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Los neuropéptidos son fundamentales en la coordinación de todos los procesos 

fisiológicos que suceden en un insecto. Sucesos tan diversos como, muda, 

osmorregulación, desarrollo embrionario y post embrionario, metabolismo y 

reproducción son sincronizados por estas moléculas mensajeras. El insecto hematófago 

Rhodnius prolixus es capaz de transmitir el protozoario Tripanosoma cruzi, agente 

etiológico de la enfermedad de Chagas. Debido a la ausencia de vacunas y tratamientos 

efectivos contra la enfermedad, el medio elegido para reducir la transmisión de la 

enfermedad es a través del control vectorial. Dentro de este marco, se ha implementado 

el uso de insecticidas. El diseño de este tipo de sustancias hace que actúen 

indiscriminadamente sobre todas las especies de insectos, conduciendo a la disminución 

indeseada en el número de poblaciones de otros insectos inocuos o benéficos, al 

surgimiento de resistencia en los vectores y provocando impactos negativos en la salud 

humana. Esta situación expone la necesidad de diseñar métodos de control alternativos. 

Sumado a su relevancia sanitaria, R. prolixus es considerado organismo modelo para el 

estudio de procesos fisiológicos y genéticos. Debido a la centralidad de los 

neuropéptidos en la regulación de procesos fisiológicos, el sistema endocrino se 

presenta como una fuente de potenciales blancos para el diseño de nuevos insecticidas. 

Por lo tanto, en este trabajo se propuso identificar neuropéptidos con expresión activa 

en un transcriptoma de ovario de R. prolixus, ensamblado mediante dos enfoques: 

guiado por la referencia y de novo. Como resultado, se infirió un total de 18 

neuropéptidos, siete identificados en el guiado por la referencia y 11 en el ensamble de 

novo. De los previamente identificados, se decidió validar experimentalmente uno de 

ellos, la hormona adipocinética (AKH). Se determinó la modulación de su expresión 

durante la ovogénesis y el desarrollo embrionario temprano, evidenciando una marcada 

expresión durante en el ovario vitelogénico del triatomino. Por otro lado, se analizó su 

función en la ovogénesis mediante su silenciamiento génico, mediado por ARN de 

interferencia (ARNi). Como resultado se observó que el silenciamiento de AKH no afecta 

la oviposición ni en el desarrollo embrionario de R. prolixus, pero sí que cumple un rol 

durante el proceso de vitelogénesis, ya que afecta la expresión de vitelogenina (Vg) 

ovárica, proteína principal que presenta el vitelo de los ovocitos en desarrollo. 



9 
 

INTRODUCCIÓN



10 
 

Rhodnius prolixus como organismo modelo 
Hemiptera es un orden numeroso de insectos que comprende cerca de 80.000 

especies conocidas. La sinapomorfía de este grupo es la forma del aparato bucal 

suctopicador, con las particulares modificaciones de la mandíbula y maxila, dando lugar 

a la formación de dos canales abiertos: uno permite el traspaso de la saliva y el otro es 

utilizado para succionar savia o fluidos animales (Berenbaum, 1996). Dentro de este 

orden se encuentra Rhodnius prolixus, insecto hematófago perteneciente a la familia 

Reduviidae que es, dentro de los heterópteros, la familia que aporta mayor diversidad 

de especies (Schuh y Slater, 1995). Es un insecto hemimetábolo, es decir, con 

metamorfosis incompleta, donde su desarrollo ocurre secuencialmente de huevo a ninfa 

y de ninfa a adulto (Anderson, 1972). La ninfa tiene el mismo plan corporal básico que 

el adulto, pero se diferencian por la madurez sexual y la presencia de un par de alas más 

desarrolladas que caracterizan a este último. En la Figura 1, adaptada de Guarneri y 

Lorenzo, 2021, se ilustran los cinco estadios ninfales y adulto del triatomino.  

 

R. prolixus es capaz de transmitir el protozoario Tripanosoma cruzi, agente 

etiológico de la enfermedad de Chagas, una de las enfermedades infecciosas más 

importantes de las Américas, que afecta entre 6 y 7 millones de personas a nivel mundial 

(Chagas, 1909; Coura y Borges-Pereira, 2012). Actualmente no existen vacunas o 

tratamientos preventivos para la enfermedad, y las drogas disponibles solo son eficaces 

en la etapa aguda de la misma (Rassi et al., 2010); por lo que el medio elegido para 

reducir el riesgo de la transmisión de la enfermedad es a través del control del vector.  
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Debido a su relevancia sanitaria y a su interés biológico, se considera a R. prolixus 

un organismo modelo, tanto para estudios fisiológicos como genéticos de insectos (Ons, 

2017; Lange et al., 2022; Pascual et al., 2022). Es elegido como tal, en comparación con 

otros triatominos, porque es fácil de mantener y reproducir en un entorno de 

laboratorio, y presenta un ciclo de vida más corto. Además, el hecho de presentar un 

gran tamaño lo hace un sistema ideal para estudios bioquímicos, los cuales 

generalmente requieren una cantidad considerable de tejidos biológicos (Nunes-da-

Fonseca et al., 2017). A su vez, las disecciones y manipulaciones quirúrgicas se pueden 

realizar con relativa facilidad. Es por esto que en 1930 se estableció la primera colonia 

en laboratorio, lo cual fue fundamental para determinar el ciclo de vida de la especie 

(Buxton, 1930; Wigglesworth, 1934). Las ninfas crecen y se reproducen en condiciones 

controladas con un ciclo de vida de aproximadamente tres meses desde la eclosión del 

huevo hasta la etapa adulta.  

Se han llevado a cabo investigaciones acerca de la fisiología de R. prolixus; las 

primeras fueron realizadas por Sir V.B Wigglesworth, quién reportó la existencia de un 

control hormonal durante la ovogénesis (Wigglesworth, 1936), así como la acumulación 

de proteínas extra ováricas en ovocitos (Wigglesworth, 1943), lo cual abrió paso al 

estudio del transporte y deposición de vitelo en los ovocitos en desarrollo en otras 

especies de insectos. Además, se llevaron a cabo estudios sobre el crecimiento, la 

producción de huevos, reproducción, ecdisis y muda, donde se evidenció que la ingesta 

de sangre es esencial para estos procesos fisiológicos (Valle et al., 1987; Wigglesworth, 

1934, 1939, 1953, 1954, 1959, 1964). Por otro lado, se llevaron a cabo estudios sobre 

excreción y osmorregulación, dado que la alimentación de sangre provoca rápidamente 

una diuresis profusa con posterioridad a la ingesta. Entre cada ingesta de sangre, el 

insecto debe conservar agua y por lo tanto no orina (Quinlan et al., 1997). Por otra parte, 

se describieron las etapas que integran el desarrollo embrionario de R. prolixus (Kelly y 

Huebner, 1989; Mellanby, 1935, 1936) y se identificaron hitos clave dentro de la 

embriogénesis, tales como la formación de la banda germinal y los movimientos 

morfogenéticos de la anatrepsis, cuando el embrión completamente segmentado es 

sumergido en el vitelo; y katatrepsis, cuando el embrión gira para adoptar su orientación 

final con la cabeza dirigida hacia la región anterior del huevo. Dada la relevancia de los 
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procesos reproductivos en insectos plaga como posible blanco para agentes de control, 

surgieron numerosos reportes en los cuales se describió el proceso de ovogénesis. Se 

estudió en profundidad la ovariola, unidad fundamental del ovario, lo cual permitió 

conocer en detalle la arquitectura y morfología del sistema reproductor femenino en R. 

prolixus (Huebner y Anderson, 1972a, 1972b; Lutz y Huebner, 1980; Lutz y Huebner, 

1981). La estructura y tamaño del huevo obtenido tras la puesta también fueron 

caracterizados en esta especie (Wigglesworth, 1942). 

Con el surgimiento de las nuevas tecnologías de secuenciación, fue posible 

redireccionar el enfoque de investigación de triatominos, gracias a lo cual el genoma de 

R. prolixus ha sido secuenciado (Mesquita et al., 2015); y se cuenta con un número 

creciente de secuencias curadas y accesibles (https://www.vectorbase.org/), así como 

con el reporte de algunos análisis a nivel transcriptómico de diferentes tejidos (Medeiros 

et al., 2011; Ribeiro et al., 2014; Brito et al., 2018; Cardoso et al., 2020; Leyria et al., 

2020b; Pascual y Rivera-Pomar, 2022). Esto proporciona un marco firme tanto para la 

identificación y anotación génica como para estudios genómicos comparativos (Lavore 

et al., 2015; Nunes-da-Fonseca et al., 2017; Traverso et al., 2017). Por otro lado, el hecho 

de contar con su genoma secuenciado ha facilitado la identificación y caracterización de 

genes precursores de neuropéptidos y sus receptores (Ons et al., 2009, 2011, Sterkel et 

al., 2011, 2012, Ons et al., 2016; Ons, 2017).  

Sumado a las herramientas bioinformáticas, se han puesto a punto técnicas 

moleculares en la especie, tales como la metodología de ARN interferente parental 

(ARNi) (Lavore et al., 2012), hibridación in situ e inmunohistoquímica (Pascual et al., 

2021), las cuales han hecho posible el estudio en detalle de los actores genéticos 

involucrados en procesos fisiológicos como diuresis y antidiuresis, metabolismo de 

lípidos, desarrollo embrionario (Lavore et al., 2015), y post-embrionario (ecdisis), entre 

otros (revisado en Ons, 2017); incluido el proceso de ovogénesis (Medeiros et al., 2011; 

Sedra y Lange, 2016, Lange et al., 2022; Pascual et al., 2021; Pascual y Rivera-Pomar, 

2022).  

https://www.vectorbase.org/
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Ovogénesis en insectos 
La ovogénesis es el proceso que da lugar al desarrollo del ovocito, el cual incluye el 

crecimiento y diferenciación celular, la acumulación de vitelo, la formación del corion y 

el establecimiento de los futuros ejes embrionarios (Pascual et al., 2021).  

El desarrollo embrionario en insectos ocurre fuera del cuerpo materno. Por lo tanto, 

la supervivencia del huevo se basa en la utilización de material previamente almacenado 

para el crecimiento del embrión. Este material, el vitelo, está compuesto por proteínas, 

lípidos, azúcares y otros componentes menores, y se almacena de forma organizada en 

el interior del huevo. La proteína Vitelogenina (Vg), es el componente principal que 

conforma el vitelo. Al ser endocitada por el ovocito es modificada co- y post- 

transcripcionalmente, y almacenada en los ovocitos en desarrollo como Vitelina (Vn). 

Durante el desarrollo, el vitelo sirve como almacén nutricional y se utiliza gradualmente 

de acuerdo con las necesidades de las células específicas del embrión (Atella et al., 

2005). Por lo tanto, el desarrollo de los ovocitos en insectos depende de la acción de 

factores genéticos específicos, así como del estado nutricional y energético del insecto, 

y de señales ambientales (Lenaerts et al., 2019). 

Los ovarios son órganos internos compuestos de tejido somático que contienen a 

las células germinales que se desarrollan en ovocitos y finalmente en huevos (de Cuevas, 

2005). La estructura de los mismos en los insectos es variable, dado que se trata de un 

grupo altamente diversificado. En general se observan dos ovarios simétricos respecto 

del eje longitudinal del cuerpo, cada uno de ellos formado por estructuras tubulares 

denominadas ovariolas, cuyo número es especie-específico. Están caracterizados por la 

presencia de distintos tipos celulares que acompañan y nutren al ovocito en desarrollo, 

y que permiten el traspaso de la información genética a la siguiente generación (Lynch 

y Roth, 2011). 

Existen dos clases de ovarios en insectos: panoístico y meroístico. Los mismos se 

diferencian por la ausencia o presencia, respectivamente, de células nodrizas, las cuales 

proveen nutrientes y citoplasma al ovocito hasta que este alcanza la madurez (Figura 2) 

(Lynch y Roth, 2011). Dentro del tipo de ovario meroístico se diferencian los subtipos 

politróficos y telotróficos. En el subtipo politrófico las células nodrizas acompañan al 
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ovocito en desarrollo a lo largo de la ovariola; una capa de células foliculares que 

envuelve por completo a ambos conjuntos celulares. El subtipo telotrófico se caracteriza 

por la presencia de las células nodrizas en el extremo anterior de cada ovariola, las 

cuales actúan como fuente de ARN mensajero (ARNm) y de componentes 

citoplasmáticos para todos los ovocitos. Al igual que el subtipo politrófico, presenta una 

cubierta de células foliculares somáticas.  

 

El tipo de ovogénesis tiene una estrecha relación con la posición evolutiva de la 

especie, y determina qué tipo de desarrollo embrionario da origen al plan corporal del 

insecto (Davis y Patel, 2002; Liu y Kaufman, 2005; Lynch et al., 2011; Lynch y Roth, 2011). 

Los ovarios meroísticos politróficos predominan en los grupos más derivados como los 

holometábolos y asociados a insectos de banda germinal larga, es decir que todos los 

segmentos del cuerpo son especificados simultáneamente en el estadio de blastodermo 

(Liu y Kaufman, 2005). Los ovarios meroísticos telotróficos, por su parte, se encuentran 

tanto en insectos hemimetábolos como holometábolos, pero asociados con insectos de 
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banda germinal intermedia/corta. En ellos, sólo los segmentos anteriores son 

especificados en el blastodermo, mientras que los restantes son formados de manera 

progresiva durante una segunda fase de crecimiento de la banda germinal (Davis y Patel, 

2002; Sander, 1981; Lynch et al., 2011). Los ovarios panoísticos están generalizados en 

insectos basales, con un desarrollo embrionario mayoritariamente del tipo de banda 

germinal corta (Lynch et al., 2011). 

Las hembras adultas de R. prolixus, presentan un par de ovarios del subtipo 

telotrófico, con siete ovariolas cada uno, donde cada ovariola consta de una región 

anterior (germario o trofario) y una región posterior (vitelario) (Huebner y Anderson 

1972a, 1972b; Lutz y Huebner 1980, 1981). 

El proceso de ovogénesis consta de tres etapas principales, conocidas como 

previtelogénesis, vitelogénesis y coriogénesis (Medeiros et al., 2011). Durante la 

previtelogénesis, las células foliculares transfieren citoplasma directamente a los 

ovocitos (Huebner y Anderson, 1972; Huebner y Injeyan, 1981; Büning, 1994). En la 

vitelogénesis, proceso fundamental para el correcto desarrollo del huevo, los 

precursores proteicos del vitelo son producidos en grandes cantidades por tejidos 

extraováricos, principalmente por el cuerpo graso. Dentro de los precursores generados, 

el primordial en el vitelo es la vitelogenina, secretada a la hemolinfa y captada por los 

ovocitos en desarrollo a través de endocitosis mediada por receptor (Bellés, 1998; Giorgi 

et al., 2005; Pascual et al., 2021). Una fuente complementaria de vitelogenina está a 

cargo de las células foliculares que rodean a los ovocitos en desarrollo (Melo et al., 

2000). La vitelogenina es almacenada en los ovocitos en desarrollo en organelas 

especializadas o cuerpos vitelínicos como vitelina, siendo así el material crudo utilizado 

por los embriones para completar su desarrollo (Kunkel y Nordin, 1985; Pascual et al., 

2021). 

En insectos hematófagos se requiere tanto de un control nutricional como 

hormonal para activar numerosos genes esenciales, para iniciar la producción del huevo 

embrionado (Valle, 1993; Atella et al., 2005; Raikhel, 2005). A nivel hormonal, la 

hormona juvenil (HJ) regula positivamente la vitelogénesis (Wigglesworth, 1936; Coles, 

1965). Por un lado, activa la expresión de genes para la síntesis de proteínas precursoras 



16 
 

de vitelo en el cuerpo graso (Davey, 1987) y por el otro, favorece el ingreso de 

precursores del vitelo al ovocito en desarrollo (Davey, 2000, 2007).  

Aunque el apareamiento es fundamental para estimular la vitelogénesis, se ha 

observado tanto para R. prolixus como Triatoma infestans, la capacidad de dar origen a 

huevos utilizando la sangre ingerida en el último estadio larval, facultad denominada 

autogenia (Davey, 1987; Mundall y Engelmann, 1977; Noriega, 1992; Stoka et al., 1978).  

Cuando el ovocito alcanzó el tamaño completo se da lugar al estado post-

vitelogénico o coriogénico, en el cual las células foliculares producen una segunda capa 

celular que da origen a la capa más externa del huevo: el corion. Se caracteriza por 

proteger al huevo de la deshidratación, y regular la toma de oxígeno y fertilización 

(Beament, 1946; Huebner y Anderson, 1972b; Nunes-da-Fonseca et al., 2017). Cuando 

el huevo ya está formado penetra en el oviducto para ser ovipuesto (Huebner y 

Anderson, 1972b). En este punto el huevo es de color rosado, debido a la presencia de 

una hemoproteína denominada proteína de unión al grupo hemo en Rhodnius (RHBP) 

que es endocitada por el ovocito vitelogénico a través de receptores, en un proceso 

análogo a la toma de Vg (Braz et al., 2002). Debido a que el corion es transparente, es 

posible observar los cambios en la apariencia externa del embrión -morfología y 

pigmentación-, y así, monitorear su desarrollo embrionario. El huevo presenta medidas 

de 2 mm de largo y 1 mm de diámetro, de forma ovalada con la cara dorsal cóncava y 

con la presencia del opérculo en la región anterior, el cual permite emerger a la larva 

durante su eclosión. Esta disposición muestra la constitución de la polaridad del huevo 

dentro del ovario (Figura 3) (Pascual, 2019). 
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En R. prolixus, se han desarrollado estudios sobre la arquitectura del ovario y el 

proceso de ovogénesis a nivel fisiológico (Huebner y Anderson, 1972a, 1972b; Lutz y 

Huebner, 1980, 1981; Huebner, 1981). A fin de conocer la regulación génica de la 

ovogénesis, se han llevado a cabo análisis transcriptómicos recientes que han permitido  

reportar la presencia de un conjunto de genes previamente no anotados en el genoma 

de R. prolixus (Coelho et al., 2021). También se ha detectado la expresión de genes en 

el epitelio folicular de los ovocitos, y la caracterización y participación de diferentes vías 

regulatorias, tanto en las etapas vitelogénicas como previtelogénicas, dependiendo del 

estado nutricional del insecto (Leyria et al., 2020b; Medeiros et al., 2011). Una de las 

vías regulatorias más estudiadas fue la de la insulina, en la cual se identificaron diversos 

actores genéticos, tales como las proteínas serine/threonine-protein kinase (Akt), 

glycogen synthase kinase (GSK) y el factor de transcripción FoxO (Leyria et al., 2020a). 

En relación a la genética que participa en el desarrollo del ovocito fue posible identificar 

un amplio repertorio génico conservado (Pascual et al., 2022). Existen algunos reportes 

respecto a su rol durante el desarrollo del ovocito y embrionario, entre los cuales se 

identificó a giant (gt), Toll (Tl) (Berni et al., 2014; Lavore et al., 2012), Bicaudal C (BicC) 
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(Pascual et al., 2021), cornichon (cni) (Pascual, 2019) y Bicaudal D (BicD) (Pascual et al., 

2022).  

Neuropéptidos en insectos 
Los animales han desarrollado un sistema de comunicación entre sus células, que 

permite la coordinación de procesos fisiológicos, y de respuestas frente a estímulos 

internos y/o externos (Husak, 2015). Entre estas moléculas de señalización se 

encuentran los neuropéptidos, los cuales son liberados por exocitosis para ejercer su 

acción fisiológica sobre células blanco que poseen receptores específicos (Klowden, 

2013). Los neuropéptidos se sintetizan como precursores, principalmente en las células 

endocrinas o neuronas del sistema nervioso central (SNC), aunque también lo hacen en 

las células neurosecretoras del tracto intestinal y otros tejidos periféricos (Nässel, 2002, 

Nässel y Homberg, 2006; Ewer y Reynolds, 2002). Luego, son clivados y modificados 

post-traduccionalmente para originar los péptidos biológicamente activos. Cada 

precursor puede codificar uno o varios péptidos con actividad biológica (Altstein y 

Nässel, 2010). Son almacenados en vesículas ubicadas en terminaciones axonales de 

neuronas y células endocrinas, desde donde son liberados al medio extracelular 

(Bendena, 2010).  

Los neuropéptidos son fundamentales en la coordinación de todos los procesos 

fisiológicos en insectos, tales como el desarrollo, crecimiento, reproducción, 

metabolismo y comportamiento (Bendena 2010; Ons, 2016; Nässel y Zandawala, 2019). 

Por lo tanto, se ha propuesto que los neuropéptidos son objetivos interesantes como 

potenciales blancos para el desarrollo de nuevas estrategias de control de insectos plaga 

(Ons, 2017).  

Neuropéptidos en el proceso de ovogénesis 
Los triatominos presentan un control integrado del sistema reproductivo, mediante 

el cual diferentes tejidos trabajan con extrema precisión y coordinación para lograr una 

producción exitosa de descendencia. Hay tres tejidos que trabajan conjuntamente para 

promover la reproducción: el SNC, el cuerpo graso y los ovarios (Leyria et al., 2020b). El 

SNC contiene células neuroendocrinas que sintetizan los neuropéptidos. Estos actúan a 
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través de receptores específicos, los cuales se localizan en el cuerpo graso y en los 

ovarios. El cuerpo graso es un órgano multifuncional análogo al tejido adiposo y al 

hígado de los vertebrados. Se lo considera un centro de intercambio, que se integra con 

el SNC para regular el estado fisiológico del insecto, detectando las señales hormonales 

y nutricionales (Arrese y Soulages, 2010; Li et al., 2019). Los ovarios son los responsables 

del desarrollo del ovocito y la formación del huevo (de Cuevas, 2005). Diferentes 

péptidos están implicados en la regulación de la ovogénesis de los insectos, y algunos 

de ellos son expresados en células ubicadas en el propio ovario (Ons, 2017, Leyria et al., 

2020b). En la Figura 4, obtenida de Lenaerts et al., 2019, se ofrece una visión general de 

las redes peptídicas involucradas en la ovogénesis de insectos descriptas hasta el 

momento. 
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Una de las vías más estudiadas en el proceso de ovogénesis es la red de 

señalización de la insulina (IPS, por su sigla en inglés). Esta vía regula diferentes etapas 

y proporciona una conexión entre los estados nutricionales y la reproducción (Lenaerts 

et al., 2019). Además, se identificó un repertorio de péptidos que regulan la producción 

de ecdisteroides, ecdisiotropinas y ecdisiostatinas, como ecdysiotropin o 

prothoracicotropic hormone (PTTH) y la biosíntesis de HJ, como allatotropin y 

allatostatin (Gäde y Hoffmann, 2005). 

En el ovario de R. prolixus, se logró identificar la presencia de neuropéptidos, tales 

como la hormona adipocinética, bursicon, glycoprotein hormone (GPA y GPB), 

Calcitonin-like diuretic hormones (CT/DHs), capability (CAPA) peptides, crustacean 

cardioactive peptide (CCAP), long neuropeptide F (LNPF), Neuropeptide-like precursor 1 

(NPLP1), NVP-like (NVPL), myosuppressin, corticotropin-releasing factor-like peptide 

(CRF/DH) y ryamide. Algunos de ellos fueron validados funcionalmente; por ejemplo se 

reportó tanto a LNPF como CRF/DH, con un rol preponderante en la dinámica de 

oviposición del triatomino (Sedra y Lange, 2016; Mollayeva et al., 2018).  

Hormona Adipocinética (AKH) 
La hormona adipocinética (AKH, por su sigla en inglés adipokinetic hormone) es un 

neuropéptido producido por las células neurosecretoras (NSCs, por su sigla en inglés) 

del glóbulo glandular de la corpora cardiaca (CC) (Bendena, 2010). Se la ha asociado con 

el control del metabolismo energético en un gran número de especies de artrópodos 

debido a su papel en la estimulación de la movilización y liberación de lípidos, 

carbohidratos y aminoácidos (Alves-Bezerra et al., 2016). Este neuropéptido ejerce sus 

funciones al interactuar con sus receptores específicos (AKHRs), ubicados en la 

membrana plasmática de las células del cuerpo graso, lo que regula la movilización de 

energía al estimular la lipólisis de triacilgliceroles (TAG) a diacilgliceroles (DAG) y la 

conversión de glucógeno en trehalosa (Lu et al., 2019). 

La familia de los péptidos AKH (AKHs) es un objetivo potencial para el control de 

insectos, ya que su principal función es regular el metabolismo de las reservas de 

energía. Esta intervención es útil para reducir o eliminar las actividades básicas de los 

insectos, como el vuelo, escape o búsqueda de alimento. En respuesta al vuelo u otras 
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actividades costosas en energía, las AKHs movilizan las reservas de energía desde los 

órganos de almacenamiento, como el cuerpo graso, a la hemolinfa (Van der Horst et al., 

2001; Gade y Auerswald, 2003). 

En R. prolixus, el gen precursor de AKH, Rp-AKH, codifica un péptido central y un 

péptido espaciador (Ons et al., 2011); se expresa principalmente en células 

neurosecretoras de la CC, aunque también se detectó su expresión en el transcriptoma 

de ovario (Alves-Bezerra et al., 2016; Patel et al., 2014; Zandawala et al., 2015b; Pedro 

L. Oliveira et al., 

http://rhodnius.iq.ufrj.br/index.php?option=com_content&view=article&id=22&Itemi

d=34; identifier rp_asb-50392). Estudios in vivo con la administración del péptido 

sintético (Patel et al., 2014) y silenciamiento génico (Alves-Bezerra et al., 2016; 

Zandawala et al., 2015b) indicaron un rol de Rp-AKH en la movilización de lípidos del 

cuerpo graso hacia la hemolinfa. 

El receptor de AKH fue identificado en el genoma de R. prolixus mediante enfoques 

bioinformáticos y moleculares (Ons et al., 2016; Alves-Bezerra et al., 2016); 

perteneciente a la familia A de receptores acoplados a proteínas G (GPCR). Se reportó 

su expresión en distintos tejidos, tales como el cuerpo graso, vaso dorsal, SNC y ovario 

(Zandawala et al., 2015b). Si bien se desconoce en detalle el papel de AKH en la fisiología 

reproductiva de R. prolixus, se determinó el papel de este neuropéptido en el transporte 

de trehalosa desde y hacia los ovarios, dependiente del estado nutricional del insecto 

(Leyria et al., 2021b).  

En el presente trabajo se propuso realizar la identificación génica de los precursores 

de neuropéptidos que se expresan en los ovarios vitelogénicos de hembras adultas de 

R. prolixus mediante el análisis de una base de datos transcriptómica. Consideramos que 

la expresión de neuropéptidos en el ovario es un indicio de su probable papel en la 

regulación de la ovogénesis.  

Entre los genes identificados en ovario se seleccionó AKH a fin de estudiar su nivel 

de expresión durante las distintas etapas de la ovogénesis y el desarrollo embrionario 

temprano. En suma, se realizó el silenciamiento transcripcional del gen mediante la 

técnica de ARN interferente (ARNi), y se evalúo la incorporación de vitelo y estructura 

http://rhodnius.iq.ufrj.br/index.php?option=com_content&view=article&id=22&Itemid=34
http://rhodnius.iq.ufrj.br/index.php?option=com_content&view=article&id=22&Itemid=34
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del ovario en hembras adultas. Los resultados pudieron permitir una mejor comprensión 

de la regulación del proceso reproductivo en una especie de relevancia vectorial en la 

enfermedad de Chagas y modelo de estudio en fisiología de insectos. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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HIPÓTESIS 
Los neuropéptidos que se expresan en ovarios presentan un papel central en la 

regulación endocrina de la ovogénesis en R. prolixus. 

OBJETIVO GENERAL 
Caracterizar el rol de los neuropéptidos involucrados en el proceso de ovogénesis y 

desarrollo temprano en R. prolixus. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1) Identificar neuropéptidos en un transcriptoma de ovario 

vitelogénico de R. prolixus. 

2) Estudiar la dinámica de expresión de la hormona adipocinética 

(AKH), durante la ovogénesis y subsecuente desarrollo embrionario. 

3) Estudiar la función de AKH en la ovogénesis y desarrollo temprano 

en R. prolixus. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. Mantenimiento de la colonia de R. prolixus. 
Los ejemplares utilizados durante este trabajo se obtuvieron de una colonia 

establecida en el Centro de Bioinvestigaciones (CeBio)(UNNOBA-CICBA). Se 

mantuvieron en condiciones controladas, a una temperatura de 28+/- 1⁰C, una 

humedad relativa de 70%, y con fotoperiodo regulado (luz/oscuridad de 12:12 horas 

(h)). Los ejemplares fueron alimentados ad libitum, con aves de corral, de manera 

regular cada 15 días. Para la oviposición es requerimiento sine qua non la alimentación. 

Una vez alimentados los ejemplares demoran aproximadamente una semana para 

iniciar la puesta; en estas condiciones controladas, la duración de la embriogénesis es 

de 14±1 días. 

2. Búsqueda por similitud de secuencia 
Se llevó a cabo una búsqueda in silico de genes precursores de neuropéptidos 

utilizando el algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990), específicamente BLASTx, en un 

transcriptoma de ovario en estado vitelogénico del insecto triatomino R. prolixus, 

ensamblado en el laboratorio, mediante dos enfoques diferentes: guiado por la 

referencia (Pascual y Rivera-Pomar, 2022) y de novo (Pascual y Rivera-Pomar; datos no 

publicados). Para efectuar dicha búsqueda se generó una base de datos conformada por 

65 secuencias aminoacídicas, reportadas en el triatomino en estudio, y en otras especies 

como Bombyx mori, Drosophila melanogaster y Tribolium castaneum. El parámetro 

establecido como punto de corte para la obtención de los mejores hits en el BLAST fue 

un e-value ≥ a 10E-5. Las identidades inferidas a partir del ensamble de novo, fueron 

corroboradas tras una búsqueda puntual manual. Las predicciones proteicas de cada 

uno de los transcriptos inferidos (Translate Tool (ExPASY)), fueron consultadas de 

manera individual mediante una nueva búsqueda por similitud de secuencia, contra la 

base de datos no redundante de proteínas (Versión 2018) disponible online en NCBI. 

3. Análisis de dominios y alineamientos múltiples 
Se realizó un análisis de dominios y sitios conservados de las predicciones proteicas 

provenientes del ensamble de novo utilizando la plataforma InterProScan (Jones et al., 

2014); y el algoritmo Clustal Ω (Sievers y Higgins, 2014). Para este último se incluyeron 
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en el alineamiento múltiple secuencias de otras especies como dípteros y coleópteros 

(Suplementario 1). 

4. Disección de tejidos 
Según el experimento las muestras se obtuvieron de diferentes tejidos y/o 

condiciones. Para validar la expresión de AKH en el ovario de R. prolixus mediante la 

técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis, 1990), específicamente 

PCR con transcripción reversa (RT-PCR), se utilizó un total de seis hembras adultas 

apareadas con machos, sometidas a diferentes condiciones nutricionales: tres hembras 

sin alimentar (referente al estado previtelogénico de la ovogénesis) y tres alimentadas 

(referente al estado vitelogénico de la ovogénesis), las cuales fueron empleadas para la 

remoción de sus ovarios al cabo de siete días post ingesta de sangre.  

Para el análisis de expresión génica de AKH durante la ovogénesis y desarrollo 

embrionario temprano, se efectuó una PCR cuantitativa con transcripción reversa (qRT-

PCR). Se recolectaron huevos a distintos momentos del desarrollo embrionario (0, 12, 

24 y 48 horas post oviposición (hpo)); y huevos ovipuestos por hembras vírgenes (huevos 

no fertilizados (NF)), donde en cada tiempo se colectaron un total de 75 huevos. Para su 

respectiva colecta, se vaciaron de huevos los frascos con insectos y se dejaron durante 

el tiempo de incubación estipulado. Al cabo de ese tiempo se colectaron los huevos 

depositados, representado estadísticamente una cohorte que continuó el desarrollo 

hasta el tiempo indicado en cada caso para permitir una sincronización de los huevos 

dentro de +/- 3 h. Por otro lado, se identificaron diez hembras adultas, las cuales fueron 

utilizadas para la remoción de sus ovarios en la etapa vitelogénica. 

Para la modulación génica mediante qRT-PCR, un total de 18 hembras adultas 

vírgenes fueron silenciadas para AKH y como contraparte, 18 hembras adultas vírgenes 

control inyectadas con β-lactamasa (β-lac), y alimentadas a los dos días post-inyección. 

Sus ovarios fueron disectados a distintos tiempos post-alimentación, uno (T0) y siete 

(T7) días post ingesta de sangre, a fin de abarcar diferentes momentos del proceso de 

ovogénesis. 
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Los huevos fueron almacenados inmediatamente en nitrógeno líquido (-198,5 °C), 

mientras que los ovarios se almacenaron en TRIzol (Thermo Fisher), en tubos eppendorf 

a -20°C hasta su utilización.  

Para la técnica de inmunohistoquímica con fluorescencia, se disectaron los ovarios 

de seis hembras silenciadas para AKH y seis hembras control a los siete días post ingesta 

de sangre; los mismos se procesaron y fijaron según el protocolo establecido para la 

especie (Pascual et al., 2021). 

Cabe aclarar que, independiente al experimento planteado, los ovarios fueron 

removidos manualmente en placas de disección con pinzas de disección Dumont N°5, 

en medio PBS 1X. 

5. Extracción de ARN y generación de ADN copia 

(ADNc) 
La extracción de ARN se llevó a cabo de la misma manera para todas las actividades 

planteadas, utilizando el reactivo TRIzol, siguiendo las instrucciones del fabricante. A 

continuación, se tomaron 0.5 μl del ARN total y se evaluó su integridad mediante una 

corrida electroforética utilizando gel de agarosa 1% teñidos con bromuro de etidio (BrEt) 

durante 45 min a 90V, dicho ARN se sembró conjuntamente al marcador de peso 

molecular Ladder 100 pb (Productos Bio-Lógicos (PB-L)). La visualización se realizó 

mediante la exposición a la luz UV en un transiluminador con cámara acoplada 

(InGenius, Syngene) y la digitalización de las imágenes se hizo a través del software 

GeneSys V1.4.6.0 (Syngene). La cuantificación de su concentración fue a partir de la 

utilización del paquete de procesamiento de imágenes FIJI (Schindelin et al., 2012). Un 

μg y medio del ARN total fue tratado con ADNasa (TransGen Biotech) por 30 min a 37°C 

y luego 10 minutos con EDTA a 65°C para inactivar la ADNasa. Un μg de dicho ARN fue 

empleado para la síntesis de ADN copia (ADNc) mediante la reacción de 

retrotranscripción, utilizando el kit TransScript® Reverse Transcriptase [M-MLV, RNasa 

H-] (TransGen Biotech) siguiendo las recomendaciones del fabricante.  



29 
 

 

6. Diseño de oligonucleótidos específicos 

Se diseñaron oligonucleótidos (oligos) específicos para validar la expresión del gen 

AKH. Se utilizó la herramienta online Primer3Plus (Rozen y Skaletsky, 2000), teniendo en 

cuenta parámetros referentes a la temperatura de melting, contenido de GC e 

hibridación inespecífica de bases; además, se evaluó su potencial de amplificación 

utilizando la herramienta bioinformática PCR Primer Stats (Stothard, 2000). Los oligos 

específicos para la metodología de ARN interferente (ARNi) contenían en su extremo 5’ 

una secuencia de 23 nucleótidos del promotor de la transcripción dependiente de la 

polimerasa del fago T7 (TAATACGACTCACTATAGGG), la cual es necesaria para la 

posterior reacción de transcripción con T7 polimerasa. Los oligos empleados para validar 

Vg fueron tomados de Leyra et al., 2020b. Las secuencias de los oligos diseñados para 

las reacciones de RT-PCR, qRT-PCR y ARNi se detallan en la Tabla 1.  

 

7. Validación de la expresión génica por RT-PCR 
Se realizó la amplificación de una región de 204 pares de bases (pb) 

correspondiente a AKH mediante RT-PCR. En dicha reacción se utilizaron como molde 

los ADNc generados anteriormente, provenientes tanto de ovario en estado vitelogénico 

como previtelogénico. 

La mezcla de reacción se compuso por: buffer de reacción (1X), Cl2Mg (50mM), 

dNTPs (25 μM), oligo forward (10mM), oligo reverse (10mM), taq ADN pol 1U, un rango 

de concentración de 20 a 30 ng del molde generado y agua estéril ultrapura. La enzima 
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para realizar dicha amplificación corresponde al kit TAQ Pegasus (Productos Bio-

Lógicos®) 

Se utilizó como programa de amplificación un ciclo de 1 min a 95°C, 35 ciclos (30 

seg a 95°C, 30 seg a 60°C y 30 seg a 72°C); y 5 min a 72°C, llevado a cabo en un 

termociclador ESCO modelo Aeris TM. Como control negativo se realizaron reacciones sin 

ADNc. Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1% teñidos con BrEt. La visualización de los amplicones, se realizó mediante la 

exposición a la luz UV en un transiluminador con cámara acoplada y la digitalización de 

las imágenes se hizo a través del software GeneSys.  

Para corroborar su identidad, el amplicón obtenido se envió a secuenciar a 

MACROGEN (Macrogen Inc., Corea del Sur) (Suplementario 2).  

8. Evaluación de la expresión génica por PCR 

cuantitativa (qRT-PCR) 
Se llevaron a cabo dos reacciones independientes; en la primera se evaluó la 

dinámica de expresión de AKH en el proceso de ovogénesis y distintos momentos del 

desarrollo embrionario temprano. La segunda reacción consistió en medir la modulación 

de Vg a partir de dos moldes de ovario (silenciados para AKH (2 µg) y control), 

provenientes de uno (T0) y siete (T7) días post-ingesta de sangre.  

Las reacciones se realizaron por triplicado en un volumen final de 10 μl de la 

siguiente manera: (i) 95°C durante 10 min; (ii) 95°C durante 15 segundos; (iii) 55°C 

durante 30 segundos; (iv) 72°C durante 45 segundos; (v) etapas (ii) a (iv) durante 35 

ciclos. El nivel de expresión génica se cuantificó utilizando SsoAdvanced Universal SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad) en un sistema de PCR en tiempo real CFX96 (BIO-RAD). Como 

controles negativos se realizaron reacciones sin ADNc, para determinar contaminación 

o la formación de dímeros. Se llevó a cabo un análisis de curvas de melting para 

confirmar que solo se amplificó un único producto para cada reacción. Se usó la proteína 

ribosómica 60S L13a (RPL-13A) y α-tubulina (α-tub) como genes de referencia. 

La expresión de los genes de interés en las diferentes condiciones (control vs 

silenciados) se cuantificó mediante el método comparativo de Cts de Pfaffl, 
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considerando las eficiencias de amplificación de los distintos pares de oligos (Pfaffl, 

2001). El análisis de expresión a lo largo de los diferentes estadios del desarrollo 

embrionario y ovogénesis se realizó siguiendo el protocolo detallado en Pascual et al., 

2021. 

9. Silenciamiento génico por ARNi 
Se llevó a cabo un estudio funcional de AKH mediante la técnica de silenciamiento 

génico por ARNi, previamente implementada con éxito en nuestro laboratorio para 

estudios en la especie (Lavore et al., 2012; Wulff et al., 2017, 2018; Capriotti et al., 2019; 

Sterkel et al., 2019, Pascual et al., 2021).  

El ADN producto de la RT-PCR, fue empleado como molde para una reacción de 

transcripción con T7 polimerasa (TransGen Biotech), tratada luego con ADNasa libre de 

ARNasas (TransGen Biotech). El ARN doble cadena (ARNdc) específico resultante fue 

inyectado a distintas concentraciones en hembras adultas vírgenes de R. prolixus (7 

ejemplares con 1 µg y 5 con 2 µg), con una jeringa Hamilton a fin de inducir el 

silenciamiento. El gen β-lac fue amplificado a partir del plásmido pRSETb y se encuentra 

ausente en el genoma de R. prolixus (Araujo et al., 2007). Se realizó el mismo 

procedimiento para el grupo control con 1.8 µg de ARNdcβ-lac, en un total de 6 

ejemplares.  

Las hembras fueron alimentadas con sangre para inducir la ovogénesis y luego 

agrupadas con machos para estimular la cópula; así, al cabo de siete días post ingesta se 

comenzaron a colectar los huevos ovipuestos cada 48 h para evaluar la puesta de huevos 

y eclosión. En los casos que fue necesario, los huevos fueron fijados y teñidos con DAPI, 

según el protocolo establecido en Pascual et al., 2021.   

10. Evaluación de fenotipo a nivel del ovario 
Se estudió la morfología del ovario mediante la tinción con DAPI y la toma de vitelo 

por parte de los ovocitos de R. prolixus de hembras control y silenciadas con 2 µg de 

ARNdcAKH, mediante la técnica de qRT-PCR e inmunohistoquímica con fluorescencia, en 

los tiempos mencionados anteriormente. 
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Inmunohistoquímica con fluorescencia 

La técnica se desarrolló tal como se detalla en Pascual et al., 2021. En resumen, se 

utilizaron ovarios de R. prolixus previamente fijados, los cuales se lavaron con PBX e 

incubaron con solución de bloqueo. Se incubaron con un anticuerpo primario anti-

Vitelina (anti-Vn). Se realizaron lavados extensos y se incubaron con el anticuerpo 

secundario anti-conejo del subtipo IgG acoplado al fluoróforo Alexa 568 (Invitrogen, Life 

Technologies). Se realizaron lavados y se incubó durante 20 min con una solución de 

glicerol 50% con 0.1 μg/ml DAPI. Para la visualización y captura de imágenes se utilizó el 

microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Imager.A2. 

Análisis estadístico 

Para las comparaciones entre más de dos grupos experimentales, se utilizó la 

prueba de Kruskal-Whallis (ANOVA). En el caso del análisis de la expresión de Rp-AKH se 

realizó una corrección post-hoc. Los datos se graficaron como media ± SEM (error 

estándar de la media). Todos los análisis y representaciones gráficas se llevaron a cabo 

utilizando el software estadístico GraphPad Prism v6.0 (GraphPad Software, CA, USA, 

www.graphpad.com). Se consideraron significativos los valores de p<0.05.  
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RESULTADOS 



34 
 

1. Identificación de neuropéptidos en el ovario de R. 

prolixus 
Como resultado de la búsqueda por similitud de secuencia, se infirió la identidad de 

un repertorio de neuropéptidos en el ovario de R. prolixus, el cual mostró ciertas 

discrepancias dependiendo de la estrategia de ensamble empleada. En comparación al 

transcriptoma guiado por la referencia donde se identificaron siete transcriptos, en el 

obtenido por ensamble de novo se logró inferir la identidad de 11 transcriptos nuevos, 

los cuales no presentaban anotación previa en el genoma del triatomino. A su vez, todos 

los transcriptos identificados en el mapeo a la referencia fueron también identificados 

en el mapeo de novo; por lo que este análisis posibilitó conocer un repertorio de 18 

neuropéptidos totales expresados en el ovario (Tabla 2).  

En el ensamble de novo, se identificaron 11 nuevos neuropéptidos previamente no 

reportados en el ovario: AKH/corazonin, Allatostanin-A, Allatropin, Corticotropin, 

Insuline related peptide 1, Long Neuropepetide F, Myosupresin, Neuroparsin, Short 

Neuropeptide F, Sulfakinin y Tackykinin. Todos ellos presentaron altos porcentajes de 

identidad, entre 89% y 100%. Tres de los neuropéptidos identificados en el mapeo a la 

referencia, NVP-like, Orcokinin-A y RhoprIDLSRF, no pudieron ser ensamblados 

mediante el enfoque de novo.  
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A pesar del amplio repertorio génico identificado, no fue posible identificar en el 

transcriptoma de ovario, bajo ninguna de las estrategias de ensamble empleadas: AKH-

B, Bursicon, Calcitonin-likediuretic hormone, Cardioacceleratory peptide, CNMamide, 

GPA2, Insuline related peptide, Ion transport peptide, Proctolin, SIF-amide.  

2. Análisis de expresión de AKH  

2.1. Validación de expresión génica por RT-PCR  

Tras la identificación de neuropéptidos, se prosiguió a validar la expresión de uno 

de ellos, AKH (RPRC000416-RA), mediante la técnica de RT-PCR. Se logró amplificar el 

fragmento correspondiente al gen de interés, el cual presentó el tamaño esperado. La 

expresión de dicho neuropéptido pudo identificarse tanto en el ovario previtelogénico 

como vitelogénico; además debido a que se partió de una misma concentración de 

molde, se puede afirmar una mayor presencia en este último, como consecuencia de la 

mayor intensidad de la banda observada (Figura 5). 

 

2.2. Dinámica de expresión de AKH 

Tras el análisis mediante qRT-PCR, se logró conocer la dinámica de expresión del 

neuropéptido AKH en los estados de ovario vitelogénico, huevo no fertilizado (NF) y 

estadios iniciales del desarrollo embrionario, abarcando desde cigoto hasta formación 

de la banda germinal. La mayor expresión se observó en el ovario vitelogénico. No se 

detectó expresión de AKH en huevos NF y cigoto, por lo que pudimos confirmar que no 
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es un gen de expresión materna. A medida que tiene lugar el avance del desarrollo 

embrionario fue posible identificar una leve expresión cigótica en los huevos ovipuestos 

a las 12, 24 y 48 hpo (Figura 6). Únicamente la expresión de AKH en el ovario vitelogénico 

es estadísticamente significativa, respecto a NF y 0hpo.  

 

3. Silenciamiento génico 
En primer lugar, se buscó descifrar si la oviposición y el subsecuente desarrollo del 

embrión se encontraban afectados luego de la administración de ARNdc específico. 

Las hembras silenciadas tras la administración de ARNdc con la menor dosis (1 µg) 

pusieron 218 huevos, mientras que las inyectadas con 2 µg pusieron 182 y el grupo 

control un total de 256 huevos. (Figura 7A-B). No se encontraron diferencias 

significativas en el número de huevos ovipuestos entre los grupos silenciados y el grupo 

control. 
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Por otro lado, se evaluó si se completaba la embriogénesis de los huevos ovipuestos 

por los tres grupos, tanto para evaluar si estaban embrionados como si se producían 

defectos en el desarrollo embrionario y/o la eclosión. Para ello, y gracias a que el corion 

de los huevos es translúcido, se pudo monitorear el desarrollo bajo lupa, durante el 

periodo correspondiente a la embriogénesis (14 días). Como resultado principal, se 

observó que la mayoría de los huevos alcanzaron su estado ninfal, completando el 

proceso de embriogénesis correctamente. Un subgrupo no completó dicho proceso 

debido a fallas en la eclosión o en el desarrollo del embrión, evidenciado por la presencia 

de células con pigmentación irregular o por la ausencia de pigmentación rosada típica 

correspondiente a las células embrionarias (Figura Supl3A) En estos últimos, se 

corroboró la ausencia de embrión a partir de un análisis del patrón nuclear (Figura 

Supl3B). Más allá de esos embriones que no alcanzaron el estado ninfal, la viabilidad de 

los huevos silenciados no se vio alterada, ya que no se encontraron diferencias 

significativas entre el número de huevos eclosionados de este grupo y el control.  

4. Morfología del ovario y toma de vitelo 
Se prosiguió a analizar la estructura del ovario y el proceso de vitelogénesis en los 

diferentes grupos inyectados. Para ello se fotografiaron bajo lupa ovarios de R. prolixus 

y se llevaron a cabo tinciones con DAPI y anticuerpo anti-Vn mediante la técnica de 

inmunohistoquímica con fluorescencia. 
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4.1. Descripción de la estructura del ovario de R. prolixus. 

No se observaron diferencias en la morfología de los ovarios provenientes de 

hembras silenciadas y control. También, se mantuvo tanto el número como la forma de 

las ovariolas.   

Para evaluar con mayor detalle, se decidió analizar el patrón nuclear de las células 

que componen a las ovariolas. El silenciamiento de AKH no alteró la morfología de las 

ovariolas (Figura 8A, B, D y E). Además, se analizó la distribución regular de los núcleos 

que componen el epitelio folicular en los ovocitos avanzados y no se evidenciaron 

diferencias respecto al control (Figura 8C y F).  
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4.2. Acumulación de vitelogenina/vitelina durante la ovogénesis 

Se evaluó la dinámica de expresión de Rp-Vg en ovarios en estado vitelogénico de 

hembras silenciadas (ARNdcAKH) y hembras control (ARNdcβ-lac), a diferentes tiempos 

luego de la ingesta de sangre (Figura 9). En el grupo control, el transcripto 

correspondiente a Rp-Vg está aumentado a los 7 días post ingesta, tal como era de 

esperarse de acuerdo a su rol durante la vitelogénesis. En cambio, en el grupo silenciado 

para AKH (2 µg) la expresión de vitelogenina al día 7 post ingesta se encontró 

significativamente disminuida (Figura 9).   

 

Se estudió la toma de vitelo por parte de los ovocitos vitelogénicos, mediante el 

anticuerpo Anti-Vg. En la Figura 10, se visualiza la distribución de la proteína Vg en las 

ovariolas, provenientes tanto de hembras silenciadas como control. 

A 
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Se detectó presencia de la proteína en todos los ovocitos vitelogénicos, con una 

marcada distribución en el lado apical de las células foliculares, y con una distribución 

homogénea en el interior de los ovocitos. En comparación al control, el lado apical de 

las células foliculares mostraron una mayor detección de señal, como consecuencia de 

la localización proteica, proveniente de una fuente extra ovárica. 
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DISCUSIÓN
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Rhodnius prolixus, además de ser un organismo modelo de estudio en fisiología de 

insectos, posee importancia debido a su capacidad para transmitir el agente etiológico 

de la enfermedad de Chagas. Los insecticidas se han convertido en una estrategia exitosa 

para controlar poblaciones de insectos perjudiciales. Sin embargo, su uso en áreas 

endémicas ha resultado en el incremento de poblaciones resistentes a insecticidas, 

particularmente para vectores de la enfermedad de Chagas (Mougabure-Cueto y Picollo, 

2021). Además de la fuerte presión de selección que llevó al surgimiento de poblaciones 

resistentes, un grave problema de los insecticidas en uso es su alto impacto ambiental. 

Por ello, resulta urgente buscar estrategias alternativas para el control de insectos 

perjudiciales de relevancia tanto sanitaria como económica. El uso de genes blancos con 

un rol fundamental dentro del sistema neuroendócrino es actualmente el foco para el 

desarrollo de nuevos insecticidas. Se propone que podría conseguirse mediante 

peptidomiméticos, o bien mediante insecticidas basados en silenciamiento génico por 

ARNi. En comparación a los insecticidas neurotóxicos, este tipo de estrategia tendría un 

impacto ambiental muchísimo menor, y podría ser utilizada dentro del contexto del 

manejo integrado de plagas propuesto por la Organización Mundial de la Salud 

(Verlinden et al., 2014; Audsley et al., 2015). 

Por todo ello, conocer la estructura y función de neuropéptidos es un requisito 

necesario para el diseño de peptidomiméticos, pseudopéptidos o pequeñas moléculas 

capaces de interrumpir los procesos fisiológicos que regulan (Bendena, 2010).  

Dada la centralidad del proceso de ovogénesis en la reproducción, es fundamental 

conocer en detalle los actores que participan en cada una de sus etapas, incluida la 

vitelogénesis, ya que esta última es controlada por señales hormonales que incluye a los 

neuropéptidos. El rol de AKH se ha reportado en el proceso de ovogénesis en especies 

como Locusta migratoria (Moshitzky y Applebaum, 1990) y Gryllus bimaculatus (Lorenz, 

2003). Además, existe evidencia de la participación de la vía de señalización AKH/AKHR 

en este proceso en Nilaparvata lugens, ya que mediante el silenciamiento del receptor 

(AKHR), se ve retrasada la maduración ovocítica y el periodo de oviposición, así como 

disminuye el número de huevos ovipuestos y la fecundidad (Lu et al., 2019). Por su parte, 

en R. prolixus se identificó la expresión de AKHR tanto en cuerpo graso como en ovarios 

de hembras alimentadas, sugiriendo que el metabolismo de los nutrientes regulado por 
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la señalización de AKH podría ser necesario para satisfacer las demandas de la 

reproducción (Zandawala et al., 2015a, b; Leyria et al., 2020b). Un estudio a nivel 

transcriptómico reveló que la expresión del transportador de trehalosa (Rp-TRET) es 

regulada en los ovarios y el cuerpo graso post ingesta de sangre, mediante las vías de 

señalización de AKH e insulina (Leyria et al., 2020b; 2021a; 2021b). 

En la primera instancia de este trabajo, se logró inferir la identidad de un conjunto 

de genes precursores de neuropéptidos expresados en el ovario de R. prolixus. La 

utilización de un transcriptoma reconstruido mediante dos estrategias de ensamble 

diferentes permitió inferir la identidad de los neuropéptidos, pero con ciertas 

discrepancias. Estas últimas se explican como consecuencia del algoritmo utilizado; el 

mapeo a la referencia permite la identificación de un repertorio de genes previamente 

ya reportados, mientras que en el de novo pueden identificarse nuevos, lo que presenta 

una ventaja en este análisis. Más allá del repertorio representado, ciertos neuropéptidos 

no se lograron inferir. Tal es el caso de AKH-B, bursicon, calcitonin-likediuretic hormone, 

cardioacceleratory peptide, CNMamide, CT/DH-R1B, CT/DH-R2, GPA2, insuline related 

peptide, ion transport peptide, proctolin ni SIF-amide; los cuales previamente fueron 

reportados con expresión en el ovario del triatomino (Leyria et al., 2020b). Ante esto, es 

probable que la ausencia se deba a una baja cobertura de los transcriptos. Es posible 

considerar que algunos de dichos genes se expresen en niveles muy bajos evidenciando 

la necesidad de un análisis de enriquecimiento para su identificación, ventaja que 

confiere un enfoque transcriptómico cuantitativo.   

Dentro del repertorio identificado, se analizó AKH durante la ovogénesis de R. 

prolixus. En primera lugar, fue posible validar los resultados obtenidos in silico, dado que 

se confirmó la expresión de dicho neuropéptido en el ovario, tanto previtelogénico 

como vitelogénico, evidenciando una mayor expresión en este último, lo cual es 

coincidente con lo observado en otro estudio transcriptómico de la especie (Leyria et 

al., 2020b). 

La mayor presencia de AKH en el ovario vitelogénico, en comparación con el 

previtelogénico y diferentes momentos del desarrollo embrionario temprano, podría 

estar explicado por los requerimientos energéticos de cada proceso; donde 

probablemente el proceso de ovogénesis sea aquel que exige la mayor movilización de 
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lípidos, proteínas y carbohidratos, hacia el interior de los ovocitos en desarrollo, función 

dada por dicho neuropéptido (Marco et al., 2013; Leyria et al., 2020b).  

En R. prolixus, se ha estudiado la vía AKH/AKHR en el metabolismo energético y 

movilización de lípidos (Alves-Bezerra et al., 2016; Zandawala et al., 2015b), pero aún 

no existen reportes acerca del papel de AKH en el proceso de ovogénesis. Como primera 

aproximación para evaluar esto, se llevó a cabo la validación funcional mediante la 

técnica de ARNi, la cual permitió descifrar que AKH no afecta la oviposición ni el 

desarrollo del embrión. El hecho de no afectar la oviposición, también se vio reportado 

en la mosca de la fruta, D. melanogaster, donde no se encontraron cambios la 

fecundidad en ausencia de AKH (Gáliková et al., 2015), por lo tanto, se sugiere que la 

ovogénesis estaría bajo control de una vía lipídica alternativa. Por otro lado, la ausencia 

de AKH provocó una disminución de la expresión de Vg en el ovario del triatomino. Más 

allá de esta disminución, no se vio afectado ni el transcurso de la ovogénesis ni la puesta 

de huevos. Estudios previos, reportaron que AKH es capaz de inhibir la síntesis de lípidos 

y proteínas en el cuerpo graso (Carlisle y Loughton, 1979; Gokuldas et al., 1988; 

Moshitzky y Applebaum, 1990; Dalibor, 2008). Debido a que existen dos fuentes de 

producción de Vg, una propia del ovario y otra proveniente del cuerpo graso (Melo et 

al., 2000), los resultados obtenidos aquí sugieren que la fuente extra ovárica 

compensaría la necesidad de dicha proteína en el desarrollo del ovocito, y que la Vg 

ovárica no es imprescindible para el desarrollo del ovocito y embriogénesis durante el 

proceso de ovogénesis en el triatomino.  

En suma, el análisis de la localización de la proteína Vg en los ovocitos de las 

hembras silenciadas, reveló una mayor deposición de dicha proteína en el lado apical de 

las células foliculares, coincidente con su puerta de entrada a los ovocitos en desarrollo, 

captada por los mismos a través de endocitosis mediada por receptor (Bellés, 1998; 

Giorgi et al., 2005; Pascual et al., 2021). Aunque no es posible cuantificar dicha 

deposición, la mayor presencia sustenta los resultados obtenidos previamente.  

Este trabajo proporciona una aproximación hacia el conocimiento sobre la 

caracterización funcional de los neuropéptidos presentes en el ovario de R. prolixus. 

Asimismo, permite la generación de nuevo conocimiento acerca de los factores 

genéticos involucrados en la regulación del proceso de ovogénesis y de la biología 
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reproductiva del triatomino, dando lugar al desarrollo de nuevas investigaciones 

futuras.  
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CONCLUSIONES 
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 La secuenciación masiva de transcriptomas es una buena aproximación 

experimental para la identificación de genes de interés.  

 El hallazgo de neuropéptidos expresados en el ovario de R. prolixus, en 

base a búsquedas por similitud de secuencia, evidencia la conservación 

de los genes estudiados.  

 La hormona adipocinética, AKH, no afecta la oviposición ni el desarrollo 

embrionario temprano. 

 AKH regula la expresión de vitelogenina en el ovario del triatomino. 
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Suplementario 1 

Lista ID de los neuropéptidos provenientes de dípteros y coleópteros empleados 

en los alineamientos múltiples.  

Adipokinetic_hormone/Corazonin_related_Peptide-KM975505 

D. melanogaster: >sp|Q26377.2| 

T. castaneum: >NP_001159497.2N.vitripennis: >NP_001161199.1  

Allatostatin_A-GQ856315 

D. melanogaster: >NP_524489.2N. lugens: >XP_039294581.1 

Calcitonin-likediuretic_hormone_Isoform_A-GQ856316/AEA51300 

D. melanogaster: >NP_523514.1  

Neuroparsin-GU207864 

N. lugens: >BAO00964.1  

P. stali: >BAV78817.1  

 

Short_neuropeptide_F-GQ452380 

N. lugens: >XP_022184541.1  

P. stali: >BAV78827.1  

  

Sulfakinin-GQ162784 

N. lugens: >AFW19802.1  

P. stali: >BAV78829.1 
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