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Los componentes del Sistema Nervioso Central (SNC) de los insectos se
ensamblan durante el desarrollo embrionario, y han sido extensamente
estudiados en Drosophila melanogaster, un insecto holometabolo. Por el
contrario, es poco aun lo que se conoce sobre la neurogénesis embrionaria de
los insectos hemimetabolos. Oncopeltus fasciatus es un insecto hemimetabolo
perteneciente al 6rden Hemiptera, cuyo genoma ha sido secuenciado,
ensamblado y anotado (Panfilio, 2019). Los neuropéptidos son moléculas de
sefalizacion que representan buenos marcadores de diferenciacion neuronal,
si bien no todos los neuropéptidos se expresan en neuronas. El
neuropeptidoma ha sido caracterizado en el cerebro adulto a partir de datos de
secuenciacion de ARNmM y espectrometria de masas, observandose la
presencia de ARNm codificantes de neuropéptidos en transcriptomas derivados
de embriones tempranos de O. fasciatus (Baricalla, 2020). En este trabajo final
de grado se profundizan dichos estudios mostrando la presencia de receptores
en transcriptomas embrionarios y la presencia de los ARNm codificantes de
neuropéptidos en una serie temporal que abarca todo el desarrollo embrionario
de O. fasciatus. Este trabajo final de grado provee la validacion experimental de
la presencia de dichos mensajeros en embriones y representa una prueba de
concepto fundamental para continuar una linea de investigacion novedosa y
nunca estudiada de manera sistematica en ningun organismo.
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LOS INSECTOS COMO MODELO DE INVESTIGACION BASICA

Desde hace décadas, se utilizan diferentes organismos para diversos estudios
en una amplia variedad de campos. Los organismos modelo son aquellos que
nos dan una vision particular de ciertos fendmenos bioldgicos, con la
expectativa de que los descubrimientos realizados puedan permitir comprender
el funcionamiento de otros organismos (Leonelli & Ankeny, 2013). De los
organismos disponibles para el estudio biolégico, D. melanogaster, un insecto
que es el eucariota mejor conocido, ha tenido un papel preponderante para
entender, desde la genética, procesos comunes a muchos otros organismos,
incluido el ser humano. Esto se debe a la facilidad que surge de la cria
controlada en laboratorios, la alta tasa de reproduccion, los cortos ciclos y su
facil manipulacion en estudios a nivel genético, fisiolégico y bioquimico. Sin
embargo, en algunos aspectos presenta limitaciones por ser un organismo
evolutivamente muy derivado (Roberts, 2006).

Los componentes del Sistema Nervioso Central (SNC) de los insectos se
ensamblan durante el desarrollo embrionario, y han sido extensamente
estudiados en D. melanogaster, un insecto holometabolo (Truman & Bate,
1988). Por el contrario, es poco aun lo que se conoce sobre la neurogénesis
embrionaria de los insectos de metamorfosis incompleta, mayormente por
investigaciones en la formacion de las comisuras segmentarias en la langosta
Schistocerca gregaria (Bate, 1976; Bate & Grunewald, 1981; Thompson &
Siegler, 1993; Boyan et al., 1997) . La desventaja del estudio en insectos
holometabolos es que durante el desarrollo embrionario se forman tejidos
larvarios, los que luego sufren significativos cambios durante la metamorfosis al
estado adulto. En cambio, en los hemimetabolos, al no sufrir metamorfosis
completa, el ensamblado de los tejidos y 6rganos durante la embriogénesis
resulta en estructuras idénticas o muy similares a las adultas. (Yang, 2001). En
el caso de la formacion del sistema nervioso, el conocimiento basico de la
neurogénesis en hemimetabolos es relevante para identificar componentes de
uno de los principales tejidos blancos de insecticidas.

Como todos los hemipteros, O. fasciatus es un insecto de banda germinal
intermedia, una condicidon mas cercana al estado ancestral de los insectos, por
ser compartida ampliamente en los distintos 6rdenes. El proceso de formacion
del embrién, en especial la segmentacion de estos insectos, es
fundamentalmente diferente de la segmentacion en D. melanogaster, un
diptero derivado con embriogénesis de banda germinal completa (Auman, T.
and Chipman, A., 2018).
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Las ventajas de utilizar a O. fasciatus como modelo para estudios de
embriogénesis son:

1- Facil cria.

2- Embriogénesis de 8 dias a 25°C.

3- Genoma secuenciado y en gran medida anotado.

4- Protocolos establecidos para el estudio de funcidén génica por ARN..

O. fasciatus tiene una larga historia como animal de laboratorio en muchas
disciplinas biolégicas. Desde mediados del siglo XX, O. fasciatus es un
organismo de laboratorio extremadamente popular debido a su facilidad de
crianza y a su tolerancia a distintas condiciones ambientales, sumado a que es
un insecto inocuo. O. fasciatus permitid responder una amplia gama de
preguntas dentro de la entomologia vy la fisiologia, que van desde la digestiéon y
la alimentacién, pasando por el desarrollo, la toxicologia y endocrinologia. A
partir de estudios en este insecto se establecieron conceptos fundamentales de
la embriologia, como el concepto de segmento y parasegmento (Lawrence
1969, 1975), luego desarrollado desde el punto de vista genético en D.
melanogaster, organismo que lo reemplaz6 como modelo de estudio de
procesos embriolégicos (Morata & Lawrence, 2022). En los ultimos afos se ha
producido un renacer del estudio de O. fasciatus como modelo de desarrollo
embrionario, con el desarrollo de distintas técnicas de genética reversa y de
analisis de la expresion genética, lo cual se ha ampliado con la reciente
secuenciacion de su genoma (Liu & Kaufman, 2009; Chipman, 2017 ;Panfilio,
2019)

TAXONOMIA Y FILOGENIA

O. fasciatus es una de las especies del género Oncopeltus, miembro de la
familia Lygaeidae dentro del orden Hemiptera (Figura 1). Los hemipteros son el
taxbn mas biodiverso dentro de los hemimetabolos. Forma parte del
superorden Paraneoptera (también conocido como hemipteroides). La mayoria
de las filogenias sitian a los paraneodpteros como un grupo hermano de los
holometabolos. Todos los hemipteros comparten las mismas piezas bucales
perforadoras y succionadoras, sin embargo, se han diversificado para explotar
fuentes de alimentos que van desde semillas, tejidos vegetales, savia o sangre
de vertebrados. A raiz de ese tipo de alimentacion muchos hemipteros son
plagas agricolas o vectores de enfermedades en vegetales o animales (Panfilio
& Angelini, 2017).

La posicion filogenética de O. fasciatus lo hace un organismo ideal para
estudiar los eventos de desarrollo en la base de la separacion de los
holometabolos. Su importancia radica en que los hemipteros constituyen un
grupo externo a los holometabolos, que en el caso de D. melanogaster, han
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sido estudiados en detalle y pueden actuar como un punto de referencia para
cambios de polarizacion dentro de Holometabola. La ubicacion filogenética de
O. fasciatus lo transforma en una especie muy util para comprender la
evolucion de algunos programas de desarrollo, desde el punto de vista de la
embriologia evolutiva, pero también para poder comprender estructuras adultas
que son dificiles de interpretar en insectos que sufren metamorfosis completa
(Chipman, 2017).
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Figura 1: Arbol filogenético de los insectos, que muestra la posicién de O. fasciatus dentro del
contexto de los principales 6rdenes. (Chipman, 2017)

REPRODUCCION Y CICLO DE VIDA

Al igual que todos los insectos del orden Hemiptera, O. fasciatus pasa por
estadios de pequenos cambios durante su crecimiento, con 4 estadios larvales
y una etapa adulta (figura 2). El ciclo completo de vida dura entre 30 y 90 dias.
Las chinches hembras son receptivas sexualmente pocos dias después de su
ultima muda. La camada, o cantidad de huevos en cada puesta por las
hembras, depende especialmente de la region geografica donde habita la
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chinche. Las condiciones climaticas favorables para la reproduccion de
chinche son las tropicales. (Ewen-Campen et al., 2013)
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Figura 2. El ciclo de vida de O. fasciatus incluye cuatro etapas larvales (L1 a L4) y una etapa
adulta. Los individuos alcanzan la diferenciacion sexual en la etapa adulta, pero los sexos
pueden reconocerse de manera confiable en L4. Se indican Antena (Ant); labio (Lb); segmentos
toracicos (T1, T2, T3); abdomen(A) ; tarso (Tar); tibia (Tb); fémur (Fm); coxa (Cx). tomado de

Liu & Kaufman (2009).

Los sexos del adulto son faciles de distinguir. En el quinto estadio larval la
hembra tiene manchas negras ventrales en los dos Uultimos segmentos
abdominales, mientras que el macho tiene una sola mancha negra en el ultimo
segmento (figura 3).Sin embargo, no es un método completamente confiable si
no se tienen condiciones de cria controladas, ya que el patron de color puede
variar con la temperatura.
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Figura 3: Fotografias de O. fasciatus. A y C- Dorsal. B- Lateral. D- Dorsal con alas abiertas.
Imagen tomada de https://eol.org/pages/74463/media

El momento del primer apareamiento depende de la temperatura, pero es
aproximadamente de 5 a 12 dias después de la eclosion para la hembra, y de 2
a 3 dias para el macho. La duracion de la cépula es desde menos de una hora
hasta las diez horas en que los dos sexos permanecen unidos fisicamente para
la transferencia de esperma. El aumento de la oviposicién debido al
apareamiento se manifiesta durante las dos semanas posteriores a la primera
copula. Después de un apareamiento, las hembras almacenan los
espermatozoides durante 4-5 semanas, y luego hay una rapida disminucion de
la fertilidad que se restaura rapidamente después de otro apareamiento. Las
hembras de O. fasciatus ponen de 10 a 25 huevos en camadas. El inicio de la
puesta de huevos esta fuertemente influenciado por el fotoperiodo y la
densidad de la poblacion y, en gran medida, por la temperatura. (Feir, 1974)

DESARROLLO EMBRIONARIO DE O. FASCIATUS

Durante la oviposicion, los huevos son fertilizados y, fusionados los pronucleos,
del cigoto transcurre divisiones nucleares sin division de citoplasma. Los
nucleos migran hacia la superficie del huevo formando asi el blastodermo
sincicial. A 25°C, entre las 18 y 34 horas, se forman las membranas celulares
dividiendo el embrion en células, dando lugar a la formacion del blastodermo
celular, en la cual ya estan determinados los ejes anteroposterior y
dorsoventral. Las células del blastodermo celular realizan varias rondas
adicionales de mitosis aumentando el numero. Alrededor de las 30 h, se forman
dos regiones de mayor densidad celular en la superficie del blastodermo, las
"placas laterales". Estas pasan a formar la banda germinal, mientras que las
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células restantes contribuyen al tejido extraembrionario, la serosa. Luego de las
34 horas, comienza la gastrulacion: las células que forman la banda germinal
se invaginan formando un tubo que extiende su regién anterior hacia el polo
posterior del huevo, un proceso denominado anatrepsis. El tubo esta
compuesto por el embridn propiamente dicho (banda germinal o Anlage
embrionario) y una capa de células que forman el amnios, parte de los tejidos
extraembrionarios. En el polo posterior de la banda germinal se diferencia una
zona de alta proliferacion celular, la zona de crecimiento, a partir del cual se
forman de manera secuencial los segmentos del embrion. A medida que
aumenta el numero de segmentos adicionados en el polo posterior se
diferencian secuencialmente la cabeza, el térax (ambos reconocidos por la
formacion de apéndices) y el abdomen. Hacia el final de la embriogénesis,
cuando todos los segmentos se formaron y los tagmas del cuerpo estan
definidos (banda germinal extendida), el embridon sufre un movimiento que
invierten su polaridad con respecto polaridad del huevo, denominados
catatrepsis. Luego de la catatrepsis ocurre el cierre dorsal y se completa la
organogenesis y diferenciacion tisular, previo a la emergencia de la larva
(Figura 4; Liu & Kaufman, 2009), (tabla 1).

Anderior Pasierior

36-40 hr. 48-52 hr. 72-T6 hr.

Lateral

92-96 hr. S6-100 hr, 100-104 hr,

Lateral

Dorsal

Ventral
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Figura 4: Formacion del blastodermo y blastocinesis. Todas las imagenes estan orientadas de
manera que el polo anterior del huevo quede hacia la izquierda. La flecha en la foto de 36 a 40
h indica el sitio de invaginacion. Al final de la invaginacién y el crecimiento (72 h), la banda
germinal se encuentra a lo largo del lado ventral del huevo con el embriéon orientado con la
cabeza en el polo posterior del huevo y el abdomen curvado hacia de la superficie posterior y
dorsal del huevo. Durante la catatrepsis (92-104 h), el embrién invierte la orientacion ubicando
la cabeza en la regién posterior del huevo. (Sf) pliegue seroso; (HL) I6bulos de la cabeza; (Ant)
antena; (La) labrum; (Mn) mandibula; (Mx) maxilar; (Lb) labio; (T1, T2, T3) segmentos
toracicos; (A) abdomen; (Do) 6rgano dorsal. “Egg” indica huevo, “head” indica cabeza. (Figura
tomada de Liu & Kaufman, 2009)
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Horas post- oviposicion Desarrollo

0-6 Division y migracion de nucleos

Formacion del blastodermo sincital, inicio de la
6-24 formacion del blastodermo celular

Formacion del blastodermo celular, inicio de la
24-48 formacion de la banda germinal. Anatrepsis.

48-72 Extension de la banda germinal

72-96 Retracciono de la banda germinal. Katatrepsis.
96-120 Cierre dorsal e inicio de organogénesis

Finalizacién de diferenciacion y organogénesis.
120-144 Eclosion.

Tabla 1: Resumen del desarrollo, desde la postura del huevo indicando los principales eventos
del desarrollo en el que se encuentra el embrién. Estos eventos son los que se tomaron como
referencia para los experimentos realizados en este trabajo final de grado.

EL SISTEMA NERVIOSO DE ONCOPELTUS FASCIATUS.

Los estudios del sistema nervioso de O. fasciatus tienen mas de 70 afos
(Rutschky & Stryjak 1955; Johansson, 1957), con algunos aportes en la
deteccion de células neurosecretoras (Mahon & Nair, 1975; Unnithan & Nair,
1977; Liechty & Sedlak, 1978) lo que muestra que es un area de investigacion
olvidada que requiere una urgente actualizacion. En base a los estudios
morfologicos e histolégicos, el SNC de O. fasciatus esta concentrado en la
cabeza y el térax y la cadena ganglionar ventral del abdomen (figura 5).

Cerebro/ganglio supraesofagico: es el centro ganglionar dorsal de la cabeza y
ocupa la mitad posterior de la capsula de la cabeza. Se encuentra justo por
encima del eséfago y extiende los nervios épticos hasta la retina de los ojos
compuestos. Esta dividido en tres regiones denominadas protocerebro,
deutocerebro vy tritocerebro. El protocerebro es la porcion dorsal mas grande de
la masa cerebral, y consiste en los lobulos protocerebrales y opticos. El
deutocerebro esta representado por el ganglios del segmento antenario:

1- _Ganglio subesofagico: se encuentra directamente debajo del cerebro. De
este ganglio surgen cinco pares de nervios: cuatro pares de la superficie ventral
y la quinta desde la superficie dorsal.
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2- Ganglio protoracico: es de forma ovoide, y es el primer ganglio de la cadena
nerviosa ventral. Este ganglio se encuentra entre las endosternitas del primer
par de patas, en la cavidad protoracica. Da lugar a tres pares de nervios.

3- Ganglio central: es la masa ganglionar ovalada y prominente situada en la
cavidad mesotoracica. Este es el ultimo ganglio de la cadena nerviosa ventral,
y comprende los ganglios de los segmentos mesotoracico, metatoracico y
abdominal. Desde este ganglio se extienden dos nervios hacia el séptimo
segmento abdominal, ramificAndose para inervar el aparato genital.

Brain

Protheracic
Ganglion

Central Gang

Figura 5: Esquema de la anatomia del cerebro y ganglios de O. fasciatus Se muestran el
cerebro (Brain) en la mitad posterior de la capsula cefélica, el ganglio protoracico (Prothoracic
Ganglion) entre las endosternitas del primer par de patas y el ganglio central (Central Ganglion)
en la cavidad mesotoracica. (Figura tomada de Rutschky & Stryjak, 1955.)

El sistema simpatico de la cabeza esta conectado directamente con el cerebro.
Es dorsal en posicién, por encima de la faringe y formado, en parte, por la
estructura en forma de arco del tejido nervioso. Conecta los l6bulos antenales
del cerebro; este arco se compone de las raices del ganglio frontal. El ganglio
frontal da lugar a un nervio mediano delgado, el nervio frontal, y un nervio
mediano delgado. Los nervios laterales estomatogastricos se extienden desde
las raices del ganglio frontal, cerca de su union con los l6bulos de las antenas.
Este complejo de nervios estomatogastricos probablemente inerva el aparato
faringeo, y controla los movimientos peristalticos del eso6fago. (Rutschky &
Stryjak, 1955)
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NEUROPEPTIDOS

Los neuropéptidos en insectos actuan como neuromoduladores en el sistema
nervioso central y periférico y como hormonas reguladoras liberadas en la
circulacién. No todos los neuropéptidos son generados a partir del sistema
nervioso, sino que se producen y sefalizan desde diferentes tejidos. Las
funciones de los neuropéptidos de insectos abarcan la regulacion de la
homeostasis, la organizacion del comportamiento, la iniciaciéon y coordinacion
de los procesos de desarrollo y la modulacion de la actividad neuronal y
muscular. Otra caracteristica emergente de muchos neuropéptidos de insectos
es que parecen ser multifuncionales. Un mismo péptido puede actuar tanto en
el SNC como en una hormona circulante y desempefar diferentes funciones
funcionales en diferentes objetivos centrales y periféricos. (Nassel, 2002). En
los insectos se conocen diversas funciones de los péptidos hormonales en la
diapausa, la reproduccion, el desarrollo, la osmorregulacion, el metabolismo, la
sintesis de pigmentos y el cambio de color, asi como en la regulacién del
musculo esquelético, cardiaco y visceral. Ademas, se ha demostrado que
algunos neuropéptidos son importantes en la regulacién de comportamientos
especificos, por ejemplo, la hormona de la eclosion y los péptidos
cardioaceleratorios. (Nassel, 1993).

El numero total de secuencias de neuropéptidos conocidas en diferentes
insectos supera las 100. Estos péptidos se pueden clasificar en unos 20 grupos
o familias basados en la similitud de sus secuencias de aminoacidos (Ons,
2017). A la fecha existen relativamente pocos reportes documentados acerca
de los neuropéptidos y su funcion en O. fasciatus. En los primeros estudios se
describe la localizacion en el SNC vy el efecto fisiologico de hormona diurética
DH31 (Te Brugge & Orchad, 2008). Luego, un nuevo estudio se limita a la
describir la secuencia de taquicinina y allatotropina identificada mediante
espectrometria de masas (Neupert et al. 2009). Durante el proceso de
secuenciacion y anotacion del genoma completo de O. fasciatus, nuestro grupo
procedié a la anotaciéon preliminar de genes de neuropéptidos mediante
homologia de secuencia. Finalmente, Baricalla (2021) realizé una revision de
esta anotacion mediante la integracion de datos transcriptomicos y
protedmicos, con los cuales se procedera a trabajar en este trabajo (tabla 2).
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Neuropéptido Abreviatura

Allastotatina A AstA
Allastotatina B AstB
Allastotatina CC AstCC
Allastotatina CCC AstCCC
Allatotropina AT
Bursicona

Bursicona-beta

CCH-amida
CNM-amida
Corazonina

Elevenin

Factor dispersante de pigmentos

Factor liberador de
corticotropina- DH44

FMRF-amida

Glicoproteina alfa 2

Glicoproteina alfa 5

Hormona protoracicotrépica
Hormona Adipoquinética
Hormona de eclosion

Hormona disparadora de la
ecdisis

Hormona diurética DH31
ITG

Kinina

Neuropéptido
Miosupresina
Neuroligin
Neuroparsina
Neuroparsina 1
Neuroparsina 2
Neuroparsina 3
Neuroparsina 4

Neuropéptido  activador de la
biosintesis de feromonas

Neuropéptido F largo
NVP

Orcokinina

Péptido Cardioactivo de crustaceos

Péptido C-terminal
Péptido relacionado con la insulina 1

Péptido relacionado con la insulina 2
Péptido transportador de iones
Proctolin

Proteina tipo Neuropéptido

Ry-amida

SIF-amida
SNF- Neuropéptido F corto
Sulfaquinina

Taquicinina

Tabla 2. Neuropéptidos estudiados y la abreviatura utilizada en este trabajo.
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EXPRESION Y SINTESIS DE NEUROPEPTIDOS.

Los neuropéptidos y las hormonas peptidicas se producen a partir de la
transcripcion y traduccion de pre-propéptidos dentro de una via secretoria
regulada. (Elphick et al., 2018). Las proteinas precursoras son dirigidas hacia el
lumen del reticulo endoplasmatico rugoso, gracias a que llevan un péptido
sefal N-terminal. El péptido sefal es clivado y la proteina resultante se
modifica para ser exportada al aparato de Golgi, donde es empaquetada en
vesiculas de secrecion. Dentro de la red trans-Golgi, los pro-péptidos se
procesan por la accion de proteases especificas (furinas, convertasas y
carboxipeptidasas). El proceso de clivaje del propéptido a un péptido activo se
inicia en sitios dibasicos y el péptido resultante es sometido a la accidén de otras
enzimas que realizan la remocién de aminoacidos terminales y modificaciones
postraduccionales (amidacién del extremo C-terminal, oxidaciones 'y
acetilaciones, Veenstra, 2000) (figura 6).
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Figura 6: Proceso de expresion y maduracion de neuropéptidos. Se indican los procesos de
transcripcion, maduraciéon y exportacion del ARN mensajero maduro en el nucleo (1), la
traduccion en ribosomas del reticulo endoplasmatico (RE) rugoso guiada por el péptido sefal
(2), el procesamiento, transporte axonal y almacenamiento en vesiculas densas del aparato de
Golgi (3-4) para su posterior liberacion extracelular (5). En la parte inferior se visualiza un
pre-propéptido en proceso de maduracién. Este se transloca perdiendo su péptido sefal (rojo)
de localizaciéon en el RE, posteriormente es clivado en sitios dibasicos de escision (KR y RR,
K=Lisina, R=Arginina), produciendo dos pro-péptidos (gris y celeste) y finalmente es modificado
a péptido 2 -NH2(péptido amidado). (Modificado de Nassel, 1993)
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LOS RECEPTORES DE NEUROPEPTIDOS.

Los neuropéptidos ejercen sus funciones fisiolégicas al interactuar con
receptores de membrana transductores de senales especificas, lo que da como
resultado respuestas intracelulares. La mayoria de estos receptores de
neuropéptidos pertenecen a los receptores acoplados a proteina G (GPCR), la
familia mas grande de proteinas de superficie celular (Caers at al., 2012). Sin
embargo, hay algunas excepciones como la hormona protoracicotropica
(PTTH), que ejecuta su papel en la metamorfosis a través de la activacion de
un receptor tirosina quinasa (RTK). La mayoria de los péptidos similares a la
insulina (ILP) también interactuan con RTK. La hormona de eclosion (EH),
involucrada en la ecdisis, interactua con un receptor de guanilato ciclasa, unido
a la membrana al igual que el péptido precursor similar al neuropéptido 1
(NPLP1) (Xu et al., 2020).

Receptores acoplados a proteina G (GPCRs

Varias subfamilias GPCR se originaron antes de la divergencia de animales
protostomos y deuterostomos. Esto condujo a una gran diversificacién en la
especificidad quimica de estimulos externos, como neuropéptidos,
glicoproteinas, nucledétidos, aminas biogénicas, odorantes, ligandos gustativos
y fotones (Krishnan et al., 2012). Aunque los GPCR, en general, no comparten
similitud de secuencia, presentan wuna estructura topografica similar,
conservada durante la evolucion. Por lo general, se componen de siete
a-hélices transmembrana (7TM), cada una de las cuales consta de 20 a 30
aminoacidos hidrofébicos y de tres bucles extracelulares e intracelulares que
conectan las diferentes hélices. El extremo N-terminal es extracelular y, a
menudo, posee varios sitios de glicosilacion; el extremo C-terminal, por otro
lado, esta expuesto en el citoplasma y posee sitios de potencial fosforilacion.
Las regiones extracelulares estan involucradas en la uniéon especifica del
ligando, mientras que las areas intracelulares interactuan con un miembro de la
familia de proteinas de sefalizacion de union a GTP (proteinas G), que
consisten en subunidades a-, B- y vy (figura 7). En base a motivos de secuencia
compartidos, los GPCR se clasifican en al menos seis subfamilias. Todos los
GPCR que actuan como receptores de neuropéptidos pertenecen a las
denominadas familias A (similares a la rodopsina) o B (similar a la secretina)
(Caers et al., 2012).
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GPCR ligando

IXXXX IXXX

Sefializacién intracelular

Figura 7: Los GPCR contienen 7 hélices alfa transmembrana (7TM), un extremo C-terminal
ubicado hacia el citoplasma con sitios de fosforilacion (unién a proteina G), un extremo
N-terminal extracelular con sitios de unién a NP. Tomado de

https://reactome.org/content/detail/R-HSA-372790

Receptor Tirosin Quinasa (RTK)

Los RTK son una clase de receptores ligados a quinasas que se encuentran en
todos los organismos multicelulares. Las quinasas son enzimas que transfieren
grupos fosfato a una proteina o molécula organica especifica. Los RTKs
transfieren grupos fosfato especificamente al aminoacido tirosina. Los RTKs
son receptores diméricos en los cuales la union de la molécula de sefializacion
induce la interaccion entre mondémeros para formar homo o heterodimeros. La
dimeracidn activa la actividad quinasa y resulta en la adicién de fosfatos en
tirosinas especificas de cada mondémero del receptor iniciando la cascada de
sefalizacion intracelular (figura 8) (Haj et al., 2003).
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Membrana plasmatica Receptor

tirosina quinasa

Citoplasma ;
Cuando las moléculas

sefalizadoras se unen
a los receptores, estos
se dimerizan (forman
pareja)
Molécula
sefalizadora

Residuos de
tirosina Los receptores apareados

fosforilan mutuamente sus
tirosinas del dominio
intracelular (regién dentro
de la célula)

Molécula
sefializadora

Residuos fosforilados
de tirosina

\ Respuesta celular

Figura 8: Las caracteristicas moleculares del receptor de tirosina quinasa comprenden la
posesion de una hélice alfa transmembranal individual, aunque la proteina intrinseca posee un
dominio citosolico con actividad de tirosina quinasa. Su activacion mediante un estimulo
externo provoca una cascada interna de reacciones enzimaticas que facilita la adaptacion de la
célula a su entorno, por mediacion de mensajeros secundarios. Imagen modificada de
"Moléculas sefalizadoras y receptores celulares”, de OpenStax College, Biologia.
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Hipotesis y objetivos
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Construccioén de la hipotesis

El neuropeptidoma de O. fasciatus ha sido caracterizado en el cerebro adulto a
partir de datos de secuenciacion de ARNm vy espectrometria de masas
(Baricalla, 2020). Asimismo Baricalla (2020) observé la presencia de ARNm
codificantes de neuropéptidos en transcriptomas derivados de embriones
tempranos de O. fasciatus (Ginzburg et al., 2017). A partir de estas
observaciones se planteé si los receptores de los neuropéptidos también
estaban presentes en el embrién y como era la expresion de los neuropéptidos
en distintas etapas del desarrollo embrionario.

Hipotesis
Los genes codificantes de neuropéptidos y receptores se expresan durante los
estadios del desarrollo embrionario de Oncopeltus fasciatus.

Objetivo general
Estudiar la expresién de neuropéptidos (NP) y la presencia de sus receptores

durante el desarrollo embrionario en Oncopeltus fasciatus.

Objetivos especificos

e Identificar neuropéptidos y receptores expresados durante el desarrollo
embrionario de O. fasciatus.

e Estudiar la expresion de neuropépetidos (NP) en distintas etapas del
desarrollo embrionario de O. fasciatus.
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Materiales y Métodos

Pagina 24 de 49



A continuacioén se describe...

1-

CRIA DE O. FASCIATUS EN CONDICIONES CONTROLADAS

Los insectos se mantuvieron a temperatura 25°C, se criaron en
contenedores plasticos aptos con algodon sintético como superficie
para la oviposicion, alimentados ad libitum con semillas de girasol y
agua.

DISECCION DE CEREBROS

Los insectos adultos se anestesiaron en hielo y fueron fijados a
soportes de parafina con alfileres entomoldgicos. El cerebro,
incluyendo los I6bulos épticos se extrajo por ruptura de la cuticula de
la cabeza con pinzas Dumont Nr5 y se mantuvieron, una vez
extraidos, en PBS frio, hasta la extraccion de ARN.

RECOLECCION DE HUEVOS

Se colectaron huevos de O. fasciatus a 25°C en los tiempos de
desarrollo de 0-6 hs , 6-24 hs, 0-24 hs, 24-48 hs, 48-72 hs, 72-96 hs,
96-120 hs, 120-144 hs (ver Tabla 1). Los huevos se congelaron
instantaneamente con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C
hasta su uso.

PREPARACION DE ARN TOTAL (ARNT)

El ARN se prepar6 usando el reactivo Trizol (Invitrogen) de acuerdo
al protocolo provisto por los fabricantes. Se homogeneizaron 10
cerebros o0 100 mg de embriones de cada tiempo colectado con 800
Ml de Trizol en tubos tipo Eppendorf de 2 ml usando un
homogenizador de plastico. Una vez verificada visualmente la ruptura
de los embriones se agregaron 200 ul de cloroformo y la mezcla se
agitd en vortex para provocar la separaciéon de fases acuosa y
fendlica. Las muestras se centrifugaron por 10 min a 14.000xg en
una microcentrifuga. La fase acuosa se transfirio a un tubo
Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 500 ul de isopropanol. Luego de
incubar en hielo por 10 minutos las muestras se centrifugaron
durante 10 min a 14.000xg. El precipitado, conteniendo el ARN total,
se lavo dos veces con 200 pl de etanol al 70% en agua con
centrifugacion de 1 min a 14.000xg entre cada lavado. El precipitado
se secO al aire y se disolvio en 100 yl de agua libre de nucleasas. La
concentracion de acidos nucleicos se midié por absorbancia a 260nm
usando el equipo Nanodrop. La concentracion de todas las muestras
se ajustdé a 0,5 pg/ul y se almacenaron en alicuotas de 25 pl a -800C
hasta su uso.
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5- PREPARACION DE ADNc

A partir de 1 pg del mismo ARNT de cerebro usado para la
secuenciacion del transcriptoma (Baricalla 2020) o de 4 ug de ARNT
obtenido de embriones se sintetizo ADNc (primer cadena) usando el
kit Maxima cDNA (Thermo Life Science) usando una mezcla de
primers oligo-dT y hexanucledtidos al azar de manera de obtener la

mayor cobertura posible

1 ul de Buffer de ADNasa 10x
8 ul de Muestra (0,5 pg/pl)

1 pul de DNasa

Se incubd por 2 minutos a 37°C y se mantuvo en hielo hasta agregar
2 ul Buffer de reaccion
8 ul Agua

2 ul Transcriptasa reversa

Se incubd la mezcla secuencialmente a las siguientes temperaturas:
10 min a 20°C (hibridacion de primers e inactivacién de DNAsa)
30 min a 55°C (activacion de RT)

5 min a 85°C (inactivacion de enzima)

El ADNc obtenido no se cuantifico sino que se diluyé hasta una
concentracion equivalente a 10 ng/ul (cerebro) o 40 ng/ul (embriones)

del ARN usado en la reaccion.
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6- DISENO DE PRIMERS

Se disefaron primers especificos para PCR y gRT-PCR. Se
consideraron las opciones que produjeran amplicones de entre 100 y
800 pb de longitud. Los parametros de amplificacion fueron Tm de entre

57 y 63°C. Este proceso fue llevado a cabo en Primer3-Plus

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC3424584/).

primers fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (Lovaina,

Bélgica).

Hormona
Adipoquinetica

Alastotatina A
Alastotatina CC
Alastotatina CCC
Alatotropina
Peptido
cardioactivo de
crustaceos

CCH-amida

Corazonina
Hormona

disparadora de
ecdisis

FMRF-amida
Kinina
Miosupresina
Neuroparsina
Proteina tipo
neuropeptido
Orcokinina
Hormona

protoracicotropica

Taquicinina

Tabla 3: Cada primer individual (Fw - Rv) cuenta con una longitud de entre 16-20 bases. Se
mantiene un contenido de G:C (Guanina:Citosina) entre 40 y 60 %. Los dos primers del par
tienen una temperatura de fusion “Tm” cercanas, dentro de los 5 °C.
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ATCAGCGGAGAAGCC TGCTTGTTAAAGG
CTATT ATCACTGGA
ACAGCCCAMACGTCTT TTGGGAGTCGCTT
TACG TCCTAGA
CGCCCTCATCAACTAC TGTTGAGTGTCGG
CTGT AGAGTGG
AATACCTTTGGAAGAC CTGAATTAGTCGA
ACGA TCCGTTC
ACTTGGAGTATGGECTG GITGCGGAACTTC
GIT TTGGT

GCAGTTATACGCTACC TAACTCTTCCACTG
CTTC CTGGTT
ACTTGGAGTATGGCTG GTTGCGGAACTTC
GIT TTGGT
TCTCCCAGACCTTCCA CGTCCTCACTTCTC
GTA TGCTAT

AGAATCAGICATCAGC CCTTGAGGAAGAA
CACA ATCATTG
CCAGTTGCTCTTCCTC TTTCCAAGATGGT
T CCAGT
GGCAGATGAAATTGTA TTCTGTAATGCCA
GAAG ATGTCTC
AAGTGAGCACAGTCT  GITCTCGICGATG
GCCTA TACTGCT
GGAAATCCTCCGAAGT TGGTCATGTCTGC
CTCA TGAGICC
GAGCAAACCAAAGGA TGTTCAGTGGAGA
GCAAG GGTGTCG
TTCTAAGAGGTTCGAC GAAGGTITAGTTG
CAAG TGGGITG
GGACTTGGCTGTTTAT CTCTGGTAAGCTT
TAGG CCATCTG
CTCTGCTCTGCCTCAC GGGAGAATAAATG
TTC AGGACTT

Fragmento
amplificado



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC3424584/

7- PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA)

Se utilizd el sistema Hot-Start PCR (Quiagen) para prevenir hibridacion
espurea de los primers antes de la desnaturalizacién del templados. Se
usaron los equivalentes a 10 ng (cerebro) o 40 ng (embriones) de ARN
total convertido en ADNc para cada reaccion.

15 min @ 94°C
40 ciclos de 15 seg @ 94°C + 30 seg @ 50°C + 30 seg @ 74°C
5min @ 74°C

La extension durante 30 segundos es suficiente para todos los
amplimeros esperados y solo en el caso de deteccion de takiquinina
la extensidon se extendid a 45 segundos, ya que el producto esperado
es mayor a 700 bp. Los productos de la reaccion se separaron por
electroforesis en geles de agarosa (1%) en buffer Tris-Borato y se
revelaron por tincién con Midori Green (Biometra).

8- IDENTIFICACION BIOINFORMATICA DE RECEPTORES DE
NEUROPEPTIDOS

8a- Identificacion de secuencias gendmicas y transcriptémicas:

A partir de un transcriptoma ensamblado de cerebro, realizado
previamente en el laboratorio para ayudar a la anotacion gendmica, se
realiz6 un BLASTX y un BLASTP (con las secuencias traducidas)
contra una base de datos de receptores de neuropéptidos manualmente
curada de especies filogenéticamente cercanas de UNIPROT. Aquellos
hits que superaron los parametros establecidos fueron seleccionados
para los analisis posteriores.

Parametros utilizados: fueron los establecidos por el programa por
default, salvo el e-value: 107.

8b- Alineamientos de multiples secuencias _(MSA arboles

filogenéticos:
A partir de las secuencias identificadas en el punto anterior y secuencias

conocidas de receptores de especies filogenéticamente relacionadas (D.
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melanogaster, Rhodnius Prolixus, Halyomorpha hyals, Pyrrhocoris
apterus) se realiz6 un MSA con ClustalW en el programa MEGA.

Luego de realizados los alineamientos se procedié a la construccion de
un arbol con la metodologia de maxima verosimilitud. El arbol obtenido
fue visualizado con Interactive Tree Of Life (iTOL) v5 (Letunic & Bork,
2021; https://academic.oup.com/nar/article/49/W1/\W293/6246398 )
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Resultados
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1- LA EXTRACCION FUNCIONO CORRECTAMENTE COMO TAMBIEN LA
PCR CON LOS PRIMERS DISENADOS.

Se realiz6 el disefio de primers para los siguientes neuropéptidos: AKH,

ASTA, ASTCC, ASTCCC, AT, CCAP, CCH, CRZ, ETH, FMRF, KIN, MS, NPAA,
NPLP, ORC, PTTH y TAC, mediante primer3-plus. Se consideraron las
opciones de primers especificos que produjeran amplicones de entre 100 y 800
pb de longitud con una temperatura de melting de entre 57 y 63°C. Para
corroborar el funcionamiento los primers fueron usados en PCR utilizando 10ng
de ARN total convertido en ADNc para cada reaccidn y temperaturas de
melting variables 3°C por encima o debajo de la temperatura menor para cada
par. Asimismo se optimizo el tiempo de extension.

El analisis electroforético de los productos de PCR muestra que se amplifica un
unico fragmento con un peso molecular cercano al esperado para cada caso,
por la prediccion de Primer3 (Figura 9). Como el fragmento amplificado para
cada primer concuerda con el fragmento de |la banda visualizada en el gel de
agarosa se concluye que AKH, ASTA, ASTCC, ASTCCC, AT, CCAP, CCH,
CRZ, ETH, FMRF, KIN, MS, NPAA, NPLP, ORC, PTTH y TAC se expresan en
el cerebro de O. fasciatus, consistente con los resultados obtenidos por el
analisis transcriptomico (Baricalla, 2020). Estos resultados permiten usar esos
mismos primers para analisis en embriones.
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Figura 9: Amplificacion de ADNc sintetizado a partir de ARN total de cerebro de O. fasciatus. Gel
de agarosa revelado con Midori Green luego de electroforesis. M- M: Marcador de peso
molecular; 1- AKH; 2- ASTA; 3- ASTCC; 4 -ASTCCC; 5 -AT, 6- CCAP; 7- CCH; 8-CRZ; 9-
ETH; 10- FMRF; 11-KIN; 12- MS; 13- NPAA; 14- NPLP; 15- ORC; 16- PTTH; 17- TAC.

2- LOS NEUROPEPTIDOS ALLASTOTATINA A, ALLASTOTATINA CCC,
PEPTIDO CARDIOACTIVO DE CRUSTACEOS, NEUROPARSINA Y
HORMONA PROTORACICOTROPICA SE EXPRESAN EN TODOS LOS
ESTADIOS DE DESARROLLO EMBRIONARIO DE O. FASCIATUS.

Habiendo corroborado el diseiio de primers contra neuropéptidos en cerebro
adulto se procedié a analizar, como prueba de concepto, la expresion de los
neuropéptidos ASTA, ASTCCC, CCAP, NPAA, PTTH en embriones, utilizando
40ng de ARN total convertido en ADNc. Estos 5 neuropéptidos fueron
seleccionados en base a datos de RNAseq (Ginzburg et al. 2017; Baricalla
2020).

Por separacion de los productos de amplificacion en geles de agarosa pudimos
corroborar que los neuropéptidos ASTA (Allastotatina A), ASTCCC
(Allastotatina CCC), CCAP (péptido cardioactivo de crustaceos, NPAA
(Neuroparsina) y PTTH (Hormona protoracicotrdpica) se expresan en todos los
estadios embrionarios de O. fasciatus (figura 10). Como control se amplificé el
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gen houskeeping Elongation factor 1 alfa (ELF1) de acuerdo a los trabajos de
Meinzer (2019).

ASTA m ASTCCC m CCAP
Pb
2 345 67 8|1 23 4 56 7 8/1 2 3 456 78
500
200
300
200
100
1 23 45 6 78
500
200
300
200
100
NPAA m PTTH m ELF1

Figura 10: Amplificacion de ADNc sintetizado a partir de ARN total de embriones de O.
fasciatus. Gel de agarosa revelado con Midori Green luego de electroforesis. M: Marcador de
peso molecular; Calle 1: 0-24 hs de desarrollo embrionario; Calle 2: 0-6 hs; Calle 3: 6-24 hs;
Calle 4: 24-48 hs; Calle 5: 48-72 hs; Calle 6: 72-96 hs; Calle 7: 96-120 hs; Calle 8: 120-144 hs.
ASTA (Allastotatina A), ASTCCC (Allastotatina CCC), CCAP (péptido cardioactivo de

crustaceos, NPAA (Neuroparsina), PTTH (Hormona protoracicotrépica), ELF1 (Control,
Elongation factor 1 alfa).
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3- IDENTIFICACION, CLASIFICACION Y RELACION EVOLUTIVA DE LOS
RECEPTORES DE LOS NEUROPEPTIDOS ANALIZADOS EN O.
FASCIATUS.

Mediante una busqueda informatica se pudo identificar, clasificar y establecer
relaciones evolutivas de los receptores de los siguientes neuropéptidos: AKH,
CRZ, ASTA, ASTC, CCH, DH44, DH31, FMRFa, SK, NPF, RYa, TK, AT, SIFa,
CCAP e Insulina (Tabla 4 y 5). Se hallaron secuencias proteicas con alto grado
de identidad a la de los receptores de los neuropéptidos CAPA, PIROKININA,
SP y CK en especies de clase insecta.

Al momento de la escritura de este trabajo dichos NPs no habian sido anotados
en el genoma ni identificados en los distintos transcriptomas de O. fasciatus,
pudiendo tratarse de receptores de otros NPs que podrian estudiarse en
futuras investigaciones.

Proteina Organismo dentificador | Porcentaje de identidad | evalue | UNIPROT D |GENEID
insuling Receptor 1 Halyomorpha halys | XP_014273515.1 76.166 0 ADAZRTWTXZ | OFAS025194
[nsulina Receptor 2 | Oncopeltus fasciatus | AVT56270.1 100 0 ADAZRTWFCA | OFASO08161

Tabla 4: RTK identificados. La tabla fue generada a partir de un BLAST de secuencias de
receptores RTK de O.fasciatus contra BD de D. melanogaster (Drome), R. prolixus (Rhopr), H.
hyalis (Hhal) y P. apterus (Pyrap). Se muestra la proteina en cuestion, el organismo al cual
pertenece, el porcentaje de identidad que describe cuan similar es la secuencia query a la
secuencia blanco, el ID de Uniprot y el ID del gen. Dichos parametros establecen la
identificacion del receptor de insulina.
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AKH receptor Pyrrhocoris apterus AGZ62588.1 50,72 1E-21 ADA2ZRTWJF3 OFAS011374
akh/gonadotropina Halyomorpha halys XP_ 0242152291 69 61 9 TBE-86 ADAZRTW1GE OFAS002757
Allatostatina A receptor Halyomorpha halys XP_014294757 1 8541 1,05E-126 ADAZRTXTWT7 ALSR - OFAS018732
Allatotatina C- somastotatina receptor Halyomorpha halys XP_0142851921 94 0 ADA2RTWUGY ALSCR - OFAS014197
Allatotropina receptor Halyomorpha halys XP_024218588.1 9259 2E-27 ADA2RTWB39 ATR - OFASD09154
Calcitonina receptor Rhodnius prolixus AHB86318.1 81,82 JE-95 ADAZRTWKHZ OFAS011438
Calcitonina Halyomorpha halys XP 024218726.1 65,65 0 ADA2R7TWDS6 OFAS010048

CAPA Melanaphis sacchari XP 025195140.1 53.69 2E-82 ADa2rTWTN1 ~ OFAS007472

CCAP receptor Halyomorpha halys XP_024216533.1 79,53 4 93E-63 ADA2RTWKR3 ccap-r - OFAS012776
CCH amida Cimex lectularius XP 014250294.1 80,95 0 ADAZRTWATE OFAS006804
Corazonina receptor Pyrrhocoris apterus ARVE6500.1 92 2E-42 ADAZRTX115  OFAS01725%
Hormane diuretica receptor Halyomorpha halys XP 0242147201 01,43 3E-15 ADAZRTWYXS OQFAS015318
Hormona de la eclosion Cimex lectularius XP_024086218.1 71,43 2E-32 ADAZRTWLS3 OFAS009237

FMRF amida Halyomorpha halys XP 014284654.1 75,66 0 ADAZRTVSW2 OFAS000734
Neuroipéptido largo F receptor Rhodnius prolixus AKOB2911.1 76,35 2E-74 ADAZRTX135  OFAS017080

lutropin receptor Halyomorpha halys XP_0142914411 92 48 0 ADAZRTWGM2 OFAS010052

lutropin receptor Halyomorpha halys XP_014284756.1 13 5,50E-81 ADA2RTWQJ4 OFAS013115
lutropin receptor Cimex lectularius BAC01098.1 59 68 0 ADAZRTWBAT OFAS008835
miosupresina receptor Rhodnius prolixus AGT02812.1 6757 OE-172 ADA2RTW256 OFAS003806
neuropeptide SIFamide receptor Halyomorpha halys XP 0142779481 84 71 1E-139 ADA2RTWSQS OFAS01239%
neuropeptido F receptor his gossypii XP 0278471011 4555 TE-28 ADAZRTVWME OFAS001608
neuropeptido Y- hormona de crecimie Agrilus planipennis XP 0183271281 7241 1E-39 ADA2RTWPT2 OFAS01409%

PDF receptor Halyomorpha halys XP 024218284.1 57,89 1E-61 ADAZRTWUFE OFAS014602
piroquinina receptor Blattella germanica PSN47400 1 60 3E-23 ADAZRTWB04 OFAS007471
piroquinina 1 receptor Apis cerana PBC25820.1 58,76 8E-34 ADAZRTWTU4 OFAS014703
QRFP Halyomorpha halys XP 014285976.1 56,76 2E-34 ADAZRTWST4 OFAS014390

RY amida Cimex lectularius XP_024084634.1 89,34 1E-72 ADAZRTX5Q5 OFAS018630
Peptido sexual receptor Halyomorpha halys XP 024217957 1 81,69 BE-78 ADA2RTVS44  OFAS001646
sulfagquinina receptor Rhodnius prolixus QEI53506.1 82,02 OE-48 ADAZRTXTM2  OFAS018825
sulfaquinina receptor Rhodnius prolixus QEI59506.1 68 67 3E-29 ADA2RTX530  OFAS017991
taquicinina Nilaparvata lugens XP_039301089.1 87,67 5E-37 ADAZRTWTX4 OFAS006052

TK Cimex lectularius XP 024082499.1 79,58 BE-111 ADA2RTWCBS OFAS007130
SlFamida receptor Cimex lectularius XP 0142393901 56,67 5E-35 ADAZRTWRHGE OFAS012392

QRFP receptor Halyomorpha halys XP 0142859761 59,48 TE-32 ADAZRTX835  OFAS019270
cholecystokinin receptor Cimex lectularius XP 024083411.1 82,35 5E-32 ADAZRTWNB3 OFAS014706 j

Tabla 5: GPCR identificados. La tabla fue generada a partir de un BLAST de secuencias de
receptores GPCR de O.fasciatus contra BD de D. melanogaster (Drome), R. prolixus (Rhopr),
H. hyalis (Hhal) y P. apterus (Pyrap). Se muestra la proteina en cuestion, el organismo al cual
pertenece, el porcentaje de identidad que describe cuan similar es la secuencia query a la
secuencia blanco, el ID de Uniprot y el ID del gen. Dichos parametros establecen la
identificacion de los receptores de los siguientes neuropéptidos: Pirokinina, CAPA, AstA, CCHa,
SlFa, AT, CCAP, CRZ, AKH, NPF, RYa, TK, SK, QRFP, FMRFa, SP, DH31 y Calcitotina
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El analisis filogenético y los alineamientos multiples de secuencias realizados
con los receptores descubiertos en los embriones muestra que los mismos se
agrupan dentro de dos clases. Por un lado, estan los GPCR de Pirokinina,
CAPA, AstA, CCHa, SIFa, AT, CCAP, CRZ, AKH, NPF, RYa, TK, SK, QRFP,
FMRFa, SP, DH31 y Calcitotina. Por otro lado, estan los RTK de insulina.
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Figura 11: Arbol filogenético de maxima verosimilitud de GPCR de neuropéptidos y hormonas
proteicas de O. fasciatus (Ofas), D. melanogaster (Drome), Rhodnius prolixus (Rhopr),
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Figura 12: Arbol filogenético de maxima verosimilitud de RTK para Insulina de O. fasciatus
(Ofas), D. melanogaster (Drome), R. prolixus (Rhopr), H. hyalis (Hhal) y P. apterus (Pyrap).
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Figura 13: Analisis filogenético de maxima verosimilitud del conjunto de GPCRs para
neuropéptidos y hormonas proteicas de O. fasciatus (Ofas), D. melanogaster (Drome), R.
prolixus (Rhopr), H. hyalis (Hhal) y P. apterus (Pyrap). Cada familia de GPCR esta indicada por
diferentes colores.
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Figura 14: Andlisis filogenético de maxima verosimilitud de RTK para neuropéptidos vy
hormonas proteicas de O. fasciatus (Ofas), D. melanogaster (Drome), R. prolixus (Rhopr), H.
hyalis (Hhal) y P. apterus (Pyrap). Cada familia de RTK esta indicada por diferentes colores.
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O. fasciatus es un modelo de estudio hemimetabolo en el cual iniciamos
estudios basicos de la expresion de genes relacionados con la neurogénesis.
Entre estos aspectos la identificacion de neuropéptidos en cerebro adulto
llevada a cabo en trabajos previos sirvi6 como base para validar la expresion
de estos neuropéptidos mediante la técnica PCR con ADNc que pudimos
sintetizar a partir de ARN extraido de cerebros a partir de primers disefiados
para tal efecto. Con este primer resultado se utilizaron 5 primers corroborados
en cerebro adulto para estudiar la expresion de los mismos neuropéptidos en
embriones. Los neuropéptidos ASTa, ASTCCC, CCAP, NPAA y PTTH se
expresan en todos los estadios embrionarios desde 0 hasta 144 hs. Si bien los
estudios realizados no son cuantitativos y no permiten hablar de expresion
constitutiva, nos permiten afirmar que dichos neuropéptidos estan presentes
desde el momento previo a la formacion del blastodermo celular, es decir que
posiblemente son de origen materno. Estos resultados sientan las bases para
un desarrollo futuro de este proyecto para determinar si los ARNm son
provistos en el ovocito y cual es la distribucién del mismo. Estudios con qPCR e
hibridacion in situ permitiran definir este tema, asi como el analisis de la
presencia de los productos proteicos por espectrometria de masas, ya que la
presencia de un mensajero no es indicador inequivoco de la traducciéon del
mismo.

El analisis bioinformatico permitié descubrir receptores de neuropéptidos en el
genoma Yy el transcriptoma, los que se pudieron identificar y clasificar a partir de
alineamientos de multiples secuencias y analisis filogenéticos. La identificacion
de estos receptores abre la puerta a estudios mas complejos que permitan
analizar la expresiéon en el sistema nervioso tanto de adultos como en
embriones y definir si los receptores se coexpresan o no con sus ligandos.

El estudio de los neuropéptidos y su funcion durante el desarrollo embrionario
es inexistente hasta el dia de la fecha. De hecho este trabajo final de grado
aporta la primera evidencia de la expresion de neuropéptidos en el embrion de
un insecto, y resta por saber cual es su funcion y si estan regulados. Un muy
reciente trabajo de Feng y colaboradores (Feng et al, 2022) sugiere que los
ultimos pasos del proceso de formacion de sinapsis y adquisiciéon de
caracteristicas de identidad de terminales neuronales durante el ensamblado
del sistema nervioso embrionario puede estar relacionado con la expresion de
receptores de neurotransmisores, neuropéptidos y canales idnicos, ya que
representan los eventos finales que conducen al establecimiento de un circuito
neuronal funcional. Esto implica que primero se diferencian las neuronas, luego
los circuitos neuronales vy, finalmente, se liberan los NPs. En este sentido los
NP podrian representar marcadores de estas etapas de diferenciacion del
sistema nervioso. Por otro lado se ha demostrado que la accion regulatoria de
los genes HOX en D. melanogaster en el sistema nervioso ocurre sobre las
neuronas leucokinergicas abdominales (ABLKs), que expresan de forma
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caracteristica el neuropéptido leucokinina (Estacio-Gémez & Diaz Benjumea,
2014). El complejo Bithorax (formado por los genes Ubx, abd-A y Abd-B) regula
la transcripcion del gen codificante de leucokinina, si bien aun no se conoce si
de manera directa o indirecta. La expresion de Ubx y abd-A es necesaria para
mantener la expresion de leucokinina, mientras que Abd-B reprime la expresion
del gen en las neuronas de la regiébn abdominal posterior. Si bien no se ha
descrito la expresion de leucokinina en este trabajo, un efecto semejante se
observé que en neuronas productoras de CCAP, un transcripto que hemos
demostrado que se expresa durante el desarrollo embrionario de O. fasciatus,
la expresion de CCAP y Bursicon alfa esta regulada de manera negativa por
Abd-B (Moris-Sanz et al. 2015).

En este trabajo observamos que CCAP (y otros mensajeros codificantes de
neuropéptidos) se expresan en el desarrollo embrionario, antes, durante y
después de la aparicién de las primeras neuronas. Por lo que una hipétesis
muy atractiva es que los neuropéptidos podrian estar cumpliendo funciones
diferentes a las candnicas en los embriones tempranos antes de la
diferenciacion del sistema nervioso y otros tejidos. Un ejemplo interesante
podria ser el estudio del neuropéptido PTTH que tiene funciones conocidas y
determinadas en etapa adulta y ademas es clave en el desarrollo temprano,
dado que su receptor de tirosina quinasa, Torso, tiene funciones cruciales en el
establecimiento de la polaridad embrionaria en D. melanogaster. En el adulto
de D. melanogaster, la interaccion entre PTTH y Torso activa el Via de
MAP-quinasa que conduce a la sintesis y liberacion de ecdisona. (Duncan et al.
2014). Pero asimismo, el gen trunk, que codifica el ligando materno de Torso en
el embrion temprano, esta filogenéticamente relacionado con PTTH y se
demostré que PTTH expresada ectopicamente en el embrion puede rescatar el
fenotipo que produce una mutacion de trunk (Rewitz et al. 2009). EIl
descubrimiento de que PTTH se expresa en embriones de O. fasciatus, abre la
puerta a investigaciones que permitan comprender la funcidn de los
neuropéptidos durante la embriogénesis temprana, un aspecto de la biologia
del desarrollo completamente inexplorado.
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Conclusiones
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e Se profundizé el estudio de los neuropéptidos y sus receptores en O.
fasciatus. Se presentaron nuevos datos sobre la expresion temporal de
neuropeéptidos durante el desarrollo embrionario y el descubrimiento de
nuevos receptores expresados en el embrion.

e Se aportd evidencia experimental que confirma la expresion de ARNm
mediante PCR de un analisis bioinformatico previo (Baricalla, 2020).

e Se confirmd la expresion de AKH, ASTA, ASTCC, ASTCCC, AT, CCAP,
CCH, CRZ, ETH, FMRF, KIN, MS, NPAS, NPLP, ORC, PTTH y TAC en
el cerebro de O. fasciatus.

e Se determind la expresidon de los transcriptos de ASTA, ASTCCC, CCAP,
NPAA, PTTH a lo largo de todo el desarrollo embrionario.

e Finalmente, mediante una identificacion de secuencias gendmicas y
transcriptomicas, alineamientos multiples y arboles filogenético pudimos
identificar, clasificar y relacionar evolutivamente los receptores de los
neuropéptidos AKH, CRZ, ASTA, ASTC, CCH, DH44, DH31, FMRFa,
SK, NPF, RYa, TK, AT, SIFa, CCAP e Insulina.
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