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El reto inmunolégico con promastigotes de Leishmania (Viannia)
panamensis en Galleria mellonella modula cambios en los perfiles de
expresion de proteinas de bajo peso molecular

Galleria mellonella immunological challenge with Leishmania promastigotes
triggers changes on the profile expression of low molecular weight proteins
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Resumen

El parésito Leishmania es responsable de varias enfermedades que afectan humanos y animales en més de 95 paises, incluido
Colombia. Es conocida la toxicidad que presentan drogas como el Glucantime y la Anfotericina B, usadas en el tratamiento con-
tra este parasito. Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son considerados agentes prometedores contra un amplio espectro de
enfermedades infecciosas, siendo potenciales agentes terapéuticos con una baja toxicidad. Los PAMs son parte de la respuesta
inmune de insectos, de donde han sido aislados, demostrando tener actividad antibacteriana y anti-fungica. La polilla Galleria
mellonella expresa un amplio repertorio de péptidos como respuesta al reto con diversos organismos, lo que sugiere una alter-
nativa para la obtencién de péptidos con actividad antiparasitaria. Este estudio utilizé un reto inmunoldgico con promastigotes
de Leishmania (Viannia) panamensis sobre larvas de Galleria mellonella para la bisqueda de fracciones peptidicas con activi-
dad antiparasitaria. La hemolinfa fue obtenida de larvas control, inoculadas con PBS y retadas con parasitos. La hemolinfa libre
de hemocitos de cada tratamiento fue analizada por electroforesis de dos dimensiones (gel 2D). Ademés, la hemolinfa fue frac-
cionada por RP-HPLC. El anélisis del gel 2D identificd cuatro sefiales (manchas) en la hemolinfa retaday 3 sefiales en la hemolinfa
con PBS. Estas sefiales no se encontraron en la hemolinfa control. Por otro lado, fracciones de RP-HPLC de la hemolinfa retada
mostraron mas actividad leishmanicida en comparacién con las mismas fracciones de la hemolinfa control. Esta aproximacion
puede proveer nuevos péptidos contra Leishmania.
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Abstract

The Leishmania parasite is responsible for several diseases that affect humans and animals in more than 95 countries including
Colombia. Despite the known toxicity shown by current drugs such as Glucantime or Amphotericin B, they are still used as
treatments against the parasite. Natural antimicrobial peptides (AMPs) are considered promising agents for use against a broad
spectrum of infectious diseases, they are considered promising and non-toxic therapeutic agents. AMPs are part of the immune
response of organisms such as insects, from where they have been isolated and shown to have antibacterial and antifungal ac-
tivity. Galleria mellonella moths express a broad repertoire of peptides in response to challenges with different organisms. This
suggests an alternative for obtaining peptides with anti-parasitic activity. This study was based on the immunological challenge
induced in Galleria mellonella |arvae with Leishmania (viannia) panamensis promastigotes, with the goal of isolating a peptide
fraction with antiparasitic activity. Non-challenged hemolymph and hemolymph obtained from the immunization with PBS and
parasites were compared. Free hemocyte hemolymph from each treatment was analyzed by two-dimensional electrophoresis
(2D gel). Furthermore, hemolymphs were fractionated by RP-HPLC. 2D gel analysis identified 4 spots in challenged hemolymph
and 3 spots in PBS hemolymph. These spots were not present in the control hemolymph. On the other hand, fractions from RP-
HPLC of challenged hemolymph showed more antileishmania activity in comparison to the same fractions from the hemolymph
control. This study may provide the basis for new antileishmanial peptides.
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INTRODUCCION

Leishmania (Viannia) panamensis es un pardsito protozoo que
causa la enfermedad conocida como Leishmaniosis. Estos para-
sitos son transmitidos en América por la picadura de un flebétomo
hembra del género Lutzomya (Lewis 1971, Rogers et al. 2004).
Existen tres formas clinicas de la enfermedad, la Leishmaniosis
cuténea (LC) que causa lesiones en la piel; la Leishmaniosis mu-
cocutanea (LMC) que afecta las mucosas y por ultimo la Leish-
maniosis visceral (LV), que se presenta en 6rganos internos como
el bazo y el higado (WHO 2016). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) considera la Leishmaniosis como una de las enfer-
medades olvidadas y hasta el momento no se cuenta con una
vacuna que posibilite la prevencion de la enfermedad (de Vries et
al. 2015, WHO 2016).

Los principales farmacos utilizados en el tratamiento de la enfer-
medad son los antimoniales pentavalentes, el Isetionato de penta-
midina, la Mitelfosina y la Anfotericina B (Blum et al. 2004, Sundar
y Chakravarty 2010, Wortmann et al. 2010); aunque estos han
mostrado ser efectivos contra las tres formas de la enfermedad,
presentan una alta toxicidad (Olliaro y Bryceson 1993, Sundar y
Chakravarty 2010). Los tratamientos para la Leishmaniosis estan
acompafiados de dafio hepatico y afecciones cardiacas debido
a los periodos prolongados de tratamiento (Frézard et al. 2009),
lo que conduce a la suspension del tratamiento por los pacientes.
Para ofrecer una futura posibilidad de tratamiento son necesarios
nuevos candidatos en drogas leishmanicidas.

Las moléculas responsables de la defensa en muchos organis-
mos podrian representar un buen recurso para identificar nue-
vas drogas contra la Leishmaniosis. Una de las alternativas mas
promisorias son los péptidos antimicrobianos (PAMs), moléculas
utilizadas en la defensa inmune en muchos organismos, caracte-
rizados por tener un amplio espectro de actividad, baja genera-
cion de resistencia y baja toxicidad en células humanas (Brogden
et al. 2003, Zhao et al. 2013). Algunos PAMs como la Daptomicina
y Vancomicina han demostrado ser efectivos contra cepas resis-
tentes a antibidticos convencionales (Hancock y Sahl 2006). En
insectos, los PAMs hacen parte de la respuesta inmune humoral,
y son sintetizados principalmente en células del cuerpo graso y
hemocitos (Bulet et al. 2003), para luego ser secretados a la he-
molinfa, que es equivalente a la sangre en los humanos (Wyatt
1961). Los péptidos liberados en la hemolinfa generan una res-
puesta sistémica que lleva al ataque directo de los PAMs hacia
la membrana del microorganismo invasor, permeabilizandola y
produciendo por ultimo la muerte del agente agresor (Yeaman y
Yount 2003). Para buscar posibles moléculas candidatas contra la
Leishmaniosis, se utilizé como modelo biolégico la polilla Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae). Este organismo ha sido utili-
zado en diferentes estudios para evaluar la producciéon de PAMs,
luego del reto con diferentes microorganismos (Andrejko et al.
2009, Mak et al. 2010). Uno de los péptidos identificados en G.
mellonella, la Cecropina D, demostré tener un amplio espectro de
actividad contra el hongo Aspergillus niger, bacterias Gram-ne-
gativas como Escherichia coli D31 y bacterias Gram-positivas
como Micrococcus luteus (Cytrynska et al. 2007). Otros péptidos
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identificados en G. mellonella pertenecen a la familia de las Mo-
ricinas las cuales presentan actividad anti-fungica (Brown et al.
2008). Estas investigaciones revelan el potencial del uso de G.
mellonella como modelo bioldgico para la obtencion de péptidos
con posible actividad leishmanicida. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la expresion diferencial de proteinas de bajo peso
molecular, entre las cuales se encuentran los péptidos antimicro-
bianos presentes en la hemolinfa de larvas de G. mellonella, in-
ducidos como respuesta al reto inmunolégico con promastigotes
de Leishmania (Viannia) panamensis. Para cumplir este objetivo
se realizd un proceso de extraccion de proteinas de bajo peso
molecular; posteriormente, las proteinas fueron separadas por
electroforesis bidimensional (electroforesis 2D), comparando las
hemolinfas de larvas retadas y no retadas con parasitos. El anali-
sis de los resultados permitié identificar diferencias entre los per-
files de proteinas de hemolinfa sin reto y con reto, sugiriendo que
la inoculacion de las larvas de G. mellonella con promastigotes
de L. (V) panamensis indujo la expresion de péptidos capaces de
disminuir la proliferaciéon del parasito.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de larvas de G. mellonella. Las larvas de G. mellone-
lla fueron criadas en recipientes acrilicos bajo una dieta artificial
compuesta por 13% de harina de maiz amarillo, 13% de leche en
polvo, 6% de germen de trigo, 6% de levadura de cerveza, 25%
de salvado de trigo, 20% de glicerol, 13% de miel de abejas y 4%
de cera de abejas. Las larvas fueron mantenidas en la oscuridad
a 28 °C. Para los ensayos se seleccionaron larvas en el ultimo
estadio de desarrollo (18 dias y 300 mg de peso).

Parasitos de L. (V) panamensis. Se utilizaron cultivos de L. (V)
panamensis en el estadio de promastigotes (cepa UA946, Grupo
de Inmunomodulacién, Universidad de Antioquia). Los promas-
tigotes fueron cultivados en medio Schneider a un pH 6,9 (SIM,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). El medio fue suplemen-
tado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (GIBCO, Grand Island,
NY, USA), penicilina a 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Los parasitos fueron incu-
bados 26 °C por 5 dias (en fase estacionaria de crecimiento). Los
cultivos se centrifugaron a 2.500 rpm a temperatura ambiente por
10 min. El botén de parasitos fue lavado dos veces con tampdn
PBS 1X (GIBCO, Grand Island, NY, USA), luego la concentracién
de parasitos fue ajustada haciendo conteo por cdmara de Neu-
bauer de acuerdo con lo requerido para cada uno de los expe-
rimentos.

Reto inmunolégico y recoleccion de la hemolinfa. Para la in-
munizacion de las larvas y posterior recoleccién de la hemolinfa,
se emplearon tres grupos: larvas sin reto, larvas inoculadas con
PBSy larvas retadas con parasitos de L. (V) panamensis, utilizan-
do 100 larvas para cada grupo. La suspension de promastigotes
de L. (V) panamensis fue ajustada a tres diferentes concentra-
ciones (1x10°, 1x107 y 1x108 parasitos/mL) en tampon PBS 1X
(GIBCO, Grand Island, NY, USA). Cada larva de G. mellonella fue
inyectada directamente en el hemocele con 20 ul de la
suspension de parésitos ajustada a las concentraciones
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anteriormente mencionadas. Como controles se utilizaron larvas
que fueron inoculadas con 20 pl de tampdn PBS al 1X (GIBCO,
Grand Island, NY, USA) y larvas que no fueron inoculadas. Segui-
do a la inoculacién, las larvas fueron incubadas a 28 °C dentro de
cajas de Petri estériles en condiciones de oscuridad. La recolec-
cion de hemolinfa se realizé a las 24, 48 y 72 horas post-inyeccion.
En la recoleccion de la hemolinfa las larvas fueron puestas sobre
hielo por 15 min y la superficie del abdomen larval fue desinfecta-
da con etanol al 70%. La hemolinfa fue obtenida por puncién con
una aguja estéril en el abdomen en el Ultimo segmento de la larva.
La hemolinfa que fluia fue recolectada en un tubo Eppendorf que
contenia cristales de feniltiourea (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mis-
souri, USA) para prevenir la melanizacion. La hemolinfa colectada
se centrifugd a 13000 rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue
colectado y la hemolinfa libre de hemocitos fue guardada a -20
°C hasta su uso.

Obtencion de péptidos de bajo peso molecular. Los péptidos
de bajo peso molecular fueron obtenidos a través de la extraccion
acido-metandlica de las proteinas presentes en las muestras de
hemolinfa colectada de acuerdo con el método de Schoofs et al.
(1990). Se tomaron 100 pl de hemolinfa que fueron diluidos en 10
volumenes de solucién metanol: &cido acético: agua (90: 1: 9,
v/v/v). Luego la mezcla se centrifugd a 13.000 rpm por 30 min a
4 °C. El precipitado fue descartado y el sobrenadante fue colec-
tado y liofilizado. El liofilizado se disolvio en soluciéon acuosa de
acido trifluoroacético al 0,1%. Posteriormente, para remover los
lipidos presentes en la muestra se adiciond un volumen igual de
hexano; las muestras se agitaron con voértex y se centrifugaron
nuevamente a 13.000 rpm por 10 min a 4 °C. La fraccién superior
que contiene los lipidos fue removida y se adiciond un volumen
igual de acetato de etilo a la fraccion acuosa que contenia las
proteinas. Se centrifugd nuevamente a 13.000 rpm por 5 min y la
fraccion acuosa fue recuperada, liofilizada y almacenada a -20 °C
hasta su uso. Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el méto-
do del &cido bicinconinico (Bicinchoninic Acid Kit, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA). Se realizé la cuantificacion de proteinas
totales presentes en la hemolinfa libre de hemocitos y proteinas
totales presentes en los extractos acido-metandlicos. La hemolin-
fa y las fracciones se visualizaron por SDS-PAGE en una cdmara
MiniProtean Il (Bio-Rad, California, USA). Los geles fueron reve-
lados con azul de Coomassie 0 con tincion de plata.

Electroforesis en dos dimensiones. Los extractos de hemolinfa
(200 pg de proteina total) fueron mezclados con tampdn desna-
turalizante (Urea/Tiourea 7 M/2 M, CHAPS al 4% (V/V), DTT al 100
mM y anfolitos en un rango de pH 4-7, Invitrogen, California, USA)
para un volumen final de 200 pl. Las muestras fueron agitadas y
colocadas en un bafio de ultrasonido 5 veces cada 120 min (El-
masonic, Singen, Baden-Wurtemberg, Alemania). Luego, de cada
muestra se cargaron 190 pl en las tirillas (Isoelectric Point Gel, IPG
de 7 mm y pH 4-7, Invitrogen, Carlsbad, California, USA). Para
el andlisis por isoelectroenfoque (IEF), se utilizé un gradiente de
voltaje de 220 V hasta 2000 V, siguiendo las recomendaciones del
fabricante (ZOOM, IPG Runner, Invitrogen, Carlsbad, California,
USA). Para la segunda dimension la tirilla de IPG se equilibré en
tampoén LDS (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) por 15 min,
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luego la tirilla se equilibré 15 min con yodo acetamida a 100 mM
en tampdn LDS. Después, la tirilla se colocé en un gel preformado
(gel NUPAGE del 4-12%, Invitrogen, Carlsbad, California, USA)
y el corrido se realizé 200 V con tampén de 50 mM MES y SDS
1X por 45 min en camara de Xcell (XCell Sure lokc, Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). Para visualizacién de las proteinas
(manchas) los geles fueron tefiidos con plata utilizando el estu-
che de Invitrogen (SilverQuest Staining kit, Invitrogen, Carlsbad,
California, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Todos
los geles fueron digitalizados por medio de un escéner (Image
Scanner A3 10000 XL, Epson, Japén) y analizados con el pro-
grama Image Master Platinum 7 (GE Healthcare, Little Chalfont,
United Kingdom).

Fraccionamiento de los extractos acido-metandlicos por RP-
HPLC. Los extractos acido-metandlicos fueron separados por
cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC) utilizando la co-
lumna Discovery C-18 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
y el equipo de cromatografia NGC (Bio-Rad, California, USA). La
columna fue equilibrada con solucién tampén A (Solucién acuosa
de TFA al 0,07%). Por cada corrido cromatografico, la columna
fue cargada con 600 pg de muestra. Para la elucién se utilizé un
gradiente de 0-100% de tampdn B (TFA al 0,07% - Acetonitrilo al
80%) con una velocidad de flujo de 1 mL/min por 45 min. Las frac-
ciones fueron monitoreadas a 215 y 280 nm y almacenadas usan-
do el colector de fracciones BioFract (Bio-Rad, California, USA).

Actividad antiparasitaria de las fracciones peptidicas. La acti-
vidad antiparasitaria de las fracciones obtenidas por cromatogra-
fla se evalud en cultivos de promastigotes de L. (V) panamensis
utilizando el método colorimétrico MTT (Bromuro de 3-(4,5-dime-
tiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Invitrogen, Carlsbad, Cali-
fornia, USA)). Los parasitos (2 x 107 parasitos /mL) (Chicharro
et al. 2001, Diaz-Achirica et al. 1998) fueron incubados por 24
horas a 26 °C con una concentracion final de 20 pyg/mL de cada
fraccion; como control negativo se incubaron los parasitos con
PBS y como control positivo se utilizé Anfotericina B (3 pg/mL)
(Amresco, Solon, Ohio, USA). Los experimentos se hicieron por
triplicado. La actividad antiparasitaria se determiné por la reduc-
cion de formazan. Los datos fueron analizados con el programa
GraphPad Prism 5.01, realizando un anélisis de varianza (ANOVA
de una via) y una prueba T-Student con un p<0,05.

RESULTADOS

Efecto del reto inmunolégico en larvas de G. mellonella con
promastigotes de L. (V) panamensis. Las larvas empleadas
para el reto inmunolégico se seleccionaron de acuerdo con los
criterios de peso (300 mg) y adicionalmente, la presencia de una
coloracion totalmente amarilla en la cuticula. En la figura 1A se
muestran las larvas inoculadas con PBS, utilizadas como control
de la lesion generada por la inyeccion. Asimismo, se muestran
las larvas inoculadas con la suspension de parésitos de L. (V)
panamensis a las tres diferentes concentraciones empleadas (fi-
gura 1B, C y D). Después del reto con Leishmania, se realizo el
seguimiento de las larvas control y retadas, con el fin de determi-
nar cambios en la coloracion de la cuticula o mortalidad generada
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por la inyeccion. Asimismo, se muestran las larvas inoculadas con
la suspensién de parésitos de L. (V) panamensis a las tres dife-
rentes concentraciones empleadas (figura 1B, C y D). Después
del reto con Leishmania, se realizd el seguimiento de las larvas
control y retadas, con el fin de determinar cambios en la colo-
racion de la cuticula o mortalidad generada por la inoculacion
de los parasitos. De acuerdo con lo observado se determind que
la inoculacién de promastigotes de Leishmania no indujo cam-
bios de coloracién (melanizacién) en las larvas, al comparar con
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las larvas control (figura 1A). Adicionalmente, se observé que el
reto con Leishmania no generé muerte de las larvas retadas con
ninguna de las concentraciones de promastigotes inoculada. La
hemolinfa se colecto en tres tiempos diferentes 24, 48 y 72 horas
luego del reto. De cada larva se obtuvo, aproximadamente, entre
10-15 pl de hemolinfa. En conclusion, no se observé retraso en
el desarrollo del tiempo del ciclo de pupa hasta llegar adulto con
ninguna de las concentraciones usadas y las dosis no alteraron la
cantidad de hemolinfa por larva.

Figura 1. Apariencia de las larvas de G. mellonella. A. Larvas control PBS. B. Larvas retadas con 1 x 10 ¢ parasitos/mL. C. Larvas retadas

con 1 x 10 7 parésitos/mL. D. Larvas retadas con 1 x 108 parasitos/mL.
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Extraccion de los péptidos de bajo peso molecular. Las proteinas
presentes en la hemolinfa total y extractos acido-metandlicos fue-
ron analizadas por SDS-PAGE (figura 2). Los resultados muestran
perfiles electroforéticos iguales en la hemolinfa sin reto, con PBS
o retadas con promastigotes de L. (V) panamensis (figura 2A). La
eliminacion de los lipidos por medio de la extraccion acido-me-
tandlica también eliminé las proteinas de peso molecular por en-
cima de 27 kDa (figura 2B). Aunque los perfiles obtenidos de la
hemolinfa después de extraer los lipidos son muy similares, se
puede observar una sefal tenue entre las bandas de 3,5y 6,5 kDa
presente solo en las larvas que recibieron la puncién, como son
las larvas inoculadas con PBS y las que fueron inoculadas con el
parésito (figura 2A). Para determinar si la dosis de parasitos ino-
culados modula positivamente la produccion de péptidos de bajo

Patifio-Marquez et al.

peso molecular, los extractos libres de lipidos de las hemolinfas
de las larvas que fueron tratadas con 1 x 106, 1 x 107 y 1 x 108
parasitos/mL de indculo, fueron analizados por SDS-PAGE tefido
con plata (figura 3). La eliminacién de las proteinas de alto peso
molecular, asi como de los lipidos resulta en perfiles proteicos
similares para las tres dosis utilizadas. Sin embargo, cuando las
larvas se inocularon con 1 x 106 parasitos/mL se favorece la in-
duccion de péptidos por debajo de la banda de 6,5 kDa a las 48 y
72 horas (figura 3, carril 6 y 10). De acuerdo con estos resultados
se determind que la concentracion ¢ptima con la cual se produjo
un aumento en la expresion de proteinas fue 1 x 106 parasitos/mL
a un tiempo de 48 horas para generar la induccion en la expresion
de proteinas de bajo peso molecular.

Figura 2. Perfiles SDS-PAGE de hemolinfa total y hemolinfa libre de lipidos. Carril 1 hemolinfa sin reto. Carril 2 hemolinfa de larvas inoculadas
con PBS. Carril 3 larvas retadas con promastigotes de L. (V) panamensis. A. Hemolinfa total. B. Extractos &cido-metandlicos de hemolinfa.
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Figura 3. Perfiles electroforéticos de extractos acido-metandlicos de hemolinfa de G. mellonella recolectada en diferentes tiempos. La he-
molinfa fue colectada después de la inoculacién de las larvas a tres diferentes tiempos: 24 horas (carriles de 2-4), 48 horas (carriles 5-8) y 72
horas (carriles 9-12). Para cada intervalo se utilizé un inoculo de 1x 108, 1x 107y 1 x 10 & paréasitos/mL. Carril 1, control 24 h; carril 2, 1 x 10
6_24h;carril 3,1x107 —24 h; carril 4, 1 x 108-24 h; carril 5, control 48 h; carril 6, 1 x 108 -48 h; carril 7, 1 x 107 —48 h; carril 8, 1 x 108-48 h; carril
9, control 72 h; carril 10, 1x 10872 h; carril 11, 1x 107 =72 h; carril 12, 1 x 108-72 h. Los asteriscos indican las bandas de bajo peso molecular.

Analisis 2D de los extractos de proteinas de bajo peso mo-
lecular. Los extractos &cido-metandlicos que contienen los
péptidos de bajo peso molecular fueron sometidos a una elec-
troforesis bidimensional (2D electroforesis). Al final, los geles
se tifieron con plata y se visualizaron varias sefiales (manchas)
que demuestran la presencia de péptidos de bajo peso mole-
cular en estos extractos (figura 4). Después de la digitalizacion
de las iméagenes, los geles (no retadas, PBS y retadas) fueron
alineados y se establecieron los parametros para la deteccién
de las sefiales reales, la no superposicion de las sefiales y los
limites reales de cada sefial de acuerdo con el programa Ima-
ge Master (General Electric, Little Chalfont, United Kingdom). El
numero total de sefiales (manchas) identificados en los geles de
la hemolinfa sin reto fue 61, en la hemolinfa control con PBS fue
65 y en la hemolinfa retada fue 66. Los resultados muestran que
la puncién en el abdomen de la larva tuvo un incremento en el
numero de sefiales detectadas por el programa Image Master
Platinum. Ademas, se presentaron sefiales comunes en ambas
hemolinfas como las manchas 39, 55 y 59 (figura 4B y C). El ana-
lisis también reveld la presencia de sefiales que estuvieron solo

en la hemolinfa retada (manchas 46, 49, 50 y 92) (figura 4C).

Actividad antiparasitaria de las fracciones de hemolinfa. Los
extractos de hemolinfa control de larvas inoculadas con PBS y
larvas retadas se fraccionaron por cromatografia en fase reversa
utilizando una columna C-18; las fracciones obtenidas se liofiliza-
rony se evaluo la actividad antiparasitaria usando el método colo-
rimétrico de MTT, donde la no reduccién del formazan determina
el porcentaje de parasitos muertos. De las fracciones obtenidas,
cuatro correspondientes a hemolinfa retada presentaron mas del
40% en la mortalidad de los parasitos (figura 5, barras rojas). La
fraccion 1 presento la mayor actividad leishmanicida generando
62,2 + 3,7% de pardsitos muertos seguida por la fraccién 4 con
56,25 + 4,6%, la fraccion 3 con 47,17 + 3,04% vy la fraccion 2
con 41,9% + 2,7%. El anélisis estadistico (ANOVA, con un nivel
de significancia de p<0,05) indicd diferencias significativas de
las cuatro fracciones evaluadas respecto al control (parasitos
con PBS), obteniendo un p<0,001. Adicionalmente, al compa-
rar entre fracciones de hemolinfa sin reto (figura 5, barras azu-
les) y las fracciones de hemolinfa retada (figura 5, barras rojas)
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Figura 4. Andlisis de electroforesis 2D de la hemolinfa de larvas de G. mellonella sin reto, PBS y retada con L. (V) panamensis. A. Hemolinfa
sin reto. B. Hemolinfa de larvas inoculadas con tampon PBS. C. Hemolinfa de larvas retadas con L. (V) panamensis (1 x 10 6 parasitos/mL).
Los numeros indican las sefiales (manchas) diferenciales que no estan en control sin reto (circulos negros).

con la prueba T-Student (p<0,05), se encontraron diferencias vieron diferencias (p=0,644) (figura 5). Estos datos sugieren un
significativas entre la fraccion 1, 3 y 4 (p=0,034, p=0,0081 y aumento de la actividad leishmanicida en tres de las fracciones
p=0,0177, respectivamente). Entre las fracciones 2 no se obtu- de hemolinfa obtenidas después del reto con los promastigotes.
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Figura 5. Actividad leishmanicida de fracciones de RP-HPLC de hemolinfa no retada (PBS) y retada con L. (V) panamensis. Control positi-
vo: Anfotericina B (3 pg/mL). Las barras verticales representan las desviaciones estandar.

DISCUSION

La respuesta inmune innata de insectos como G. mellonella hacia
los microorganismos invasores estd mediada por una bateria de
proteinas y péptidos antimicrobianos (Bergin et al. 2006, Cook y
McArthur 2013). Estas moléculas son constituyentes de la hemo-
linfa del insecto, que es el equivalente a la sangre de los mamife-
ros (Wyatt 1961). Muchos estudios han registrado la induccion de
PAMs luego de infectar las larvas de G. mellonella con diferentes
microorganismos como E. coli 'y M. luteus (Brown et al. 2009,
Cytrynska et al. 2007, Mak et al. 2010). Adicionalmente, en lar-
vas que fueron inmunizadas con el hongo Beauveria bassiana,
la hemolinfa presentd una respuesta anti-fungica, pero no una
respuesta antibacteriana (Wojda et al. 2009). Estos estudios han
concluido que en G. mellonella se da una expresion diferencial
e inducible de PAMs, que depende del tipo de patdégeno usado
para la inmunizacion.

En esta investigacion, el primer paso fue determinar el inéculo y el
tiempo al cual se daba una induccion de péptidos de bajo peso
molecular en la hemolinfa de las larvas inoculadas con promasti-
gotes de L. (V) panamensis. Luego de la inoculacion, no se pre-

senté mortalidad como causa del reto inmunolégico con ninguna
de las tres concentraciones evaluadas; con estos resultados se
observd que hasta con la concentraciéon mas alta evaluada (1 x
108 promastigotes/ml) las larvas de G. mellonella son capaces
de sobrevivir al reto con este parasito por 72 horas, que fue el
tiempo maximo evaluado. Posteriormente, se determind que a las
48 horas pos-infeccion y con un indculo 1 x 108 promastigotes/ml,
se presentd un aumento en las proteinas de bajo peso molecular
(figura 3). Con los resultados de SDS-PAGE se observé un cam-
bio en la abundancia de las proteinas por debajo de los 6 kDa
(figura 2By figura 3, carril 6 y 10). Estos resultados muestran que
hay una induccion de péptidos a diferentes intervalos de tiempo
durante el curso de la infeccién con los promastigotes. Esto datos
estan en concordancia con lo publicado en el afio 2010 por Mak y
colaboradores, quienes reportaron un aumento en algunos pépti-
dos como Cecropina y Defensina en G. mellonella a las 24 horas
luego del reto con E. coli. Ademas, demostraron que al inyectar
las larvas con otro microorganismo como Fusarium oxysporum
se daba la mayor expresion de estos mismos péptidos, pero 72
horas pos-inoculacién (Mak et al. 2010).El andlisis 2D se centrd
en encontrar las posibles diferencias de las hemolinfas. El andlisis
de los perfiles proteicos mostrd cuatro nuevas sefiales (manchas)
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(figura 4) presentes Unicamente en la hemolinfa de larvas inocula-
das con parasitos, indicando una posible induccion de péptidos
como consecuencia del reto. Por otro lado, tres sefiales (figura
4) se identificaron en las hemolinfas de las larvas que recibieron
la puncién para inocular los promastigotes o por la inyeccion del
PBS. La puncion en el abdomen de las larvas genera un trauma
a nivel celular en donde la barrera tegumentaria es parcialmente
interrumpida. Se ha registrado que los eventos de trauma gene-
rados en las larvas de insecto inducen la produccion de PAMs
como las Cecropinas y Defensina (Brey et al. 1993, Hoffmann y
Hetru 1992). Adicionalmente, cuando la hemolinfa fue fracciona-
da por RP-HPLC, se obtuvieron fracciones que presentaron activi-
dad antiparasitaria, generando mas de un 40% de mortalidad de
los parasitos con las fracciones de hemolinfa retada. Las fraccio-
nes 1, 3y 4 (figura 5) presentaron diferencias significativas al ser
comparadas con las mismas fracciones obtenidas de hemolinfa
control sin reto, pero inyectadas con PBS; este aumento en la ac-
tividad leishmanicida puede deberse a la induccion de proteinas
0 péptidos que fueron inducidos por el reto inmunoldgico y no por
el trauma causado en la larva. La induccién de PAMs en insectos
en presencia de paréasitos de Leishmania ha sido registrada en
Phlebotomus duboscqi (Boulanger et al. 2004). Estos resultados
demuestran que el reto con promastigotes de L. (V) panamensis
indujo la expresion de cuatro sefiales solo en las larvas que fueron
retadas (geles 2D) con el paréasito y que la hemolinfa posee activi-
dad leishmanicida. Sin embargo, se necesita una posterior carac-
terizacion para identificar las proteinas encontradas y los genes
expresados y responsables de esta actividad antiparasitaria. Con
los resultados obtenidos en esta investigacion se establecio, por
primera vez, que se presenta una respuesta a la inducciéon de
proteinas o péptidos en larvas de G. mellonella luego de ino-
cular las larvas con promastigotes de L. (V) panamensis. Estos
estudios preliminares abren una ventana para hacer identificacion
de nuevas moléculas que tengan un uso potencial como agentes
leishmanicidas.
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