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Observaciones sobre los mecanismos de defensa
de los insectos
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> Resumen — Los insectos constituyen un grupo muy diversificado cuya subsistencia vy
éxito en una gran variedad de nichos ecolégicos involucra un eficiente sistema de defensa. En
este trabajo se pretende brindar una sinopsis de la informacion general existente sobre los
mecanismos de defensa de los insectos haciendo especial énfasis en los componentes celu-
lares y humorales de la respuesta inmune. El primero se refiere a las respuestas inmunes
mediadas por los hemocitos: fagocitosis, nodulacién y encapsulacion. Por su parte, la defensa
humoral incluye la produccién de péptidos antimicrobianos y las complejas cascadas enzima-
ticas que regulan la coagulacién de la hemolinfa y la melanizacién. Asimismo, se incluye
informacién sobre mecanismos de inmunidad adaptativa. Si bien la investigacién en el campo
de los mecanismos de defensa de los insectos es extensa, dada la gran variabilidad
intraespecifica e interespecifica que éstos presentan, queda mucho por conocer. Ampliar los
estudios sobre las distintas facetas que aun permanecen desconocidas reviste interés y apli-
cabilidad en estrategias de manejo de plagas como asi también en lo concerniente a los
insectos vectores de enfermedades para el hombre y animales de interés comercial.
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» Abstract — ‘Comments on insect defense mechanisms’. Insects constitute a very diver-
se group whose survival and success in a great variety of ecological niches involves an effi-
cient defense system. This paper aims to provide an overview of existing general information
on defense mechanisms of insects with special emphasis on cellular and humoral components
of innate immunity. The first is concerned with mediated immune responses by hemocytes:
phagocytosis, nodulation and encapsulation. As for humoral defense, it includes production of
antimicrobial peptides and the complex enzyme cascades which regulate coagulation of the
hemolymph and melanization. Moreover, information on mechanisms of adaptive immunity is
included. While research in the field of defense mechanisms of insects is extensive, given the
intraspecific and interspecific variability they present, much remains unknown. To increase
studies on the various aspects that still remain unknown is of interest and applicability in
pest management strategies as well as with respect to insect vectors of diseases in humans
and in animals of commercial interest.
Keywords: Insects, defense mechanisms, immunity.

nos: la inmunidad innata y la adaptativa.
En los invertebrados la respuesta frente a
estas noxas corresponde a la inmunidad in-

INTRODUCCION

Los mecanismos de defensa de los anima-

les contra organismos y sustancias patégenas
constituyen una disciplina fascinante, suma-
mente amplia y compleja, ya que abarca una
gran diversidad en lo que respecta a estructu-
ras organicas, histologicas, citoldgicas, mole-
culares y a modalidades funcionales.

Los vertebrados poseen dos maneras dis-
tintas, pero no independientes, de llevar a
cabo la defensa contra organismos patdge-
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nata, a la que también se denomina inespe-
cifica, término que evitaremos por razones
que mas adelante se exponen.

La inmunidad innata de los invertebra-
dos esta a cargo de un conjunto de funciones
que corresponden a dos categorias generales.
En primer lugar, estan las que son bastante
invariables en su expresion y dependen de la
actividad de enzimas, receptores de antige-
nos, actividades citoliticas y mecanismos de
activacién que son constitutivos y dependen
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de genes que se expresan en forma continua,
0 que se activan en una manera unica frente
a la presencia o actividad de una noxa o ele-
mento extrafio. Como ejemplo podemos
mencionar la actividad de las enzimas bac-
terioliticas o bacteriostaticas y la sintesis de
la mayor parte de las proteinas antimicro-
bianas. En segundo lugar, se encuentran
aquellas funciones que tienen la caracteristi-
ca de mostrar un cierto grado de variabili-
dad en su capacidad de responder al ataque
microbiano, pero presentando la particulari-
dad que esta elasticidad depende de una
mecanica distinta a la conocida y propia de
la inmunidad adaptativa de los vertebrados.
A ellas denominaremos mecanismos de es-
pecificidad variable. Como ejemplo mencio-
naremos la defensa antiviral mediante el
RNA interferente en los insectos (Vodovar y
Saleh, 2012).

Los insectos constituyen el grupo mas
diversificado de la naturaleza y ampliamen-
te distribuido en una gran diversidad de ha-
bitats, ocupando practicamente todo el pla-
neta. En esa enorme variedad de nichos eco-
légicos se enfrentan a depredadores, endo-
parasitos, ectoparasitos y numerosos micro-
organismos patdgenos. Una de las claves de
su éxito, en este rico contexto ambiental,
consistié en la habilidad para erigir una de-
fensa eficiente y superar las amenazas a la
vez que mantenian su rica y variadamente
especializada biologia.

El objetivo de este trabajo es ofrecer una
sinopsis de la informacion general existente,
dentro de la cual la mayor parte correspon-
de a los mecanismos de defensa de los insec-
tos holometabolos. Ello es debido a que la
informacién de los ultimos afios se basa
mayormente en logros de la biologia mole-
cular que se han llevado sobre este grupo de
insectos. En el campo de las investigaciones
sobre hemimetabolos se debe mencionar
que se esta trabajando sobre ortopteros, he-
mipteros en afidos y sus simbiontes (Park y
Lee, 2012).

En forma amplia y atendiendo a la com-
plejidad de los mecanismos de defensa de los
insectos se distinguen: el mecanismo inmune
epitelial que incluye las barreras fisico-quimi-

cas, y el mecanismo de la inmunidad sistémi-
ca innata. Dentro de ambas hay funciones
constitutivas y respuestas inmunes inducidas,
alavez que estrategias especiales de defensa.
En la primera, las barreras fisico-quimi-
cas, membranas y cuticulas que las integran,
evitan el ingreso del 99,9 % de los microor-
ganismos y otras noxas. En los mecanismos
inmunes sistémicos, Hoffmann (1999) tiene
en cuenta las funciones efectoras fisiologicas
y entre ellas distingue los mecanismos inna-
tos propiamente dichos y los de especificidad
variable. Entre los primeros se encuentran:
a) fagocitosis de microorganismos por célu-
las de la hemolinfa, b) cascadas proteoliticas
destinadas a localizar y limitar el sitio de
ataque: coagulacion de la hemolinfa, mela-
nizacién de las formas invasoras y su opso-
nizacién, c) sintesis transitoria de péptidos
antimicrobianos. Entre los de especificidad
variable se encuentra el mecanismo antiviral
del RNA interferente. Asimismo, en los meca-
nismos inducidos hay que mencionar el me-
canismo antiviral de la generacién de la
proteina vago que posee una manera de fun-
cionar similar a la del interferén de los ver-
tebrados segtin se mostrara mas adelante.
Las estrategias especiales dan cuenta de
una serie, siempre creciente en la literatura,
de sistemas muy diversos y especializados
que son utilizados por algunas especies en
nichos ecoldgicos singulares o situaciones
atipicas. Por ejemplo, las interacciones entre
parasito y hospedador en el ataque por mi-
crohimenopteros, avispas parasitoides, im-
plican un complejo juego evolutivo de ata-
ques y defensas en el cual un grupo grande
de hospedadores logran evitar, o sortear, el
ataque y otros no lo consiguen. Algunos au-
tores en el tema han denominado «carrera
armamentista» a esta situacién evolutiva.

EL MECANISMO EPITELIAL Y LAS
BARRERAS FiSICO-QUIMICAS

Desde el punto de vista de la localizacién
de los mecanismos de defensa es necesario
distinguir entre el mecanismo sistémico por
una parte, que involucra a la hemolinfa y a
la mayor parte de los tejidos, y por otra al
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mecanismo de defensa propio de los epite-
lios que poseen caracteristicas particulares.
Este mecanismo constituye la primera linea
de defensa y mantiene factores que son cons-
titutivos (péptidos y proteinas antimicrobia-
nas), como asi también es capaz de montar
una respuesta inducida por la presencia de
patogenos.

Los mecanismos basados en las barreras
fisicoquimicas constituyen un campo en cre-
ciente desarrollo cuya complejidad estructu-
ral y funcional, si bien reconocida desde
hace varias décadas, se ha intensificado con
las nuevas tecnologias de los estudios estruc-
turales a nivel molecular y tisular. Externa-
mente la defensa comienza con el integu-
mento o exoesqueleto, cuya capa mas exter-
na, la cuticula, se invagina revistiendo al
epitelio intestinal y al epitelio respiratorio de
las traqueas. La misma constituye no sola-
mente una barrera mecanica debido a uno
de sus principales componentes, la quitina,
sino que ademas, contiene proteasas, pepti-
dasas antiftingicas e inhibidores de proteasas
fungicas en su parte mas externa o epicuti-
cula. Ademas, contiene acidos grasos de ca-
dena corta y lipidos de accion antifungica
que inhiben la germinacion de las esporas de
los hongos. Entre las termitas se ha identifi-
cado la enzima antifangica beta-1,3-gluca-
nasa (Hamilton et al., 2011). Es interesante
que durante las mudas, en las cuales se des-
prende esta barrera y se empieza a sintetizar
una nueva, el organismo lleva a cabo un
aumento de la sintesis de péptidos antibacte-
rianos circulantes. En Drosophila melano-
gaster Meigen (1830), este aumento esta cla-
ramente influenciado por la hormona bursi-
c6n, que determina la sintesis de los elemen-
tos integrantes de la cuticula del insecto (An
et al., 2012). Es significativo el hecho que
las sustancias antimicrobianas se encuentran
también en la epidermis, las traqueas y el
intestino de esta especie (Davis y Engstron,
2012). Entre las abejas del género Apis y
otros himenopteros se ha observado que el
denominado veneno de estas especies se en-
cuentra también en la cuticula representando
una forma de inmunidad social (Baracchi et
al., 2011; 2012).
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Otra barrera de proteccién es la mem-
brana peritréfica, también denominada ma-
triz peritréfica, que recubre la porcién me-
dia del intestino de los insectos. Esta barrera
se comporta como una membrana selectiva-
mente permeable a nutrientes y enzimas, y
una de sus funciones principales es la de pro-
veer proteccién contra microorganismos.
Esta necesidad se explica en razén del con-
tacto permanente con una gran variedad de
bacterias, a las cuales, de otra forma, el
tracto digestivo seria muy vulnerable. Existe
una gran dependencia del insecto respecto a
las actividades antimicrobianas presentes en
su intestino. Debido a ello, parte de las es-
trategias que han desarrollado en la evolu-
cion algunos organismos contra los insectos
fitofagos, predadores o micropredadores,
aprovechan la debilidad del insecto resultan-
te de una labilidad provocada por el orga-
nismo atacado por éste. Por ejemplo, se ha
observado que entre las plantas atacadas por
larvas de algunos lepidépteros, el maiz tiene
resistencia natural que es debida a la presen-
cia de una proteasa de bajo peso molecular
(Pechan et al., 2002). Esta proteasa debilita
la membrana peritrofica del insecto parasi-
to, circunstancia que es aprovechada por los
microbios para destruir o disminuir la viabi-
lidad del insecto. Otros ejemplos similares se
encuentran en los mecanismos de ataque de
virus que producen una metaloproteasa, la
enhancina que degrada las mucinas intesti-
nales en lepiddpteros, debilitando la matriz
peritrofica y aumentando la virulencia
(Wang y Granados, citados por Hegedus et
al., 2009).

Un aspecto importante de la inmunidad
de los epitelios esta constituido por el descu-
brimiento de un mecanismo novedoso aso-
ciado a esta primera linea de defensa. Se
trata de la actividad en estos tejidos de la N-
[-alanoildopamina (NBAD) sintetasa. Esta
enzima no solamente interviene en la sintesis
de NBAD, sustancia que constituye un neuro-
transmisor central, sino que también es pre-
cursora en los mecanismos de melanizacion
y esclerotizacién (Nappi y Christensen,
2005; Schachter et al. 2007; Pérez et al.,
2010), los cuales estan claramente vincula-



20 P. Medina Pereyra & F. M. Fernandez: Mecanismos de defensa de los insectos

dos a la proteccién inmune de los epitelios.
Asimismo, Lemaitre y Hoffmann (2007) ci-
tando a Ritsick et al.(2004) y Ha et al.,
(2005) senalan que en las células epiteliales
del intestino de Drosophila se generan, como
respuesta a infecciones bacterianas, especies
reactivas del oxigeno (ROS) por accién de
las proteinas Duox, insertas en la cara lumi-
nal de la membrana celular. Estas moléculas
son muy activas, sobre todo por su transfor-
macién en HCIO, altamente bactericida. El
exceso de perdxido de hidrégeno (una de las
principales ROS) es degradado por una cata-
lasa inmunoactivada (IRC) que ejerce un
papel regulador antioxidante.

Otra forma de la respuesta inmune local
que poseen los epitelios se manifiesta en la
sintesis de péptidos antimicrobianos (PAMs)
en la epidermis, el tracto respiratorio, el sis-
tema reproductivo y el tracto digestivo. Alli
las células epiteliales sintetizan, a través de
la via inducible Imd, péptidos (attacina, dip-
tericina) que son secretados, en el caso del
sistema digestivo, a la luz intestinal. En al-
gunos casos, como la drosomicina en las
glandulas salivales y en la espermateca, es-
tos péptidos son producidos en forma consti-
tutiva. Como se vera luego, numerosos
PAMs son producidos a partir de un ataque
microbiano. En todos los casos de respuesta
inmune local, la via de respuesta inducible se
ejerce a través de Imd y no del sistema Toll
(Lemaitre y Hoffmann, 2007).

SISTEMAS DE LA INMUNIDAD
INNATA SISTEMICA

Si los microorganismos logran traspasar
estas primeras barreras de proteccion se ac-
tivan o ponen de manifiesto funciones de un
segundo sistema de mecanismos de defensa,
mas complejos que las anteriores, que es el
sistema inmune sistémico. Este consiste en
la presencia o formacién de sustancias anti-
microbianas, principalmente péptidos, pero
también enzimas bacterioliticas. Formando
parte de este sistema, o asociados a él, se
encuentran ademas de la sintesis de péptidos
antimicrobianos, dos mecanismos que pue-
den ser descriptos en forma separada: 1) el

sistema de la profenoloxidasa que lleva a
cabo sus efectos a través de la melanizacion
y consecuente inactivacion de los agentes
agresores; y 2) el mecanismo de la coagula-
cion de la hemolinfa que produce la inmovi-
lizacién de los elementos nocivos en la zona
de invasién o ataque. Cabe aclarar que estos
dos mecanismos también operan en la inmu-
nidad epitelial. A estos dos sistemas de de-
fensa nos referiremos mas adelante. Asimis-
mo se destaca la actividad celular antimi-
crobiana que tiene varias manifestaciones
que se mencionaran, de las cuales la fagoci-
tosis es la primera en la linea de defensa.

Una vez que el microbio invade el interior
del organismo se originan una serie de reac-
ciones. Estas constituyen un eficiente y com-
plejo mecanismo contra patdgenos y parasi-
tos, que es innato en los insectos, siendo ho-
mologo al sistema de la inmunidad innata
de los vertebrados.

Por lo que se sabe, gran parte de estos
mecanismos son constitutivos, aunque nume-
rosos son inducidos por la invasion del pato6-
geno, y los genes que dirigen la sintesis de
péptidos y proteinas que integran estos meca-
nismos se encuentran en el genoma. Es nece-
sario destacar esto por el hecho que, en el
caso de la inmunidad adaptativa de los ver-
tebrados, cuya base funcional la constituyen
los anticuerpos y los receptores especificos
de antigenos presentes en algunas células
inmunocompetentes, no todas las estructuras
proteicas representan la expresién génica de
la linea germinal del genoma. De hecho la
diversidad de los anticuerpos se genera so-
maticamente a través de un proceso que se
lleva a cabo en los linfocitos B que incluye
mecanismos tales como hipermutacién so-
matica y recombinacion. A partir de estos
procesos se generan decenas de miles de es-
pecificidades distintas de anticuerpos, nume-
ro que excede en mucho la cantidad de ge-
nes contenida en el genoma de los mamife-
ros.

En el caso de la inmunidad innata, la re-
accién contra el agresor no tiene memoria
en el sentido que le es reconocida a la me-
moria de la respuesta inmune de los verte-
brados, en la cual un segundo ataque por el



Acta zoolbgica lilloana 58 (1): 17-43, 2014

mismo agresor despierta una defensa mas
intensa y mas especifica. No obstante, en los
insectos se han detectado procesos en los
cuales una segunda agresién de la misma
naturaleza produce una respuesta de mayor
intensidad, como son los casos de la sintesis
de péptidos antimicrobianos o enzimas bac-
terioliticas (por ejemplo, lisozima). Otra
caracteristica consiste en que gran parte de
las respuestas de la inmunidad innata se de-
sarrollan o activan en segundos o en pocos
minutos, como es el caso de la coagulacion
y la melanizacion; o casi instantaneamente
como el caso de la lisozima y de otras enzi-
mas bacterioliticas. Ello ocurre dentro de un
corto periodo puesto que los elementos res-
ponsables de estas respuestas ya se encuen-
tran en los tejidos o la hemolinfa del ani-
mal. No obstante, algunas de las respuestas
que incluyen la sintesis de nuevas proteinas
pueden ser inducidas, y en estos casos la re-
accion se desarrolla en algunas horas. La
puesta en funcionamiento consiste en una
serie de pasos que se inician en el reconoci-
miento del elemento extrafio mediante pro-
teinas extracelulares especiales. El proceso
termina su fase preparatoria en la sintesis de
macromoléculas y culmina con la destruc-
cién del microorganismo o el aislamiento del
elemento extrafo.

Aunque a veces es dificil distinguir en la
practica, la mayor parte de estos sistemas
tienen dos componentes: el humoral y el ce-
lular. EI componente humoral comprende la
mayoria de las fases, sobre todo las finales,
de las reacciones de melanizacion, coagula-
cién de la hemolinfa y de presencia y activi-
dad de péptidos antimicrobianos.

La epidermis constituye la primera linea
de defensa y sintetiza péptidos antimicrobia-
nos tanto en forma constitutiva, como en
forma inducida por el patégeno. El compo-
nente celular esta basado en la actividad de
distintas células de la hemolinfa que inter-
vienen en reacciones de fagocitosis, nodula-
cion y encapsulacion. Merece una mencion
la actividad de los genes comprometidos en
la respuesta inmune en los insectos.

Los genes del lepidéptero Bombyx mori
Linnaeus (1758) han sido analizados por Liu
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et al. (2009), mediante micro arreglo de oli-
gonucleotidos de RNA, en caso de infeccion
microbiana, descubriendo que de unos
23.000 genes analizados, 465 muestran
cambios en la expresion de RNA, 306 fueron
inducidos y 159 fueron reprimidos. La res-
puesta inmune correspondia a la provocada
por la introduccion de bacterias Gram (+),
bacterias Gram(-) o por hongos. Muchos de
estos genes fueron especificamente atribuidos
a funciones de defensa: reconocimiento, se-
fializacién, melanizacion, coagulacién, y
sintesis de proteinas antimicrobianas. Tam-
bién en las abejas solitarias ha sido estudia-
do el conjunto de genes de la respuesta in-
mune (Xu y James, 2009), llegando a con-
clusiones similares.

Existe una marcada variabilidad y ubicui-
dad entre especies de insectos en lo referente
a las proteinas involucradas en la respuesta
inmune (Schmidt et al., 2010). Por ejemplo,
las proteinas de reconocimiento peroxinecti-
na, remolina, hemomucina, pueden encon-
trarse en varias especies, aunque pueden es-
tar ausentes en especies muy relacionadas.
Lo anterior pone en evidencia la heteroge-
neidad en la expresion y variacion cuantita-
tiva de proteinas relacionadas con estos me-
canismos. No obstante es interesante la opti-
ca de autores que las aplican en forma com-
parativa para sefnalar las similitudes entre
taxones mayores en este campo (Theopold et
al., 2002; Tzou et al., 2002).

LOS COMPONENTES HUMORALES DE
LOS MECANISMOS DE DEFENSA

Probablemente el antecedente mas impor-
tante de los trabajos anteriormente citados lo
constituy6 un estudio sobre la expresion de
las proteinas de Drosophila comprometidas
en la defensa inmune. Este fue efectuado por
De Gregorio et al. (2001) mediante el anali-
sis de los genes que se expresan como res-
puesta contra la infeccién microbiana. A
partir de aquel trabajo se supo que en esta
emergencia se induce la expresién de 239
genes y se reprimen 170, muchos de ellos no
conocidos anteriormente. Esta informacion
se obtuvo mediante el estudio de micro arre-
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glos de oligonucleétidos llevado a cabo so-
bre un total de 13.197 genes. La mayor par-
te de los genes comprometidos pudieron ser
asignados a aspectos especificos de las fun-
ciones de defensa, entre ellas reconocimiento
de moléculas extrafias, fagocitosis, coagula-
cién, melanizacion, activacién de factores
de transcripcién de la via NF-kB, sintesis de
péptidos antimicrobianos, produccién de es-
pecies reactivas del oxigeno y regulacién del
metabolismo del hierro.

El componente humoral utiliza proteinas
antimicrobianas y otras moléculas efectoras,
que circulan en el hemocele o que han mi-
grado a algunos tejidos, con la finalidad de
inactivar los agentes patégenos que accedan,
o se encuentren en vias de alcanzar el inte-
rior del insecto. Comprende asimismo dos
importantes reacciones en cascada que a su
vez, estan muy relacionadas: melanizacién y
coagulacion (Bidla et al., 2005).

MELANIZACION

Este proceso fue estudiado desde hace
mas de dos décadas en varias especies de
insectos (Nappi y Seymour, 1991). Consiste
en la formacién del pigmento oscuro, la
melanina, de la cual existen dos variedades,
la feomelanina, de color pardo, que es pro-
pia de los vertebrados, y la eumelanina (ne-
gra) que se encuentra en los insectos. En este
caso se trata de un polimero de indol-quino-
nas. Este compuesto proviene de la oxida-
cion de la fenilalanina y/o la tirosina (Nap-
pi y Christensen, 2005), e incluso de cateco-
laminas (Czapla et al., 1990) y otros sustra-
tos (Kim et al., 2000). La finalidad de este
pigmento que tiene una estructura altamente
polimerizada consiste en rodear e infiltrar
las células extrafias impidiéndole desarrollar
sus funciones vitales. Este proceso se puede
llevar a cabo acompafiando la encapsulacion
del parasito (Li et al., 1992), otro de los
mecanismos de defensa.

La formacién de la melanina en la he-
molinfa es catalizada en una primera fase
por la enzima fenoloxidasa (PO). De hecho
hay mas de una enzima con actividad de PO.
Esta enzima proviene de su forma inactiva,
la proenzima profenoloxidasa (PPO) que es

sintetizada en las células cristal y la que por
accion de una cascada de serin proteasas es
convertida en la forma activa. Este mecanis-
mo que lleva a la constitucién de la enzima
activa se caracteriza por la presencia de una
cantidad de pasos controlados (Banerjee et
al., 1991; Brehelin et al., 1991; Wang y
Jiang, 2004) los cuales regulan la aparicién
de la actividad y la mantienen dentro de li-
mites precisos. Se entiende que tales contro-
les impiden que se produzca una activacion
incontrolada de la enzima que conlleve una
generalizada melanizacién de las regiones
no comprometidas por la invasién del para-
sito o cuerpo extrafio. En el mosquito Aedes
aegypti Linnaeus (1762) se ha comprobado
que existen dos vias de melanizacion segun
la causa que dispara el mecanismo de la PO
(Zou et al., 2010).

De acuerdo a la especie de insecto, la PO
puede encontrarse en la hemolinfa o puede
ser liberada por ruptura celular. Se deposita
alrededor de heridas o de parasitos, sean
encapsulados o no, inhibiéndolos a partir de
generacion de sus productos. Cabe mencio-
nar que esta enzima puede ser transportada
a la cuticula, y de hecho ello ocurre en la
mayor parte de estos animales y sobre am-
plias areas cuticulares, donde éstas son con-
vertidas a una forma mecanicamente mas
resistente y opaca a la luz.

La profeniloxidasa es una enzima bas-
tante conocida ya que ha sido purificada y
aislada de un amplio rango de especies de
insectos. La masa molecular de esta enzima
en los insectos varia entre 78 a 80 kDa
(Uniprot: Prophenoloxidase-Insecta, 2012).
Su estructura contiene una secuencia que
muestra una gran similitud a la regién tiol-
ester de las proteinas C3 y C4 del Comple-
mento de vertebrados. El camino que condu-
ce desde la oxidacidn inicial de los sustratos
endogenos, fenilalanina y tirosina, por parte
de la PO, transcurre hasta la formacién de
dopacromo (Nappi y Christensen, 2005) a
través de pasos intermedios catalizados o
espontaneos; luego éste polimeriza a melani-
na, mediante intermediarios cuya conver-
sién puede (también) ser catalizada o no.
Todo parece indicar que una vez que se ha
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activado la fenoloxidasa, los pasos subsi-
guientes se llevan a cabo de una forma tal
que las transformaciones intermedias no pa-
recen estar sujetas a regulacion. La melanina
es un polimero que, desde unos pocos monoé-
meros forma oligémeros y sigue creciendo
hasta polimero.

Hemos podido observar (Medina Pereyra
et al., 2011a) que el curso de la melaniza-
cién se acompafia de cambios en el espectro
de absorcion que consisten en un desplaza-
miento de los picos de absorbancia desde
longitudes de onda mayores en el rojo, hacia
el UV. Hemos verificado que este proceso se
efecttia en el orden de minutos, de manera
que un cambio de un 10 % de los valores de
absorbancia desde rojo al azul ocurre en
unos 20 minutos. Lo mencionado correspon-
de a ensayos realizados con hemolinfa de
Spodoptera frugiperda (Smith) sin el agrega-
do de ningun sustrato externo para la enzi-
ma. A partir de ello se puede deducir que lo
observado corresponde a los tiempos reales
en que se produce la melanizacién en una
zona circunscripta del insecto.

Como se ha afirmado anteriormente, to-
dos los mecanismos de defensa conocidos
estan relacionados funcionalmente. Ello ocu-
rriria en todas las especies de insectos, ya
sea en mayor grado por la naturaleza del
mecanismo o, en grado menor por variabili-
dad entre especies. En lo que sigue, se veran
varios ejemplos de este tipo que involucran a
la coagulacion con la melanizacion y con
otros mecanismos.

COAGULACION DE LA
HEMOLINFA

En insectos existen, por lo menos, dos ti-
pos de mecanismos de coagulacion identifi-
cados. En el primero esta la polimerizacion
de las proteinas coagulantes, de las cuales
la mas importante es la hemolectina, aun-
que hay que incluir también a las lipoforinas
y vitelogeninas, que es catalizada por una
transglutaminasa dependiente de Ca* libe-
rada desde los plasmatocitos. Conviene men-
cionar que este tipo de hemocito es el mas
abundante en la hemolinfa de los insectos.
El otro tipo de coagulacion fue bien estudia-
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do en el molusco Lymulus polyphemus Lin-
naeus (1758) pero se sugirié la existencia de
este mismo sistema en Drosophila donde la
coagulacion mediada por (1-3)-B-D-glucano
o LPS, es activada por una cascada de serin
proteasas de tres pasos.

Se ha senalado (Haine et al., 2007) que
la homologia estructural entre las enzimas
de coagulacién de la hemolinfa, el sistema
del complemento y la coagulacion de la san-
gre de mamiferos indicaria la posibilidad de
un origen comun para las cascadas proteoli-
ticas de estos tres sistemas. Se entiende que
el origen comun al que se refieren estos au-
tores corresponde principalmente a aspectos
estructurales (los dominios de las proteinas
que integran estas cascadas proteoliticas), y
no a los mecanismos de funcionamientos
propios o asociados.

Existen varias funciones que forman par-
te del esquema general de la coagulacidn, la
mayor parte de ellas han sido observadas, ya
sea, en una sola especie o en varias especies,
a veces del mismo Género, de la misma Fa-
milia o del mismo Orden. De manera que, a
partir de estos datos, solamente se puede te-
ner una idea general de su distribucion entre
los insectos. No obstante, si se investigan y
descubren las caracteristicas de una novel
funcion, es posible conjeturar sobre su im-
portancia biolégica general y por lo tanto
de la eventual distribucién en los taxones
superiores.

Para justificar la necesidad de extrapola-
ciones cuidadosas Dushay (2009) ha sehalado
el hecho que la estructura del coagulo todavia
es imperfectamente conocida y que existe una
baja similitud en los mecanismos de la coa-
gulacién entre distintas especies de insectos.

La presencia de acidos nucleicos propios
en la hemolinfa del lepidéptero Galleria
mellonella Linnaeus (1756) es uno de los
principales inductores de su respuesta inmu-
ne (Altincicek et al., 2008). Dentro de ésta,
la coagulacién de la hemolinfa es la prime-
ra en evidenciarse, con una respuesta simi-
lar a la producida por los lipopolisacaridos
de los microorganismos. Ademas, este solo
estimulo desata también la sintesis de pépti-
dos antimicrobianos.
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De la misma forma, se ha determinado
que la PO cambia las propiedades fisicas del
coagulo en Drosophila y en Galleria (Bidla
et al., 2005), lo cual efecttia mediante la
creacién de uniones covalentes entre el poli-
mero de la melanina y la malla del coagulo.
Asimismo existen observaciones (Bidla et
al., 2009) que relacionan la iniciacién de la
activacion de la PO en el diptero con sefiales
internas del propio insecto y no con los fac-
tores desencadenantes propios de la estructu-
ra del microorganismo invasor. La melaniza-
cion del coagulo depende de sefiales deriva-
das de células apoptoticas y de la presencia
de fosfatidilserina, fosfolipido que se en-
cuentra en su casi totalidad en la cara cito-
plasmatica de las células del hospedador. En
el caso del lepiddptero, la melanizacion
puede ser inducida por los peptidoglicanos
del invasor. Los casos de diferencias en la
puesta en marcha de las respuestas inmunes
v su ubicuidad en los invertebrados han sido
destacados por Cerenius et al. (2010). En
menor grado esto parece ser cierto también
para los insectos.

La hemolectina juega un papel importan-
te en la coagulacion en Drosophila, dado
que los mutantes del gen correspondiente tie-
nen problemas de coagulacién (Lesch et al.,
2007). No obstante, se ha observado que atn
con este handicap, las larvas pueden sobrevi-
vir. Ello fue confirmado por Chang et al.
(2012), quienes observaron que las larvas
mas jévenes (que tienen menor cantidad de
plasmatocitos en la hemolinfa), no resisten y
que las mas desarrolladas sobreviven a los
ataques gracias a la mayor cantidad de es-
tos hemocitos.

Debido a que la coagulacion es una fun-
cion critica para el mantenimiento de la he-
mostasia y la limitacion de la pérdida de li-
quidos, se ha destacado el hecho que la PO
crea uniones covalente dentro de la trama
del coagulo (Eleftherianos y Revenis, 2011).
Ello aumenta la dureza y la melanizacion
del coagulo, aun cuando el mecanismo exac-
to es insuficientemente conocido desde el
punto de vista molecular. Estos autores sefia-
lan asimismo que el proceso varia entre dis-
tintas especies de insectos. Cabe mencionar

que las principales células responsables de
las funciones de la coagulacion y la fagocito-
sis son los plasmatocitos, y que en el caso de
la melanizacion, las portadoras y liberado-
ras de las enzimas comprometidas son las
denominadas células cristal (Lamaitre y
Hoffmann, 2007). Adelantamos que en el
caso del mecanismo de encapsulacién las
células efectoras son los lamelocitos.

Las serin proteasas juegan un papel cen-
tral en los sistemas defensivos puesto que
intervienen en los tres principales mecanis-
mos que los componen: coagulacion, mela-
nizacion y sintesis de péptidos antibacteria-
nos. En la hemolinfa de Anopheles gambiae
Giles se han identificado cinco de estas enzi-
mas que cumplen funciones inmunes en los
hemocitos, el cuerpo graso y el intestino
medio (Gorman y Paskewitz, 2001). Las se-
rin proteasas son reguladas por una familia
de proteinas denominadas serpinas, pero no
se conoce en profundidad la forma en que se
asocian con cada una de aquellas enzimas.
No obstante, se sabe con cierto detalle lo
que ocurre en Tenebrio molitor Linnaeus
(1758) (Jiang et al., 2009), donde se en-
cuentran integrando el mecanismo de la sin-
tesis de melanina y el de la cascada proteoli-
tica que termina activando la via Toll.

Se han descrito los tipos de reguladores
de las enzimas proteoliticas serin proteasas
en los artrépodos (Kanost, 1999). Ellos se
agrupan en Serpinas, Kazal, Kunitz, y alfa-
macroglobulinas, las cuales se encuentran
en los hemocitos o en la hemolinfa. A éstas
hay que agregar dos familias de péptidos
que también inhiben aquellas proteasas: una
del gusano de seda Bombyx mori y otra en
las langostas, las cuales pueden inhibir las
proteasas de hongos y parasitos invasores,
como asi también regular la coagulacion de
la hemolinfa.

Un detallado analisis de las proteinas
que integran el coagulo de la hemolinfa de
la mosca de la fruta, el cual incluye los sus-
tratos para la transglutaminasa, ha sido lle-
vado a cabo por Karlsson et al. (2004). Las
proteinas que disminuyen su concentracién
en la hemolinfa después de la coagulacién
(o sea que son parte del coagulo) son: la
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proteina mucinica CG8502, (de caracteristi-
cas idénticas a una proteina de la cuticula de
37,1 kDa); la CG11313 (una serin proteasa
de 40,5 kDa) similar a la proteina activado-
ra de la PO, dos PO, la lipoforina (proteina
de la hemolinfa de unos 370 kDa transporta-
dora de lipidos y que interviene en la coagu-
lacion), la gelsolina secretoria (88,4 kDa)
que promueve la fagocitosis, y la CG15825
denominada Fondue (de unos 56,6 kDa con
funcién en la coagulacion y en la metamor-
fosis). Las que aumentan su concentracién
en la hemolinfa son: una subunidad de la
ferritina y dos proteinas miembros de la fa-
milia de la Igs.

Korayem et al. (2004) han identificado
una mucina que se encuentra en los hemoci-
tos, en la membrana peritrofica y en las
glandulas salivales, la cual también forma
parte del coagulo y participa en la inmovili-
zacion de las bacterias atacantes. Por otra
parte, las proteinas inhibidoras de proteasas
presentes en la seda de los lepidopteros han
demostrado estar también presentes en el
coagulo (Korayem et al., 2007).

La interaccién entre el sistema de la PO
y el de la coagulacién ha sido analizado en
Galleria mellonella y en Drosophila de lo
que se dedujo que ambos sistemas demues-
tran participar en la formacién del coagulo
(Li et al., 2002; Lindgren et al., 2008), sien-
do la actividad de transglutaminasa la mas
importante en esta tarea. Este ultimo punto
ha sido enfatizado por Wang et al. (2010).

En nuestro laboratorio hemos llevado a
cabo determinaciones y analisis de las pro-
teinas durante el proceso de formacién del
coagulo en la hemolinfa de larvas y pupas de
Spodoptera frugiperda. Nuestras observacio-
nes (Medina Pereyra et al., 2011b) basadas
en el estudio de los patrones electroforéticos
de la hemolinfa (sin coagulacién), del coa-
gulo y del sobrenadante del coagulo (hemo-
linfa después de la coagulacién) demostra-
ron una notoria actividad proteolitica que
alcanzaba no solamente a las proteinas ma-
yores de la hemolinfa, sino a proteinas de
masa molecular media y pequena. El au-
mento de bandas detectadas se debe a la ac-
tividad de enzimas proteoliticas. Para el caso
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de las nuevas bandas observadas, cuyos pe-
sos moleculares fueron mayores a 60 kDa, la
explicacion mas simple consiste en suponer
que las enzimas actuaron sobre una(s)
proteina(s) de gran masa molecular sepa-
rando numerosos péptidos menores de dife-
rentes masas y produciendo una decena de
(nuevas) proteinas de entre 60 y 200 kDa,
que es lo que se observa en las electroforesis.
Los resultados muestran que: a) las proteasas
activadas atacan un gran numero de protei-
nas de la hemolinfa, b) la actividad enzima-
tica de las proteasas activadas en la coagu-
lacién no se ejerceria sobre sitios especificos
de las proteinas atacadas, c) las proteinas de
mas de 100 kDa disminuyen en cantidad
absoluta, segtn lo evidencian la disminucion
de sus bandas en las electroforesis, pero au-
mentan en numero, es decir se forman nue-
vas moléculas de distintos pesos pero en
menor concentracién.

PROTEINAS ANTIMICROBIANAS.
MOLECULAS DE RECONOCIMIENTO
Y FUNCIONES

Una tercera reaccion humoral a la infec-
cion (y la mas conspicua desde el punto de
vista inmunoldgico) es la sintesis rapida y la
liberacion de una bateria de péptidos anti-
microbianos. El sitio principal de sintesis,
como se dijo, es el cuerpo graso, que puede
estar ubicado contra la matriz extracelular
de la superficie interna de la epidermis y
que se encuentra distribuido en todos los seg-
mentos del insecto. Se ha comprobado que
también los hemocitos, las células epitelia-
les del tegumento, el intestino, las glandulas
salivales y el tracto reproductivo son capaces
de producir factores antimicrobianos de na-
turaleza proteica. Aunque todos los péptidos
son diversos en estructura, se observa que al
activarse son anfipaticos, moléculas basicas
que actian sobre las membranas de la célula
invasora a la cual destruye, generalmente por
lisis. En respuesta a la infeccién los insectos
pueden sintetizar una combinacién de sus
péptidos antibacterianos que actiian median-
te el ataque sobre diferentes componentes de
la envoltura bacteriana. La respuesta se pro-
duce a través de un proceso de duracién va-
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riable que es dependiente de la especie estu-
diada y que se desarrolla en varios pasos.

En primer lugar, se produce el reconoci-
miento de la célula extraiia. Ello ocurre me-
diante la unién de factores de reconocimien-
to que circulan en la hemolinfa, o que estan
unidos a la membrana de las células del
cuerpo graso. En Drosophila melanogaster se
reconocen dos vias de sefializacién para la
respuesta inmune: la via Toll y la via Imd.
La primera es la principal inductora de reac-
ciones contra bacterias Gram(+), levaduras
y hongos, mientras que la via Imd lo hace
contra bacterias Gram(-) (Fig. 1).

Para el caso del sistema Toll este recono-
cimiento sigue los siguientes pasos. Los pép-
tido-glicanos de las bacterias Gram(+) son
reconocidos por moléculas especificas que se
encuentran en la hemolinfa como PGRPs
(proteinas de reconocimiento de peptidogli-
canos) y las GNBPs (llamadas proteinas de
unién a bacterias gram negativas por creer
este hecho cuando fueron descubiertas) que
activan a serin proteasas, la ultima de las
cuales (SPE) a su vez actua sobre una pro-
teina especifica (proSpatzle) escindiendo un
péptido, de manera que la proteina resultan-
te (Spatzle) adquiere la capacidad de unirse
al receptor de membrana Toll activandolo.
Ello produce la activacion celular, la cual se
continua a través de las vias de sehalizacion
intracelular. Estas vias de sefializacion invo-
lucra en los ultimos pasos a la proteina Cac-
tus que retiene a péptidos del tipo NF-kB,
para el caso los péptidos Dorsal y DIE en el
citoplasma. Cuando se produce la activacion
de la via Cactus se fosforila, y libera a los
péptidos Dorsal y DIF que se translocan al
nucleo y actiian de hecho como factores de
transcripcién, lo cual conduce a la sintesis
de moléculas efectoras: los péptidos antimi-
crobianos, que se liberan a la hemolinfa.
Cabe mencionar que este es un proceso mas
lento que el correspondiente a la melaniza-
cion o a la coagulacién, que se producen en
pocos minutos.

Es importante tener en cuenta una cierta
diferenciacion en las funciones de reconoci-
miento de las clases de microbios por parte
de los sistemas inmunes de los insectos. En

este sentido cabe senalar que existen dos ti-
pos basicos (dos patrones) de peptidoglica-
nos que forman parte de las paredes celula-
res bacterianas. Estos producen una identifi-
cacién diferencial por parte de los receptores
de reconocimiento del patrén (RRP) del in-
secto, que reconocen y se unen a distintas
estructuras microbianas. Como ya se ha
mencionado, los RRP capaces de reconocer
peptidoglicanos se denominan proteinas de
reconocimiento de peptidoglicanos (PRPG) y
pueden diferenciar una bacteria Gram(-) que
contiene peptidoglicanos tipo-DAP (acido
diaminopimélico) de una bacteria Gram (+)
que contiene una cantidad significativa de
lisina (Lys).

Por otra parte, en la via Imd los PRPG
estan ubicados en la membrana celular
(PRPG-LC), aunque también existe un PRPG-
LE que reconoce el peptidoglicano tipo-DAP
La union de los peptidoglicanos a las protei-
nas de reconocimiento permite que estas in-
teractuen con la proteina Imd intracelular,
produciendo un cambio de conformacién de
ésta y desencadenando una cascada de sefa-
lizacién que mediante dFADD activa el fac-
tor de transcripcion Rel, el cual finalmente,
induce la sintesis de efectores antimicrobia-
nos, fundamentalmente contra bacterias
Gram(-) (Lemaitre y Hoffmann, 2007; Feld-
haar y Gross, 2008) (Fig. 1).

Los PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

Si bien se han identificado mas de 250
péptidos antimicrobianos (PAMs) en los insec-
tos, haremos referencia a los mas conocidos
en lo que respecta a su funcion. Como ya se
ha sefialado anteriormente estas proteinas
pueden ser constitutivas por su presencia en la
hemolinfa, o pueden ser inducibles, cuando
se expresan en respuesta a la presencia de
hongos o bacterias. Las proteinas antimicro-
bianas de insectos estan agrupadas en fami-
lias, las cuales se establecen en base a las si-
militudes estructurales y de secuencia, como
asi también al target propuesto en la pared
celular bacteriana. Se distinguen tres catego-
rias de PAMs (Park y Lee, 2012) la primera
agrupa a los péptidos antimicrobianos que
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Figura 1. Principales vias de respuesta inmune contra bacterias, levaduras y hongos en DOro-
sophila melanogaster. La via Imd comienza con el reconocimiento de los péptidoglicanos tipo
DAP monomérico y polimérico, por parte de los receptores PGRP-LC o PGRP-LE. Los domi-
nios de éstos receptores interactan con la proteina Imd citoplasmatica que a su vez activa
una cascada de sefializacién por medio de la molécula dFADD. Esta activa a la caspasa
Dredd, la cual escinde a Relish fosforilado, resultando en los péptidos ankyrina (ANK) que
permanece en el citosol y Rel que se transloca al nucleo induciendo la transcripcién de genes
inmunocompetentes. La fosforilacion de Relish es mediada por el complejo inhibidor IKK. La
activacion de dTAK1 es inducida por dTAB2 y dIAP2. La via JNK (c-dun N-terminal kinase)
actla independientemente de Relish pero en conexién con Imd. Por su parte, la via Toll se
activa por receptores de reconocimiento extracelulares: a) PGRP-SD, PGRP-SA y GNBP1
para bacterias gram-positivas; b) GNBP3 reconoce los 0-1,3-glucanos, componentes de la
pared celular de hongos y c) por la serin proteasa Perséfone en el caso de infecciones
fangicas en general. En todos los casos se desencadena una cascada de amplificaciéon de la
sefal llevada a cabo por serin proteasas. La forma inactiva de Spatzle (pro-Spatzle) es
activada por SPE. Spatzle activa al receptor de transmembrana Toll, activdandose un set de
moléculas en cascada. El receptor TIR y/o0 las moléculas dMyD88 y Tube conducen a la
activacion de la kinasa Pelle. Esta ultima induce la degradacién del inhibidor Cactus, que
mantiene a DIF y Dorsal en el citoplasma. La translocacion de estos factores de transcripcion
inducen la transcripcién de genes que codifican los respectivos PAMs (figura modificada de
Lemaitre y Hoffmann, 2007).

r A s r A s
Genes para funciones Diptericina, Attacina Drosomicina y
de cicatrizacién y otros PAMs y otros PAMs
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poseen uniones disulfuro intramoleculares
formando alfa-hélices, laminas beta, laminas
beta tipo hairpin o estructuras mixtas. El se-
gundo grupo esta constituido por péptidos li-
neales formando alfa-hélices anfipaticas. El
tercer grupo contiene péptidos ricos en glici-
na o prolina. En lo que sigue se tomaran
como referencia a los PAMs de Drosophila.
Como se vera, hay similitud entre los PAMs
de este diptero y los de otros insectos.

El mecanismo de accién mas generaliza-
do de las proteinas antimicrobianas se inicia
con la unién de éstas a los lipopolisacaridos
de las membranas microbianas. La interac-
cién electrostatica producida por la carga
positiva de los aminoacidos basicos y la ca-
beza de fosfolipidos con carga negativa hace
que los péptidos tomen una posicion parale-
la a la membrana. Cuando la concentracién
local relativa del péptido con respecto al
componente lipidico se incrementa, los pép-
tidos tienden a tomar una posicion perpendi-
cular a la membrana y se inserta en ella for-
mando microtubos (Fig. 2). Esta insercion
de los péptidos altera la permeabilidad de
la membrana, lo que produce la paraliza-
cién del metabolismo bacteriano; asi tam-
bién puede ocurrir la lisis celular porque las
caracteristicas fisicas de los poros facilitan
la entrada de agua (Montafio Pérez y Vargas
Albores, 2002).

Basandose en el tipo de microorganismo
al que atacan los PAMs se pueden clasificar
(Park y Lee, 2012) en: a) los que como la
defensina, atacan las bacterias Gram(+); b)
los que dirigen su actividad contra bacterias
Gram(-), como la cecropina, drosocina, atta-
cina, y MPAC (matured prodomain of atta-
cin C), y ¢) los que atacan a los hongos pa-
tégenos, como la drosomicina y la metch-
nikowina. Se describen sucintamente las
mas conocidas de estas proteinas.

Attacinas.— Estas proteinas son activas
solamente contra organismos Gram(-), afec-
tando los mecanismos de divisién celular
mediante la inhibicion de la sintesis de pori-
nas, proteinas de membrana de las bacte-
rias. Si bien la masa molecular de gran par-
te de los integrantes de la familia tiene ge-

neralmente unos 20 a 22 kDa, también exis-
ten péptidos que alcanzan a 28 kDa, no con-
tienen cisteina y son ricos en glicina. La
MPAC constituye una forma precursora de
mayor peso molecular. Estas proteinas tie-
nen cerca de un 37 % de homologia con las
sarcotoxina y diptericina de los dipteros y
con las diptericinas de lepidépteros. La
MPAC muestra similitud estructural con la
drosocina y con la cecropina, pero solamen-
te es parecida a esta ultima en su actividad
antibacteriana.

Cecropinas.— Constituyen una familia de
péptidos fuertemente basicos, con masas
moleculares de alrededor de 4 kDa. El nom-
bre se debe a que fueron descritas por prime-
ra vez en la polilla Hyalophora cecropia Lin-
naeus (1758), no obstante, también se detec-
taron actividades similares atribuibles a es-
tos péptidos en otros insectos. En Drosophila
se han encontrado tres cecropinas, se las ha
clonado e incluso se las ha producido sinté-
ticamente comprobandose su actividad anti-
bacteriana Gram(-) a concentraciones micro-
molares. Las formas naturales tienen una
potente actividad antibacteriana contra
Gram(+) y Gram(-). Son antibiéticos acti-
vos que interactuan con lipidos de membra-
nas formando canales. Las cecropinas no
contienen cisteina, y exhiben una estructura
de dos a-hélices unidas por una region bisa-
gra de articulacion. Se identificaron cecropi-
nas en mamiferos, en intestino de cerdo y
glandulas adrenales de bovinos, lo cual im-
plica que este grupo podria estar amplia-
mente difundido en el reino animal (Gilles-
pie y Kanost, 1997).

Bacillus thuringiensis Berliner (1915) uti-
lizado para el control biolégico de insectos
es totalmente resistente a todas las cecropi-
nas. Sin embargo, los protoplastos de esta
bacteria son sensibles a estos péptidos, lo
que indica que la pared celular juega un pa-
pel importante en la resistencia a las cecro-
pinas (Vargas Albores y Ortega Rubio,
1994).

Defensinas.— Constituyen un grupo hete-
rogéneo de péptidos, ubicuo y con la mayor
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cantidad de especies moleculares de los que
se han estudiado en los animales o las plan-
tas. Atacan principalmente bacterias
Gram(+) actuando sobre la membrana cito-
plasmica y lisando las células por la forma-
cién de canales de membrana, conduciendo
a un rapido escape de K+ y otros iones. Las
defensinas de insectos son péptidos cationi-
cos (4 kDa) que contienen seis residuos de
cisteina conservados, con tres puentes disul-
furo. Poseen tres dominios distintos: un loop
amino terminal, una a-hélice y una lamina
[ antiparalela. Las defensinas de los insectos
presentan puentes disulfuro que no se en-
cuentran en las de los mamiferos. Este pépti-
do muestra similitud con la tenecina del gé-
nero Tenebrio y con la sapecina A del género
Sarcophaga. Aunque numerosas defensinas
han sido aisladas de mamiferos y plantas,
los analisis realizados revelaron que no son
homologas a las defensinas de insectos (Ho-
ffmann, 1995; Montaio Pérez y Vargas Albo-
res, 2002).

Drosocina.— Tiene gran actividad contra
bacterias Gram(-), con una masa molecular
de 7,2 kDa, y es glucosilada. Si bien es un
potente antibacteriano demora algunas ho-
ras en ejercer su actividad, la cual se realiza
hasta en concentraciones micromolares. La
apidaecina de la abeja Apis mellifera Lin-
naeus (1758) es homodloga de la drosocina.

Diptericina.— Tiene actividad contra bac-
terias Gram(-), actua aumentando la per-
meabilidad de las membranas del microbio.
Tiene una masa molecular de unos 9kDa. Lo
mismo que la drosocina es un péptido glico-
silado. Hay péptidos similares a la dipterici-
na en los géneros Protophormia, Sarcophaga
v Glossina.

Drosomicina.— Tiene actividad contra
los hongos patégenos, reteniéndola aun en
presencia de altas concentraciones de sales,
a diferencia de lo que ocurre con las defensi-
nas. Con una masa de unos 5 kDa presenta
tres uniones disulfuro. Tiene una cierta simi-
litud con las defensinas de las plantas.
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Figura 2. Esquema general del mecanismo
de accion de péptidos antimicrobianos. Los
péptidos se ubican de manera paralela a las
membranas uniéndose a las mismas por in-
teracciones electrostaticas (A). Cuando la
concentracion relativa de péptidos aumenta
con respecto a la de lipidos, éstos adoptan
una posicion perpendicular produciéndose la
formacion de poros (B).

Metchnikowina.— Este pequefio péptido
tiene una masa molecular cercana a 3 kDa,
no presenta uniones disulfuro, es rico en pro-
lina y tiene actividad contra bacterias
Gram(+) y hongos. Se la encontré6 en Dro-
sophila y tiene una cierta similitud con la
abaecina en Bumbuis pascuorum Scopolis
(1763), y la lebocina en Bombyx mori.

Lectinas.— Si bien hacemos referencia a
este grupo de péptidos, se debe senalar que
no parecen ser muy importantes in vivo
como moléculas bactericidas. En realidad su
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papel atafie a la capacidad de reconocimien-
to de moléculas extranas. Son proteinas di-
valentes o multivalentes que pueden agluti-
nar células u otros materiales que tengan
oligosacaridos de la complementariedad
apropiada. Por definicidn, las lectinas se li-
gan especificamente a carbohidratos a través
de uniones no covalentes. Estas proteinas
han sido descritas en virus, bacterias, levadu-
ras, plantas, invertebrados y vertebrados.
Aunque se ha demostrado la capacidad de
las lectinas para aglutinar bacterias y preci-
pitar glicoconjugados, es posible que este
mecanismo no sea el mas importante de los
que actuan in vivo. Mas bien, su papel seria
facilitar su fagocitosis (opsonizacion). Se-
gun Vargas Albores y Ortega Rubio (1994),
no se han podido hacer generalizaciones so-
bre las lectinas de insectos debido a las dife-
rencias y diversidad encontradas entre ellos.

LA LISOZIMA Y OTROS PEPTIDOS
INTEGRANTES DE LOS MECANISMOS
DE DEFENSA

La lisozima constituye uno de los factores
mas importantes de la defensa contra bacte-
rias invasoras. Ello se debe a su presencia
constante en la hemolinfa, lo cual implica
una defensa de primera linea en relacién ala
mayoria de los sistemas mas complejos y por
lo tanto mas lentos en ejercer sus efectos. Se
debe destacar que es la enzima antibacteriana
con mayor distribucién en los seres vivos y
constituye el primer factor antibacteriano pu-
rificado de la hemolinfa de los insectos. Se la
encuentra en virus, bacterias, hongos, plantas
y animales. En los insectos se la ha encontra-
do, ademas de la hemolinfa, en érganos tales
como el intestino y los hemocitos. Su activi-
dad consiste en hidrolizar los enlaces 3-(1,4)-
glicosidicos en los peptidoglicanos de la pa-
red celular bacteriana. La lisozima de insectos
es una proteina (14 kDa) cuya secuencia de
aminoacidos muestra gran similitud a la liso-
zima de vertebrados.

No se han encontrado bacterias que sean
sensibles a la lisozima y resistentes a las ce-
cropinas. De este modo, es posible que la
principal funcién de lalisozima en los insec-
tos no sea matar a las bacterias, sino remover

el saculo de mureina, permitiendo la acciéon
de cecropinas y atacinas, lo cual implica la
existencia de un eficiente trabajo sinérgico.

Estudios efectuados por nuestro grupo de
investigacién (Medina Pereyra et al., 2012)
en hemolinfa de Spodoptera frugiperda han
demostrado la necesidad de sistematizar los
protocolos para la determinacion de la acti-
vidad de lisozima en los insectos. Por otra
parte se ha comprobado la capacidad de la
lisozima de este lepidoptero de conservar su
actividad, en presencia del sustrato (Micro-
coccus sp.) por tres dias después de ser ex-
traida la hemolinfa. Esta caracteristica no la
poseen las muestras de lisozima correspon-
dientes a mamiferos. Una razén bioldgica
podria residir en el hecho que la defensa
antimicrobiana de estos animales ectotérmi-
cos exige una actividad litica que sea eficien-
te a temperatura ambiente y que persista
aun después de la muerte del individuo para
disminuir los riesgos de propagacion del
microorganismo atacante.

COMPONENTE CELULAR EN LOS
MECANISMOS DE DEFENSA

El papel que juegan las células de la he-
molinfa en los mecanismos de defensa ha sido
destacado por Fauvarque y Williams (2011)
cuando detallan las funciones de los hemoci-
tos (respuesta a sefiales de lesién tisular, cica-
trizacién de heridas, iniciacién de coagula-
cidén, fagocitosis, encapsulacién, participa-
cion en la remocion de cuerpos apoptoticos y
produccién de matriz extracelular).

Las diferencias entre expresiéon humoral y
celular en la inmunidad han sido ya mencio-
nadas. De esta forma se distinguen especifi-
camente las funciones que transcurren en
forma humoral (coagulacion, melanizacién,
actividad de péptidos antimicrobianos y pro-
duccion de especies reactivas del oxigeno y
del nitrégeno) de los correspondientes a las
celulares (fagocitosis, encapsulaciéon) (Lavi-
ne y Strand, 2002). Los hemocitos derivan
de células madres mesodérmicas que se di-
ferencian en linajes especializados. En los
lepidépteros los mecanismos de defensa
comprometen a las células granulares y a los
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plasmatocitos, mientras que en Drosophila
incluyen a los plasmatocitos, las células cris-
tal v a los lamelocitos.

El componente celular esta integrado por
los hemocitos circulantes en el hemocele que
son capaces de reconocer (indirectamente)
los elementos extrafios mediante receptores
tipo Toll que activan la expresién y libera-
cién de péptidos antimicrobianos. Gran par-
te de las funciones de inmunidad celular en
los insectos es dependiente de la actividad de
reconocimiento que lleva a cabo la proteina
hemolina (Eleftherianos et al., 2007). Tam-
bién se ha comprobado que en Manduca sex-
ta Linnaeus (1763), la mayoria de estas fun-
ciones esta a cargo de los hemocitos. Entre
estas funciones se destaca la fagocitosis, la
encapsulacion y la formacion de nédulos
melanéticos.

Hay coincidencia en el sentido que cuan-
do la concentracién de microorganismos
patdgenos es baja, la fagocitosis es el princi-
pal mecanismo para eliminar a los invaso-
res. A concentraciones mayores se forman
agregados denominados nédulos. La proPO
como enzima clave en la melanogénesis jue-
ga un papel muy importante en la nodula-
cion. El polimero de melanina se deposita
sobre los microorganismos patégenos encap-
sulandolos (Tellez Jurado et al., 2009). Son
varias las acciones que los diferentes tipos
celulares, hemocitos en general, plasmatoci-
tos, granulocitos, ete. llevan a cabo, jugando
un papel central en la eliminacién de las
noxas invasoras.

FAaGocITOSIS

Las células con actividad fagocitica
usualmente representan una subpoblacion de
los hemocitos de insectos, los plasmatocitos.
Las moléculas de la superficie celular des-
criptas en los hemocitos fagociticos exhiben
una sorprendente similitud con los receptores
encontrados en células fagociticas de mami-
feros (Vilmos y Kurucz, 1998). Después de la
fagocitosis, el material fagocitado queda
atrapado dentro del fagosoma, una estructu-
ra compleja compuesta de al menos 600
proteinas diferentes (Vilmos y Kurucz, 1998;
Feldhaar y Gross, 2008).
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La fagocitosis involucra la inclusién de
particulas usualmente de un tamafio de mas
de 5 um de diametro como bacterias, leva-
duras, células o fracciones celulares apopto-
ticas. Los tipos de hemocitos mas citados en
la literatura por tener actividad fagocitica
son los plasmatocitos y células granulares.
Sin embargo, no se puede generalizar ya que
existen diferencias entre taxones y dentro de
una misma especie en cuanto al tipo de he-
mocitos encontrados. En Lepidoptera, los ti-
pos celulares comprometidos en la actividad
fagociticas son los plasmatocitos y células
granulares (Lavine y Strand, 2002). En Spo-
doptera littoralis Boisduval (1833) se encon-
tré que los prohemocitos también cumplen
con esta funcion (Berger y Jureova, 2012).
En Drosophila, el tipo predominante son los
plasmatocitos, constituyendo el 90-95 % de
la poblacién de hemocitos (Feldhaar y
Gross, 2008).

El proceso de la fagocitosis comienza con
el reconocimiento de la particula extrana
por parte de los receptores fagociticos. Entre
éstos se han identificado las siguientes pro-
teinas: Eater, Dscam, de la familia de protei-
nas dSR-CI, y una proteina de reconocimien-
to de lipopolisacaridos bacterianos (LRP)
(Lemaitre y Hoffmann, 2007). En el interior
de la célula los receptores activan vias de
senalizacion que provocan cambios en la
dinamica de la membrana plasmatica y el
citoesqueleto. La membrana extiende los
pseudopodios rodeando la particula. Al fu-
sionarse la membrana alrededor del micro-
bio queda el material fagocitado dentro del
fagosoma, que contiene una alta actividad
de enzimas hidroliticas que detienen la re-
plicacién de las bacterias y las eliminan
(Rosales, 2011). Asimismo debe mencionar-
se que dentro del fagosoma se generan espe-
cies reactivas del oxigeno que son reconoci-
damente bactericidas.

OPSONIZACION
A partir de la informaciéon acumulada
sobre mamiferos y vertebrados, es sabido la
fagocitosis generalmente se acompana de un
paso previo de reconocimiento por parte de
moléculas especificas del hospedador que se
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unen a las particulas extrafias, fundamental-
mente agentes microbianos, lo que facilita la
adherencia y fagocitosis. En los insectos hay
informacién concreta, obtenida sobre todo
en Drosophila, sobre las proteinas de este
tipo (Lemaitre y Hoffmann, 2007). Entre
ellas se destaca un grupo que presenta homo-
logia con proteinas del sistema del Comple-
mento de los vertebrados. De un total de
seis, cinco poseen un grupo interno tioéster
(thioester containing proteins: TEP). Todas
ellas son secretadas a la hemolinfa, y de tres
(TEP1, TEP2 y TEP4) se ha comprobado que
se aumenta su sintesis en caso de infeccién.
Otra proteina perteneciente a esta familia,
TEP6, llamada también Mcr (macroglobulin-
complement related), no contiene el grupo
tioéster, y se ha observado que interviene en
el reconocimiento de Candida albicans por
los fagocitos. En el mosquito Anopheles gam-
biae se ha descripto que el mecanismo me-
diante el cual las proteinas TEPs se activan y
se unen al parasito de la malaria Plasmo-
dium berghei depende de la actividad de un
heterodimero de alto peso molecular inte-
grado por dos proteinas LRIM1 y APL1C que
circulan en la hemolinfa (Povolones et al.,
2009) v, en presencia del parasito clivan a
TEP1 de manera que ésta actiia como una
convertasa de otras moléculas de TEP1 las
cuales adquieren la capacidad de adherirse
a la cubierta del protozoo permitiendo la
fagocitosis. Las funciones de las moléculas
intervinientes guardan una gran homologia
con las del componente C3 del complemento
de vertebrados (Baxter et al., 2010). Es in-
teresante la particularmente pormenorizada
revision de Rosales (2011) sobre los meca-
nismos moleculares de la fagocitosis y opso-
nizacién en los insectos.

NODULACION

Los nédulos constituyen un agregado de
hemocitos cuya funcién es atrapar microor-
ganismos, como bacterias y hongos, en un
material extracelular. Estas formaciones o
agregados nodulares de tamafo variable
pueden adherirse a los tejidos, siendo segui-
damente encapsulados los de mayor tamafno
(Gillespie y Kanost, 1997). Howard et al.

(1998) encontraron que la intensidad de la
reaccién de nodulacion esta relacionada ex-
ponencialmente al numero y especie de bac-
terias causantes de la infeccién, y a la natu-
raleza de la misma. Este hecho pondria de
manifiesto la capacidad de los insectos para
desarrollar respuestas hemociticas a una es-
cala apropiada.

La formacion de los nédulos es inducida
por LPS, zymosan y algunas glucoproteinas
(Gillespie y Kanost, 1997). También los eico-
sanoides estan comprometidos en la nodula-
cion de bacterias y hongos en muchas espe-
cies de insectos (Merchant et al., 2008; Tunaz
et al., 2008), mediando la migracion de los
hemocitos entre otros probables efectos. En
este sentido, se sefialan a compuestos eicosa-
noides, probablemente prostaglandinas, por
estar involucrados en la induccién de dos li-
neas de defensa contra hongos patogénicos:
la defensa celular de nodulacion y el aumen-
to de temperatura para disminuir la viabili-
dad de los hongos (Stanley et al., 2009). Por
otra parte, se observo una reduccién de la
nodulacién en el escarabajo Zophobas atratus
Blanchard (1845) y en larvas de Manduca sex-
ta L tratadas con dexametasona, un inhibidor
de la biosintesis de eicosanoides (Howard et
al., 1998). En Ceratitis capitata Wiedemann
(1824) se encontrd una proteina de 47 kDa,
secretada por los hemocitos, que produce una
agregacion de células de Escherichia coli Mi-
gula (1895), cuando es incubada junto con
tirosina y tirosinasa. Asimismo, en nédulos de
M. sexta se encontrd una lectina llamada sco-
lexina que es secretada por células epiderma-
les y actuaria en estos efectos.

Una novel proteina de 168 aminoacidos,
que fue denominada noduler, es secretada en
la hemolinfa aumentando su concentracién
luego de una infeccién. Esta proteina no po-
see actividad antibacteriana. Su funcién con-
siste en mediar el proceso de nodulacién por
su capacidad de unirse a componentes espe-
cificos de una amplia variedad de microor-
ganismos como bacterias Gram(+), Gram (-
) v levaduras. De esta manera, inicia la no-
dulacién uniendo los microorganismos a
ciertos tipos de hemocitos que sélo partici-
pan en este proceso y que no se encuentran
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involucrados en funciones de fagocitosis
(Gandhe et al., 2007).

ENCAPSULACION

Constituye un mecanismo destinado a la
eliminacion de parasitos o material extrano
que, debido a su tamafio, no pueden ser fa-
gocitados. Su formacion se debe a la accion
de lamelocitos que se adhieren y rodean al
material extrafio. Esta accién se ve clara-
mente sobre huevos de parasitoides y sobre
nematodos. La consecuencia de la aplica-
cion de esta envoltura consiste en que los
invasores se tornan inactivos.

En Drosophila los microorganismos son
reconocidos y atacados por los plasmatoci-
tos. A continuacién se lleva a cabo una dife-
renciacion masiva de lamelocitos que reco-
nocen el invasor y que forman una estructura
capsular alrededor de él. Luego de la encap-
sulacién se produce generalmente la melani-
zacion del material con lo que resulta la
muerte del parasito. Este ultimo efecto pue-
de deberse a la accion de radicales libres de
oxigeno, aunque también puede ser el efecto
de péptidos antimicrobianos (Feldhaar y
Gross, 2008). Recientemente se ha observado
(Falabella et al., 2012) que los hemocitos de
las larvas de Heliothis virescens Fabricius
(1777) producen una proteina que forma fi-
bras amiloides que, como una red, rodean al
parasito. Ello facilita la melanizacion del
atacante y la adherencia de mas células que
llevan a cabo la encapsulacion.

Entre los factores en que se basa la capa-
cidad de los parasitoides (microhimendpte-
ros) de anular algunos de los mecanismos
de defensa de los hospedadores (por ejem-
plo, larvas de lepiddépteros) se encuentran
algunas fosfatasas codificadas en el bracovi-
rus que se inyecta junto con los huevos. Estas
enzimas se expresan transitoriamente en los
hemocitos del hospedador y producen en
ellos una disminucién de la capacidad de
adherirse a las células extranas y como con-
secuencia de llevar a cabo la encapsulacion
del invasor (Ibrahim y Kim, 2008). Este es
un ejemplo concreto de una falla en los me-
canismos de defensa del hospedador produci-
da por el parasito atacante.
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El estudio de los aspectos comparativos
de moléculas homélogas de vertebrados y
de invertebrados ha promovido el analisis
de los alcances funcionales de la apolipofo-
rina III (apoLp-III) de los insectos, homdloga
de la apolipoproteina E (apo E) de los mami-
feros. Se ha comprobado una multifunciona-
lidad de la apoLp-III que incluye mecanismos
tales como: la estimulacién de la produccién
de péptidos antimicrobianos, incremento de
la fagocitosis, reconocimiento de patrones
en células extranas y actividad en las reac-
ciones de encapsulacion multicelular (Whit-
ten et al., 2004).

MECANISMO DE OBTURACION Y
CICATRIZACION DE HERIDAS

Los mecanismos de obturacion y cicatri-
zacion de heridas en los insectos dependen
fuertemente de: a) las funciones de coagula-
cion y melanizacién, y b) del papel que jue-
gan funciones asociadas a los mecanismos de
defensa que son efectuados por la activacion
de una bifurcacion del sistema intracelular
Imd, segun se ha estudiado en Drosophila
melanogaster (Galko y Krasnow, 2004). Esta
ultima consiste en la via JNK que activa las
células epidermales promoviendo las funcio-
nes de cicatrizaciéon. Sucintamente, cuando
se produce una rotura de la cuticula y alte-
racion de la arquitectura del tejido epidérmi-
co se provoca la salida de hemolinfa y se
activan las funciones de coagulacién y de
melanizacion. La primera produce un tapén
que obtura la herida impidiendo la pérdida
de hemolinfa. Este tapén incluye las protei-
nas del coagulo y los restos celulares de la
herida incluidos en el coagulo. A continua-
cién se produce una melanizacion de la par-
te externa del coagulo que se transformara
paulatinamente en la costra de la herida.
Los sustratos de las reacciones de melaniza-
cién proveerian de especies reactivas del
oxigeno (ROS) que tienen actividad bacteri-
cida. Por otra parte y movilizadas a partir
de la activaciéon de la via JNK (Fig. 1), las
células de la epidermis empiezan a confluir,
a formar un sincicio que comprendera célu-
las multinucleadas. Parte de estas células
estaran incluidas en la regién interna del
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tapon obturante. Dentro de una o dos horas
se observa la sintesis de una nueva cuticula
que empieza a separar las células de la epi-
dermis de la costra. La formacién de un nue-
vo epitelio se lleva a cabo en muy pocos
dias.

MECANISMOS DE DEFENSA
ANTIVIRAL

Estos mecanismos de defensa merecen un
parrafo aparte en razon de que se trata de
un campo sobre el cual existe menos infor-
macién que respecto al resto de las formas
de defensa, pero que experimenta un creci-
miento excepcional. A partir de lo que se ha
encontrado en Drosophila y Aedes, la infor-
macion (Park y Lee, 2012) parece indicar
que los insectos poseen por lo menos dos for-
mas de defensa contra los virus: un sistema
inducible por la infeccion viral que se lleva
a cabo mediante la via de activacion JAK/
STAT, y el sistema del RNA interferente.

ACTIVIDAD ANTIVIRICA
DEL JAK/STAT

Una tercera forma de defensa antivirica
la constituye el sistema de la proteina vago
que involucra dos pasos, segun se describe
mas adelante.

Las mutaciones que afectan al gen de la
Jak quinasa tornan a la mosca de la fruta
muy susceptible al virus C de la Drosophila,
produciendo su muerte. Se ha propuesto el
siguiente modelo del mecanismo de defensa.
Cuando el virus invade a la Drosophila in-
duce la activacion de una citoquina de la
familia Unpaired (Upd) la cual dispara la
respuesta antiviral a través de la via Jak/
STAT (Kingsolver y Hardy, 2012) (Fig. 3).
Esta via induce la expresién del gen vir-1 que
es uno de los genes que se activan en la res-
puesta antivirica.

ACTIVIDAD ANTIVIRICA

DEL RNA INTERFERENTE
El mecanismo del ARN interferente tiene
varios pasos (Vodovar y Saleh, 2012). En
primer lugar, cuando el virus penetra la cé-
lula y se desarrollan las primeras etapas de

la infeccién, la doble hebra virésica de ARN
es atacada por la enzima Dicer-2 de las cé-
lulas larvales, la cual la escinde formando
cadenas de ARN de 20 nucledtidos (vsiRNA).
Estas cadenas son separadas por un comple-
jo multimolecular llamado RISC (RNA indu-
cing silencing complex) que capta la hemica-
dena antisentido y la presenta de forma tal
que la cadena del ARN virdsico se una a
ella. El complejo efector mencionado destru-
ye la cadena del virus, se desprende (conser-
vando la hemicadena mencionada) y toma
una nueva cadena intacta y la destruye. Es
decir que mediante este proceso ejecutado
por este complejo molecular, y a partir de
esta porcién de ARN (microbiano) se produ-
ce la interferencia en la formacién de los
nuevos viriones y se destruyen los existentes.
Ademas de haberse confirmado en Drosophi-
la y mosquitos, hay claros indicios que este
mecanismo opera en otras 30 especies perte-
necientes a Diptera, Coleoptera, Hemiptera,
Blattaria, Hymenoptera, Lepidoptera y Or-
thoptera (Vodovar y Saleh, 2012). Asimismo,
se ha demostrado que varias proteinas ho-
mologas, incluidas enzimas, que se encuen-
tran en la mayor parte de los animales e in-
cluso en las plantas, forman parte de este
mecanismo de defensa (por ejemplo la enzi-
ma Dicer) (Obbard et al., 2009).

Existen otros mecanismos RNA interferen-
tes muy similares al antiviral, (que sirven a
otros propdsitos) y que se activan: a) durante
las etapas del desarrollo, b) para la regula-
cion de la expresidn genética, ¢) para prote-
ger la estabilidad del genoma reprimiendo
la transposicién. Estos mecanismos utilizan
RNA de cadenas cortas (endo-siRNA, miRNA
y piRNA) pero en estos casos provienen de la
transcripcion desde el propio genoma del
insecto, y no del genoma viral. Hay que
mencionar que varias de estas funciones no
antiviricas se presentan en otros animales
incluidos los mamiferos.

DEFENSA ANTIVIRAL MEDIADA POR
JAK-STAT Y LA PROTEINA VAGO
Existe otro mecanismo que parece tener
formas de expresién similares pero no idén-
ticas, segun la especie de insecto o de virus



Acta zoolbgica lilloana 58 (1): 17-43, 2014

intervinientes. Es muy interesante el hecho
que la funcién que lleva a cabo es parecida a
la del Interferén de los vertebrados. En este
sentido las células atacadas del insecto sin-
tetizan una proteina (denominada Vago) que
se secreta a la hemolinfa y se une a otras
células del insecto induciendo en éstas la
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Figura 3. Activacion de la via Jak/STAT. La
infeccion viral induce la unién de la citoquina
Upd-3 a los receptores dimerizados Dome-
less (dome) activando a hopscotch (hop) y
STAT. La fosforilacion de STAT produce la
translocaciéon al nacleo activando los genes
efectores (figura modificada de Kingsolver y
Hardy, 2012).
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resistencia a la infeccién virdsica mediante
la sintesis de proteinas antiviricas (Kingsol-
ver y Hardy, 2012). Paradkar et al. (2012)
han observado que durante la infeccion de
mosquitos del género Culex por el West Nile
Virus, se activa el mecanismo de RNA inter-
ferente a través de la enzima Dicer-2 que
actaa sobre la doble hebra de RNA virésico y
a partir de un mecanismo de activaciéon de
la transcripcion se produce la sintesis de
una proteina de 18 kDa que es procesada y
secretada al exterior de la célula (Fig. 4).
Esta proteina (Vago) se une a un receptor de
membrana de otra célula que se encuentra
en contacto funcional por su lado citoplas-
matico con el sistema Jak-STAT. Ello aumen-
ta la resistencia de estas células al ataque
virésico. En general, por lo que se sabe de
varias lineas de investigacion, se acepta que
el segundo paso del mecanismo funciona de
la siguiente forma. La kinasa Janus (Jak)
fosforila a las proteinas STAT asociadas y
éstas se dimerizan y desprenden. La proteina
STAT, dimerizada se transloca al nticleo, sir-
viendo de factor de transcripcién que activa
la sintesis de proteinas antiviricas. La acti-
vacion de sistema Jak-STAT aumenta la re-
sistencia antivirica de la célula, uno de los
mediadores de esta resistencia es la proteina
vir-1 (Kingsolver y Hardy, 2012). En Aedes
aegypti, Souza Neto et al. (2009) han obser-
vado un mecanismo de la resistencia contra
el virus del dengue, en este caso habiendo
identificado la sintesis de factores de restric-
cion del dengue virus producido por la acti-
vacién de Jak-STAT. Las investigaciones en
curso estan arrojando luz sobre la distribu-
cion entre taxones que tiene el mecanismo
combinado antivirico RNAi- Jak-STAT.

OTRAS FORMAS DE DEFENSA
ANTIMICROBIANAS

Un ejemplo que involucra al comporta-
miento del insecto es el incremento en la
temperatura corporal de Locusta migratoria
Volkonsky (1939) que resulta por exposicién
al sol para evitar el desarrollo del hongo
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Soro-
kin. Hay datos en el sentido que el aumento
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de temperatura del organismo se debe a la
accion de derivados eicosanoides que se li-
beran a partir de la induccion de la respues-
ta inmune (Stanley et al., 2009).

La defensa en los insectos sociales es es-
pecial porque también involucra al compor-
tamiento, en este caso la conducta colecti-
va, sobre todo en los nidos. Los representan-
tes mas estudiados son las hormigas, abejas
y termitas puesto que, ademas de ser los
mas abundantes, tienen importancia econo-
mica. Estas especies ponen de manifiesto es-
trategias a nivel grupal que pueden denomi-
narse «inmunidad social». En un nivel clara-
mente sanitario se observa que estas especies

ponen un especial énfasis en la prevencion
de las enfermedades, tal como lo muestran
los comportamientos relacionados con la
higiene y con la exclusién de causas y situa-
ciones que sean proclives a generar epizoo-
tias. Por ejemplo, en estas especies se lleva a
cabo la remocién de los miembros de la co-
lonia que presenten signos de enfermedad.
Por otra parte, se sabe que las abejas obreras
se aglomeran incrementando la temperatura
en torno a las larvas enfermas. Este compor-
tamiento ha sido interpretado como un me-
canismo para eliminar patdégenos. Asimismo
el comportamiento de interacciéon de indivi-
duos sanos con individuos afectados ha reci-

procesamiento
y secrecion

> / P<—Jak

citoplasma

Figura 4. Activacion de STAT dependiente de la transcripcién de la proteina vago. La unién de
Dicer-2 (Dcr2) a dsNRA viral activa la expresion de vago. La unién de la proteina vago a un
receptor celular resulta en la activacién del complejo Jak/STAT y en la expresién de genes
antivirales como Vir-1 (figura modificada de Kingsolver y Hardy, 2012]).
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bido varias opiniones. Es probable que la
presencia de sustancias antimicrobianas en
la superficie de la cuticula de estos insectos
explique este comportamiento.

LA RELACION HOSPEDERO-PARASITOIDE
Y LOS MICROHIMENOPTEROS
PARASITOIDES

Una mencion especial merece la relacién
hospedero-parasitoide, en la cual, a través
de la evolucion han ocurrido cambios en los
mecanismos de ataque de los parasitoides
que han sido parcialmente neutralizados por
cambios o reprogramaciones de las estrate-
gias de defensa en los hospedadores. La pri-
mera fase de esta relacion se presenta en el
hecho de que algunos insectos, para el caso
microhimenopteros parasitoides, logran eva-
dir el sistema inmune de sus hospederos por
la introduccién de factores especificos en el
momento de la oviposicion. Un ejemplo cla-
ro es el de los parasitoides que anulan la
actividad de melanizacién que posee el hos-
pedador, sin anular en forma permanente su
defensa contra los microorganismos.

Son particularmente interesantes las es-
trategias desarrolladas por los insectos que
parasitoidizan las larvas y los huevos de
otros insectos por el hecho que afectan direc-
tamente el funcionamiento de los mecanis-
mos de defensa de ambas especies. Existen
varias revisiones especializadas en el tema,
entre las que cabe mencionar a Beckage y
Gelman (2004) y Pennacchio y Strand
(2006).

Las especies parasitoides han llegado a
desarrollar mecanismos sumamente comple-
jos que tienen una enorme eficiencia para
asegurar el desarrollo de los huevos que de-
positan en el interior de la larva del hospe-
dador. Existe una enorme cantidad de espe-
cies parasitoides que abarcan siete 6rdenes
de insectos. El grupo mas grande (80 %) co-
rresponde a los himenodpteros y dentro de
ellos la superfamilia Ichneumonoidea, (con
la familias Braconidae e Ichneumonidae),
que posee mas de 100.000 especies entre
ectoparasitoides y endoparasitoides. Entre
los endoparasitoides han surgido especies
que, a la vez que inyectan los huevos en la
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larva hospedadora, también inyectan: a)
péptidos y proteinas con funciones especifi-
cas en el liquido (el denominado «veneno»)
contenido en el caliz de oviposicion; b) vi-
riones correspondientes a una especie de vi-
rus constituido por varios segmentos de do-
ble cadenas de DNA. Este virus es conocido
con el nombre de polidnavirus (PDV), contie-
ne los genes necesarios para facilitar el pro-
ceso de desarrollo del huevo del parasitoide
y constituye una estrategia practicamente
unica en la biologia del parasitismo: el virus
esta integrado al genoma del himendptero y
se activa, formando viriones, en el momento
de la reproduccién; c¢) ademas, a partir de
la cubierta celular de los huevos del hime-
néptero se desarrollan células gigantes co-
nocidas con el nombre de teratocitos que,
ejecutando funciones ya sea propias o com-
plementarias, contribuyen a la proteccion
del desarrollo de la larva del parasitoide.
Los hospedadores mas comunes de estos
endoparasitoides son lepiddpteros, le siguen
en importancia los dipteros y coledpteros,
aunque también se incluyen heterdpteros y
homépteros.

La hembra parasitoide puede llevar a
cabo la oviposicién en los huevos, las larvas,
pupas, o ninfas de la especie hospedadora. En
algunos casos, la relacion hospedero/parasi-
toide es fisiol6gicamente muy especifica y los
huevos se colocan en solamente uno de los
estados mencionados. En otros, es algo menos
especificay puede oviponer en las formas co-
rrespondientes a dos estados distintos, por
ejemplo en huevos y larvas, etc.

La secuencia de las maniobras del para-
sito se inicia con la inyeccion de polidnavi-
rus, conjuntamente con los huevos por parte
de las hembras, en el hemocele del hospeda-
dor. Con ello logran, por ejemplo, evitar la
encapsulacion de los huevos depositados en
el interior del insecto huésped, asegurar el
desarrollo de sus larvas y la posterior emer-
gencia de las formas adultas de los mismos
(Strand y Pech, 1995).

En lineas generales, la estrategia del me-
canismo de parasitoidizacién consiste en
paralizar a la larva hospedera e inactivar
aquellos mecanismos de defensa que afecten
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el desarrollo de las larvas endoparasitoides.
Entre otros efectos ello conlleva, general-
mente, el estancamiento del crecimiento de
la larva hospedadora en los ultimos estadios
y la anulacion de la metamorfosis. No obs-
tante en algunos sistemas parasito/hospeda-
dor puede llevarse a cabo una metamorfosis
anticipada e imperfecta. La avispa adulta
emerge generalmente al final de la vida lar-
val del hospedador.

El PDV se reproduce en las células del
hospedador, en gran parte en los hemocitos
circulantes, pero también en otros tejidos,
por ejemplo en las glandulas protoracicas;
esta actividad virica ocurre entre algunas
horas y varios dias, dependiendo de la espe-
cie. En la glandula protoracica el PDV indu-
ce cambios citopaticos que destruyen las cé-
lulas secretoras. Las proteinas del veneno
llevan a cabo varios efectos. Inyectadas con-
juntamente con el PDV pueden actuar alte-
rando la actividad de la esterasa que inactiva
a la hormona juvenil (JH), entre otras accio-
nes relevantes. En varias especies los efecto-
res mencionados actuan sobre las génadas
del hospedador produciendo la castracién de
la larva. El PDV produce una paralizacién
de la respuesta inmune al atacar los hemo-
citos impidiendo con ello la encapsulacion
del parasitoide. Por otra parte, se ha obser-
vado que el virus aumenta la concentracién
de la trealosa en la hemolinfa, con lo cual
se facilita el desarrollo del parasitoide. De
la misma forma, se ha visto que en algunas
especies se producen alteraciones cromoso-
micas en la mitosis o meiosis que llevan a la
castracién. Asimismo, en varias especies se
observo que la accion conjunta del veneno,
el PDV y los teratocitos retardan la pupacion
o la inhiben.

El veneno de la avispa induce la capta-
cién del virus por las células del hospedador,
aumentando sus efectos. Se ha observado que
el veneno también produce una paralisis
transitoria de la larva, como asi también
una inhibicién de la muda de ésta.

Los teratocitos se forman a partir de cé-
lulas de la serosa que recubren el embrién
parasitoide. Estos teratocitos no se dividen,
pero aumentan su volumen y con frecuencia

se hacen poliploides. Su tamafo llega a
200-400 pum, y adquieren vellosidades que
les sirven para una mejor absorcién de meta-
bolitos y catabolitos. Su nimero disminuye
al final del lapso en que los parasitoides al-
canzan su completo desarrollo. Los teratoci-
tos segregan una proteina similar a la vitelo-
genina y otras similares a proteinas de reser-
va de la especie (Kadono Okuda et al.,
1998, citados por Beckage y Gelman, 2004).
La inyeccién de teratocitos en larvas indem-
nes causan distintos efectos segtin la especie:
retardan la pupacion, disminuyen la concen-
tracion de esterasa de la JH (JHE), reducen
los niveles de arilforinas, reducen el cuerpo
graso. En Manduca sexta se observo que la
larva de este hospedador aumenta de tama-
fio y se torna color rosa indicando altos ni-
veles de JH. La disminucién de la JHE apa-
rentemente no se produce por una disminu-
cién de la transcripcion intracelular sino
por eventos postranscripcionales.

Las proteinas segregadas por los teratoci-
tos (TSP) disminuyen la sintesis de proteinas
en los cultivos celulares y también reducen
la actividad de fenoloxidasa. Como efectos
generales se ha observado que los propios
parasitoides liberan ecdisteroides y JH a la
hemolinfa, con la consecuencia de alterar el
equilibrio enddcrino del hospedador.

Estos efectos han sido mencionados por
investigadores interesados en aprovecharlos
en el control bioldgico de insectos dafiinos
para la agricultura que sean susceptibles a
los endoparasitoides.

LA INMUNIDAD INNATA Y SUS
ASPECTOS ADAPTATIVOS EN INSECTOS

A diferencia de la distincion existente en
vertebrados entre inmunidad innata e inmu-
nidad adaptativa, en los insectos y en nume-
rosos invertebrados existen varios procesos
entre los mecanismos de defensa que confor-
man un cuadro distinto. Los investigadores
actuales estan develando la asombrosa va-
riedad de mecanismos de defensa existentes
en invertebrados, sobre todo en insectos. Es-
tos mecanismos son altamente eficientes, tal
como lo demuestra, entre otros hechos la
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enorme cantidad de especies de insectos
existentes y su sorprendente ubicuidad.

Hay varios ejemplos de caracteristicas
presentes en peces agnatos y en invertebrados
que constituyen respuestas adaptativas en un
sentido amplio. En las lampreas se ha des-
cubierto que son capaces de llevar a cabo,
en ciertas condiciones, un reordenamiento
génico que genera una diversificacion soma-
tica de receptores de la membrana de linfo-
citos (Pancer et al. 2004, citado por Flajnik
y Du Pasquier, 2004). Este mecanismo co-
rresponde a una forma de adquisiciéon de
variabilidad de deteccion de antigenos que
se consideraba privativo de los gnatostoma-
dos y sus descendientes. En un caso similar,
aunque no homélogo estructuralmente, estu-
dios llevados a cabo en moluscos por Zhang
et al. (2004) han demostrado que estos ani-
males pueden efectuar una diversificacion
somatica de proteinas pertenecientes a la
familia de las inmunoglobulinas, ampliando
la capacidad de deteccion de moléculas ex-
trafas.

Los insectos, grupo sobre el cual existe la
mayor parte de la informacién, muestran
varios mecanismos interesantes. Cabe men-
cionar el descubierto en Drosophila que con-
siste en responder en forma diferencial a
ciertas bacterias y con la particularidad (in-
esperada) de que una segunda respuesta a la
misma bacteria es de mayor intensidad
(Agaisse, 2007; Pham et al., 2007). Este he-
cho, pone en evidencia una doble caracteris-
tica que solamente se habia atribuido a la
respuesta adaptativa de los vertebrados: la
capacidad de una cierta especificidad res-
pecto al atacante, y la memoria de una res-
puesta inmune. Asimismo es muy interesante
el mecanismo correspondiente al sistema
antiviral del RNA interferente. En este meca-
nismo se utiliza un segmento de una hebra
del RNA del virus para reconocer la otra he-
bra (complementaria) y destruirla. Con ello
se elimina la posibilidad de reproduccién de
este virus particular. Es decir que el recono-
cimiento del microorganismo atacante es
especifico. Cuando este sistema actiia contra
otra especie de virus lo hace de la misma
forma, o sea en forma especifica. Es claro
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que el mecanismo constituye un caso conspi-
cuo de especificidad. En este mecanismo la
especificidad se basa en el hecho que la es-
tructura de reconocimiento corresponde a
una molécula (para el caso RNA virésico)
que no se encuentra codificada en el genoma
del hospedador. Cabe senalar que, estricta-
mente, el sistema es mas especifico que el
sistema generador de diversidad de las mo-
léculas de inmunoglobulinas (Igs) de los ver-
tebrados, dado que este ultimo exige una
seleccion entre las numerosas variantes de
Igs que se forman en repuesta a un antigeno,
de manera que las Igs que se imponen du-
rante esta maduracion (a medida que avan-
za el proceso de defensa inmune), son las
mas eficientes, es decir las que tienden a ser
mas «especificas».

Estos ejemplos aislados, que seguramente
se incrementaran en consonancia con las
nuevas investigaciones, demostrarian que los
insectos cuentan con mecanismos los cuales,
por su forma de generacion y por los resulta-
dos que obtienen (destruccion especifica del
organismo infectante), tienen caracteristicas
adaptativas.

CONSIDERACIONES FINALES

En el intento por plantear una vision in-
tegradora de los mecanismos de defensa en
insectos se ponen de manifiesto algunas con-
clusiones. En primer lugar que la relaciéon
entre la inmunidad innata constitutiva, la
respuesta inmune innata inducida por la
noxa y la inmunidad adaptativa (que inclui-
ria a inmunidad de especificidad variable)
de los insectos son claramente interdepen-
dientes. Los mecanismos de defensa existen-
tes en insectos, que las investigaciones van
sacando a la luz, muestran que existe una
gran variedad en la expresion. Algunos de
ellos contienen aspectos funcionales idénti-
cos o similares en varios taxones y otros pa-
recen estar restringidos a grupos o especies.
En consonancia con el ultimo punto debe
inevitablemente mencionarse el caso de la
gran cantidad de genes que han cambiado
su funcion a través de la evolucién, o que
las han ampliado a campos fisiolégicos muy
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diferentes. A este punto hay que agregar el
correspondiente a la transferencia horizontal
de genes entre especies, aspecto que se esta
empezando a dilucidar velozmente merced
al conocimiento de los genomas completos
de distintas especies.

En los ultimos anos la gran cantidad de
informacion sobre inmunidad en insectos
permite tener una vision bastante mas elasti-
ca al respecto y deja abierto, al mismo tiem-
po un amplio campo de estudio para ahon-
dar en esta tematica.
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