen, 2010). Se
ha determinado la existencia de una relacion entre la biologia del organismo vector, la
disponibilidad de potenciales huéspedes, la distribucion espacial y el patégeno que hospeden
(Althouse et al., 2015). Por otra parte, hay una correlacién de vectores culicidos con
enfermedades como Malaria, Filariosis y Encefalitis principalmente en areas rurales y
selvaticas, lo que difiere a otras como dengue, chikungunya y zika que se transmiten en su
mayoria en las areas urbanas por la amplia cantidad de personas y condiciones adecuadas para

el desarrollo de especies vectores como A. aegypti (Ruiz et al., 2018).

Dentro de la familia Culicidae existen numerosas especies que son capaces de ser
infectadas con agentes etiologicos y cumplir un rol de vectores. Principalmente en esta familia
se ha visto que, dependiendo del patdgeno, los virus pueden internarse a lo largo del cuerpo
del mosquito vector, y se ha detectado, por ejemplo, para el virus del dengue, que el antigeno

viral puede encontrarse en tejidos de la cabeza, las glandulas salivales y/o secreciones salivales.



Ademas, el comportamiento alimenticio zoofilico de A. albopictus y A. aegypti ha mostrado una
preferenciahacia la sangre humana lo que ha desempefiado un factor de transmision de
enfermedades (Lambrechts et al., 2010).

La capacidad vectorial depende de factores ecoldgicos, ambientales, moleculares y
conductuales que influyen en los mosquitos como transmisores de patégenos, de igual manera,
la competencia vectorial se distingue como capacidad vectorial, caracteristica intrinseca del
vector para infectarse, permitir la replicacion y consecuentemente la transmision del patogeno
al huésped susceptible (Kramer & Ebel, 2003). Ademas, los mosquitos hembra conllevan
mayor riesgo de infectar a la poblacion humana debido a que se alimentan de la sangre para

desarrollar su ciclo reproductivo y puesta de huevos (Goindin et al., 2015).

2.1.3. Ciclo de vida de A. aegypti

La reproduccion de uno de los ejemplares mas caracteristicos de la familia de culicidos,
A. aegypti, se basa en un ciclo dependiente de depositos de agua (Malta Varejdo et al., 2005).
Igualmente, su desarrollo se ve influenciado por una serie de factores como temperatura,
sedimentos, pH, entre otros, asociados para su supervivencia a lo largo de sus diferentes etapas
del desarrollo. Se ha visto que la duracion de los estados es de 4.1 a 4.7 dias para que el huevo
eclosione, 6.6 a 10.2 dias para la salida de la larva (con condiciones de pH cercanas a valores
neutros) y la pupa tarda de 2.1 a 2.7 hasta su estado adulto en el que vive alrededor de 10 a 35
dias (Beserra et al., 2009).

Una temperatura adecuada para el ciclo de vida de A. aegypti se encuentra entre los 21y
29 °C, para la longevidad y la fecundidad esta entre 22 y 30 °C y los huevos emergen en
temperaturas que oscilan entre 24 y 25 °C (Beserra et al., 2006; Goindin et al., 2015). También,
temperaturas cercanas a los 35 °C favorecen que las hembras se alimenten de sangre y tengan
medias de puesta de huevos cercanas a 25.5 huevos/hembra, mientras que las bajas

temperaturas (~16 °C) afectan negativamente la reproduccién (Carrington et al., 2013).

2.1.4. Distribucion de mosquitos picadores

La distribucion de la familia de mosquitos picadores Culicidae presenta importancia e

interés en el area de salud publica por los problemas que estos vectores generan en la poblacion,
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donde se han logrado determinar ciertas caracteristicas sobre su ubicacion, siendo
principalmente en zonas tropicales y subtropicales humedas (Kantor, 2016). Asimismo, la
familia Culicidae como vectores transmisores de estas enfermedades se han encontrado a lo
largo del continente americano en 39 paises diferentes entre América del Norte, Centro, Sury
el Caribe (Caridad-Moros et al., 2016).

Estudios de dipteros de la familia Culicidae en Venezuela han logrado determinar su
presencia en ecosistemas montafiosos, se encontraron 19 géneros y 254 especies debidamente
georreferenciadas, con una altitud méaxima por encima de los 2 000 msnm. Igualmente, un
elemento de relevancia por tomar en cuenta con respecto a la fauna de culicidos, es la
asociacion de las especies con reservorios naturales que funcionan como criaderos, tal como
lo son las fitotelmatas, destacando las especie Aedes euris a una maxima altitud 3 133 msnmy
Anopheles pholidotus a 2 680 msnm (Navarro et al., 2010). De igual forma, se sabe que para
paises neotropicales las areas metropolitanas se encuentran en alturas aptas para el desarrollo

de especies como A. aegypti, al estar a alturas alrededor de los 2 200 msnm (Ruiz et al., 2018).

En Costa Rica A. aegypti es el vector de arbovirus mas reconocido, Zardkoohi et al.
(2019) localizaron a esta especie en las provincias de Puntarenas y Limén, CostaRica. Ademas,
en la region Huetar Atlantica de Costa Rica se encontrd la presencia de 14 especies de
mosquitos durante la estacion lluviosa, evidenciando entre las mas abundante las especies A.
aegypti y Limatus durhami, igualmente se reportd la presencia de A. albopictus (Marin-
Rodriguez et al., 2009).

2.2. Proteinas formadoras de poros en membranas, Actinoporinas

2.2.1. Organismos productores de actinoporinas y su funcion basica

Algunas de las especies productoras de actinoporinas mas estudiadas son las anémonas de
mar Stichodactyla helianthus (anemona sol) que es productora de las esticolisinas Stl, Stll y
Stlll y muestran potencial altamente hemolitico (Rivera-de-Torre et al., 2020); Actinia equina
(tomate de mar) que produce la equinatoxina Il (EqTII) (Hinds et al., 2002); Actinia fragacea
(anémona de fresa) que produce la fragaceatoxina C (FraC) (Mechaly et al., 2011; Tanaka et al.,
2015); Anthopleura asiatica que sintetiza la bandaporina | (Bnpl) (Kohno et al., 2009); y

Anthopleura nigrescens que produce la nigrelisina (Ng) (Alvarado-Mesen et al., 2019). Estas
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toxinas son producidas por el organismo como monomeros solubles que se insertan por
oligomerizaciéon en la membrana plasmatica del organismo blanco, lo que conlleva a la
formacion de poros, los cuales producen la citolisis. Sus masas moleculares oscilan entre 18-20
kDay tienen alta afinidad por SM (Anderluh & Macek, 2002; Iacovache et al., 2010).

El proceso de penetracion en la membrana por parte de las actinoporinas se puede
describir de manera general por un proceso que inicia con la unién de la toxina a la membrana
blanco, en la que seguidamente se produce una difusion lateral y la oligomerizacion de
monomeros sobre la membrana, y como ultimo paso se inserta el segmento N-terminal
conformado por una hélice o en la membrana lipidica permitiendo la formacién del poro
(Antonini et al., 2014; Mesa-Galloso et al., 2017; Rojko et al., 2013). También, estudios
utilizando cristalografia de rayos X y microscopia electrénica han indicado que, al penetrar la
membrana, la parte anfifilica de la hélice a en la region N-terminal de las actinoporinas se
separa de la estructura principal y se introduce en la membrana objetivo, formando poros de 1
a 3 nm de didmetro (Glasser et al., 2014; Tanaka et al., 2017).

Por otro lado, es importante indicar que Stl y Stll, al ser isoformas, exhiben una gran
similitud (99%) e identidad (93%), sin embargo, esa similitud no necesariamente coincide con
su actividad hemolitica, puesto que Stll tiende a ser alrededor de seis veces mas activa que Stl
contra los glébulos rojos humanos (Alvarez et al., 2009). Aunque las actinoporinas diferentes
producidas por la misma especie de anémona marina actlan en sinergia, probablemente
interactuando para formar poros funcionales compuestos por las distintas isoformas de la
proteina. Esta interaccién tiene importantes consecuencias en cuanto a la funcionalidad
biolégica de las actinoporinas y sugiere que podria representar una estrategia mas general
empleada por otras proteinas formadoras de poros, entendiéndose como respuestas de defensa

y/o ataques mas versatiles en su entorno natural (Rivera-de-Torre et al., 2016).

2.2.2. Descripcién general de Anthopleura nigrescens

Las anemonas de mar son conocidas por ser animales sésiles que se caracterizan por la
produccién de toxinas para establecer mecanismos de defensa ante sus predadores, asi como
con funciones de alimentacion en la captura de sus presas. Estas toxinas actuan sobre los canales

de sodio y potasio, con funciones de excitabilidad cardiaca y neuronal. Ademas, otras toxinas
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actian a nivel de membrana produciéndole dafio y conllevando a la lisis celular (Alvarez et al.,
2009).

Se conocen alrededor de 46 especies pertenecientes al género Anthopleura, entre ellas a
la especie A. nigrescens, la cual se ha visto que es una anémona polifaga oportunista, que se
alimenta segun la disponibilidad del entonto, destacando organismos bentonicos (Fautin, 2011;
Quesada et al., 2014). A. nigrescens se encuentra principalmente en habitats intermareales
rocosos inferiores, pero igualmente pueden ubicarse en zonas medias y superiores. En Costa

Rica se ha reportado su presencia en Mata Limén, Puntarenas (Acufia et al., 2012).

Como descripcidn general de esta anémona, Se conoce que Su CUerpo presenta verrugas
adhesivas de tamafios muy similares, pero con distintos nameros de filas, con un nimero de
32 a 80 tentaculos organizados en 4 ciclos, ademas, su disco oral es plano y puede poseer un
didmetro que se encuentre entre 12 a 21 mm, lo que representa un tamafio analogo al del disco

basal y una altura aproximada de 9 a 20 mm (Acufa et al., 2012).

2.2.3. Produccion de nigrelisina recombinante

Una investigacion realizada por (Alvarado et al., 2014), reportd por primera vez la
deteccion de actividad bioldgica en el extracto crudo y fracciones cromatograficas de A.
nigrescens. En dicha investigacion se reportaba propiamente actividad hemolitica inhibible por
SM. Ademas, se logré demostrar que en las fracciones cromatograficas que presentaban dicha
actividad se presentaban bandas con movilidad electroforética de alrededor de 20 kDa. Méas
tarde ese mismo grupo utilizando técnicas de biologia molecular, logré obtener la secuencia
codificante para una actinoporina a partir del ARNm de A. nigrescens. Dicha secuencia fue
clonada y expresada en células de E. coli BL21 para posteriormente purificar y caracterizar
molecular y funcionalmente, a la actinoporina obtenida. La misma fue denominada como

nigrelisina (Alvarado-Mesén et al., 2019).

2.2.4 Caracterizacion de la nigrelisina

Esta actinoporina representa una de las PFT mas potentes conocidas hoy en dia,
comparada en distintos aspectos con la Stll por su alta homologia. La secuenciacion con
MALDI-TOF/TOF MS de péptidos generados mediante digestion con tripsina y quimotripsina
de Ng identifico un 82.7% de su secuencia y elucido un peso molecular de 19 661 + 3 Da,
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ademas, su punto isoeléctrico tedrico se estimo en 9.7. Ng, contiene un dominio conservado de
la superfamilia de proteinas citotoxicas de anémonas de mar, el cl05718, con un 58% de
contenido de estructura secundaria formada por la ldmina B y 5.5% en forma de hélice-a seglin
datos experimentales obtenidos por dicroismo circular. Ademas, tiene una alta identidad
(72.8%) con Bnpl, una actinoporina detectada en Anthopleura asiatica (Alvarado-Mesén et al.,
2019).

Segun experimentos realizados de permeabilizacion de liposomas formados por
dioleilfosfatidilcolina:SM (DOPC:SM; 1:1), Ng es mas activa que Stll con una Csg sobre estas
vesiculas de 0.25 y 0.37 nM, respectivamente, en un lapso de ensayo de 15 min. Con respecto
a la citotoxicidad de Ng en células nucleadas linfoblasticas murinas (L1210), Ng muestra una
potente actividad de permeabilizacion a los 30 min, con valores de Cso alrededor de 2 nM
(Alvarado- Mesén et al., 2019).

3. Materiales y métodos

3.1. Objeto de estudio

La investigacion se realizo6 en el Laboratorio de Bioquimica y Biotecnologia de Proteinas
con apoyo del Laboratorio de Biotecnologia de Plantas. Esta investigacion tuvo como objeto de
estudio evaluar el efecto de letalidad presentada por la toxina formadora de poros Ng sobre
larvas de mosquitos pertenecientes a la familia Culicidae y debido a la colaboracion del
Laboratorio de Entomologia en el Instituto Costarricense de Investigacién y Ensefianza en

Nutricion y Salud se utilizé la especie Aedes aegypti cepa New Orleans.
3.2. Disefio de investigacion y descripcion de las variables

Se produjo la nigrelisina recombinante con el objetivo de evaluar su efecto sobre larvas
de mosquitos a diferentes concentraciones. Por lo tanto, las variables a analizar son la
concentracion de la toxina (variable independiente), efecto de la toxina sobre las larvas (variable

dependiente) y larvas sin toxina (variables de control). El tipo de investigacion es experimental.
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3.3. Produccién de la Ng recombinante

La produccion de la proteina en evaluacion conllevé un proceso de clonacion, expresion
y purificacion. Debido al reciente descubrimiento de la Ng, este estudio se baso en la
metodologia establecida por la literatura que determina una forma efectiva para poder obtenerla
(Alvarado-Mesén et al., 2019). Esta metodologia consiste en emplear un vector de expresion
que contiene la secuencia de Ng (nimero de accesion MH204651), cuya expresion es inducida
en Escherichia coli BL21 Star (DE3), y finalmente Ng es extraida y purificada por medio de
cromatografia de intercambio cationico en columnas de CM Sephadex C- 25.

3.3.1. Expresion proteica

Como método de expresion de la proteina Ng se utiliz6 el protocolo de autoinduccion
(Studier, 2005). Las soluciones 50xM, 5052, Glucosa (40%), MgSOa4 (1 M) y FeClsz (0.1 M; en
HCI 0.1 M) se esterilizaron por autoclave (15 min a 121 °C), mientras que la solucion L-
Aspartico (5%; en NaOH 1M, con ajuste a pH 8) se esteriliz6 por filtracion con una membrana
de 0.22 um. Una vez las soluciones estuvieron listas se procedié con la preparacion de los
medios LB 2X, MDG y ZYB 2X, estos se esterilizaron a través de autoclavepor 20 min a 121

°C. Estas soluciones y medios se prepararon como se indica en el cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion de soluciones y medios de cultivo

Reactivos Cantidad (g) Cantidad (mL) Volumen final (mL)
KH2PO4 8.87
Solucioén NH4CL 6.31
NA 50
50xM NaSO, 1.78
NazHPO4 8.88
. Glicerol 12.5
Solucion
Glucosa 1.25 NA 50
5052
Lactosa 5
Glucosa Glucosa 4 NA 10
Mg SO4 MgSO. 2.4 NA 20
HCI HCI (37%) NA 0.1 10
FeCls FeCl3 0.612 NA 10 (en HCI)
L-Aspartico L-Aspartico 0.5 NA 10 (en NaOH 1M)
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Peptona 2% 25

Medio caldo
. Extracto de Levadura (1%) 1.25 NA 150
lisogénico
NaCl (1%) 1.25
(LB)
Agua destilada estéril 38.57
50xM 0.8
) MgSOs (1 M) 0.08
Medio de NA 40
MDG
Glucosa (40%) 0.5
Ampicilina (100 mg/mL) 0.01
Agua destilada estéril 136.8
Medio LB 150
Solucién 50xM 6
Medio de Solucion 5052 NA 6 150
induccion
ZYB
MgSO, (1 M) 0.6
FeCl; (0.1 M) 0.3
Ampicilina (100 mg/mL) 0.3

A partir de una placa con bacterias transformadas con el vector de expresion Ng-pET-21a
(+) con la secuencia codificante para la proteina Ng (nUmerode acceso GenBank MH204651)
se tomd una colonia para iniciar 3 precultivos con 5 mL de medio de crecimiento MDG en tubos
conicos de 50 mL, de igual forma se tomé una alicuota de 5 mL de los medios MDG y ZYB
para usar como blanco para la lectura de densidad 6ptica (DOeoonm). LOS precultivos se
incubaron a una temperatura de 37 °C con agitacién constante a 150 rpm durante 14 horas y
luego se refrigeraron (aproximadamente a 4 °C) alrededor de 4 horas. Después del periodo de
incubacion en medio MDG, se tomaron 300 pL de cada precultivo para inocular 150 mL de
medio ZYB (correspondiente al medio de expresion) y crecer durante 14 horas, con agitacion

de 150 rpm y temperatura de 37 °C.

Posteriormente se realizaron lecturas a DOgoonm para los cultivos MDG y ZYB, asi como
sus respectivos blancos (MDG y ZY B sin bacterias) utilizando alicuotas de 2 uL y un Nanodrop
2000 (Thermo Fisher, USA). Luego, se tomé 1 mL de cada cultivo y se centrifugd a 8800 x g

con una centrifuga (Eppendorf 5418 R) por un tiempo de 10 min en microtubos de
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polipropileno de 1.5 mL y se descartd el sobrenadante. La biomasa se resuspendio en agua
destilada con un volumen que permitiera contener una biomasa igualada a un valor de DOsoonm
de 7, para ello, el volumen necesario de resuspension para la biomasa de cada cultivo se obtuvo

empleando la formula 1:
(DOGOOnm * 1mL)/7 =V (1)

la cual se compone de la lectura del valor DO a 600 nm de cada suspension celular, el volumen
correspondiente al medio que se centrifugd (1 mL) y el volumen de agua necesario para la

equivalencia de concentracion de células (V).

Para evaluar la expresion de Ng en las células se tomd de la resuspension igualada a un
valor de DOeoo 7 mencionada en el parrafo anterior y se realizo una electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), utilizando geles con un gradiente del 4-12 % de
acrilamida, donde se tomaron alicuotas de 30 UL de las muestras y se mezclaron con 10 pL de
buffer muestra (Laemmli 4x) en condiciones no reductoras. Estas muestras se centrifugaron
brevemente, y se les realizé un tratamiento térmicode 99.9 °C por 10 min. Seguidamente se
volvio a centrifugar de forma breve para que todo el liquido quedase en el fondo del tubo y se
cargaron 35 uL en cada pocillo. Se utiliz6 también un control positivo de una muestra de Ng ya
pura y el marcador de peso molecular pre-tefiido SeeBlue Plus2 (Thermo Fisher, USA). Las
condiciones de la corrida fueron con un potencial de 200 V en un periodo de 35 min.
Consecutivamente se le realizd una tincion al gel con el reactivo Coomassie blue G-250 al
0.05% (p/v) durante unperiodo aproximado de 16 h.

3.3.2. Purificacion de la proteina

Las células del cultivo autoinducido se recolectaron por centrifugacion (Eppendorf 5418
R) a 8800 x g por 10 min y fueron resuspendidas en una relacion de 20 mL de buffer fosfato de
sodio 50 mM (pH 7.0) por cada gramo de peso fresco de células y se lisaron por medio de un
procesador ultrasonico (QSONICA Q700, USA) con una frecuencia de 30 kHz en intervalos de
10 s on y 50 s off en un lapso de 2 min en hielo. La muestra se clarifico por centrifugado a
16600 x g durante 40 min a una temperatura de 4 °C.
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Ya con el clarificado, se procedié a purificar la proteina basdndose en su punto
isoeléctrico (aprox. 9) utilizando para ello una columna (0.8 x 3.0 cm radio x altura) de
intercambio catiénico CM-Sephadex C-25 (Sigma-Aldrich, USA.), equilibrada con tampon de
fosfato de sodio 50 mM (pH 7.2) y realizandose una elucion con un gradiente lineal (0 — 1.0 M)
de NaCl en el mismo tampdn de fosfato a un flujo de 1.0 mL/min y colectando fracciones de 2
mL, esto bajo un volumen de inyeccién de muestra de 25 mL empleando un sistema de
cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC) AKTAprime Plus (GE, Suecia), con
monitoreo de los picos proteicos a 280 nm y midiendo también la AH en eritrocitos humanos.

Las fracciones de interés se almacenarona -20 °C para su posterior uso.

A las fracciones de interés (con absorbancia a 280 nm y AH) se les evalud la
homogeneidad proteica por medio de SDS-PAGE segun lo descrito en el apartado 3.3.1y se
determind su grado de pureza por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-
HPLC). La evaluacion RP-HPLC se hizo con la mezcla de fracciones de interés obtenidas por
del intercambié cationico y se inyectd 50 pL en una columna SUPELCO C4 (4.6 mm x 100
mm con tamafio de particula de 3.4 um), donde se usé agua-acido trifluoroacético (TFA) al
0.1% como solvente “A” y como solvente “B” acetonitrilo-TFA al 0.1%, y un gradiente desde
0 — 60% en solvente B con 30 min de tiempo a un flujo de 1.0 mL por min, monitoreando la
absorbancia a 215 nm. Se determing el tiempo de retencién del pico de Ng y el porcentaje de
pureza (porcentaje de area). El equipo utilizado fue un cromatografo con arreglo de iodos MD-
4010 (JASCO, Jap6n).

Por medio de un lector de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, USA) se
registraron medidas para verificar la AH, determinandose de acuerdo con la pérdida de turbidez
de una suspension eritrocitaria a una A=595 nm en un tiempo de lectura de 30 minutos
(Alvarado-Mesén et al., 2019). Las placas empleadas para este ensayo fueron de 96 pozos de
fondo plano, en las cuales se efectuaron diluciones dobles seriadas de la proteina Ng (del pico
de elucién obtenido por la cromatografia de intercambio cationico) en TBS en un volumen total
de 100 uL. Iniciando la reaccion de hemolisis por la adicion de 100 pL del estandar eritrocitario

para un volumen final de 200 pL.

Para calcular la concentracion de proteina se midié la absorbancia a 280 nm en un
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espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu, Japdn) de la muestra de Ng en una cubeta de 1 cm de
longitud de paso y se dividio entre un valor de 1.3; donde 1.3 es la absorbancia determinada
para Ng a una concentracion de 1 mg/mL a 280 nm en una cubeta de 1 cm de longitud de paso
de la luz (Alvarado-Mesén et al., 2019).

3.4. Obtencion de larvas de especimenes de la familia Culicidae

Por medio de la colaboracion entre el Laboratorio de Bioquimica y Biotecnologia de
Proteina de la Universidad Nacional de Costa Rica e Instituto Costarricense de Investigacion
y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA) se pudo acceder al uso de huevos de

especimenes de la cepa A. aegypti — New Orleans, Guatemala.

3.4.1. Bioensayo de exposicion de mosquitos culicidos ante Ng

Inicialmente para poder realizar una prueba de limite y tener un punto de referencia para
los ensayos con Ng se conto con disposicidn de Stl [0.08 pug/ul], laactinoporina de Stichodactyla
helianthus (anémona del caribe cubano) por lo que se utilizé para realizar esta prueba, ya que
la Stl es homdloga a la Stll, pero con menor actividad hemolitica (Hinds et al., 2002; Huerta et
al., 2001; Lanio et al., 2001). Relacionado a esto, se ha observado que la concentracion
hemolitica media (HCso) entre Ng y Stll son muy similares (0.09 £ 0.01 nM; 0.13 + 0.02 nM
respectivamente) segun (Alvarado-Mesén et al., 2019). Basados en esto y la disponibilidad de
la Stl se buscé la relacion de la minima concentracién de esta toxina que presentara actividad
letal sobre las larvas de culicidos para tomar un punto aproximado para ensayos posteriores
con Ng.

Esta prueba se realizé con un nimero bajo de larvas y de proteina Stl (facilitada por el
LBBP). El desarrollo del ensayo en etapa de larva fue por triplicado con 3 larvas por cada tubo
(vidrio borosilicato de 4 mL con undidmetro de 10 mm) y con 200 pL de medio de cultivo de
las larvas) y proteina, calculando las concentraciones de Stl de 0.08 pg/uL, 0.04 pg/pL, 0.02
Mg/UL y el ensayo control negativo de O pg/uL.

Basado en los resultados de la prueba mencionada en el parrafo anterior se estandarizé
el método de cultivo de las larvas, utilizando como medio de crecimiento 2 g de comida para

gato (gati®) mezclada en 250 mL de agua destilada autoclavada. Y dejandolo en reposo
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aproximadamente 19 h antes del uso para introducir los huevos de A. aegypti. El tiempo de
incubacion para las larvas fue de alrededor de 19 h. De este modo se manipularon larvas en
estado instar entre 1 y 2 (anexos 1, 2 y 3; imagenes tomadas con un Microscopio Olympus
SZXT7). Ademas, como método estandar se realizaron con 5 concentraciones de toxina con
diluciones dobles seriadas (concentraciones especificadas para cada ensayo), 5 réplicas y 5
larvas por tubo. Los crecimientos de las larvas se realizaron en vasos de precipitados de 25 mL
con aproximadamente 80 huevos cada uno (3 vasos para bioensayo 1; 4 vasos para bioensayo
2; 5 vasos para bioensayo 3), que luego se cambiaron al momento de realizar la exposicién a
la proteina para evitar saturacion del medio por crecimiento de agentes microbianos a las

condiciones iniciales.

Basados en los datos obtenidos de la prueba de limite a pequefia escala, se genero el
primer bioensayo, equiparando aproximadamente la cantidad de proteina usada en la minima
respuesta para Stl, utilizando la secuencia de concentraciones de Ng de 0.006 pg/puL, 0.003
pg/uL, 0.0015 pg/pL, 0.00075 pg/uL, 0.000375 pg/uL, un control positivo de Stl 0.02 pg/uL,
ya que esta toxina mostro letalidad anteriormente, y un control negativo sin exposicion a

proteina.

Para fines de una exposicion a mayor cantidad de Ng, en el bioensayo 2 se utilizé proteina
sin desalar, exponiendo las larvas a las siguientes concentraciones de Ng y de Stl (0.02 pug/uL):
0.075 pg/pL, 0.035 pg/uL, 0.02 pg/pL, 0.015 pg/pL, 0.01 pg/pL, 0.0075 pg/upL, 0.00375
pg/uL, 0.00187 pg/uL, 0.00125 pg/pl y 0 pg/ul. Ademas, se realizd un tercer bioensayo
considerando dos concentraciones iniciales diferentes aplicadas a ambas proteinas, siendo la
primera desde 0.02 pug/uL, hasta 0.00125 pg/uL y la segunda desde 0.03 pg/pL hasta 0.001875
Hg/uL para ambas proteinas con sus respectivos controles negativos. La letalidad se graficé en
funcién de la concentracion de toxina, utilizando como valor de letalidad el promedio obtenido
de las cinco repeticiones * la desviacion estandar. Las curvas obtenidas de dependencia de la
letalidad en funcidn a la concentracion de toxina se ajustaron a una funcion de Hill (Hill, 1910),
utilizando paraello el software OriginPro (OriginLab 2015) segun la siguiente ecuacion:

X

CLso = CLmax * o+ xn
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Donde: CL representa la letalidad de las toxinas sobre las larvas del mosquito; CLmax €S
el 100% de muerte de las larvas en el ensayo, x la concentracion de proteinas; k la
concentracion de proteinas donde se alcanza la muerte del 50% de las larvas y n el indice de

Hill en el proceso letal.

3.5. Comparacioén bioinformatica entre nigrelisina y esticolisina |

Para el anélisis bioinformatico se hizo un alineamiento de las secuencias aminoacidicas
de Ng y Stl, asi como una superposicion de las estructuras tridimensionales. La comparacion
bioinformatica se enfoco en la evaluacion de concordancia y diferencias, similitudes e identidad
de las toxinas. De igual manera, la medicion de similitud tridimensional de las estructuras
proteicas superpuestas se realizd mediante la obtencion de la raiz de la desviacion cuadrética

media (RMSD; Root-Mean-Square Deviation).

3.5.1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos

Para alinear las secuencias de aminoacidos entre ambas actinoporinas se utilizd el
software para bioinforméatica Geneious R9 y la matriz de sustitucion BLOSUM 62 (Blocks
Substitution Matrix 62).

3.5.2. Superposicion de proteinas

Se generaron modelos de estructura 3D de las proteinas Ng y Stl, esta comparacién y
superposicién de las toxinas se llevé a cabo por medio del uso del software UCSF ChimeraX,
version 1.4 (Pettersen et al., 2021). Asi mismo, en el entorno de Google Colaboratory (Google,
2023) y a través del programa informético AlphaFold2 (Jumper et al., 2021).

4. Resultados

4.1. Obtencion de nigrelisina
4.1.1. Produccion y extraccion

De acuerdo con el protocolo para la expresion de la proteina, se obtuvieron las lecturas

de DO a 600 nm para medir el crecimiento de las bacterias dentro de los cultivos (cuadro 2).
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Cuadro 2. Valores de DO a 600 nm obtenidos para las células transformadas en medio de crecimiento (MDG) y
medio de expresién (ZYB) y cantidad de agua agregada al pellet de bacteria para realizar la SDS-PAGE.

Valor obtenido de DOsoonm de la Volumen de agua destilada

Medio suspension celular agregada (uL)
MDG 2.80 400
ZYB 3.03 430

Una vez resuspendidas las células en los volumenes de agua indicados en el cuadro 2 se
procedio a tomar 30 pL de cada muestra 'y a mezclarlos con buffer muestray se corrio el ensayo

SDS-PAGE (4-12% de acrilamida) y los resultados se pueden apreciar en la figura 1.
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Figura 1. SDS-PAGE de evaluacién de la expresion de nigrelisina. Carril: 1 Fraccion cromatografica activa de
Ng; carril 2: Marcadorde peso molecular; carril 3: proteinas del cultivo en medio de induccion ZYB; carril 4:
proteinas del cultivo en medio de crecimiento MDG. Las flechas color rojo sefialan las bandas de Ng.

4.1.2. Purificacién

Con respecto a la purificacion de la proteina Ng, se obtuvo un perfil cromatogréafico por
intercambio catidnico donde se observa la elucion de proteinas de E. coli en el lavado con un

tiempo de retencién de 29.37 min, asi como el pico de elucion de la Ng en el gradiente con un

tiempo de retencion de 187.45 min (figura 2).
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Figura 2. Perfil cromatogréfico de la purificacion de nigrelisina por intercambio cationico. Perfil general de la

purificacién, donde la linea de color azul representa la absorbancia a 280 nm, y la linea de color rojo la fuerza
iénica. El pico pequefio de la linea azul con tiempo de retencion de 187.45 min corresponde a la elucién de Ng.

Para visualizar mejor el pico de eluciéon de la Ng, se realizo el ajuste de escala del

cromatograma, dicho pico se ubicd en las fracciones desde la 9 hasta la 22, como se puede
apreciar en la figura 3.
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Figura 3. Ajuste de escala del perfil cromatografico de la purificacion de nigrelisina por intercambio catiénico.
La linea de color azul indica la absorbancia a 280 nm y la linea color rojo indica el gradiente de fuerza i6nica, se
puede apreciar la elucion de Ng a los 187.45 min contenida en las eluciones 9-22.

La evaluacion de la pureza de la mezcla de las fracciones de interés (9-22) se puede
apreciar en la SDS-PAGE de la figura 4.
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Figura 4. SDS-PAGE de evaluacion de la pureza de las fracciones de interés luego de la cromatografia por
intercambio cationico. Carril: 1 marcador de peso molecular; carril 2: mezcla de fracciones conteniendo
Ng;carril 3: extracto crudo de E. coli en medio de induccién ZYB; carril 4: extracto crudo de E. coli en medio de

crecimiento MDG.

La evaluacién de la pureza de nigrelisina también se hizo por medio de RP-HPLC, la
cual tuvo un tiempo de retencion de 24.25 min, asi como un porcentaje de pureza (porcentaje
de érea) de un 92% (figura 5).
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Figura 5. Evaluacion de la pureza de nigrelisina mediante RP-HPLC. Se observa un pico de Ng con un tiempo
de retencién en 24.25 min.

4.1.3. Verificacion de actividad hemolitica

La evaluacion de la AH de Ng sobre eritrocitos humanos se puede apreciar en la figura

24



6. En lamisma se puede observar que en el pozo Al, que corresponde a lamaxima concentracion
de toxina aplicada (74 nM), la pérdida de turbidez fue total casi desde el inicio del tiempo de
lectura, mientras que conforme se disminuyd la concentracion de toxina la turbidez se mantuvo
por mas tiempo, apreciandose este efecto claramente a partir del pozo A5 al A9. La AH se
mantuvo hasta una concentracion de toxina de 0.29 nM (pozo A9). A partir del pozo A10y hasta
el A12 ya no se detectd AH.
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Figura 6. Actividad hemolitica de Ng en eritrocitos humanos. La pérdida de turbidez en el pozo Al inici6 con

una concentracion de 74 nM de Ng v se realizaron diluciones dobles seriadas finalizando en el pozo A12 con
0.035 nM, con apreciacion de actividad aun en el pozo A9 con concentracién de 0.29 nM.

4.2. Bioensayos

4.2.1. Establecimiento concentracion minima de proteina activay letalidad contra larvas
de mosquitos

Aunque la actividad bioldgica de una actinoporina ante especimenes Culicidos no ha sido
estudiada, se determind que una concentraciéon de 0.02 pg/uL tuvo un 100% de letalidad de
larvas A. aegypti.

4.2.2. Bioensayos con nigrelisina

Los ensayos de letalidad de ambas toxinas sobre larvas de A. aegypti permitieron
determinar una CLso para Stl de 0.0098 pg/uL, mientras que para Ng no se obtuvo efecto alguno

sobre las larvas (figura 7).
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Figura 7. Ensayo de letalidad de Stl y Ng sobre larvas de A. aegypti. La letalidad se grafico en funcién de la
concentracion de toxina. EI parametro CLso se calculé a partir del mejor ajuste sigmoidal de Hill (lineas
continuas). Los puntos mostrados son el promedio de cinco repeticiones £SD.

4.3. Analisis bioinformatico de proteinas Ng y Stli
4.3.1. Alineamiento de secuencias de aminoéacidos de proteinas Ng y Stl

Como se puede observar en la figura 8, las secuencias de Ng y Stl tienen una alta similitud,
alcanzando valores del 79.1%. No obstante, el valor de la identidad es menor, representando

un 63.3% de coincidencia en las mismas posiciones de las secuencias.
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias de Ng y Stl. Las areas resaltadas en verde indican regiones de idéntica
coincidencia entre las secuencias. Los residuos resaltados con colores representan aquellos que muestran
concordancia en ambas secuencias, mientras que los no sombreados sefialan diferencias. Las similitudes entre estas
toxinas alcanzanun 79.1%, con una identidad del 63.3%. La comparacion se efectué mediante un alineamiento
utilizando el software Geneious R9 y la matriz BLOSUM 62.
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4.3.2. Superposicion de estructuras de proteinas Ng y Stli

Adicionalmente, la evaluacion de la similitud tridimensional de las estructuras de las
proteinas presentd un RMSD de 0.418 angstroms, lo que indica una muy importante
similitud entre las estructuras superpuestas, dicha superposicion se puede observar en la

figura 9.
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Figura 9. Comparacion de los modelos de estructuras 3D de Ng y Stl. La superposicién de las estructuras arrojé
un valor RMSD de 0.418 A, indicando una gran similitud en sus estructuras tridimensionales.

5. Discusion

5.1. Expresién y purificacién de Ng

En la evaluacion mediante SDS-PAGE del peso molecular de la Ng expresada y
purificada se obtuvo un valor cercano a los 20 kDa (figura 1), lo que coincide con valores
encontrados para actinoporinas y especificamente para Ng como lo demostré Alvarado-Mesén
et al. (2019).
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Las cromatografias por intercambio cationico han sido un método comunmente usado
para la purificacion de diferentes tipos de moléculas, entre estas, en la purificacion de proteinas
como las actinoporinas. Para la purificacion de actinoporinas se ha utilizado este método por su
eficiencia, ya que estas proteinas por lo general son basicas, ya que tienen puntos isoeléctricos
superiores a 9. Por ejemplo, Alegre-Cebollada et al. (2007) y Lanio et al. (2001), utilizaron un
intercambiador cationico para purificar a Stl y Stll en un estudio de su produccion, de igual
manera Bellomio et al. (2009), utilizaron esta técnica para la purificacion de FraC a partir de
la anémona marina Actinia fragacea lograndose su caracterizacion. Por su parte, Alvarado-
Mesén et al. (2019) utilizaron un intercambio catidnico en la purificacion de Ng. Razén por la
cual en la purificacion realizada de Ng para esta investigacion de trabajo final de graduacion
se utilizé nuevamente el protocolo empleado por Alvarado-Mesén et al. (2019), obteniéndose
nuevamente la proteina pura con un peso molecular de aproximadamente 20 kDa (figura 4), en

las fracciones (9-22) del intercambio catiénico (figura 3).

5.2. Actividad hemolitica

La exposicion de una suspension eritrocitaria a diferentes concentraciones de Ng da como
resultado la pérdida de turbidez del medio en funcién a la concentracion de la toxina tal y como
sucedid en esta investigacion (figura 6). Esta pérdida de turbidez ocurre porque la toxina forma
poros en la membrana de las células (eritrocitos), lo cual permite la entrada del agua y por
consiguiente el incremento del volumen celular hasta un volumen critico que hace que la célula
sucumba ante un choque coloidosmético (Alvarado-Mesén et al., 2019; Alvarez et al., 2009;
Alvarez Valcéarcel et al., 2022; Ros & Garcia-Séez, 2015).

5.3. Relacion de actinoporinas y células

La comparacion de la actividad de las diferentes actinoporinas permite conocer su
mecanismo de accion basico. Sin embargo, el modo de accidn de cada una puede variar segun
el entorno o las condiciones que le rodean (Ramirez-Carreto et al., 2020; Rojko et al., 2016).
Debido a esto, se debe resaltar el hecho de que para una respuesta de letalidad influyen tanto la
fisiologia y anatomia de la anemona como del organismo atacado, es decir, aunque la proteina
presente un alto poder de citolisis, en el caso de la reaccion frente a un organismo como las

larvas en estudio, al no ser organismos propios del ambiente marino, la respuesta podria no ser
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letal (Basulto et al., 2006).

Se ha determinado que ciertas caracteristicas de las membranas tienen un impacto
importante sobre la unién y permeabilizacién de las actinoporinas, entre estas se pueden
mencionar la composicion lipidica y la coexistencia de la fase lipidica, asi como la fluidez de
la membrana (Alvarez Valcarcel et al., 2001; Palacios-Ortega et al., 2016, 2017; Pedrera et
al., 2015).

Ademas, se ha considerado el hecho de que la actividad de esta familia de proteinas no se
explique Unicamente por la formacion de poros, sino que podria existir relacion con la
generacion de una red de sefiales bioquimicas que concluyen en ya sea muerte o supervivencia
celular (Soto et al., 2017, 2018).

En porinas se han visto los mecanismos de respuesta necroptosis (Soto et al., 2018) y
apoptosis (Fedorov et al., 2010) las cuales se consideran como una respuesta inmune adaptativa
reclutada para asegurar la eliminacidon de las células dafiadas y proteger el bienestar de todo el
organismo (Arora et al., 2017). En el caso de la muerte celular por necroptosis se activa de forma
programada de forma similar a la apoptosis, pero muestra morfolégicamente las caracteristicas
de la necrosis (Festjens et al., 2006; Seo et al., 2021).

Normalmente los ensayos con actinoporinas son en cantidades subliticas, donde se ha
observado que Stll logra estimular la expresion de quinasa 1, la cual puede interactuar con
receptores como (RIP1) que se relacionan con muertes reguladas de las células como
necroptosis y apoptosis (Soto et al., 2018). Por otro lado, en proteinas formadoras de poros se
han observado mecanismos de respuesta que no necesariamente conllevan muerte celular,
Etxaniz et al., (2018), mencionan sobre la reparacion de la membrana plasmatica por procesos
activos, dependientes de la energia, influenciados por eventos especificos de trafico de
membrana y que consideran aspectos como el tamafio del poro (pequefios de menos de 1,0 nm
de didmetro hasta poros oligoméricos mas de 30 nm) y la estructura secundaria del poro
formado en la membrana lipidica (a-hélice/B-barril), que puede determinar el mecanismo de
reparacion que se activard, o su eficiencia, en términos de velocidad. Uno de estos mecanismos
es la “ectocitosis” (efectivo para poros mayores de 100 nm de didmetro), el cual consiste en el

desprendimiento o expulsion de la region dafiada a través de ectosomas. Primeramente, se
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produce una obstruccién que aisla el area dafiada de la membrana, se forma una ampolla que
luego se desprende para restaurar la integridad de las membranas. En el caso de la "endocitosis"
conlleva una serie de pasos secuenciales de exocitosis y endocitosis, en esta los lisosomas se
fusionan con la membrana plasmatica, y libera su contenido al medio extracelular, donde se
encuentra la enzima lipolitica &cido esfingomielinasa (ASM), esta enzima convierte la
esfingomielina de la membrana en ceramida. Este lipido parece crear una plataforma de
ceramida, que en un segundo paso induce una invaginacién de la membrana que promueve su

ingestion.

Pedrera et al. (2023), sefialan que en la fluidez de la membrana puede desempefiar un
papel crucial en la etapa de oligomerizacion y la penetracion de la region N-terminal de la
toxina en la membrana lipidica, ya que ambos procesos requieren el desplazamiento lateral y
el reordenamiento de los componentes lipidicos. La capacidad de los lipidos para moverse
lateralmente dentro de la bicapa permite la formacion de oligémeros de la toxina y su insercion
en la membrana, facilitando asi la creacidn de poros necesarios para su funcion. La formacién
de poros por Stl, cuando la fluidez de una membrana es alta (bajo contenido en: colesterol o
ausencia del mismo, balsas lipidicas, y/o presencia de fosfolipidos insaturados) podria considerarse
una estrategia eficiente para reducir el area de difusion, facilitar la oligomerizacién y, por lo tanto,
existir una permeabilizacion de forma gradual. De forma contraria, si las membranas tienden a
ser rigidas y menos fluidas muestran que pueden o no estar permeabilizadas (mecanismo de
"todo o nada"), ya que la eficacia es menor en eventos de unién y difusion, pero la eficiencia
aumenta ya que estabiliza el estado abierto de los pocos poros que se forman, contrario a
membranas de alta fluidez que favorecen tanto la formacién como la disrupcion dinamica de

estructuras oligoméricas y la prevalencia de poros de corta duracion.

Ya es conocido que al menos la SM es requerida para que las actinoporinas puedan
interactuar con una membrana. Por esta razon se ha visto interaccion con membranas modelo
que carecen de componentes no lipidicos y el hecho de que la incubacion con SM, o la
eliminacion de SM de los eritrocitos con esfingomielinasa, es capaz de inhibir su accion. No
obstante, la unién de la actinoporina y la bicapa no garantiza la permeabilizacion aun con la
presencia de SM en la membrana puesto que también hay otros factores a considerar. Entre

estos factores estan la presencia de colesterol puede ayudar a la actividad de permeabilizacion,
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modificando la fluidez y compacidad de la bicapa, ademéas la red interfacial, con las
interacciones moleculares en la interfaz entre la actinoporina y la bicapa lipidica de la
membrana celular, donde concierne a la estabilizacion de los poros formados relacionado SM,
los enlaces de hidrogeno y las fuerzas de Van der Waals (Alvarez Valcarcel et al., 2022;
Palacios-Ortega et al., 2016, 2019, 2021).

La deteccion de actividad larvicida en Stl y no en Ng, segun los resultados de este estudio,
nos demuestra que leves cambios en la estructura de una proteina (en este caso estructura
primaria) puede tener efectos importantes en la funcion de la misma. Esta premisa se puede
desprender de la comparacion entre las actividades citoliticas de Stl y Stll, dos isoformas de una
actinoporina de la anémona Stichodactyla helianthus donde, aunque teniendo una alta similitud
(99%) y una identidad de 93%, Stll es alrededor de seis veces mas potente que Stl sobre

eritrocitos humanos (Alvarez et al., 2009).

En el caso de Ng y Stl, un alineamiento de secuencias permitio determinar que tienen una
similitud de 79.1% y una identidad de 63.3% (figura 8). A pesar de lo anterior, la raiz de la
desviacion cuadratica media (RMSD) de la superposicion de las estructuras de modelos
tridimensionales (3D) de estas dos toxinas (figura 9) es de 0.418 angstroms, siendo estructuras
muy similares. Los analisis de actinoporinas, como Eqt Il, Fra C, St 1 y St Il, revelan estructuras
primarias y terciarias altamente conservadas. En su estructura terciaria, presentan un dominio
unico compuesto por un B-sandwich, con dos hojas B formadas por cinco hebras B cada una,
conectadas por bucles, y flanqueadas por dos a-hélices, una de ellas proxima a la region N-
terminal. Ademas, se han realizado comparaciones estructurales utilizando FraC como
referencia. Los valores RMSD muestran variaciones en la superposicion estructural; por
ejemplo, Stn | exhibe un RMSD de 1.208 A, Stn 11 de 0.483 A, Eqt Il de 0.401 A y GiglV de
0.422 A, en comparacion con FraC. Estas diferencias sutiles sugieren que, a pesar de las
similitudes, las actinoporinas pueden presentar variaciones relevantes para sus funciones

bioldgicas especificas (Ramirez-Carreto et al., 2020).
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6. Conclusiones

La orientacion selectiva de las actinoporinas por componentes especificos de las
membranas tales como la SM vy la dependencia de la actividad de estas toxinas en funcién de
las propiedades fisicoquimicas de la bicapa lipidica es un factor determinante principalmente
para su potente actividad citolitica tanto ante células diana (como eritrocitos, leucocitos y varios
tipos de células nucleadas) como ante las presas de las anemonas de mar. Sin embargo, no
necesariamente la respuesta de todas actinoporinas es de letalidad ante un mismo organismo,
tal y como se demostro en el estudio actual en el cual Stl tiene un efecto letal sobre larvas de

Culicidos, pero Ng no lo tiene.

La capacidad de reproducir metodologias de extraccion, purificacion y cuantificacion de
nigrelisina confirma la efectividad de estos procedimientos, ya que se obtuvieron resultados

coherentes y una actividad muy similar a ensayos previos.

Los ensayos realizados con la actinoporina nigrelisina bajo condiciones especificas no
mostraron un efecto de letalidad. Sin embargo, el uso en paralelo de una segunda actinoporina
(en este caso esticolisina 1) comprobo la posibilidad de letalidad sobre las larvas de la familia

Culicidae y por ende permiti6 conocer la dosis letal media de esta toxina sobre estas larvas.

La determinacién de actividad larvicida de Stl sobre larvas de Culicidae y ausencia de esta
actividad en Ng requiere de una investigacion profunda que sobrepasa la investigacion
realizada para este Trabajo Final de Graduacion, pues se requiere determinar a nivel molecular
(estudios estructurales y funcionales) por qué se da esta diferencia en la accion de estas toxinas

sobre estas larvas.
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7. Recomendaciones

En la actualidad, persiste una falta de comprension sobre el mecanismo subyacente o la
razon especifica que desencadena una respuesta activa de la proteina en los individuos. Sin
embargo, considerando la existencia del fenomeno de letalidad, se sugiere la exploracién
mediante el empleo de proteinas con caracteristicas similares, en las cuales se puedan establecer
pardmetros de control mas precisos, basados en diferencias previamente estudiadas. Un ejemplo
de esto podria ser la utilizacion de isoformas de esticolisinas (Stl, Stll) o de Ng. No obstante,
la comparacion entre diversas actinoporinas podria contribuir a esclarecer o distinguir patrones

especificos dentro del espectro de reaccion.

Evaluar la Ng contra larvas de otra especie dentro del género Aedes, 0 en otros géneros
dentro de la familia Culicidae, para determinar si su inactividad sobre A. aegypti también se

mantiene para otras especies de mosquitos.

Dada la presencia de resultados positivos en este estudio con respecto al empleo de
actinoporinas como agente letal contra larvas del género Aedes, se abre la posibilidad de
explorar diversas areas de aplicacion. Estas areas abarcan desde su utilizacion como
bioinsecticidas en la agricultura hasta su aplicacion como método de control de plagas en salud
publica, ofreciendo un efecto garantizado bajo condiciones controladas, hasta aplicaciones
biomédicas en prevencion de infecciones en implantes. A pesar de la eficacia encontrada en
estas proteinas, es imperativo destacar la importancia de comprender el mecanismo de reaccién
subyacente y definir las condiciones minimas para su funcionalidad. Este enfoque permitiria
evaluar la rentabilidad y eficacia de las actinoporinas para futuras implicaciones o aplicaciones

practicas.

En el contexto de consideraciones practicas, resulta crucial examinar las regulaciones
pertinentes a los agentes bioldgicos cuando se contempla la integracion de actinoporinas como
herramienta de control de plagas. Este proceso asegura no solo la eficacia de dichos agentes,
sino también la seguridad ambiental, y requiere una revision detallada de los protocolos

regulatorios existentes para su implementacion adecuada.
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11. Anexos

Anexo 1. Medicién de huevos de culicidos (A y B), caracterizados por su pequefio tamafio, con un rango
aproximado de 0.5 — 1 mm de longitud, alargados y generalmente de color oscuro o negro. Su forma es ovalada, y

su superficie suele presentar una apariencia rugosa ©, caracteristicas que son esenciales para su identificacién
estudio en el contexto de la investigacion (fotografia obtenida utilizando un Microscopio Olympus SZX7).

y
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Anexo 2. Medicién de larvas: en la imagen se observan larvas que se encuentran entre las fases instar 1y 2, que se
caracterizan por tener una longitud que oscila entre aproximadamente 1 y 2 mm. Durante estas etapas, ya se pueden

observar algunas de sus caracteristicas anatomicas clave, lo que es fundamental para el estudio y comprension de
la biologia de estos mosquitos (fotografia obtenida utilizando un Microscopio Olympus SZX7).
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Anexo 3. Descripcidn anatomica y estructurales de las larvas de culicidos, esto incluye una cabeza con 6rganos
sensoriales y apéndices, un térax con setas y sifones, un abdomen que alberga el tracto digestivo y otros 6rganos
internos, y sifones respiratorios. Esta descripcion tiene como objetivo proporcionar una comprension fundamental
de laestructura corporal de las larvas de Culicidae en el contexto de la investigacion y su relevancia para la ecologia
y el ciclo de vida de estos mosquitos (fotografia obtenida utilizando un Microscopio Olympus SZX7).
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