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Nota del tesista

El problema de los mecanismos moleculares que condujeron a la aparicion
de las grandes novedades evolutivas a lo largo de la historia de los seres
vivos es, a mi criterio, uno de los mas interesantes dentro del espectro de las
ciencias bioldgicas y sin embargo permanece relativamente poco abordado
por investigadores de distintas dreas.

El exoesqueleto cuticular de los artrépodos representa un claro ejemplo de
novedad evolutiva y la pregunta que me movilizaba al comenzar este trabajo
de Tesis era ;como surgid la cuticula esclerotizada de los artropodos en la
historia evolutiva de los invertebrados? Considerando que la fisiologia y el
plan general de organizacion corporal de los artropodos dependen en buena
parte de las propiedades de su cuticula, preguntarse por el origen de la
cuticula resultaba parecido a preguntarse sobre el origen del phylum.

Es dificil sopesar qué proporcion del valor de una investigacion original
reside en lo interesante que sea una buena pregunta y qué proporcion estd
dada por la pericia con la cual se lleva a cabo. Por eso, estoy convencido
que la Tesis debe incluir, no solo los resultados alcanzados, sino también un
planteamiento claro de los interrogantes que la impulsaron y una
descripcion del marco conceptual en el que se trabajo.

Si bien la pregunta de origen era ambiciosa, contdbamos con una hipotesis
de trabajo para contrastar, la cual trataré de desarrollar a lo largo la
Introduccion. Creo que los resultados alcanzados en la Tesis permitieron
generar algunas de las herramientas necesarias para atacar el problema y,
en el proceso, se hicieron aportes significativos a la fisiologia de la cuticula
de los insectos, contribuyéndose a la comprension de los mecanismos
involucrados en el proceso de esclerotizacion cuticular.



Resumen de los aportes originales de esta Tesis
(en orden de importancia, segin nuestro criterio)

1- Se describi6 el primer mutante de insectos que falla en la exportacion de
materiales desde la epidermis hacia el exoesqueleto cuticular.

2- Se logré medir por primera vez la actividad de una nueva enzima, la N-
B-alanildopamina sintetasa, y se avanz6 en su caracterizacién bioquimica.
Esta es la enzima responsable de la sintesis del precursor principal de la
esclerotizacién de la cuticula marrén de los insectos. Se propone que
habria jugado un rol decisivo en la evolucién de los artré6podos.

3- Se demostr6 que, contrariamente a lo que se acepta entre los
investigadores del area, la dramdtica deshidratacién que sufre la cuticula
durante el proceso de esclerotizacién no se debe a la incorporaciéon de
catecolaminas. Se propone un modelo alternativo que explica el fenémeno
de la pérdida de agua cuticular.

4- Se identific6 el defecto metabdlico de dos mutantes de cuticula
melanizada de Ceratitis capitata, encontrdndose que uno de ellos es
defectivo en el aminoacido 8-alanina y que el otro es defectivo para la N-
B-alanildopamina sintetasa.

5- Se contribuyd a la descripcién de las primeras etapas de la metamorfosis
de Ceratitis capitata.
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Introduccion



I- Presentacion del problema

1- El concepto de “Novedad Evolutiva”

“Durante los frecuentes arranques de ira que sufren especialmente los
machos, los esfuerzos de sus sentimientos internos provocan que los fluidos
fluyan con mas fuerza hacia esa parte de la cabeza, en algunos se deposita
alli una secrecion cdrnea, y en otros una secrecion dsea mezclada con una
secrecion cdrnea, que da lugar a protuberancias: de este modo tenemos el
origen de los cuernos."

Esta afirmacién de Lamarck ejemplifica cdmo el interés por el origen de
los nuevos Organos existe desde el surgimiento de las propias teorias
evolutivas (Darwin, 1872; Miiller y Wagner, 1991). Si bien la explicacién
que brindé Lamarck no era la correcta y probablemente tampoco hoy en
dia se sepa en detalle como se forman los cuemos de los bueyes, la
pregunta sobre el origen de estructuras novedosas durante la evolucién
sigue siendo una de las mas apasionantes de la biologia.

Mayr (1960) proporciona una buena definicién para novedad evolutiva:
“toda nueva estructura o propiedad que se adquiere y que permite cumplir
una nueva funcién”.

La pregunta que nos compete es cudles son los mecanismos bioquimicos y
moleculares que permitieron la aparicién de novedades en la evolucién. Si
bien éste es un problema poco abordado, se pueden hacer algunas
especulaciones al respecto. A priori, parece dificil imaginarse c6mo surgen
"de la nada" estructuras o funciones totalmente novedosas que en los
organismos ancestrales estaban ausentes. En principio, una aproximacion
posible es considerar que una estructura 0 una “maquinaria” pre-existente
en el organismo ancestral cambié su funcién, adquiriendo un nuevo rol en
el organismo derivado. De este modo, la novedad no habria surgido "de la
nada" sino a partir de la modificacién de una entidad pre-existente.

Otra alternativa es que si se haya creado una nueva estructura o
magquinaria que antes no existia de modo alguno (Gould y Vrba, 1982). Se
sabe que mutaciones en genes que controlan el desarrollo de los
organismos pluricelulares pueden suprimir la represién de la expresién de
baterias completas de otros genes, lo cual conduce a la formacién de
estructuras completas (se discute mas adelante).

En el caso en el que una estructura 0 una maquinaria metabélica pre-
existente haya dado origen a una novedad evolutiva, dicha entidad pre-
existente podrd sufrir un cambio en su funcién, adoptando una funcién
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diferente de la original. Alternativamente, podra tratarse de una estructura
que no cumplia ninguna funcién en el organismo primitivo y que adquiere
ahora un rol, merced a una modificaciébn en su morfologia, o en su
especificidad temporal y espacial de expresidon (Gould y Vrba, 1982).

Un posible tercer mecanismo relacionado con los dos anteriores es que
ocurra la duplicacién de una estructura 0 maquinaria dada, para que la
forma duplicada adquiera luego, una funcién novedosa. De este modo, la
funcién original no se perderia y un nuevo rol se adicionaria al espectro de
aptitudes del organismo en cuestiéon. Mas adelante, volveremos sobre este
punto, ya que es directamente pertinente a nuestra hipétesis de trabajo.

El requisito que toda novedad evolutiva debe cumplir es que ésta conduzca
a que el organismo logre ventajas adaptativas de importancia que permitan
un salto cualitativo en algin aspecto de su adecuacién bioldgica. Por lo
tanto, la novedad debe permitirle al organismo cumplir cierta funcién que
no podian cumplir sus ancestros, 0 debe permitirle conquistar cierto nicho
ecolégico que originalmente le estaba vedado (Mayr, 1960). Podemos
concluir, por lo tanto, que la novedad evolutiva es un factor fundamental
en el proceso especiogénico, como asi también en el surgimiento de
taxones de rango supra-especifico (Eldredge y Cracraft, 1980; Wagner y
Miiller, 1991).

Cuando nos preguntamos sobre el origen de dichas novedades evolutivas,
surgen una multitud de preguntas fascinantes sobre los mecanismos
moleculares que dieron origen a estas novedades. ;Como surge la
cefalizacion en la historia evolutiva?; ;Como surge la notocorda? ;Qué
mecanismos permitieron la aparicién de la maquinaria bioquimica de
fijacion de Nitrégeno?

Notablemente, los bi6logos evolutivos modemos parecen prestar atencion
preferentemente a las relaciones filogenéticas entre los organismos vivos.
El problema de los mecanismos por los cuales surgen los taxones de rango
superior es un tema abordado con mucha menor frecuencia (Eldredge,
1982); y en los casos en los que se lo hace, se lo encara desde la Sptica de
la genética de poblaciones, prestando atencidn preferencial a las
circunstancias ecoldgicas que podrian haber favorecido los procesos de
especiaciéon (Barton y Charlesworth, 1984; Carson y Templeton, 1984).
Permanece poco abordado el problema de los posibles mecanismos
bioquimicos y moleculares que pudieron haber dado lugar a los cambios
evolutivamente trascendentes.

¢ Como surgid la cuticula esclerotizada de los artrépodos en la evolucion ?
es la pregunta directriz de este trabajo de investigacion. Considerando que
la fisiologia y la adaptacién de los artrépodos al medio terrestre depende
en una alta proporcién de las propiedades fisico-quimicas de su cuticula la

-3



pregunta formulada es equivalente a ; Cémo surgieron los artrépodos en la
evolucion?

Usando herramientas de la biologia comparada, la bioquimica y la biologia
molecular del desarrollo, este tipo de preguntas enormes y aparentemente
dificiles de abarcar pueden, hoy en dia, ser abordadas. Trataremos de
desarrollar, a lo largo del resto de la Introduccién, el marco tedrico y el
razonamiento que condujeron a nuestra hipétesis de trabajo y a nuestro
disefio experimental. Los resultados alcanzados en esta Tesis son apenas
una parte del proceso de fabricacién de las herramientas necesarias para
poder abordar de lleno la pregunta de fondo que nos interesa.

2- Los mecanismos y los ritmos de la evolucion

La esencia del darwinismo reside en la afirmacién de que la Seleccién
Natural es la fuerza rectora de la evolucidén, ya que genera un individuo
adaptado escogiendo, de entre las multiples variantes surgidas al azar,
aquélla que mejor le permitird sobrevivir y reproducirse en el ambiente en
el que se encuentra (Darwin, 1859). De este modo se explica cémo la
naturaleza elige de entre las variantes pre-existentes, pero poco se dice
sobre el origen de dichas variantes.

Entre 1930 y 1940, las ciencias biolégicas “duras” como la genética
mendeliana, en auge por aquella época, se fusionaron con las tradiciones
darwinistas de la historia natural y le asignaron a las mutaciones genéticas
el papel generador de la variabilidad darwiniana. De este modo, surgia la
Teoria Sintética de la Evolucién que asignaba a la seleccién natural el
papel de ir mejorando paulatinamente los caracteres de una especie a partir
de las variantes genéticas presentes en las poblaciones (Dobzhansky, 1955).
Estas variantes se generaban continuamente por mutaciones que iban
diversificando de este modo la variabilidad disponible.

Como corolario de la Teoria Sintética, se desprende, por un lado, que toda
la diversidad biolégica que observamos en la naturaleza es producto de una
adaptacion a las necesidades del ambiente y, por otro, que la evolucién va
actuando lenta, gradual y sostenidamente en su proceso de optimizacién de
los fenotipos a sus correspondientes nichos ecoldgicos. En este contexto, el
unico rol del azar es el de generar estas pequeiias variaciones aleatorias
que paulatinamente van modelando los caracteres de los seres vivos.

La Teoria Sintética no dice nada sobre los caracteres que surgen
azarosamente y se mantienen s6lo porque no son perjudiciales para el
organismo. Tampoco considera la posible existencia de estructuras que
aparecen como mero sub-producto de alguna otra que si tiene valor
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adaptativo. Existen miltiples ejemplos en la naturaleza de estructuras cuya
existencia se explica s6lo por razones histéricas; es decir, que estan alli
donde estidn por alguna razén inherente a la evolucién del resto del
organismo (Gould, 1977). Intuitivamente, este marco tedrico parece ser
insuficiente para explicar la variabilidad natural observada que es, en
esencia, discontinua (Bateson, 1894; Eldredge, 1982).

Tomando como ejemplo a los animales, existen planes generales de
organizacién corporal altamente estereotipados que difieren entre los
diferentes grupos taxonémicos de orden superior (phyla, clases, 6rdenes,
etc.) Por ejemplo, el Bauplan de los insectos se caracteriza por la
presencia de tres tagmas: cabeza, térax y abdémen, tres pares de patas y
dos pares de alas en el térax, una seric de apéndices exclusivamente
cefalicos y una cuticula esclerotizada que oficia de exoesqueleto en el que
se insertan los musculos. Este Bauplan difiere de el de otras clases del
Phylum Arthropoda, como los miridpodos o los ardcnidos. El Phylum
Arthropoda tiene, a su vez, un Bauplan de orden superior que difiere
enormemente de el de otros phyla filogenéticamente préoximos. El Phylum
Anelida, por ejemplo, estd constituido béasicamente por especimenes
dpodos, y sus desplazamientos se basan en los cambios de la presién
hidrostatica en las diferentes regiones del cuerpo que producen los
musculos circulares (ver Fig 1)

Lo que pretendo ilustrar con estos ejemplos, es basicamente 1o siguiente: 1)
que la variabilidad biolégica de los organismos de la naturaleza es
esencialmente discontinua y que dichas discontinuidades son dificilmente
explicables s6lo mediante la variaciéon lenta, gradual y continua que
propone la Teoria Sintética de la Evolucién -el problema de los famosos
“eslabones perdidos”- y 2) que dichas discontinuidades de la naturaleza se
ordenan en forma jerarquica, es decir que existen discontinuidades de
mayor 0 menor importancia que se corresponden con el rango de los
taxones en cuestién (phylum, clase, orden, etc.).

Los adaptacionistas a ultranza intentan explicar estas discontinuidades en el
marco de la Teoria Sintética. Proponen que lo que observamos hoy en dia
es una representacién muy incompleta de lo que existi6 alguna vez.
Sostienen que las discontinuidades aparentes se deben a que, a lo largo del
tiempo, las formas intermedias de animales, plantas y otros organismos se
han ido extinguiendo.

Sin embargo, el registro f6sil de algunos yacimientos geolégicos
especialmente completos indica que la situacién no parece haber sido ésa.
Si bien muchas de las especies f6siles de dichos yacimientos se hallan hoy
en dia extinguidas, los fésiles encontrados muestran aproximadamente el
mismo patrén de discontinuidades que observamos actualmente en la
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naturaleza (Stanley, 1982). Es decir, no puede afirmarse que las especies
fésiles sean los eslabones perdidos de la evolucién que faltan en las especies
modernas. Las discontinuidades parecen, por lo tanto, ser la consecuencia
inevitable de los mecanismos inherentes al proceso evolutivo.

Figura 1- Evolucién
hipotética de los planes de
organizacién corporal del linaje
de los invertebrados que
conduce a los insectos. (a) Plan
general de organizacién de los
anélidos; (b) de los onicdforos;
(c) de los miridpodos; (d) de un
insecto apterigota; (e) de un
insecto pterigota. (tomado de
Raff y Kaufman, 1983).
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Frente a esta panorama el paleontélogo norteamericano Stephen Jay Gould
propuso la Teorfa de los Equilibrios Discontinuos (Gould y Eldredge,
1977), que propone que las especies ya establecidas no cambian
sustancialmente en su fenotipo durante periodos de su vida geol6gica los
cuales pueden comprender muchos millones de afos. Por lo tanto, la



mayor parte del cambio evolutivo se concentraria en acontecimientos
geoldégicamente instaneos.

Esto implica que el surgimiento de nuevas especies es un fenémeno
infrecuente y esencialmente ramificante. De este modo, la especie
primitiva sigue existiendo, mientras que la especie nueva pasa a coexistir
con ella, lo cual conlleva a la aparicién de una discontinuidad en la
naturaleza (Eldredge, 1982). Segiin esta teoria, la evolucién progresaria de
a saltos que estarian separados por largos periodos de estasis (Stanley,
1982). Durante estos periodos de estasis s6lo se observan cambios de
menor importancia que si obedecerian a las reglas de la Teoria Sintética de
la Evolucién, pero a los cuales no se les puede atribuir el surgimiento de
nuevos taxones.

(Por qué son tan esporddicos estos eventos de cambio evolutivo
significativo para la especiacién? Se sugiridé que los organismos poseen
fuertes limitaciones para experimentar grandes cambios y estas
limitaciones estarian dadas por los complejos mecanismos celulares que
controlan el desarrollo ontogénico (Raff y Kaufman, 1983). Esto significa
que los mecanismos de desarrollo no son lo suficientemente plésticos para
soportar modificaciones en algunos de sus elementos, sin que estas
modificaciones causen el desmembramiento de todo el proceso de
desarrollo. Cuando, por azar, alguna rara variante resulta ser viable, las
consecuencias sobre la morfologia o la fisiologia del individuo adulto
resultan ser dristicas y el individuo resultante presenta diferencias
importantes con respecto al que le dio origen (Raff y Kaufman, 1983).
Este tipo de modificaciones en los programas genéticos de desarrollo son
sin lugar a dudas fuente de surgimiento de nuevas especies y de taxones de
rango supra-especifico.

Este escenario parece ser mas propicio para explicar el desarrollo de la
vida sobre la tierra. Tiene la virtud de explicar la presencia de miltiples
estructuras no-funcionales presentes en los organismos (Gould y Vrba,
1982) y, por sobre todo, la existencia de una naturaleza plagada de
discontinuidades morfol6gicas y funcionales que ordena a los distintos
grupos de seres vivos de una manera jerarquica (Gould, 1983).

3- Los genes de los organismos eucariontes superiores
conforman una compleja red funcional de interacciones
reciprocas

Antiguamente, antes de que la biologia molecular permitiera entrever las
complejas interacciones que existen entre los genes de los eucariontes
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superiores, los genetistas se referian a dos categorias de genes: los genes
estructurales y los genes reguladores. Hoy en dia, el panorama ya no es tan
sencillo; si bien hay genes que sin lugar a dudas pueden ser catalogados de
“estructurales” por codificar enzimas que sintetizan productos
fenotipicamente conspicuos (por e€j., para los pigmentos florales), dichas
enzimas a menudo controlan directa o indirectamente la expresién de otros
genes, por lo cual se los podria también considerar genes reguladores.

En general, todos los procesos que ocurren dentro de una célula estin
controlados por una multitud de genes que interaccionan entre si
constituyendo una red regulatoria en la que coexisten fenémenos de
activacién en cadena, efectos cooperativos, sinérgicos, antagénicos y sutiles
interacciones en las que el resultado final depende de las dosis en las que se
encuentran los miltiples elementos del sistema.

Una caracteristica distintiva de las interacciones entre genes es que, a
menudo, se organizan en forma jerdrquica. En este sentido, uno de los
sistemas mejor conocidos es el que controla el desarrollo de los
metazoarios.

Desde mediados de este siglo, se han venido estudiando primero
genéticamente y mas tarde molecularmente, las interacciones entre los
genes que controlan el desarrollo embrionario de la mosca del vinagre
Drosophila melanogaster (Lewis, 1978; Niisslein-Volhard, 1991;
McGinnis y col., 1984; Scott y col., 1989; Gehring y col., 1994). Quedé
claramente establecido que estos genes se controlan unos a otros de un
modo jerarquico conformando una pirimide de interacciones regulatorias
(Fig. 2). Este tipo de organizacién se ha estudiado en gran detalle en el
sistema que controla la regionalizacién antero-posterior del embrién, la
cual finaliza con la diferenciacién de los distintos segmentos del insecto.
Los genes de la parte superior de la pirdmide controlan la polaridad
antero-posterior del embrién. Mutaciones en este tipo de genes conducen a
la generacién de especimenes sin parte posterior y con dos cabezas o sin
cabeza y con dos colas (Niisslein-Volhard, 1991). Bajo el control de estos
genes de polaridad se encuentra toda una cascada de genes reguladores de
distintas categorias que se expresan en franjas del embrién que son cada
vez mas angostas a medida que se va bajando de jerarquia en la pirdmide
(Fig. 2).

Es fécil imaginarse que los mutantes de los genes que conforman esta
pirimide regulatoria tienen fenotipos altamente aberrantes. Algunos
carecen de regiones completas que pueden comprender varios segmentos y
otros se caracterizan por el cambio de identidad de los segmentos. Las
mutaciones que cambian la identidad de un segmento, convirtiéndolo en un
segmento diferente, se denominan mutaciones homedticas y provocan que
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un segmento dado exprese estructuras morfoldgicas que corresponden a un
segmento diferente. Por ejemplo antenapedia, una de estas mutaciones
homed6ticas, produce patas en el lugar de la cabeza donde deberian
formarse antenas (Fig. 3).
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|
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(128 nuclei)
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{2000 nuclei}
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Figura 2- Esquema que
representa la  organizacion
jerarquica de las interacciones ‘ y
regulatorias entre los genes Antennapedia 4.5h
que controlan la (5000 cells)
diferenciacién a lo largo del L
eje  antero-posterior  del _ Y
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Queda claro por lo tanto que, en los organismos eucariontes superiores, 10s
genes se relacionan entre si de una manera jerarquica conformando redes
de interacciones de las cuales finalmente emergen los fenotipos. Existen
genes maestros que promueven o reprimen la expresion de toda una
bateria de otros genes determinando dénde y cuando se debe expresar
dicha bateria de genes. Cuando dichos genes mutan, el lugar y el tiempo de
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dicha bateria de genes. Cuando dichos genes mutan, el lugar y el tiempo de
expresion pueden llegar a modificarse haciendo que la estructura o
maquinaria que controlan se exprese en un contexto espacial y temporal
diferente.

eye

antenna

Figura 3- Fenotipo del mutante anrennapedia (arriba)caracterizado por la expresién de un
par de patas protordcicas normales en la posicién de la cabeza donde normalmente hay
antenas (abajo).

4- El aporte de la Biologia del Desarrollo al problema del
surgimiento de las novedades evolutivas.

Conceptualmente, hace tiempo que se viene discutiendo que las
modificaciones en los mecanismos que controlan el desarrollo son una
fuente potencial para el surgimiento de novedades evolutivas. Antes de
mediados de siglo, Goldschmidt (1940; 1948) ya habia hablado de las
“macromutaciones” como generadoras de variantes evolutivamente
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importantes. Segin Goldschmidt, estas “macromutaciones” habrian sido la
causa del surgimiento de lo que dio en llamar los “monstruos
esperanzados”. Estos habrian sido especimenes mutantes con caracteristicas
marcadamente diferentes de las del ancestro que le dio origen, pero con
muy baja probabilidad de supervivencia. Goldschmidt sugirié que, en el
raro caso en el que un “monstruo esperanzado” consiguiera sobrevivir y
reproducirse, habria logrado establecerse una novedad evolutiva en la
naturaleza, potencialmente generadora de un nuevo taxén. Ya antes de
principios de siglo, Bateson (1894) habia descripto el primer mutante
homeético en Drosophila melanogaster. Hacia la década del ‘50, Lewis,
caracteriz6 genéticamente estos mutantes de desarrollo con aberraciones
morfolégicas extremas (Lewis, 1978; 1994) encontrando, por lo tanto, un
correlato genético a la teoria de Goldschmidt.

Independientemente, y bastante tiempo mas tarde, investigadores que
trabajaban en el estudio de la morfologia comparada de diversos grupos de
vertebrados propusieron que los cambios en la duracién relativa y en el
orden de los diferentes eventos del desarrollo son factores potenciales de
generacién de especies nuevas (Alberch, 1980; Oster y Alberch, 1982). En
invertebrados, también se les asigné a las heterocronias un papel
fundamental en la aparicién de taxones nuevos (Raff y Kaufman, 1983). Se
acepta que los insectos apterigotas primitivos surgieron a partir de una
mutacién heterocrénica. Esta mutacién habria consistido en la adquisicién
de la madurez sexual por parte de una larva de un ancestro miridpodo. Se
cree que este evento neoténico habria dado lugar a toda la Clase Insecta
(Fig. 4) (Raff y Kaufman, 1983).

Queda, por lo tanto, ejemplificado el enorme potencial especiogénico que
tienen estos cambios en el tempo de desarrollo -las heterocronias- en el
proceso evolutivo.

Mientras tanto, en forma totalmente independiente, la genética del
desarrollo producia avances de gran trascendencia utilizando a la mosca
del vinagre Drosophila melanogaster como organismo modelo. La
dilucidacidn de las interacciones entre los genes homeéticos de esta mosca
fueron el primer gran éxito en el camino hacia la comprensién de los
mecanismos genéticos que regulan el desarrollo de los organismos
pluricelulares (Lewis, 1978; Lewis, 1994).

Poco después, con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular, se
comenzaron a clonar y estudiar los genes que controlan el desarollo de
Drosophila (Bender y col., 1983; Scott y col., 1983; Scott y Weiner, 1984;
McGinnis y col., 1984). Rapidamente, se comenzaron a comprender cada
vez mejor sus interacciones moleculares y funciones bioquimicas (seccién
anterior).



Figura 4- Morfologia de la larva
recién emergida de un milpiés del
género Glomeris. Su organizacién
corporal es muy parecida a la de los
insectos apterigotas mas primitivos.
Por eso se postula que el origen de
los insectos habria  estado
determinado por un evento neoténico
en el que una larva de este tipo habria
logrado alcanzar la madurez sexual
sin variar sustancialmente su plan de
organizacién corporal. (tomado de
Raff y Kaufman, 1983).

Paralelamente a estos avances, comenzaban a identificarse los genes que
controlan el desarrollo de los vertebrados (Carrasco y col., 1984) y el de
otros organismos filégenéticamente muy distantes (McGinnis y col, 1984;
Kenyon y Want, 1991).

Sélo muy recientemente, la vertiente de conocimiento proveniente de la
biologia evolutiva se fusioné con la de la biologia molecular del
desarrollo. Se empezé a comprender que las complejas interacciones
regulatorias entre los genes que controlan el desarrollo podrian ser el
blanco de modificaciones generadoras de grandes cambios morfolégicos y
funcionales que pudieron haber sido la base de eventos especiogénicos y de
generacién de taxones de rango supra-especifico.

De este modo, se registraron los primeros avances de importancia con
respecto a los mecanismos moleculares que condujeron a la aparicién de
novedades evolutivas (Patel y col., 1989 A; B; 1992, 1994; ). Comenzé a
comprenderse que, a nivel genético, existe una asombrosa conservacion de
algunos de los mecanismos que determinan los patrones generales del
desarrollo de los animales (Manak y Scott, 1994). Por ejemplo, el sistema
de genes homedticos que controla la diferenciacién de las distintas regiones
del cuerpo a lo largo del eje antero-posterior de los animales se sabe que se
ha conservado estructural y funcionalmente a lo largo de 600 millones de



afnos (Tear y col., 1988; Akam y col., 1988; Averof y Akam, 1993; Akam
y col., 1994; Beeman y col., 1993; Holland y col., 1992; Garcia-Fernandez
y Holland., 1994; McGinnis y col, 1990; Malicki y col., 1990).
Contrariamente, el sistema genético que determina la polaridad dorso-
ventral de los animales no se conserva, ni siquiera entre Ordenes
emparentados dentro de la misma clase. Por lo tanto, este sistema parece
ser altamente pldstico en términos evolutivos (Patel, 1994).

En el dltimo afio, por primera vez y, en lo que a mi criterio representa un
hito en la historia de la biologia evolutiva, el grupo de Sean Carroll en
Wisconsin logré identificar los cambios genéticos particulares que habrian
sido responsables de ciertas novedades morfolégicas adquiridas por los
dipteros (Carroll, 1994; Warren y col., 1994; Williams y Carroll, 1993).
Las larvas de mosca (Diptera) son 4podas, mientras que las larvas de
muchas especies de mariposa, considerado un grupo de insectos mas
primitivo, tienen apéndices rudimentarios. El grupo de Carroll demostrd
que la bateria de genes que da origen a las patas en la larva de la mariposa
no se expresa en las larvas de mosca por estar reprimida debido a la accién
de genes homeéticos del complejo ultrabitorax. En la mariposa, los genes
del complejo Ultrabitorax aparentemente no se expresan en el sitio donde
se forman las patas de las larvas permitiendo asi su formacién (Panganiban
y col., 1994).

En otro estudio, el mismo grupo encontré6 que la formacién de las alas
responde a un pardmetro semejante. El registro f6sil muestra que los
insectos pterigotas (alados) primitivos tenian alas rudimentarias
(expansiones tergales) en todos los segmentos del térax y también del
abdomen (Carroll y col., 1995) (ver Fig 5). El analisis de la expresién de
los genes home6ticos a lo largo de la filogenia de los insectos mostré que
la reduccibn del nimero de alas durante la evolucibn se debe
aparentemente a que estos genes fueron adquiriendo la capacidad de
reprimir la expresién de la maquinaria genética encargada de generar las
alas y que esa capacidad de represién se habria dado en segmentos cada vez
mas anteriores a lo largo del proceso evolutivo (Carroll y col., 1995). De
este modo, en los insectos modemos el nimero de pares de alas habria
quedado reducido a sélo uno o dos, quedando éstas suprimidas en el resto
de los segmentos por causa de la represién ejercida por los genes
homeéticos (Warren y Carroll, 1995; Carroll y col., 1994) (ver Fig. 5).
Este tipo de estudios muestra claramente que los mecanismos evolutivos
involucrarian la variacién de las interacciones regulatorias entre los genes,
conduciendo de este modo a la modificacién de la especificidad de
expresion de maquinarias bioquimicas y estructuras morfoldgicas
completas. Por lo tanto, baterias de genes y estructuras morfolégicas
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Introduccién

completas pueden reprimirse y desaparecer, activarse y aparecer; o
duplicarse para expresarse en otro lugar del organismo o en otro tiempo
tiempo del desarrollo.

\

b ¢ e ; &

Palasodictyopteran Palaeozoic

A

Modem Viodar
nymph mayfly nymph é Endoplerygole (Lepdoptera) Endopterygote (Diptera)

Figura 5- Evolucion de la capacidad de represion de los genes homeoéticos sobre la
formacion de las alas durante la evolucion de 10s insectos pterigotas. En colores se muestra
cudles son los segmentos en los que los genes homeodticos adquieren la capacidad de
reprimir la formacién de alas.(tomado de Carroll y col., 1995)

Esta clase de enfoque conduce de lleno al corazén de la problemética que
nos interesa: entender las bases moleculares -en definitiva las bases
mecanisticas- del surgimiento de novedades en la historia evolutiva..

5- La cuticula de los insectos como novedad evolutiva

Los insectos se encuentran, sin lugar a dudas, entre los grupos de seres
vivos mas exitosos que habitan sobre la tierra. Hasta la fecha, se han
descripto unas 250.000 especies diferentes y se calcula que podria haber
mas de un millén (Rockstein, 1973). Esta formidable diversificacién no
puede ser interpretada sino como una consecuencia del éxito evolutivo
alcanzado por los insectos.

Este grupo de atrépodos colonizé los habitats y nichos ecolégicos mas
variados, incluyendo a diferentes hébitats terrestres y acuaticos, a los que
habria que sumarle diversas formas de vida simbionte y parasitica sobre
distintas plantas y animales. Pueden encontrarse insectos viviendo en la
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nieve de los picos montanosos o de la antirtida, en aguas termales a 60 °C,
en los lechos de los rios, en el desierto, en las costas marinas o en
productos alimenticios desecados. Es decir, los insectos estin adaptados a
virtualmente todos los nichos alimentarios, temperaturas, humedades y
situaciones ecoldgicas en las que alguna forma de vida puede existir.

Una de las grandes ventajas adaptativas de los insectos por sobre sus
ancestros anélidos, que presentan un endoesqueleto hidrostético, es que los
insectos poseen un exoesqueleto cuticular mucho mas rigido, resistente e
impermeable que les permite defenderse de la desecacién y las agresiones
del medio. Asimismo, la cuticula les ha dado acceso a nuevas formas de
locomocién permitiéndoles dispersarse y reproducirse de un modo mucho
mas eficiente. Por lo tanto, las propiedades de la cuticula de los insectos
son probablemente, el determinante fundamental del éxito adaptativo del
taxén. Como dijera Neville (1975) “Si se me preguntara cudl es el sistema
que domina el modo de vida de los insectos, diria que sin lugar a dudas es
la cuticula™.

La diferente combinacién de los componentes de la cuticula y su distinto
grado de esclerotizacidn en las diversas regiones del cuerpo le confieren
una amplia gama de propiedades mecdanicas cruciales para la funcién que
debe cumplir en cada caso. La cuticula posee caracteristicas que le
permitieron a los insectos adaptarse eficientemente al vuelo.
Primeramente, debe tenerse en cuenta que cumple la funcién de
exoesqueleto, brindando puntos de insercién a los muasculos encargados de
mover las alas; en segundo lugar, cierto tipo de cuticulas especialmente
eldsticas presentes en la base de las alas es utilizada para almacenar energia
potencial durante el vuelo que, de otro modo, se perderia. Otra propiedad
importante es una relacién muy favorable entre su resistencia y su peso, lo
cual hace que las alas -constituidas primordialmente por cuticula-
demanden menor energia para su aceleracién y desaceleracién durante el
vuelo (Neville, 1975).

Una segunda forma de locomocién utilizada por varios 6rdenes de
insectos, muy favorecida por las propiedades elésticas de la cuticula, es el
salto. También en este caso, la funcién de la cuticula es la de almacenar la
energia potencial generada por los misculos, la cual es liberada
repentinamente produciendo el salto.

Una adquisicién fundamental para que los insectos pudieran conquistar el
medio terrestre, colonizando en él todos los habitats imaginables, es la
impermeabilidad de su cuticula. La presencia de lipidos altamente
hidrofébicos en sus capas mas externas, incluyendo ceras, y la estructura
que le confieren sus componentes mayoritarios -quitina y proteinas- hacen



que los insectos resistan la desecacion hasta limites muy superiores a los
alcanzados nunca por sus ancestros de cuticula blanda y permeable al agua.
En términos de proteccién, las cuticulas altamente esclerotizadas dificultan
la tarea de los predadores y de los parésitos que pretenden penetrarla.
Considerando que la cuticula es una estructura extracelular relativamente
rigida que recubre externamente al insecto en toda su superficie, los
insectos han debido desarrollar adicionalmente un sistema que les permita
mudar periédicamente su exoesqueleto para poder crecer en tamafo. La
muda, a su vez, permite que eventualmente el insecto cambie de forma.
Este cambio de forma se evidencia draméiticamente en los insectos con
metamorfosis completa -holometabolos-, los cuales pueden explotar nichos
ecolégicos completamente diferentes durante los estadios larvales y durante
el estadio adulto. De este modo, los estadios larvales se adaptan para
alimentarse en forma eficiente acumulando reservas a partir de medios de
rapida descomposicién, mientras que el estadio adulto se especializa en la
reproduccién y la dispersién de la poblacién.

Queda claro que la cuticula de los insectos es una novedad evolutiva
mayor, la cual permitié que este grupo se adaptara a las exigencias del
hébitat de un modo decisivo para su éxito evolutivo. Considerando que los
invertebrados inferiores tienen tegumentos provistos de cuticula con
propiedades muy diferentes a las de los insectos, cabe preguntarse ;qué
componentes de la cuticula de los insectos representan adquisiciones
evolutivas y qué componentes son compartidos por sus ancestros?
Volveremos sobre esta pregunta mas adelante, en la seccién 10.

6- Estructura de la cuticula de los insectos

La cuticula es una estructura extracelular estratificada secretada por la
epidermis, que recubre toda la superficie del cuerpo del animal actuando
como exoesqueleto y como tegumento protectivo.

Estudios de microscopia 6ptica han permitido determinar la existencia de
dos grandes divisiones estructurales: una capa externa delgada y amorfa
denominada epicuticula, y una capa interna mucho mas gruesa llamada
procuticula (Wigglesworth, 1939). Con el advenimiento de la
microscopia electrénica, se pudo determinar la estructura fina de estas dos
capas cuticulares (ver Fig. 7).
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6.1- La epicuticula

La epicuticula es fundamental para la economia hidrica del insecto como
barrera hidréfuga y tiene una composicién altamente hidrofébica, siendo
algunos de sus componentes sumamente resistentes a los procesos
extractivos. A pesar de tener un espesor de entre 0,1 y 3 um, pueden
diferenciarse dos sub-capas dentro de la epicuticula, aunque en ciertas
especies se diferencian hasta cinco. La superficie de la epicuticula, vista al
microscopio electrénico, muestra una multitud de formas micro-esculpidas
con geometrias de lo mas variadas. Esta capa, la mas externa de la
epicuticula, es la llamada capa de cemento. Por ser resistente a muchos de
los procesos extractivos que se han intentado, la capa de cemento tiene una
composicién altamente incierta. Por estudios de microscopia e
histoquimica se cree que estd compuesta por proteinas tanificadas y ceras
de muy alto peso molecular (Hepburn, 1985).

Por debajo de la capa de cemento, se encuentra la capa de ceras. En
algunos insectos ésta es la capa mas externa ya que carecen de la capa
anterior; la composicién de las ceras es muy variable y sumamente
adaptable a las exigencias ecol6gicas del habitat. Se cree que la capa de
ceras se secreta desde la epidermis a través de poro-canales poco tiempo
antes de la ecdisis y su principal funcién es la de impedir la pérdida de
agua a través de la cuticula.

Siguiendo hacia adentro, la préxima capa es la epicuticula externa. Esta
capa de naturaleza proteica es resistente al fluido ecdisial y, al microscopio
electronico, presenta una estructura tri-laminar de unos 180 A de espesor.
Durante la secrecién de la nueva cuticula, la epicuticula externa se va
depositando en parches que posteriormente se fusionan determinando las
dimensiones finales y la forma definitiva del exoesqueleto (Neville, 1975).
Continuando hacia adentro, encontramos finalmente la epicuticula interna.
Esta capa estaria compuesta por proteinas esclerotizadas por puentes
fenélicos. Se report6 en ella la presencia de fenoloxidasas cuticulares
insolubles (Weis-Fogh, 1970).

6.2- La procuticula

La procuticula es la capa interna, mucho mas gruesa que la epicuticula.
Esta constituida principalmente por quitina (Quesada-Allué, 1982;
Quesada-Allué y col.,, 1976; Kramer y Koga, 1986; Cabib, 1972) y
proteinas (Boccaccio y Quesada-Allué, 1989; 1994; Cox, 1987; Wappner y
Quesada-Allué, 1993). La procuticula, a su vez se divide en dos regiones:
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la capa mas interna es la denominada endocuticula con un espesor de
entre 10 y 200 um y una capa externa mas delgada llamada exocuticula
que es la regién donde se lleva a cabo el proceso de esclerotizacion.

La procuticula estd compuesta principalmente por quitina y proteinas. La
combinacién de estas dos substancias es la que le confiere a la cuticula las
propiedades mecanicas tan particulares que la han llevado a compararla
con materiales bifasicos tan resistentes como la fibra de vidrio. La quitina,
representa entre un 25 y un 50% del peso seco de la cuticula, se encuentra
en forma de fibrillas lo cual le confiere al mismo tiempo flexibilidad y
resistencia ténsil (Hadley, 1986). Cada fibrilla estd constituida por 9 o mas
cadenas de quitina. Quimicamente, la quitina es una molécula polimérica
lineal constituida por monémeros de N-acetilglucosamina y, en menor
proporcién, de glucosamina. Las cadenas adyacentes de quitina estan
unidas entre si por puentes de hidrégeno constituyendose asi las
microfibrillas quitinosas (Hackman, 1974).

Las proteinas cuticulares se encuentran en contacto intimo con los
filamentos de quitina, constituyendo una matriz amorfa que une a dichos
filamentos confiriendo, de este modo, cierto grado de rigidez a la cuticula.
La combinacién de quitina y proteinas le permite a la cuticula soportar
esfuerzos mecanicos de importancia sin llegar a fracturarse.

Las propiedades mecanicas de la cuticula no dependen sélo de las sustancias
que la componen, sino que también de un ordenamiento espacial muy
peculiar de la quitina y las proteinas en la procuticula. Las microfibrillas
se ordenan en planos paralelos a la superficie cuticular constituyendo
laminas. Las laminas, a su vez, se superponen unas sobre otras dando lugar
a la formacién de lamelas. Las microfibrillas se orientan siempre en un
plano paralelo a la superficie cuticular pero, en el plano perpendicular a
ella, van variando su orientacién entre una ldmina y la siguiente de manera
que terminan configurando un patrén helicoidal dentro de cada lamela. De
este modo, una lamela representa un giro de 180° con respecto a la
orientacién de sus microfibrillas (ver Fig. 6)(Locke, 1974). Este arreglo
espacial le confiere a la cuticula propiedades de resistencia y elasticidad
uniforme en todas las direcciones dentro del plano paralelo a su superficie,
lo cual le otorga un notable valor adaptativo en su funcién como
exoesqueleto (Hepburmn, 1976). El mecanismo de generacién de este patrén
helicoidal durante la secrecién de la cuticula se desconoce por completo.
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Figura 6- Disposicion espacial de las ——
microfibrillas de quitina, determinando dentro de
cada lamela un arreglo helicoidal (tomado de
Hadley, 1986).
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Figura 7- Esquema de la estructura de la cuticula vista en corte transversal. Se observan
las diferentes capas que constituyen el integumento (tomado de Quesada-Allué, 1987).



Como se menciond mas arriba, por fuera de la endocuticula se encuentra
una segunda regién denominada exocuticula cuya estructura y
composicién son muy semejantes a la de la endocuticula. La diferencia
fundamental entre ambas regiones es que la exocuticula es mucho mas
resistente a la degradacién por parte de las quitinasas y proteasas del fluido
ecdisial que actian durante la muda debido en parte a que es la regién en la
que se lleva a cabo el proceso de esclerotizacién. Luego de la ecdisis, la
exuvia que el insecto abandona corresponde casi exclusivamente a la exo y
ala epicuticula.

7- El proceso de muda y la deposicion de la cuticula

Como se mencion6 mas arriba, el cardcter extracelular y la naturaleza
relativamente rigida la cuticula ofrecen una limitacién al crecimiento del
insecto. La evolucién ha resuelto este problema haciendo que los
artrépodos desechen y reemplacen en forma periédica esta cuticula por
una mas grande. Una ventaja adicional de este sistema de desarrollo es que
ofrece la posibilidad de variar no s6lo el tamafo de la cuticula -y del
cuerpo del insecto- sino que también puede variar su morfologia e incluso
su plan de organizacién corporal. Esto permite que, en distintos estadios
del ciclo de vida, el insecto se adapte a nichos ecolégicos diferentes. En los
insectos holometibolos (con metamorfosis completa) estas diferencias entre
estadios llegan a su maxima expresion.

El remplazo peridédico de la cuticula involucra la sincronizacién de una
serie de eventos bioquimicos y moleculares merced a los cuales la vieja
cuticula debe ser parcialmente degradada y la nueva cuticula debe ser
sintetizada. El armado de una nueva cuticula involucra la sintesis de sus
componentes, la secrecién de los mismos a través de la cara apical de la
epidermis, el ensamblaje extracelular in situ, la expansién del insecto para
lograr el nuevo tamaifo corporal y por ultimo, la esclerotizacién de la
cuticula. La coordinacién de todos estos eventos involucra la induccién
concertada de una multitud de genes que, directa o indirectamente, estdn
relacionados con las maquinarias bioquimicas involucradas en cada uno de
estos procesos. Se sabe bien que la coordinacién de todos estos eventos estd
regulada hormonalmente. La muda de los insectos se induce por aumento
en la concentracién circulante de ecdisteroides, dentro de los cuales el mas
importante es la 20-OH-ecdisona, conocida como hormona de la muda (ver
Fig. 8).



HO

Figura 8- Estructura quimica de la 20-OH-ecdisona

Esta hormona esteroide tiene un receptor nuclear y se sabe que el complejo
hormona-receptor activa la expresién de grupos de genes involucrados en
la muda y en la metamorfosis (Koelle y col., 1991).

Asi como la 20-OH-ecdisona es la que determina cuindo el insecto va a
mudar su cuticula, existe otro grupo de hormonas, las hormonas juveniles
que condicionan el tipo de muda que se va a desencadenar (ver Fig.9).
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Figura 9- Estructura quimica de la hormona juvenil

En insectos holometabolos, se sabe que, si cuando se llega al pico de
ecdisona existen niveles altos de hormona juvenil, se produce la sintesis de



una nueva cuticula larval. Si el estimulo de ecdisona se produce en
presencia de bajos tenores de hormona juvenil, la epidermis quedard
programada para sintetizar una cuticula pupal o de adulto; es decir se
desencadenari el proceso de metamorfosis. De este modo, la ecdisona y la
hormona juvenil actdan concertadamente para determinar cuiando se
producirad la muda y las caracteristicas de dicha muda.

Una vez estimulada la epidermis para que produzca la nueva cuticula, la
secuencia de eventos que se suceden es la siguiente: primero, se produce el
proceso de apdlisis, es decir, la epidermis se separa de la vieja cuticula,
creandose el espacio ecdisial que aparentemente contiene un fluido rico en
enzimas degradativas. Luego, comienza la digestién de la vieja cuticula y la
deposicion de las capas proteicas de la nueva epicuticula. En este estadio, se
observa una activa endocitosis de los componentes de la vieja cuticula que
ha sido degradada, los cuales habran de ser re-utilizados para la sintesis de
la nueva cuticula. Asimismo se observa una activa exocitosis de los
componentes de la nueva cuticula. A continuacién, se produce la
deposicién de la procuticula y aproximadamente al mismo tiempo finaliza
la digestién de la vieja cuticula. Cuando finaliza la deposicién de la
procuticula, se produce la ecdisis, es decir, el abandono por parte del
insecto de los restos de la vieja cuticula. Inmediatamente después de la
ecdisis, el insecto aumenta su volimen corporal por incorporacién de aire
o de agua, expandiendo de este modo la cuticula. A continuacién, ésta se
esclerotiza, adquiriendo su rigidez y coloracién definitivas. En forma
concomitante con la esclerotizacion, a través de los poro-canales se secreta
la capa de ceras que recubre exteriormente la cuticula y esta inpreganacién
con lipidos continda incluso una vez que la esclerotizacién ha finalizado
(Quesada-Allué, 1987). Mas adelante, veremos que, durante la formacién
del pupario de los dipteros ciclorrafos, esta secuencia de eventos esté
profundamente alterada ya que la vieja cuticula se esclerotiza varios dias
después de haber sido secretada.

8- La formacion del pupario de los dipteros ciclorrafos

Como se comenté mas arriba, la metamorfosis de los insectos
holometabolos les permite a éstos explotar nichos ecolégicos distintos en
diferentes estadios del ciclo de vida. Los dipteros ciclorrafos en particular,
presentan larvas de tipo vermiforme adaptadas a una alimentacién activa
en medios que se descomponen relativamente rapido, como carnes o frutas.
El estadio adulto de este grupo de insectos estd adaptado al vuelo y por lo
tanto, a la dispersién y a la reproduccién de la especie.

_22 -



Por lo tanto, el plan general de organizacién corporal de la larva y del
adulto difieren en forma dramatica, por lo cual la metamorfosis involucra
una complicada serie de procesos de degradacién y sintesis de tejidos. En
la mayoria de los 6rdenes de insectos holometéabolos, al finalizar el dltimo
estadio larval, se produce una muda que genera la cuticula pupal, la cual
generalmente se esclerotiza. En este sentido, los dipteros ciclorrafos son la
excepcién. Este grupo ha desarrollado una adaptacién Gnica dentro de los
insectos holometabolos. Dicha adaptacién consiste en que el estadio pupal
transcurre integramente dentro de una carcaza protectora que protege al
insecto durante toda la metamorfosis. Dicha estructura protectora se
denomina pupario y es el producto de la transformacién que sufre la
cuticula de la larva de tercer estadio en su transicién hacia el estadio pre-
pupal. Al final del tercer estadio, la cuticula larval -que es blanda y
flexible- no es remplazada por una nueva cuticula, sino que se esclerotiza
dando lugar al pupario. Tanto el estadio pupal como parte del estadio
adulto transcurren, por lo tanto, dentro del pupario. Como consecuencia
de esto, la ecdisis de la pupa y del adulto ocurren en forma simultinea.

La obvia ventaja adaptativa del pupario es la de proteger al insecto de los
predadores y las condiciones adversas del medio en un periodo en el que
necesita estar inmdvil y por lo tanto, es mucho mas vulnerable. En la
secciébn de Resultados se estudié en forma detallada el proceso de
pupariacién en la mosca del Mediterraneo Ceratitis capitata.

La formacién del pupario comprende varias etapas diferentes (Zdarek y
Fraenkel, 1972); primero, la larva de tercer estadio retrae los tres
primeros segmentos del cuerpo que contienen a los ganchos bucales.
Luego, la larva se acorta y ensancha, adoptando forma de barril; en este
momento, la cuticula no es lisa sino que estd plegada debido al
acortamiento del cuerpo de la larva (ver seccién de Resultados). Mas tarde,
la cuticula se vuelve gradualmente lisa, llegdndose a la etapa en que se
encuentra totalmente estirada. Este momento en la literatura es
habitualmente denominado “pupario blanco” (Zdarek, 1985) y en muchos
casos, en forma errénea se lo denomina “pupa blanca”. Poco después de
este estadio, comienza la esclerotizacién del pupario, la cual se evidencia
por el aumento de rigidez cuticular y la adquisicién gradual de la tipica
coloracién marrén-rojiza. El proceso de pupariacién como un todo, y los
eventos particulares que lo conforman, estin regulados hormonalmente a
distintos niveles. Diferentes tipos de evidencias demuestran que la ecdisona
dispara el programa general de pupariacién (Berreur y Fraenkel, 1969;
Seligman y col., 1977). Los sub-programas que componen el proceso
global de pupariacién involucran procesos que son fisiolégicamente
independientes ya que pueden ser inhibidos por diversas drogas y venenos
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Introduccion

en forma selectiva (Zdarek y Fraenkel, 1972). La inyeccién de tetrodoxina
o de veneno de abeja lleva a que el pupario se esclerotice normalmente sin
que ocurra la retraccién de los tres segmentos anteriores ni la adopcion de
la forma ovoide (Fig 10-B). La raniodina y la eserina inhiben
selectivamente el encogimiento de la cuticula, por lo cual la mosca forma
un pupario con la cuticula plegada (Zdarek y Fraenkel, 1972).(Fig. 10-C).
Inyectando un anédlogo de ecdisona, se forma un pupario normal pero sin
la retraccion de los los tres segmentos anteriores (Fig 10-D). La inyeccion
de oo—metil-a—hidrazino-B-(3,4- dihidroxifenil) monohidrato propiénico -
oo—MHD - inhibe la decarboxilacién de la DOPA inhibiendo por lo tanto la
esclerotizacion (Bodnaryk, 1970); en este caso, la morfogénesis del
pupario se produce normalmente (Zdarek y Fraenkel, 1972).

Figura 10- Efecto de diferentes drogas y venenos sobre la pupariacion de la mosca de la
carne Sarcophaga bullata. Panel (A) pupario normal esclerotizado, (B) pre-pupa inyectada
con veneno de abeja mostrando un pupario esclerotizado pero con morfologia de larva, (C)
pre-pupa inyectada con ryanniodina, mostrando un pupario con la tipica forma ovoide, la
cuticula esclerotizada pero plegada porque no alcanzo a encogerse antes del estadio

“pupario blanco”, (D) Prepupa inyectada con 28,38,14 o —trihidroxi-5B-colests-7-en-6-ona

-analago de la B-OH-ecdisona— mostrando que el pupario se formé sin que ocurriera la
retraccion de los tres segmentos anteriores.(Tomado de Zdarek y Fraenkel, 1972).




Desde el punto de vista del control endécrino, la inmovilizacién de la larva
previa a la adquisiciéon de la forma ovoide (Fraenkel y col., 1972), la
retraccién de los tres segmentos anteriores (Seligman y col., 1977) y la
tanificacién del pupario (Zdarek y Fraenkel, 1969) son inducidos por
hormonas peptidicas, presuntamente secretadas por el sistema nervioso
(Zdarek y Fraenkel, 1969; Fraenkel y col., 1972; 1977; Sivasubramanian y
col., 1974). Se demostré que la retraccién de los segmentos anteriores y la
tanificacién estan controlados por factores independientes. El factor que
induce la inmovilizacién de la larva podria ser el mismo que controla la
retraccién de los segmentos anteriores (Zdarek, 1985). Por otra parte, el
encogimiento de la cuticula que conduce al pupario liso estaria controlado
directamente por el sistema nervioso a través de los terminales que inervan
la epidermis (Sivasubramanian y col., 1974).

Recientemente, se demostr6 en la mosca Tse-Tse Glossina morsitans que el
comienzo de la esclerotizacién del pupario también estd controlado por el
sistema nervioso central (Zdarek y Denlinger, 1992). Se trata de un
control negativo por el cual el cerebro, a través del sistema nervioso
periférico, inhibe el comienzo de la esclerotizacién hasta el momento en el
cual la morfogénesis del pupario ha sido completada. En este momento -en
el estadio pupario blanco- la inhibicién central se anula y la esclerotizacién
comienza. Individuos denervados en la parte posterior del cuerpo
comienzan la esclerotizacién del pupario en dicha regién del cuerpo antes
que en la parte anterior (Zdarek y Denlinger, 1992).

9- La esclerotizacion de la cuticula de los insectos
9.1- Nomenclatura

La esclerotizacién es el proceso por el cual la cuticula de los insectos
aumenta su rigidez, insolubilidad, resistencia a la degradacién y, por el que
a menudo, se vuelve coloreada. Cuando este aumento de rigidez viene
acompaiado por la adquisicién de una tipica coloracién marrén-rojiza, se
habla de tanificacién cuticular. A lo largo de esta Tesis, utilizaremos el
término esclerotizacidn para referirnos al aumento de rigidez cuticular y
el término tanificacién para referimos a la esclerotizacién especificamente
acompaiiada por la adquisicién del color marrén-rojizo.

El término melanizacién -formacién de melanina- se utiliza cuando la
cuticula adquiere color negro lo cual denota la deposicién de este
pigmento. Esclerotizacién y melanizacién no son eventos excluyentes,
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puede haber melanizacién y esclerotizacién en forma simultdnea. Por el
contrario, tanificacién y melanizacién si son excluyentes y, como veremos
en la seccidon de Resultados, la concentracién relativa de ciertos metabolitos
serd determinante para decidir cudl de ambos procesos tendrd lugar.

9.2- Bases quimicas de la esclerotizacion

Varias teorias han sido propuestas para explicar los cambios fisico-
quimicos que ocurren en la cuticula durante la esclerotizacién y todavia
hoy en dia, existe polémica sobre qué es lo que realmente ocurre a nivel
bioquimico. La teoria mas aceptada es la propuesta originalmente por
Pryor (1940) quien, trabajando con cucarachas, demostré que las proteinas
cuticulares se polimerizan formando uniones covalentes con quinonas de la
cuticula. (en la literatura en inglés se usa el término “cross-linking” para
referirse al fenémeno de unién covalente entre cadenas polipeptidicas
mediado por quinonas que genera la polimerizacién de las proteinas
cuticulares. Se utilizard esta expresién en inglés a lo largo del resto de la
tesis). Casi al mismo tiempo que Pryor publicaba sus resultados en un
extenso articulo de los Proceedings of the Royal Society de Londres,
Fraenkel y Rudall (1940), a partir de un estudio en el que utilizaron dos
especies de moscas, postularon, en un articulo no menos extenso publicado
en la misma revista, que el aumento de rigidez de la cuticula de los insectos
se debe a la dramitica deshidratacién de la cuticula que encontraron que
ocurria durante la tanificacién. En una nota que estos autores agregaron al
final de su articulo después de haber conocido los resultados de Pryor,
sostienen que la incorporacién de quinonas a la cuticula y su reaccién con
las proteinas muy posiblemente sea simultineamente la causa de la
deshidratacién cuticular que ellos habian descubierto.

Con el correr de los afos, la teoria de Pryor fue casi universalmente
aceptada y el problema de la deshidratacién cuticular fue practicamente
olvidado. Hasta donde tenemos conocimiento, Vincent y Hillerton (1979;
Hillerton y Vincent, 1979; Vincent, 1978) fueron los dnicos que
posteriormente defendieron la idea de que la deshidratacién cuticular es la
causa ultima de la esclerotizacién. Estos autores nunca negaron que la
formacién de uniones covalentes mediadas por quinonas exista en la
cuticula, pero sostienen que la formacién de dichas uniones conducen a la
pérdida de agua que, en definitiva, es la causa del aumento de la ngidez
cuticular.

Sin embargo, hasta donde sabemos, ni éstos ni ningin otro autor se
ocuparon posteriormente de demostrar cudl es la causa de la deshidratacién
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de la cuticula durante la esclerotizacién. En la seccion de Resultados se
verd que nosotros obtuvimos datos que aportan a la resolucién de este
problema.

De cualquier manera, la bioquimica de las quinonas que hacen el cross-
linking de proteinas cuticulares, como asi también, el metabolismo de estas
quinonas y sus precursores, ha sido motivo de estudios exhaustivos por
parte de numerosos investigadores (para revisiones, ver Brunet, 1980;
Hopkins y Kramer, 1992; Kramer y Hopkins, 1987; Andersen, 1985;
1979; Wright, 1987; Sugumaran, 1988).

Debido a la dificultad para extraer por métodos quimicos las sustancias que
efectivamente participan del cross-linking de las proteinas cuticulares, los
estudios siempre estuvieron basados en los productos obtenidos luego de
hidrolizar quimica o enzimaticamente las cuticulas esclerotizadas (Lipke y
Georghegan, 1971; Sugumaran y Lipke, 1982; 1983). Estos resultados
permitieron inferir que las proteinas estan unidas entre si por uniones C-C
entre residuos de tirosina (Griin y Peter, 1984; Sugumaran y col., 1982) y
uniones C-N entre residuos lisilos, histidilos y B-alanilos (Hackman y
Goldberg, 1977; Sugumaran y Lipke, 1982). Los residuos de cisteina estan
virtualmente ausentes de la cuticula de los insectos (Hopkins y Kramer,
1992) por lo cual es poco probable que existan uniones C-S. También
existen evidencias, aunque indirectas, de uniones C-O (Lipke y col., 1981).
En cuanto a las uniones a la quitina, lograron extraerse complejos quitina-
proteina de cuticulas de insectos, pero la estructura de las uniones quimicas
no pudo ser determinada (Sugumaran y col., 1982).

La demostracién inequivoca de que el cross-linking mediado por quinonas
verdaderamente ocurre estuvo dada por los estudios de Resonancia
Magnética Nuclear de Estado Sélido sobre muestras de cuticula
esclerotizada de insectos (Schaefer y col., 1987). Estos estudios revelaron
que aproximadamente dos tercios de las uniones en las que participan los
nitrégenos de las histidinas involucran a los carbonos fendlicos de las
quinonas y aproximadamente un tercio de ellos al carbono B de las
quinonas (Fig. 11) (Schaefer y col., 1987).

Experimentos de cross-linking in vitro usando proteinas cuticulares de
Manduca sexta permitieron demostrar la formacién de multimeros de
estas proteinas mediada por precursores de las quinonas cuticulares y
catalizada por di-fenoloxidasas de distinto origen (Griin y Peter, 1984).
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Figura 11- Sitios de cross-linking en la cuticula esclerotizada de Manduca sexia,
deducidos a partir de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Estado Sélido. El
precursor de esclerotizacién de la figura es N-f-alanildopamina. Las estructuras de Ry y
R2 no fueron identificadas.(Tomado de Hopkins y Kramer, 1992).

9.3- Metabolismo de los agentes esclerotizantes

Los precursores solubles de las quinonas que actian como agentes
esclerotizantes son ciertas catecolaminas N-aciladas. Existe amplio
consenso de que, entre estas moléculas derivadas de la dopamina, las mas
importantes son la N-acetildopamina (NADA)(Karlson y Sekeris, 1962) y
la N-8-alanildopamina (NBAD)(Hopkins y col., 1982). Mientras que la
NADA parece estar asociada con la esclerotizacion incolora, la NBAD
parece ser el precursor principal de la tanificacién cuticular de los insectos
(ver Fig. 12)(Hopkins y Kramer, 1992; Andersen, 1985).

No estd claro en qué tejido se sintetizan las principales catecolaminas
involucradas en la esclerotizacién. Existen datos de que, al menos algunas,
se sintetizan en la epidermis (Hirsh, 1989; Maranda y Hodgetts, 1977;
Krueger y col., 1989).
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A pesar de ello, la concentracién de catecolaminas en la hemolinfa los
insectos estudiados es también muy alta. En este compartimento, las
catecolaminas no se encuentran libres sino que estin en forma de
conjugados (Kramer y Hopkins, 1987). De este modo, la disponibilidad de
sustrato para la esclerotizacién estaria dada por la hidrélisis de estos
conjugados (Hopkins y Kramer, 1992). La dopamina, la NBAD y Ia
NADA fueron encontradas como glucésidos en la hemolinfa de Manduca
sexta (Hopkins y col, 1982; 1984). En esta especie, el metabolismo de los
glucésidos esta controlado hormonalmente; la 20-OH-ecdisona induce a la
enzima que los hidroliza en el cuerpo graso (Ahmed y col.,, 1983). Por
otra parte, la hormona juvenil actuaria como efector negativo de la
tirosina glucosil sintetasa (Ahmed y col., 1983). Por lo tanto, la regulacién
de los niveles de sustrato para la esclerotizacién a través del metabolismo
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de los conjugados parece tener gran importancia como mecanismo de
control del proceso de esclerotizacidn.

9.4- Biosintesis de catecolaminas

La biosintesis de las catecolaminas precursoras de los agentes que
esclerotizan la cuticula involucra tres pasos catalizados enzimaticamente: la
hidroxilaciéon de la tirosina para dar DOPA, la decarboxilacién de la
DOPA para dar dopamina y la acilacién de la dopamina con acetato o con
B-alanina para dar N-acetildopamina (NADA) o N-B-alanildopamina
respectivamente (ver Fig. 13). La dopamina, por otra parte, puede entrar
en una via alternativa que involucra su oxidacién seguida de una serie de
reacciones de polimerizacién que conducen a la sintesis del pigmento
melanina (ver Fig. 13) (Ujvary y col., 1987).

La primera reaccién de la via de sintesis de catecolaminas es la
hidroxilacién de la tirosina para dar DOPA. La enzima que cataliza esta
reaccion en insectos es la tirosina hidroxilasa (Neckmeyer y Quinn, 1989).
El gen que codifica para esta enzima fue aislado de Drosophila por
homologia de secuencias con la enzima de rata y su ubicacién en el genoma
de la mosca coincidié con la de un gen llamado pale que afecta la
tanificaciéon de la cuticula (Neckmeyer y Quinn, 1989). Se sabe ademais,
que enzimas con actividad de di-fenoloxidasas también catalizan la
hidroxilacién de la tirosina (Aso y col., 1985; Morgan y col.,, 1990).
Existen evidencias de que estas enzimas estin presentes en la epidermis
(Mitsui y col., 1976), pero sin embargo se sabe que en la hemolinfa y en
otros tejidos, también se sintetizaria DOPA a partir de tirosina (Kramer y
Hopkins, 1987).

La decarboxilaciéon de la DOPA es la segunda reaccién de la via. En los
estadios en los que existen altos niveles de sintesis de DOPA, se registré
también alta actividad de DOPA decarboxilasa. Por ese motivo, no es
habitual que este aminoacido di-hidroxilado se acumule en el insecto
(Hopkins y Kramer, 1992). La DOPA decarboxilasa es, sin lugar a dudas,
la enzima mas estudiada de las que participan del metabolismo de las
catecolaminas (Clark y col., 1978; Fragoulis y Sekeris, 1975; Scholnick y
col., 1983; Hirsh, 1989). En la epidermis, su expresién estd regulada a
nivel transcripcional por 20-OH-ecdisona y hormona juvenil (Wirtz y
Hopkins, 1977; Hopkins y Wirtz, 1976; Hiruma y Riddiford, 1986; 1990).
El tercer paso en la sintesis de catecolaminas de insectos es la acilacién de
la dopamina ya sea con acetato o con B-alanina. La enzima que sintetiza
NADA, la N-acetiltransferasa, fue caracterizada con bastante detalle
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(Maranda y Hodgetts, 1977; Marsh y Wright, 1980; Shampengtong y col.,
1987). Por el contrario, la NBAD sintetasa hasta el momento fue ensayada
sélo in vivo y en sistemas de cultivo de tejidos, pero nunca en un sistema
libre de células (Krueger y col., 1989; 1990). Por lo tanto, es muy poco lo .
que se sabe sobre las caracteristicas y requerimientos de esta enzima clave
en la sintesis del principal precursor para la tanificacién de la cuticula de
los insectos. Como se vera en la seccidon de Resultados, nosotros hicimos
aportes significativos en este sentido.

HO, HO,
COOH COOH
H0-®-CH,—CH-NH, —H CH,~CH-NH, — H H~CH,~NH,
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Figura 13- Vias metabdlicas hipotéticas de la biosintesis de catecolaminas en insectos
NADA, N-acetildopamina; NBAD, N-B-alanildopamina; NBANE, N-8-
alanilnorepinefrina; SCL, esclerotizada (tomado de Ujvary y col., 1987).



Las reacciones que conducen a la sintesis de melanina en insectos son muy
similares a las descriptas en vertebrados (Fig. 14)(Kramer y col., 1983;
Aso y col., 1984; Hori y col., 1984): L a sintesis comienza con la oxidacién
de la dopamina catalizada por di-fenoloxidasas para dar la orto-quinona
correspondiente. Luego, continia con una ciclizacién espontinea para dar
el leucoaminocromo, el cual se vuelve a ser oxidado por di-fenoloxidasas
para dar para-quinona iminas. El paso siguiente es la conversién DOPA
quinona imina para dar 5,6-dihidroxi-indol. Esta reaccién esti catalizada
por el factor de conversién de DOPA quinona imina, enzima que fue
parcialmente purificada y caracterizada en Manduca sexta (Fig 14)(Aso y
col., 1984).

Ouphenol Olphenol 0
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! !
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quinone imine
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-H -H Qaogamine
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-C-CHy -H N-acetyldapamine Melonochrome -— s — i
0 N Oxidose HO N
=C-CHy=CHy-NH, -H N-8B-alaayldogamine Melonm ;Iz
|

Indole-5,5- qumone 5,6 -dihydroryindele

Figura 14- Biosintesis de melanina en insectos (tomado de Aso y col., 1984).

9.5- Derivatizacion de las catecolaminas

Una vez que las catecolaminas se han sintetizado, éstas deben ser
exportadas desde o a través de la epidermis hacia la cuticula donde
posteriormente son transformadas en moléculas de mucha reactividad con
grupos funcionales de las proteinas generando, de este modo, el cross-
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linking. Muy poco se sabe sobre los mecanismos de -exportacién de
catecolaminas a la cuticula (Koeppe y Mills, 1972; Koeppe y Gilbert,
1974); como se verd en la seccién de Resultados, en esta Tesis se describe
el primer mutante de insectos con un defecto en la maquinaria de
exportacién de catecolaminas a la cuticula.

Las transformaciones que sufren las catecolaminas una vez exportadas a la
cuticula, fueron y siguen siendo motivo de debate (Brunet, 1980; Hopkins
'y Kramer, 1992; Sugumaran, 1988).

Inicialmente, se plantearon dos mecanismos posibles que conducen al
cross-linking de las proteinas cuticulares por medio de moléculas derivadas
de las catecolaminas. Estos dos mecanismos propuestos fueron la
esclerotizacién mediada por el anillo quinénico y la B-esclerotizacién
mediada por dehidro-quinonas (Andersen, 1974)(ver Fig. 15).

rucocn,
Protein—CH CH,NHCOCH,
R Proteln—clzﬂ Proteln-—é—Proteln
ProteinNH
NProtein OH OH
Y OH OH

Figura 15- Estructuras resultantes luego de 1a esclerotizacién de las proteinas cuticulares
mediada por quinonas. Izqierda, proteinas unidas al anillo fendlico; centro, proteinas

unidas a los carbonos a y B del catecol ; derecha, proteinas unidas al carbono a del catecol
(tomado de Sugumaran y Lipke, 1983).

Algunos afnos mas tarde, Sugumaran (1988) demostré que existe un tercer
tipo de derivado presente en la cuticula -los metidos de quinonas- que, por
su alta reactividad espontidnea (ver Fig.16), pueden mediar el cross-linking
de las proteinas cuticulares a través del carbono B de las quinonas.

En los dltimos anos, los grupos de Sugumaran y Andersen aportaron una
abrumadora masa de pruebas que demuestra que existen dos isomerasas
cuticulares especificas que interconvierten estas diferentes formas de
quinonas entre si, generando todos los agentes esclerotizantes de alta



quinonas entre si, generando todos los agentes esclerotizantes de alta
reactividad que habian estado en discusién en los altimos afios. Por lo
tanto, todos estos compuestos existen y se interconverten unos en otros
(Andersen, 1989-A; B; C; Saul y Sugumaran, 1988; 1989-A; B; 1990; Saul
y col., 1991; Sugumaran, 1988; Sugumaran y col., 1987; 1988-A; B;.1989-
A; B; 1990; 1992; Ricketts y Sugumaran, 1994). En la Figura 17 se
muestra este conjunto de reacciones cuticulares que Sugumaran llamé “El
mecanismo unificado para la esclerotizacién de la cuticula de los insectos”
el cual todavia genera resistencia entre muchos de los investigadores del
area.

H\
CH3R \CHR HW CHR
—_— } —_—
OH 0} OH
OH o) Ht o)

CATECHOL QUINONE QUINONE METHIDE
4 &
QUINONE TANNING QUINONE METHIDE
TANNING

Figura 16- Dos mecanismos diferentes para la esclerotizacién de la cuticula de los
insectos. Una di-fenoloxidasa oxida las catecolaminas a sus quinonas correspondientes y
posteriormente una tautomerasa convierte estas quinonas en metidos de quinonas. Tanto
las quinonas, como los metidos de quinona, reaccionan con grupos funcionales de las
proteinas cuticulares generando el cross-linking (tomado de Saul y Sugumaran, 1988).
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Figura 17- "Mecanismo unificado para la esclerotizacién de la cuticula de los insectos”
segin Sugumaran. El precursor NADA es oxidado por fenoloxidasas (1) a su
correspondiente quinona que participa en la esclerotizacién mediada por el anillo quinénico
(2). La quinona se convierte en metido de quinona por accién de una isomerasa (3); este
tipo de moléculas se une a los grupos funcionales de las proteinas a través de su carbono 8
en una reaccidon espontinea (2). Una isomerasa especifica de metidos de quinonas
convierte al metido de quinona en dehidro-NADA (4). El dehidro-NADA es a su vez,
oxidado por una di-fenoloxidasa (1) para dar dehidro-NADA quinona, la cual reacciona

espontineamente para dar la llamada a-B-esclerotizacion inicialmente propuesta por
Andersen (1974). El mismo esquema se aplica también para NBAD, el otro agente
esclerotizante de importancia de la cuticula de los insectos (tomado de Ricketts y
Sugumaran, 1994).



Finalmente, queda por mencionar a las di-fenoloxidasas de la cuticula
encargadas de oxidar los diferentes precursores a quinonas. Las di-
fenoloxidasas de los insectos fueron motivo de exhaustivos y detallados
estudios durante toda la segunda mitad de este siglo y se sabe que
intervienen en tres procesos fundamentales de la fisiologia del animal. Dos
de ellos estan relacionados con la cuticula -la esclerotizacién y la sintesis de
melanina- y el tercer proceso es la cicatrizacién de heridas (Brunet, 1980;
Barrett, 1987; Barrett y Andersen, 1981; Thomas y col., 1989; Ritzki y
col., 1985; Andersen, 1989-C; Andersen, 1978; Seybold y col., 1975;
Mitchell y Weber, 1965; Mitchell, 1966; Pentz y col., 1990).

Existen dos grandes familias de fenoloxidasas: la primera es la de las
tirosinasas que son capaces de oxidar monofenoles u orto-difenoles pero no
para-di-fenoles; y la segunda familia es la de las lacasas que puede oxidar
orto o para-di-fenoles, pero no monofenoles (Andersen, 1985). Existe
coincidencia en que las tirosinasas, que son enzimas dependientes de cobre,
participarian de las procesos de cicatrizacién de heridas y en la
melanizacién de la cuticula. Las lacasas también son dependientes de cobre
y se diferencian de las tirosinasas porque son inhibibles por mondxido de
carbono. Este tltimo grupo de fenoloxidasas se encontraria exclusivamente
en la cuticula y participaria en el proceso de esclerotizacién. Tanto las
lacasas como las tirosinasas se encuentran como zimégenos in vivo y
existe una compleja cascada de activacién de dichos zimégenos que es
gatillada por diversos estimulos dependiendo del contexto fisiolégico en el
que actden (Andersen, 1978; Seybold y col., 1975).

10- La cuticula de los invertebrados inferiores: algunas
similitudes y diferencias con el exoesqueleto de los insectos

10.1- Composicion de la cuticula

Como se mencioné mas arriba, los invertebrados vermiformes se
desplazan merced a los cambios de presibn de su endoesqueleto
hidrostatico. Esto lo logran gracias a la pared del cuerpo formada por
musculos circulares y longitudinales y a una cuticula altamente elastica.
Desde los asquelmintos, que son pseudocelomados, y por lo tanto,
invertebrados sumamente primitivos, hasta los anélidos, que se encuentran
entre los ancestros directos de los artr6podos, esta cuticula
preponderantemente elastica estd compuesta por varias isoformas de
colageno embebidas en una matriz de quitina (Richards, 1984; Bird, 1984).
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Se puede, por lo tanto, considerar que, si bien existen diferencias
fundamentales entre los artrépodos y sus ancestros en cuanto a la
composicién de las proteinas cuticulares, y en cuanto a la ultraestructura
de la cuticula, existe también una coincidencia bésica en los componentes
cuticulares fundamentales. Tanto la cuticula de los insectos como la de los
invertebrados vermiformes estd compuesta principalmente por quitina y
proteinas.

Este hecho se evidencia en la similitud funcional que presentan los
invertebrados inferiores y las larvas dpodas de los dipteros ciclorrafos en
cuanto su plan general de organizacién corporal. En ambos casos, los
individuos son vermiformes, dpodos, con endoesqueleto hidrostatico y se
desplazan merced a los cambios de presién de la hemolinfa por la accidon
de los musculos de la pared corporal. En ambos casos, las propiedades
elasticas de las cuticulas son fundamentales para su forma de locomocién y
en el plan de organizacién corporal. En ambos casos, las cuticulas blandas
y permeables al agua los hace suceptibles a la desecacién en ambientes
terrestres. En el caso de los invertebrados inferiores la cuticula permeable
representa un estadio todavia primitivo en la adaptacién de los animales al
medio terrestre. Por el contrario, en el caso de las larvas de dipteros
representa una adaptacion ulterior al rapido aumento de biomasa merced al
aprovechamiento de nichos alimentarios constituidos fundamentalmente
por medios himedos en descomposicién.

En el estadio adulto, los insectos holometiabolos, como asi también los
insectos hemimetabolos en todos sus estadios, estdn adaptados al ambiente
terrestre debido, en buena parte, a las propiedades de su cuticula
esclerotizada. Por lo tanto, la gran conquista del ambiente terrestre por
parte de los insectos se debe fundamentalmente a las propiedades del
exoesqueleto. Podemos entonces concluir que la diferencia bésica entre las
propiedades de la cuticula de las larvas de los dipteros y las de los estadios
adultos se debe al proceso de esclerotizacién. La esclerotizacién es el
proceso que la hace impermeable, resistente y le permite actuar como
exosqueleto. El resto de los componentes, si bien no son iguales, son
basicamente parecidos. Por lo tanto, la verdadera novedad evolutiva que
habria permitido a los artrépodos conquistar el medio terrestre no habria
sido la cuticula en si misma, sino el proceso de esclerotizacién mediado
por quinonas.

(Existe algin tipo de esclerotizacién de estructuras proteicas en los
invertebrados inferiores? La respuesta es si. Ciertas estructuras
particulares de algunos invertebrados e incluso también de algunos
cordados adquieren rigidez y dureza a través de un proceso que puede
considerarse una esclerotizacién primitiva.
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10.2- La esclerotizacion fuera del Phylum Arthropoda

Este proceso de esclerotizacidén primitiva consiste en el cross-linking de
proteinas mediada, no por catecolaminas o quinonas libres, sino por
residuos de DOPA que forman parte de la cadena polipeptidica de las
proteinas (Waite, 1977; 1990; Waite y Andersen, 1978; Waite y Rice-
Ficht, 1987). Este tipo de esclerotizacién primitiva retne los requisitos
necesarios para ser una verdadera esclerotizacién: involucra el cross-
linking covalente de proteinas, la presencia de catecoles, la presencia de di-
fenoloxidasas que usan al aire como oxidante y la presencia de materiales
de relleno (“fillers”, segin Waite, 1990), como la quitina (en los
artr6podos), el coldgeno (en el escualo comunmente llamado pez perro), la
celulosa (como en ciertos tunicados), minerales (en las valvas y radulas de
los moluscos) y otros. En la Figura 18, se muestra la distribucién
filogenética de la esclerotizacién mediada por quinonas dentro del reino
animal.

En protozoarios, encontramos un ejemplo de esclerotizacién en
Haplosporidium malacobdellae que produce una especie de barniz que
recubre a las esporas (Waite, 1990). En cnidarios -en varias especies de
corales- aparecen materiales del tipo de los cementos adhesivos que sufren
esclerotizacién. Entre los platelmintos y los nematodes también existen
numerosos casos (Dixon, 1965; Awan y Hominik, 1982). Entre los
anélidos, existen numerosos ejemplos de poliquetos como en el cemento de
los sabelaridos que forman arrecifes (Jensen y Morse, 1988) y también en
las cubiertas de los huevos de las lombrices de tierra y las sanguijuelas
(Knight y Hunt, 1974). Entre los cordados, existe esclerotizacién en las
proteinas que participan en la cicatrizacién de heridas en los tunicados
(Dorsett y col., 1987) y por ultimo, en los peces cartilaginosos, como las
rayas y los tiburones, se la usa como parte constitutiva de la cubierta de los
huevos (Koob y Cox, 1988).

Recientemente, se descubrié que en insectos también existen proteinas que
contienen DOPA en su cadena polipeptidica. Un caso es el de las proteinas
cuticulares de Manduca sexta (Okot Kotber y col., 1994) y el segundo
caso es el de una proteina inhibidora de di-fenoloxidasas en Musca
domestica (Daquiang y col., 1995). Aparentemente, en ambos casos, las
proteinas se sintetizan inicialmente con residuos de tirosina, los cuales
posteriormente son hidroxilados in siru para dar lugar a una DOPA-
proteina.
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Figura 18- Distribucién filogenética de la esclerotizacion mediada por quinonas en el
reino animal. Los phyla recuadrados son los que presentan especies con estructuras
esclerotizadas. La discriminacién de los grupos se basé en tres criterios: (A) presencia de

di-fenoles, (B) presencia de di-fenoloxidasas y (C) presencia de proteinas esclerotizadas
(tomado de Waite, 1990).



En el caso de las proteinas cuticulares de Manduca, los residuos de DOPA
sufririan modificaciones enzimaticas similares a las de los catecoles libres
de insectos y posteriormente participarian en el cross-linking de las
proteinas que los contienen. Estudios llevados a cabo por el grupo de
Sugumaran permitieron recientemente demostrar que, en efecto, existen
las enzimas cuticulares capaces de sintetizar los intermediarios de
esclerotizacién (Fig 17) utilizando como sustrato a los residuos de DOPA
presentes en las DOPA-proteinas (Sugumaran y Ricketts, 1995). Los
intermediarios que se forman en este caso, serian perfectamente analogos a
los que se forman a partir de catecoles libres (Ricketts y Sugumaran,
1994).

10.3- ; Cudl fue entonces la adquisicion evolutiva de los artrépodos?

Con los argumentos presentados, podemos concluir que la esclerotizacién
cuticular no es, en sentido estricto, una adquisicién evolutiva de los
artrépodos. Pareceria mas bien, que estos dltimos explotaron a fondo un
recurso pre-existente y ampliamente distribuido en el reino animal -la
esclerotizacién- e hicieron de €l una de las bases fundamentales de su plan
de organizacién corporal.

Sintetizando, la situacién parece haber sido la siguiente: los componentes
estructurales basicos de la cuticula -quitina y proteinas- se habrian hallado
presentes en los ancestros invertebrados de los artr6podos. La maquinaria
enzimdtica esclerotizante -di-fenoloxidasas e isomerasas- estaria
ampliamente distribuida a lo largo de toda la filogenia de los animales vy,
por lo tanto, también habria estado presente en los ancestros de los
artrépodos.

¢Cual es entonces la adquisicién evolutiva fundamental que le permiti6 a
los artrépodos hacer un uso mucho mas amplio de las estructuras
cuticulares esclerotizadas?

La respuesta estaria en las catecolaminas libres N-aciladas. La ventaja
adaptativa de éstas frente a los catecoles derivados de aminoacidos que
forman parte de la cadena polipeptidica de las proteinas es obvia. Mientras
que la esclerotizacién de las DOPA-proteinas s6lo puede ser controlada a
través de la regulacién de las di-fenoloxidasas y otras enzimas cuticulares,
el proceso de esclerotizacién dependiente de catecolaminas libres ofrece
otras etapas posibles de control. Estas etapas son: 1) la biosintesis de las
catecolaminas; se sabe que, en insectos, la sintesis de catecolaminas esta
controlada hormonalmente. 2) La sintesis e hidrélisis de conjugados de

- 40 -



catecolaminas en la hemolinfa, procesos que también se sabe que estin
controlados hormonalmente. 3) La exportacién de catecolaminas a la
cuticula a través de la epidermis; nada se sabe sobre este paso obligado en
el proceso de la esclerotizacién (nosotros aportamos datos en este sentido).
4) La regulacién de las fenoloxidasas y otras enzimas cuticulares que
sintetizan los agentes esclerotizantes.

En sintesis, pareceria ser que la aparicién de las catecolaminas N-aciladas
en la evolucién otorgd posibilidades regulatorias y versatilidad al proceso
de esclerotizacién que le habria permitido que este proceso se convirtiese
en uno de los pilares basicos del Bauplan de los insectos.

Nuestra pregunta inicial sobre el origen de la cuticula de los artrépodos se
ha ido acotando hasta quedar finalmente reducida a ;cdmo surgieron las
catecolaminas esclerotizantes de la cuticula en la historia evolutiva?

11- Funcion de las catecolaminas y otras aminas biogénicas
como transmisores de informacion.

El metabolismo de las catecolaminas y otras aminas biogénicas ha sido
exhaustivamente estudiado en vertebrados debido a la funcién que cumplen
estas moléculas como hormonas y neurotransmisores.

Entre ellas, las mas importantes son la norepinefrina (o noradrenalina) y la
epinefrina (o adrenalina). Estas dos catecolaminas, sintetizadas en la
médula de la glindula adrenal, son hormonas de respuesta fisiolégica
rapida a requerimientos metabélicos urgentes. Ambas tienen efecto
estimulatorio sobre la glucogendlisis y sobre la lipdlisis (Grodsky, 1977).
Por otra parte, se sabe que la dopamina, la norepinefrina, la octopamina y
la serotonina cumplen funciones como neurotransmisores Yy
neuromoduladores en el sistema nervioso central.

En vertebrados, existen sistemas de inactivacién de estas aminas que
permiten el cese de la sefial y la posterior excrecién de las moléculas
inactivadas, ya sea cuando actiian como hormonas o en su funcién de
neurotransmisores. La inactivacién se lleva a cabo por una serie de
oxidaciones de la cadena lateral de las aminas y de metilaciones en los
grupos fenélicos (ver Fig. 19). Las enzimas involucradas en el proceso son
la monoamino-oxidasa para las reacciones de oxidacion (MAO) y la
catecol-O-metiltransferasa para las reacciones de metilacion (COMT)
(Grodsky, 1977). Los niveles de dichas enzimas son particularmente altos
en el higado, donde las hormonas circulantes son normalmente inactivadas.
El orden en el que actian estas dos las enzimas en dicho tejido es variable
dependiendo del sistema experimental. En el sistema nervioso central, en
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cambio, la inactivacién se realiza preponderantemente a través de la MAO,
ya que la expresion de la COMT es muy baja.

Como vimos en secciones anteriores, en los insectos, la dopamina y sus
formas aciladas cumplen una funcién fundamental como precursores de
agentes esclerotizantes de la cuticula. También se sabe que la dopamina, la
norepinefrina, la octopamina y la serotonina se hallan presentes en el
sistema nervioso central de los insectos, cumpliendo funciones de
neurotransmisores y/o neuromoduladores (Brown y Nestler, 1985; Owen y
Bouquillon, 1992; Nagao y Tanimura, 1988; Livingstone y Tempel, 1983;
Evans y col., 1980; McFarlane y col., 1990). Se sabe que mutantes de
Drosophila que hacen termosensible a la enzima DOPA decarboxilasa,
necesaria para la sintesis de dopamina y serotonina en el sistema nervioso
central, muestran disminuida su capacidad de apendizaje asociativo en las
condiciones de temperatura restrictiva (Tempel y col.,, 1984; Wright,
1987).

o G
Q?-?—NHCH5 - > C—C=NHCH,
HO H H HO H H
OH [URiNE] OCH,
EPINEPHRINE METANEPHRINE

1l
HOICI)
|
C-C-OH
HO N

OH

3,4 -DIHYDROXY-
MANDELIC ACID

Figura 19- Vias de inactivacién de las catecolaminas en los vertebrados. (1), Metilacién
catalizada por la catecol-O-metiltransferasa (COMT) y (2), oxidacién catalizada por la
monoamino oxidasa (MAQ) (tomado de Grodsky, 1977).

Se sabe que las enzimas inactivantes MAO y COMT estin ausentes o
expresadas en muy baja cantidad en el sistema nervioso central de los
insectos. En general se acepta que la inactivacidén de estos mensajeros
quimicos se produce por reacciones de acilacién (Brown y Nestler, 1985).
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En este sentido, la N-acetiltransferasa fue exhaustivamente estudiada en el
sistema nervioso central de diversos insectos (Murdock y Omar, 1981;
Martin y col, 1989; Mir y col, 1981). Se sugiri6 que la N-
acetiltransferasa del sistema nervioso es la misma que sintetiza la N-
acetildopamina destinada a la esclerotizacién de la cuticula (Maranda y
Hodgetts, 1977). Sin embargo, Evans y colaboradores (1980) demostraron
que las actividades enzimdticas en ambos tejidos presentan especificidades
diferentes sobre distintos sustratos como dopamina, norepinefrina,
octopamina, tiramina y otros. Esto representa una evidencia fuerte de que
existirian dos isoformas diferentes de la N-acetiltransferasa que se
expresarian respectivamente en la epidermis y en el sistema nervioso
central.

Si bien el sistema de inactivacién de catecolaminas informacionales en el
sistema nervioso central de los vertebrados depende basicamente de la
MAO y la COMT, la acetilacién catalizada por acetiltransferasas
especificas de aril-alquilaminas también existe y es importante en este
grupo de animales (Smith, 1990). El sustrato de estas acetiltransferasas no
son las catecolaminas, sino otras aminas biogénicas estrechamente
emparentadas: los derivados de la triptamina. El ejemplo mas importante
de esta reacién en los vertebrados es la acetilacién de serotonina (5-
hidroxi-triptamina). Esta reaccién no sélo es importante como modo de
inactivacién de este mensajero quimico del sistema nervioso, sino que
también lo es en la via sintética de la melatonina (ver Fig. 20). Esta
hormona secretada por la glandula pineal controla el ciclo reproductivo en
la rata (Axelrod y Weissbach, 1961) y su sintesis se regula en forma
circadiana y en respuesta al fotoperiodo (Ellison y col, 1972).
Precisamente, la regulacién circadiana de la sintesis de melatonina esta
dada por variaciones en la actividad de la serotonina acetiltransferasa
(Ellison y col., 1972).

Queda claro entonces, que la acetilaciébn de aminas biogénicas es una
reaccién enzimética ampliamente utilizada por los seres vivos para
sintetizar o inactivar moléculas informacionales en tejidos nerviosos y no
nerviosos. Los insectos, ademdas de utilizar la N-acetiltransferasa para este
propésito, la utilizan en la epidermis para sintetizar agentes esclerotizantes
del exoesqueleto.

Es muy poco lo que se sabe sobre la sintesis en el sistema nervioso del otro
precursor principal de la esclerotizacién de la cuticula de los insectos,.la
N-B-alanildopamina (NBAD). Krueger y col. (1990), a partir de
experimentos en un sistema de cultivo de tejidos, demostraron que esta
sustancia se sintetiza en el sistema nervioso de larvas de Manduca sexta, en
los ganglios abdominales.
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Figura 20- Via de sintesis de melatonina en vertebrados La serotonina (I) es acetilada
por una N-acetiltransferasa para dar N-acetilserotonina (II). Esta sustancia es metilada por
la hidroxi-indol O-metiltransferasa para dar melatonina (II) (Tomado de Smith, 1990).

Una segunda evidencia de que el NBAD podria cumplir un rol en el
sistema nervioso central de los insectos estd dada por datos genéticos. El
mutante ebony de Drosophila melanogaster, defectivo en NBAD (Jacobs,
1985) y que como consecuencia de ello acumula cantidades anormalmente
altas de B-alanina y dopamina (Hodgetts y Konopka, 1973), muestra serias
anomalias neurofisiolégicas y de comportamiento. Los electro-
retinogramas de los mutantes homocigotas para este gen son anormales, su
fototaxis estd reducida (Hotta y Benzer, 1969) y el cortejo de los machos
que conduce al apareamiento es poco eficiente (Crossley y Zuill, 1970). No
se sabe si estas anomalias en el mutante ebony se deben a la falta de NBAD
en el cerebro o al exceso de alguno de sus precursores dopamina y B-
alanina.



No se sabe si la NBAD cumple alguna funcién en el tejido nervioso y
tampoco se sabe si, in vivo, la NBAD sintetasa realmente sintetiza NBAD
en dicho tejido. En la seccién de Resultados se verd que tenemos datos que
indican que, al menos in vitro, la NBAD sintetasa no es especifica para la
dopamina sino que puede utilizar también otras aminas biogénicas como
sustrato para sintetizar B-alanilderivados. Sobre la funcién que podria
cumplir dicha sintetasa en el sistema nervioso, existen dos posibilidades
que a priori deben ser consideradas: la primera es que el B-alanilderivado
en cuestién actie como neurotransmisor o neuromodulador; y la segunda
es que sea el producto de la inactivacién de la la B-alanina y/o la amina
biogénica, las cuales si se sabe que cumplen la funciones de
neurotransmisores en insectos. En cualquiera de los casos, la NBAD
sintetasa seria una enzima importante en la neurofisiologia del insecto, ya
sea sintetizando o inactivando moléculas informacionales y en cualquiera
de los casos, la disrupcién de esta actividad enzimética produce anomalias
neurofisiolégicas y comportamentales de importancia.

Hasta donde tenemos conocimiento, no existen conjugados de B-alanina con
aminas biogénicas en los vertebrados.

Como se ha discutido mas arriba, la cuticula de los invertebrados
inferiores carece de catecolaminas libres N-aciladas como NBAD vy
NADA; por lo tanto, las posibilidades de controlar el proceso de
esclerotizacién son muy restringidas.

A esta altura cabe preguntarse si existen estas catecolaminas N-aciladas en
el sistema nervioso central de los invertebrados inferiores. Se sabe que las
principales aminas biogénicas, dopamina, norepinefrina, octopamina y
serotonina estan presentes en el sistema nervioso de virtualmente todos los
grupos de invertebrados, tanto protostomados como deuterostomados
(Saavedra y col., 1974, Robertson, 1975). Hasta donde sabemos, no existen
referencias sobre la existencia de N-acetildopamina o N-B8-alanildopamina
en invertebrados no-artrépodos.

En sintesis: la N-acetildopamina y la N-B-alanildopamina, como agentes
esclerotizantes de la cuticula, serian una adquisicién evolutiva de los
artrépodos. Las enzimas que los sintetizan estan presentes tanto en el
integumento como en el sistema nervioso central de los insectos. En el
sistema nervioso, NADA seria simplemente la forma inactivada de la
dopamina; la NBAD sintetasa se sabe que es importante en el sistema
nervioso, pero no esta claro qué funcién cumple.

Por otra parte, se sabe que la N-acetiltransferasa estd ampliamente
distribuida entre los vertebrados cumpliendo funciones de inactivacién de
aminas biogénicas informacionales y participando en la sintesis de la
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melatonina. En invertebrados inferiores, si bien las principales aminas
biogénicas estdn presentes en el sistema nervioso de los diferentes grupos,
no han sido encontradas ni NADA ni NBAD.

12- Nuestra hipétesis general de trabajo

Como se seiial6 mas arriba, el objetivo altimo del trabajo ha sido
determinar cuiles fueron los mecanismos moleculares que
condujeron a la aparicion de la maquinaria de esclerotizacion
de la cuticula de los artropodos durante la evolucion de los
invertebrados.

La hipotesis general es que una maquinaria pre-existente (para
la sintesis de moléculas informacionales) se utilizd6 para una
funcion completamente distinta (la sintesis de moléculas
estructurales) ampliando enormemente las posibilidades de
expansion del phylum.

Las premisas sobre las cuales se basé nuestra hipétesis son las siguientes:

1] Las reacciones de N-acilacion de la dopamina para dar N-
acetildopamina y N-8-alanildopamina representan una adquisicién clave
para el surgimiento de la maquinaria esclerotizante de la cuticula de los
artrépodos. De esta adquisicién, depende buena parte de la adecuacién
biol6gica del phylum.

2] La expresion en el sistema nervioso de las enzimas que catalizan estas
reacciones de acilacién seria evolutivamente mas primitiva que su
expresion en la epidermis.

31 Un cambio en la especificidad temporal y espacial de expresién habria
conducido a que estas enzimas se expresaran en la epidermis bajo el
control del sistema enddcrino. Esto Gltimo es un requisito esencial para
que el proceso de esclerotizacién esté sincronizado con el resto de la
muda.
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Por lo tanto, nuestra hipdtesis sobre el modo en que se
desarrollaron los acontecimientos evolutivos podria enunciarse
del modo siguiente:

Las enzimas que sintetizan NADA y NBAD existian en el
sistema nervioso central de los ancestros de los artrépodos;
mutaciones que afectaron a la especificidad de expresion de
estas enzimas permiti0 que ellas comenzaran a expresarse en la
epidermis bajo el control del sistema enddcrino que regula el
proceso de muda. Este cambio en la especificidad de expresion
habria conducido a la adquisicion de la maquinaria
esclerotizante por parte de los artréopodos primitivos.

De las dos enzimas que catalizan la acilacién de la dopamina, elegimos
como modelo a la N-B-alanildopamina sintetasa. Un motivo es que la
NBAD es el catecol que se asocia con la esclerotizacidn coloreada que
conduce a la tipica cuticula marrén-rojiza de los insectos. El otro motivo
es que esta enzima nunca fue medida antes en un sistema libre de células y
por lo tanto, permanecia sin ser caracterizada. Toda informacién que
pudiera obtenerse sobre ella resultaba altamente novedosa.

Como se sefialé mas arriba, los resultados alcanzados en esta Tesis
constituyen sélo las etapas previas para poder atacar de lleno el problema.

Figura 21- Cambio de la funcién de maquinarias o estructuras durante el proceso
evolutivo. Un elemento pre-existente usado para transmitir informacion es cambiado de
contexto y reutilizado para cumplir una funcidén estructural. (Ver lamina en la préxima
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II- Nuestro modelo experimental: la mosca del
Mediterraneo Ceratitis capitata (Wied.)

Como modelo de esclerotizacidén cuticular, se utiliz6 el pupario de la
mosca del Mediterraneo Ceratitis capitata. En los ltimos afos, hemos ido
adquiriendo en el laboratorio un amplio conocimiento de los eventos
morfolégicos y bioquimicos que se suceden durante la metamorfosis de la
especie y ademds, contdbamos con una bateria de mutantes que afectan
especificamente a la esclerotizacién de la cuticula de diferente manera y a
lo largo de los diversos estadios del ciclo de vida de la mosca. La mayoria
de estos mutantes fueron generados en el Instituto de Genética del INTA de
Castelar por el grupo de la Dra. Fanny Manso y caracterizados
genéticamente por este tesista en su Seminario de Licenciatura.

13- La especie

La mosca del Mediterrdneo Ceratitis capitata es un diptero ciclorrafo
perteneciente a la familia de los tefritidos. El adulto tiene unos 5 mm de
largo y alas en delta con zonas de color naranja, gris, negro y pardo (ver
Fig. 22). Los dos sexos de Ceratitis capitata son relativamente buenos
voladores pudiendo dispersarse con facilidad en un radio de unos 2,5 Km.
Se cree que la especie es originaria del continente africano y que durante
los ultimos siglos, se dispersé por toda la zona del Mediterraneo (Quesada-
Allué y col., 1994).

Ceratitis capitata es una de las mayores pestes a nivel mundial de frutas y
hortalizas, por lo cual provoca importantes pérdidas econdmicas (Saul,
1986). A pesar de ello, existen relativamente pocos estudios sobre la
biologia de su desarrollo (Christenson y Foote, 1960; Chrysantis y col.,
1981; Rhum y Calkins, 1981; Shoukry y Hafez, 1979). Hasta antes de los
aportes hechos por nuestro laboratorio en el area, no existia una
descripcion detallada de los cambios bioquimicos y morfolégicos que se
suceden durante la metamorfosis.

Tanto en el campo como en el laboratorio, la larva de tercer estadio
emerge del alimento y salta hasta alcanzar un sustrato seco. Luego, dos
programas de desarrollo parcialmente superpuestos -pupariacién y
pupacién- son disparados por estimulos hormonales y expresados por las
células epidérmicas dando lugar a la metamorfosis.
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Figura 22- Morfologia del imago de Ceratitis capitata Izquierda: hembra mostrando el
ovipositor triangular con el que perfora la cubierta de las frutas. Derecha: Macho,
mostrando las cerdas fronto-orbitales modificadas como paletas.

14- El ciclo de vida de Ceratitis capitata

La epidermis de los dipteros es un excelente modelo para estudiar la
regulacién de la expresion génica en sistemas eucariontes. Este tejido
responde a las variaciones en los tenores de 20-OH-ecdisona y hormona
juvenil, activando asi diferentes programas de desarrollo. A mnivel
molecular, los Illamados programas de desarrollo son secuencias
sincronizadas de expresién génica interrelacionadas y ordenadas en un
contexto funcional.

Con el objeto de comprender los mecanismos bioquimicos y moleculares
que intervienen en los diferentes programas de desarrollo, durante los
ultimos afnos, hemos venido estudiando en nuestro laboratorio los eventos
morfolégicos y bioquimicos que jalonan el proceso de metamorfosis de la
mosca del Mediterrdneo Ceratitis capitata (Rabossi y col., 1991; 1992
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1994; Rabossi, 1991; Boccaccio y Quesada-Allué, 1989; 1994; Boccaccio,
1991; Quesada-Allué y col., 1995).

Las distintas etapas del ciclo de vida de la mosca del Mediterrdneo estin
esquematizadas en la Figura 23. Inicialmente, las hembras insertan los
huevos dentro de la fruta valiéndose de un robusto ovipositor (Fig, 22,
izquierda). En el interior de la fruta, se produce todo el desarrollo
embrionario, como asi también los tres estadios larvales. Los estadios pre-
pupal, pupal y el de adulto transcurren fuera de la fruta.

Segin el criterio de nuestro laboratorio, cada muda comienza con la
apolisis (separacién de la epidermis de la vieja cuticula) y termina con la
ecdisis (rotura y desprendimiento de la vieja cuticula) cuando ésta existe
(Rabossi y col., 1994). Siempre segin nuestro criterio, cada uno de los
estadios empieza con la deposicién de la correspondiente nueva cuticula
(Rabossi y col., 1991; 1992).

Al igual que en otros dipteros ciclorrafos, en Ceratitis capitata existen tres
estadios larvales en los que el insecto va aumentando de peso y de tamaiio
merced a las sucesivas mudas. Al completar el tercer estadio, la larva salta
del alimento buscando un sustrato apropiado para iniciar la pupariacién. El
comportamiento pre-puparial y el proceso de pupariacién de Ceratitis
capitata se describen en detalle en la seccidén de Resultados.

Dentro del pupario transcurre el resto del proceso de metamorfosis; es
decir, los estadios prepupal, pupal y de adulto farado. De este modo, el
adulto farado se encuentra rodeado por tres envolturas cuticulares; de
adentro hacia afuera, la primera es la propia cuticula del adulto; l1a segunda
es la cuticula pupal y la tercera es la vieja cuticula larval convertida en
pupario.

Hemos definido el comienzo del estadio pre-pupal en el momento en que se
inicia el proceso de pupariacién y su finalizacién cuando comienza la
deposicién de la cuticula pupal; este evento determina el comienzo del
estadio pupal. A nuestro criterio, dicho estadio finaliza cuando se secreta y
deposita la cuticula del adulto farado. De este modo, el estadio adulto esta
dividido en dos periodos, el primero de ellos -el de adulto farado-
transcurre en el interior del pupario, mientras que el segundo -el de adulto
exarado- comienza después de la ecdisis imaginal, y transcurre
enteramente fuera del pupario. En este estadio, la especie se reproduce y se
dispersa.

Encontramos que el ciclo de vida de Ceratitis capitata tiene una duracién
total de 25 dias a 230C desde la ovipuesta hasta la emergencia del imago
(desarrollo embrionario: 52 hs; etapa larval: 264 hs; etapa adentro del
pupario: 312 hs)(Rabossi y col., 1992).
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d- coloracion definitiva del pupario

e- apdlisis larval-pupal. Inicio de lo pupacion

f- comienzo del estadio Pupal. Pupa criptocefdlica.

g- final de lo pupariacion. Sélo trazas de las proteinas cuticulares
larvales. Se comienza a detectar la PCG-100.

h- eversion de cabeza y apéndices toracicos. Pupa fanerocefdlica.
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el patrdn de proteinas cuticulares.
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Figura 23- Resiimen de los principales eventos macroscopicos y moleculares durante el
ciclo de vida de Ceraritis capitata a 23°C. P.C.L.=Patrén de proteinas cuticulares larvales;
P.C.P.=Patr6n de proteinas cuticulares pupales; Patrén de proteinas cuticulares del adulto.
(Tomado de Rabossi, 1991).



14.1- El estadio embrionario

El estadio embrionario de Ceratitis capitata tiene una duracién de 47
horas a 26°C: Como marcadores de las distintas etapas de la embriogénesis
se han usado tres marcadores morfolégicos: la migracién de las células
polares como marcador de la embriogénesis temprana; la involucién de la
cabeza para la embriogénesis media y la esclerotizacién de las piezas
bucales para la etapa tardia (Cladera y Manso, 1988). La migracién de las
células polares desde el espacio vitelino hacia el interior del embridén
ocurre alrededor de 7 horas después de la ovipuesta. La involucién de la
cabeza, rasgo tipico de los embriones de los dipteros ciclorrafos, ocurre
entre las 17 y las 27 horas posteriores a la ovipuesta. La esclerotizacién de
los ganchos bucales comienza a las 37 horas y progresa a lo largo del resto
del estadio embrionario (Cladera y Manso, 1988).

14.2- Los estadios larvales

El cuerpo de las larvas es cilindrico y ahusado hacia el extremo ceféilico.
Se distinguen 11 segmentos de aproximadamente igual tamafo, ademas de
la cabeza que es retractil (ver Fig. 24).

Figura 24- Vista lateral de una larva de tercer estadio de Ceraritis capitata (tomado de
Quesada-Allué y col., 1994),

La larva de primer estadio es de color blanco-dmbar y tiene una longitud
media de alrededor de 1 mm. La larva de segundo estadio es de color
amarillento con una longitud de aproximadamente 4 mm. Los espirdculos
posteriores estin esclerotizados presentando una coloracién marrdn-rojiza.
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La larva de tercer estadio mide entre 7 vy 9 mm de longitud. Los
espirdculos anteriores son ficilmente visualizables por su coloracién
marrén-rojiza y presentan de 10 a 14 tdbulos pequenios en una hilera
irregular.

14.3- El estadio pre-pupal

Las transformaciones propias de la transicién del tercer estadio larval
hasta el comienzo del estadio pre-pupal fueron motivo de observaciones
detalladas por parte de este tesista, por lo cual se describen en detalle en la
seccién de Resultados.

Hemos definido el comienzo del estadio en el momento en el que la larva
encuentra su posiciéon definitiva en el terreno, se inmoviliza, adopta la
tipica forma de barril y comienza la esclerotizacién del pupario; a nuestro
criterio, el estadio finaliza con la deposicidn de las primeras capas de la
cuticula pupal unas 36 horas luego del comienzo del estadio (Rabossi y
col., 1991; Boccaccio y Quesada-Allué 1989; 1994). Consideramos que el
proceso de metamorfosis comienza con el estadio pre-pupal.

No conocemos estudios histolégicos realizados durante las 20 primeras
horas de la metamorfosis de Ceratitis. Durante este periodo asumimos que
comienzan los procesos de histolisis de los 6rganos larvales vy,
probablemente, de muerte celular programada de la epidermis larval
(Rabossi y Quesada-Allué, manuscrito enviado).

Durante este estadio se ensambla la nueva epidermis pupal, los apéndices y
otras estructuras presentes en el adulto a partir de los discos imaginales de
la cabeza y del térax, como asi también, a partir de los histoblastos
abdominales.

14.4- El proceso de pupacion

El proceso de pupacidn es el que lleva a la formacién de la pupa y nosotros
consideramos que se inicia con la apdlisis larval-pupal (se separa la
cuticula de la epidermis) (Jenkin y Hinton, 1966) y que finaliza con la
evaginacién de la cabeza y de los discos imaginales tordcicos (Ashbumer,
1989).

En Ceratitis capitata hemos estimado que la apélisis comienza 20,5 horas
después del comienzo de la pupariacién (Rabossi y col., 1992). Vimos que
la eversion de la cabeza y de los miembros comienzan a las 48 horas y
dicho proceso finaliza a las 72 horas luego del comienzo de la pupariacién
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(Rabossi y col., 1994). Asimismo, en nuestro laboratorio se comprobd que
en este horario, también se alcanza el patrén definitivo de proteinas
cuticulares pupales (Boccaccio, 1991)(ver Fig. 25). Por lo tanto el proceso
de pupacién comienza a las 20 horas y finaliza a las 72 horas, siempre
tomando como referencia el comienzo de la pupariacién (ver Fig. 27).

El estudio de las proteinas cuticulares pupales reveld que éstas recién se
depositan en cantidad suficiente para ser detectadas por tincién de
“Coomasie Blue” a las 46-48 hs luego del inicio de la pupariacién, cuando
se detecta un polipéptido mayoritario de 100 KDa (Fig. 25). Este
polipéptido que se llamé PCG-100 es el principal marcador bioquimico del
estadio pupal y representa mas del 85% del total de las proteinas
cuticulares pupales (PCP)(Boccaccio y Quesada-Allué, 1989; 1990).

La sintesis de PCG-100 fue estudiada mediante experimentos de
radiomarcacién in vivo con [35S]metionina y aislada de extractos totales
mediante inmunoprecipitacién con antisueros anti-PCG-100. Se determiné
que la sintesis de este polipéptido se inicia alrededor de las 44 hs luego del
comienzo de la pupariacién y se deposita s6lo 10 minutos después de su
sintesis (Boccaccio y Quesada-Allué, 1994).

40 48 72

Figura 25- Perfil electroforético de

las proteinas cuticulares pupales — f— —200
extraidos con SDS 1%; 48 horas -1 :

luego del inicio de la pupariacién se

observa la glicoproteina cuticular R

pupal de 100 KDa (PCG-100)

(flocha). Gel de poliacrilamida 7,5% P g% 116
con SDS. Los nimeros 40, 48 y 72 Ly o9 —94
indican las horas transcurridas luego

del inicio de la pupariacién. Los N

ndmeros de la derecha corresponden

a los marcadores de peso molecular. u — 66
(Tomado de Boccaccio, 1991)
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Introduccidén

14.5- Los estadios pupal y de adulto farado

Durante los estadios pupal y de adulto farado, hemos visto en el
laboratorio que se sucede una complicada serie de cambios morfoldgicos
(Rabossi, 1991). Estos cambios consisten en la aparicién y pigmentacién de
diversas estructuras, como asi también en cambios de la pigmentacién de
los ojos (Rabossi y col., 1992).

En la Figura 26 mostramos la anatomia externa del adulto farado de
Ceratitis, indicando el nombre y ubicacién de las estructuras que fueron
utilizadas como marcadores. En la Tabla 1, se pueden ver los cambios
morfolégicos que ocurren durante las diferentes etapas de la metamorfosis.

saco frontal
antena
arista

vibrisaioral . .4

A
sutura frontal ———— _—
cerda ocelar '
c. fronto-orbital ——————
setas occipitales

___—— ocelos
.~ mancha a
— ¢. notopleural
_—— €. pre-sutural

r proboscis ___ manchab
c. post. vertical — __ mancha d
sutura transversal [ __— manchac

c. supraalar. __ ——— ¢. dorso-central
c. post. alar. __

c. escutelar

sutura escutelar

unas

Figura 26- Anatomia externa del adulto farado de Ceraritis capitata 12 dias después del
inicio de la pupariacion indicando las estructuras que se tomaron como marcadores (vista
dorsal y ventral de la hembra). C= cerda; a,b,c,d= manchas del térax (publicado en
Rabossi y col., 1991).
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color de ojos Ivory Pale Yellow Yellow Buff S?{tggn S’frfe"ﬁ Scarlet Ig[r[x;a Adult  Adult

antenas

saco frontal

unas

rostro

ocelos

cerdas de
la cabeza

cerdas del
térax

manchas
toracicas

color de
las alas

[)elos de
as patas

pelos del
abdomen

color de
los tergitos

Referencias: ML: coloracion definitiva, ' coloracién parcial [: sin coloracion, blanco: no se reconoce baijo la lupa.

Tabla 1- Aparicion y coloracién de las principales estructuras estudiadas durante la
metamorfosis de Ceratitis capitata. Se considera como criterio de aparicion al momento en
que estas estructuras son reconocibles bajo lupa. (publicado en Rabossi y col., 1994).
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14.6- El proceso de ecdisis

Hemos determinado que 312 horas luego del comienzo de la pupariacién
finaliza el estadio de adulto farado, al producirse la emergencia del
imago. El imago recién emergido presenta las alas plegadas, las cuales se
extenderdn unos pocos minutos mas tarde. El proceso de oscurecimiento
del cuerpo prosigue durante dos o tres horas y en la parte dorsal del torax
aparece el dibujo definitivo caracteristico de Ceratitis capitata (Quesada
Allué y col., 1994).

En la Figura 27, se muestra el esquema integrativo de nuestro laboratorio
para las primeras 72 horas de la metamorfosis.de Ceratitis capitata.

Figura 27- Esquema integrativo de la metamorfosis de Ceraritis capitata. Los niveles de
B-OH-ecdisona fueron inferidos de datos de Drosophila melanogaster en los mismos
estadios del desarrollo. Todo el resto de los datos fueron producidos en nuestro
laboratorio. PCG-100: glicoproteina mayoritaria de 100 KDa; P-26: proteina mayoritaria
de pupario de 26 KDa (publicado en Quesada-Allué y col., 1994) (ver lamina en la
proxima pagina).
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15- Mutantes que afectan el proceso de esclerotizacion de
Ceratitis capitata

Al igual que para cualquier otro proceso bioquimico, para estudiar los
mecanismos moleculares que participan en la esclerotizacién de los
insectos, es de gran utilidad contar con mutaciones que interfieran con los
distintos caminos metabdlicos que participan del proceso.

En Ceratitis capitata, existen una serie de mutaciones que afectan a la
esclerotizacién cuticular. Algunas de ellas son particularmente interesantes
y ttiles para los estudios bioquimicos, debido al hecho de que no existen
mutantes parecidos en Drosophila melanogaster.

En las etapas previas a la concrecién de esta Tesis, en el Seminario de
Licenciatura, el trabajo de este tesista estuvo centrado en la caracterizacion
genética de estos mutantes que afectan a la coloracién de la cuticula de
Ceratitis capitata en diversos estadios de su ciclo de vida (Wappner,
1989).

Las mutaciones estudiadas fueron ubicadas en cuatro genes distintos:

1] Black pupa, con tres alelos semidominantes generados por mutagénesis
quimica en el INTA de Castelar y un alelo recesivo aislado de la naturaleza
(Rossler y Koltin, 1976) controla el color del pupario. Las mutaciones en
este gen confieren color negro al pupario pero no afectan ni a las
estructuras cuticulares de la larva ni a las del adulto (Fig. 28-B).

2) dark dorsal abdomen, con tres alelos recesivos generados por
mutagénesis quimica en el INTA de Castelar controla la coloracién de la
cuticula del adulto. Las mutaciones en el gen confieren coloracién oscura a
la cuticula del adulto, pero no afectan a las estructuras cuticulares de la
larva ni al pupario (Fig.28-C).

3] white pupa, con un solo alelo recesivo aislado de la naturaleza (Rossler,
1979), controla la coloracién del pupario; de modo que cuando esta
mutado, el pupario resulta incoloro. Tanto las estructuras cuticulares de la
larva como las del adulto son normales en estos mutantes (Fig.28-D).

4] niger, con un alelo recesivo generado por mutagénesis quimica en el
INTA de Castelar (Manso y Lifschitz, 1979) y otro alelo recesivo
generado por irradiacién con rayos X en la IAEA (Viena), controla la
coloracién de las estructuras cuticulares de todos los estadios de Ceratitis
capitata. Mutaciones en este gen confieren una cuticula mas oscura a lo
largo de todo el ciclo de vida. Los espiraculos posteriores de la larva son
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negros (Fig. 28- E), el pupario también es negro y la cuticula del adulto es
mucho mas oscura que la del tipo salvaje (Fig. 28-F).

Durante el Seminario de Licenciatura del tesista, ademas de determinar las
relaciones de dominancia y alelismo entre las mutaciones, se pudieron
establecer las relaciones de ligamiento entre los genes individualizados.
Los genes niger y dark dorsal abdomen mapean en el mismo cromosoma,
mientras que Black pupa y white pupa estin en otros dos grupos de
ligamiento diferentes. Aparentemente, el grupo de ligamiento donde
mapean niger Yy dark dorsal abdomen es el cromosoma 2 y los de white
pupa y Black pupa son respectivamente los cromosomas 5 y 3.

En nuestro laboratorio, los estudios se han centrado sobre las primeras
horas de la metamorfosis de Ceratitis capitata, en las cuales se produce el
proceso de pupariacién. Por lo tanto, los estudios sobre el proceso de
esclerotizacién se centraron inicialmente en la caracterizacién bioquimica
y fisiolégica de los tres mutantes de Ceratitis con anomalias en la
esclerotizacién del pupario.

Figura 28- (A) Fenotipo del pupario y del imago de la cepa salvaje; nétese que, en
ambos casos, la cuticula es mayormente de color marrén-rojizo. (B) Fenotipo del imago y
del pupario del alelo B? del mutante Black pupa; mientras que el pupario es de color
negro, el imago presenta una cuticula normal. (C) Fenotipo cuticular de los diferentes
alelos de dark dorsal abdomen, en la fotografia se muestran los abdémenes disecados de
los distintos mutantes; de izquierda a derecha se ordenan el alelo salvaje y los alelos de
dark dorsal abdomen, dda’?, dda84 y dda97. (D) Fenotipo del pupario del mutante whire
pupa; nétese que, comparandolo con el de la cepa salvaje, es casi totalmente incoloro. (E)
Fenotipo del pupario y del adulto del mutante niger (alelo rzig1 ); como se puede observar,
el pupario es negro y las estructuras cuticulares del adulto son mucho mas oscuras que las
del tipo salvaje. (F) Fenotipo de la larva del mutante niger (derecha) y del tipo salvaje
(izquierda); nétese que los espiraculos porteriores de la larva son mucho mas oscuros que
los del tipo salvaje (ver 1amina en la pagina siguiente).
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1- Insectos
1.1- Cepas de Ceratitis capitata.

Como cepa de referencia, se utiliz6 la cepa salvaje de laboratorio “ARG-
17” mantenida por mas de 140 generaciones por Manso y Lifschitz en el
Instituto de Genética del INTA de Castelar y en nuestro laboratorio desde
1986.

Las moscas fueron criadas en nuestro laboratorio segin métodos descriptos
anteriormente (Teran, 1977; Quesada-Allué y col.,, 1994) o gentilmente
proporcionadas por Fanny Manso del Instituto de Genética del CICA-
INTA, Castelar a quien agradecemos. Los mutantes niger, Black pupa y
white pupa fueron tomados de la coleccidén del mismo instituto.

1.2- Mantenimiento de los imagos

Los imagos de ambos sexos fueron mantenidos en nimeros no superiores a
60 en frascos de vidrio de 400 m! o no superiores a 300 en frascos de 2750
ml. Las moscas fueron alimentadas con una mezcla de sacarosa-levadura
(3:1) y el agua se suministr6 como gel de agar al 1%. Para los frascos de
400 ml se utilizaron recipientes con dgar de 1 ml, que se renovaron 2 veces
por semana; para los frascos de 2750 ml, el dgar se colocé en recipientes de
25 ml, los cuales fueron renovados 1 vez por semana.

1.3- Ovipuesta y recoleccion de huevos

Se estima que las hembras virgenes pueden alcanzar la madurez sexual a
partir de las 72 hs (Quesada-Allué y col., 1994). Para la ovipuesta y
recoleccién de huevos, se utilizé el método puesto a punto por F. Manso y
E. Lifschitz del INTA-Castelar. En este método se emplean frutas
artificiales de plastico coloreado de aprox. 4 cm de didmetro a las cuales se
les realiz6 miiltiples perforaciones con una aguja incandescente. Las frutas
tienen un orificio de 1,5-2,0 cm de didmetro donde se coloca un corcho que
sujeta un pedazo de gomaespuma mojado para mantener el interior de la
fruta saturado de humedad. Se hace colgar este dispositivo hacia el interior
del frasco, suspendido por un alambre de la boca como se ve en la Fig 29.
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Figura 29- Fruta artificial utilizada para la recoleccién de huevos de Ceratitis capitata
(tomado de Quesada-Allué y col., 1994)

Para obtener una sincronizacién razonable, se tom6é un periodo de
ovipuesta de entre 1 y 3 horas y después se retiraron las frutas; para la
recoleccién de huevos, se quitéd el corcho y se juntaron los huevos con de 1
ml de agua destilada. La suspensién conteniendo los huevos de Ceratitis se
filtré con papel de filtro. Despues del filtrado, se agruparon los huevos con
una espatula en un drea de papel no superior a 1-1,5 cm de didmetro, se
recorté la misma y se la apoyé sobre el medio de cultivo para larvas (ver
Fig. 30).

Es importante garantizar que el papel permanezca siempre himedo porque
de lo contrario, los huevos se secan y los embriones mueren. Para cultivos
pequeiios (50-200 huevos) se utilizaron cubetas con 25 ml de medio de
cultivo, mientras que para para cultivos grandes (hasta 1000 huevos), se
usaron cubetas con 60 ml de medio.

El medio de cultivo utilizado estd basado en el utilizado por Terdn (1977)

con algunas modificaciones introducidas por F. Manso (Quesada-Allué,
1994).
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Figura 30- Huevos de Ceraritis capitata colocados sobre el medio de cultivo para larvas.
(tomado de Quesada-Allué y col., 1994)

1.4- Cria de larvas y recoleccion de pupas

Los tres estadios larvales se desarrollaron en el medio de cultivo donde
fueron colocados los huevos, que debié mantenerse himedo, especialmente
durante los primeros dias del periodo larval. Las cubetas se depositaron en
el fondo de un frasco, sobre un lecho de arena fina tamizada. Al finalizar el
tercer estadio, las larvas abandonaron el medio de cultivo saltando a la
arena.

A los 3-5 dias después del salto se tamizd la arena para separar las pupas,
que se colocaron en frascos vacios con tapa de gomaespuma. En dichos
frascos, se mantuvieron los adultos cuando éstos emergieron. De ser
necesario, los granos de arena adheridos se eliminaron por lavado con agua
destilada.

1.5- Sincronizacion de los cultivos

Los cultivos fueron sincronizados utilizando el “Tiempo Cero” de la
metamorfosis, definido como en Rabossi y col., 1992. En este momento
anatémica y fisiolégicamente bien definido las larvas dejan de saltar, se
quedan completamente inmdviles y ya no responden de modo alguno a la
estimulacién mecénica (se describe en detalle en la seccién de Resultados).
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Las edades de los animales en esta Tesis estin todas referidas a dicho
tiempo cero.

2- Micro-inyeccion de pre-pupas

Luego del salto de la larva, se esper6 hasta el momento de la
inmovilizacién definitiva (Tiempo Cero). El momento fisiolégico de la
inyeccién debe ser preciso (con un error aproximado de no mas de 10
minutos), de otro modo, el animal no logra completar su desarrollo y
muere. En dicho momento fisiolégico, las pre-pupas presentan todavia
una cuticula rugosa debido a que la presion interna del hemocele atin no se
ha incrementado.

El aparato de microinyeccién fue construido y generosamente cedido por
el Dr. Josué Nunez, a quien agradecemos especialmente. Se compone de
de una aguja de acero fabricada a partir de un capilar de 90 pm de luz y
215 yum de didmetro externo y 15 mm de largo. La aguja estd adosada a
una cénula de plastico, la que a su vez se conecta a una jeringa de tipo
Hamilton de 5 pl de capacidad. Las sustancias a inyectar fueron disueltas
en solucién de Ringer (Chen, 1968). Se hizo penetrar la aguja a través del
iltimo surco intersegmental y en los casos en los que se observé reflujo de
hemolinfa, el animal fue descartado.

3- Inyeccion y wuso de la [14C]B-alanina como precursor
radioactivo

Pre-pupas de Tiempo Cero de la cepa salvaje y del mutante niger fueron
microinyectadas con 0,5 ul de [4C]B-alanina (54,5 mCi/mmol) e
inmediatamente después, se las colocé en recipientes individuales de 25 ml
herméticamente cerrados que contenian cada uno una tira de papel
Whatman 3 mm embebida en KOH 1 M. Se agregé 1 ml de agua destilada
para que la humedad dentro de los viales se mantuviera a saturacién (ver
Fig 31). Luego de 24 horas, se retiraron las tiras de papel, previamente
individualizadas y se las secé bajo una ldmpara infrarroja. Las pre-pupas
comrespondientes fueron disecadas inmediatamente sobre trozos
rectangulares de papel Whatmann 3 mm y el contenido del cuerpo de las
pre-pupas fue extendido sobre el papel con una espatula pequefia y secado
como se indicé mas arriba. Los puparios fueron exhaustivamente lavados
con agua destilada, y secados sobre papel de filtro. Los puparios, y los
correspondientes papeles con el contenido del cuerpo y con el [14C]JCO;,
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precipitado como carbonato fueron contados en viales de centelleo liquido a
los que se les agregd previamente liquido de centelleo. Se utilizé6 un
contador 1214 Rackbeta Pharmacia. Cada determinacién fue repetida con
10 pre-pupas independientes.

— topa pléstica
popel Whatman —;‘_
N2 3 embebido en A
KOH 1M vial de vidrio
>, para centelleo liquido
vial de plastico
para centelleo liquido

Figura 31- Dispositivo utilizado pupa =

para medir el di6xido de carbono

radioactivo eliminado por aguo —] a
respiracion (publicado en Wappner = J

y col., 1994)

container plastico

fotando en el ogua

4- Analisis de proteinas cuticulares

Las proteinas cuticulares fueron extraidas con SDS 1% (10ul por cuticula
individual) a temperatura ambiente durante toda la noche o bien a 60°C
durante 2 horas (Boccaccio y Quesada -Allué, 1989; Boccaccio y Quesada-
Allué, 1994).

Se hicieron geles laminares verticales de poliacrilamida con SDS segin el
método de Anderson y col.(1973). Las electroforesis fueron desarrolladas a
temperatura ambiente a S0 V (voltaje constante) o a 40 mAmp (amperaje
constante). Para visualizar las proteinas, los geles fueron tedidos con Azul
de Coomasie.
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5- Ensayos de resistencia mecanica de los puparios
5.1- Preparacion de la pieza cuticular

Se cortaron transversalmente puparios de modo de separar los segmentos 80
y 90 del resto del insecto teniendo especial cuidado de no fracturar la
estructura cuticular durante la diseccién. Los anillos fueron sumergidos en
agua destilada saturada en PTU y BHT y, con la ayuda de una aguja
doblada, se limpi6 la cuticula de tejidos adheridos. Las anillos de pupario
fueron secados sobre un papel absorbente e inmediatamente se colocaron
con la parte esternal hacia abajo.en el dispositivo mostrado en la Figura 32.
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Figura 32- Dispositivo para medir la resistencia de los puparios a la compresién dorso-
ventral. El aparato fue construido a partir de una balanza de un plato. La carga aplicada
sobre el plato de la balanza es proporcional a la fuerza vertical ejercida por €l brazo de la
balanza al comprimir el anillo de pupario (dibujo de Eduardo Cafferata) (publicado en
Wappner y col., 1995)



5.2. Dispositivo de medicion

Para construir el dispositivo de medicién, se utilizé6 una balanza de un
plato. La pieza cuticular fue colocada de modo tal que el fiel de la balanza,
al subir, la comprimiera dorso-ventralmente. Se registré la fuerza
necesaria para reducir el didmetro de cada anillo de cuticula hasta el 50%
de su didmetro original. Estos valores fueron medidos agregando arena
lentamente sobre el plato de la balanza, mientras se observaba con lupa la
pieza cuticular colocada delante de una escala graduada a intervalos de 0,25
mm. Se midieron 12 cuticulas para cada punto y las medias fueron
comparadas mediante el ensayo ¢+ de Student.

6- Determinacion del peso y del contenido de agua de los
puparios

Los puparios se disecaron en agua destilada saturada con PTU y BHT y se
eliminaron los restos de epidermis raspando con una aguja doblada. Los

puparios fueron aplastados entre 2 papeles Whatman NO3 y nuevamente
enjuagados con agua destilada y secados entre 2 papeles de filtro.

Dos minutos después de prensar cada uno de los puparios entre papeles, se
determiné su “peso himedo” en una balanza digital Mettler AE-240. Es
importante controlar el tiempo transcurrido entre el prensado de los
puparios entre papeles y su pesaje, ya que la pérdida de peso por
evaporacién es muy significativa.

Luego de ser pesadas, las cuticulas individualizadas fueron secadas bajo una
lampara infrarroja de 250 Watts a 30 cm de distancia durante 30 minutos.
Comprobamos que este tiempo es suficiente para alcanzar un peso constante
(no contindan deshidratindose). Los puparios individualizados fueron
pesados nuevamente y el valor obtenido fue considerado el "peso seco”. El
contenido de agua de los puparios fue calculado restando los pesos hiimedos
a los pesos secos.

7- Experimentos de ligacion de larvas
Se tomaron larvas después del salto, a distintos tiempos antes del comienzo
de la pupariacién y se las ligé con hilo de coser entre el 70 y el 9° segmento.

La edad de las mismas se estimé a partir del grado de inmovilizacién que
presentaban los especimenes. Este método permite diferenciar con poco
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margen de error una larva de -60 minutos de otras de -15 o -5 minutos (el
tiempo O es el comienzo del proceso de pupariacién). La coloracién
resultante fue observada 6 y 16 horas luego de la ligacién.

8- Obtencion de mosaicos genéticos niger/salvaje

La obtencién de mosaicos genéticos se hizo en colaboracién con la Dra. F.
Manso del Instituto de Genética, CICA-INTA, Castelar.

Se hicieron cruzamientos reciprocos entre las cepas niger y salvaje. Una
semana mas tarde se colectaron huevos de ambos cruzamientos durante un
tiempo de 1 a 3 horas. Los huevos fueron irradiados con rayos X durante 6
segundos con una intensidad de 12,5 Rads/segundo (el aparato fue regulado
en 120 Kw a 15 mA). Los huevos fueron luego colocados sobre el medio de
cultivo para larvas y se dejaron transcurrir los estadios larvales.
Promediando el estadio pupal, los puparios fueron observados bajo lupa
binocular con el objeto de detectar anomalias en la coloracién de la
cuticula.

9- Sintesis organica de sustancias patron
9.1- Sintesis de N-B-alanildopamina

Como la N-$-alanildopamina no est4 disponible comercialmente, se la debi6
sintetizar en el laboratorio. Para ello se procedi6 segiin el procedimiento de
Yamasaki y col (1990) con leves modificaciones segin se detalla a
continuacién:

Se secé dimetilformamida (DMF) por agregado de bolitas de Sephadex y se
le hizo burbujear nitr6geno gaseoso durante 30 minutos. A continuacién se
disolvieron 0.96 g de Dopamina.HCl en 17.5 ml de DMF y 1.72 g de éster
de N-a-butil-oxicarbonil-B-alanina-N-hidroxisuccimida en 17.5 ml del
mismo solvente y, a la solucién de f-alanina asi derivatizada, se le
agregaron 0.55 ml de N-metil morfolina. Luego, se mezclaron ambas
soluciones en un balén bajo atmésfera de nitrégeno y se los dejé agitando
con barra magnética durante 48 horas en hielo. Al cabo de las 48 horas,
todavia en el bafio de hielo, se agregaron 0.26 ml de 1-(2-amino-etil-
piperazina) y se dejé equilibrar la solucién a temperatura ambiente durante
una hora con agitacién. A continuacién, se agregaron 0.52 ml de 1-(2-
amino-etil-piperazina) y se agité durante una hora. Luego de ello, se
agregaron 100 ml de acetato de etilo y 100 ml de H,SO, y el producto
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resultante se extrajo 3 veces con 30 ml de acetato de etilo, luego de lo cual,
se mezclaron todas las fases organicas de las tres extracciones. Dicha fase
orgéanica se lavé 3 veces con 30 ml de una solucién saturada de NaCl y
luego se la secé con Na,SO, bajo atmésfera de nitrégeno durante toda la
noche. El extracto de EtoAc fue concentrado en un Rotavapor hasta 10 ml y
los cristales blancos que se formaron fueron filtrados y secados al vacio
durante 4 hs. (si no cristaliza se puede precipitar con éter). El sélido seco
fue disuelto en 4 ml de HC1 4N en 1.4-dioxano y se lo dejé durante 3 horas
a temperatura ambiente. La solucién fue luego evaporada al vacio para dar
un polvo blanco que fue filtrado y lavado en éter. El NBAD se secé con
silica gel al vacio durante toda la noche.

9.2- Sintesis de N-B-alanil DOPA

Esta sustancia no habia sido sintetizada nunca previamente. Se puso a punto
un método de sintesis basado en el método descripto para la sintesis de N--
alanildopamina por Morgan y col.(1987).

Se disolvieron 98 mg de L-DOPA en 6 ml de tetraborato de potasio 10%, el
cual previamente habia sido burbujeado con nitrégeno; se agregaron 4 ml
de una suspensién preparada con éster de N-a—-butil-oxicarbonil-8-alanina-
N-hidroxisuccimida en tetraborato de potasio 10% y se mantuvo la solucién
bajo atmoésfera de nitrogeno con agitacion durante 1 hora a temperatura
ambiente. El pH se ajusté periédicamente a 9,8 con hidréxido de sodio, ya
que durante la reaccién el pH tiende a bajar. Luego de sintetizada la unién,
se desbloqueé el compuesto por agregado de acido clorhidrico concentrado
hasta pH 1 y posterior incubacién a temperatura ambiente con agitacién
durante 30 minutos, siempre bajo atmésfera de nitrégeno. Luego se
precipité el tetraborato en hielo durante 15 minutos y se filtrd la solucién
con filtro Millipore de 0,2 um. El producto de reaccién fue separado por
filtracién en gel utilizando una columna BioGel P-2 equilibrada en 4cido
férmico 5% y adosada a un detector de absorbancia a 280 nm. Se colectaron
fracciones de 5 ml y una pequeiia alicuota de las fracciones con absorbancia
a 280 nm, convenientemente diluida, fue analizada por HPLC con deteccién
electroquimica (ver punto 10).
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Matenales y Métodos

10- Analisis de catecolaminas
10.1- A partir de extractos de pupario

Se usaron 6 puparios en la preparacién de cada uno de los extractos. Los
puparios fueron disecados y limpiados como se detalldé mas arriba y
posteriormente se los homogeniz6 en un Potter Evelheim con 300 ul de HCI
1,2 M, 4cido ascérbico 5 mM y 6 mg/ml de aa—metil DOPA como estandar
intemo. A continuacién, se centrifugaron los homogenatos en una
centrifuga Eppendorf y se transfiri6 el sobrenadante a otro tubo que
contenia 200 ul de Tris-HCI 1M, pH 8,6 con 4cido ascérbico S mM y 25 mg
de alimina 4cida de calidad cromatogréafica. La adsorcién a aliimina se llevé
a cabo durante 15 minutos a temperatura ambiente con agitaciéon. Luego de
una breve centrifugacion, se descarté el sobrenadante y la alimina fue
lavada dos veces con agua bi-destilada. Finalmente, las catecolaminas fueron
desadsorbidas agrgando 100 ul de 4acido acético 1M sobre la alimina y
agitando luego durante 15 minutos. La suspensién fue -centrifugada
brevemente y el sobrenadante recuperado. El extracto de catecolaminas fue
liofilizado y guardado a -70°C hasta su anélisis. La mezcla de catecolaminas
fue analizada por HPLC con deteccién electroquimica con un detector
(Hewlett Packard) regulado en 0,7 Voltios. Se utilizé6 una columna de fase
reversa C-18 (Alltech). Para identificar inequivocamente los picos del
cromatograma, se utilizaron dos fases méviles diferentes. La composicidén
de la fase mévil I fue la siguiente: octil sulfato de sodio 0,09 mM,
Na;EDTA 0,1 mM, 4cido fosférico 0,1 M, metanol 10% (v/v) y el pH fue
ajustado a 3. La composicién de la fase mévil II fue octilsulfato de sodio
0,25 mM, Na,EDTA 1 mM, cloruro de potasio 2,5 mM, &4cido fosférico
0,6% (v/v) y 6% de acetonitrilo ajustado a pH 2,2. En todos los casos, a-
Metil-DOPA fue usado como estandar interno.

10.2- A partir de extractos de hemolinfa

Seis pupas fueron atravesadas de lado a lado con un alfiler entomolégico e
inmediatamente se las deposité sobre una malla de nylon trabada sobre la
parte superior de un tubo Eppendorf conteniendo un cristal de feniltiourea
en el fondo (ver Fig. 33). El tubo fue centrifugado a 4000 rpm en una
centrifuga Eppendorf 5415 C durante 4 minutos a 4°C. De este modo, se
obtuvieron entre 4 y 8 ul de hemolinfa libres de cuerpo graso, los cuales
fueron medidos y colectados con una micropipeta de vidrio de 2 pl. La
hemolinfa fue mezclada con 300 ul de HCl 1,2 M conteniendo acido
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ascérbico 5 mM y 6 mg/ml de a-metil DOPA. La hemolinfa fue
homogenizada rdpidamente a mano en un Potter Evelheim luego de lo cual
se centrifugéd durante 15 minutos en una centrifuga Eppendorf. Los
sobrenadantes fueron incubados durante 10 minutos a 100°C en atmésfera
de nitrégeno para hidrolizar posibles conjugados labiles. Luego de una
corta centrifugaciéon, las muestras fueron transferidas a un tubo
conteniendo 300 ul de buffer Tris-HCI 1M, pH 8,6 con 4cido ascérbico
SmM y 40 mg de alimina 4cida de calidad cromatogrifica. A continuacién,
se agité durante 15 minutos para adsorber las catecolaminas, se centrifugd
durante 1 minuto y se descarté el sobrenadante. La alimina fue lavada 2
veces con agua destilada durante 2 minutos con agitacién y finalmente se
desadsorbieron las catecolaminas con 100 ul de acido acético 1M con
agitacién durante 15 minutos. El extracto de catecolaminas fue liofilizado y
analizado como en el punto anterior.

Figura 33- Dispositivo empleado
para la extraccién de hemolinfa libre
de cuerpo graso a partir de larvas o
pre-pupas de Ceratitis capitaa
(publicado en Wappner y col., 1994)




11- Medicion de fenoloxidasas cuticulares y tanificacion in vitro
de los puparios.

Las fenoloxidasas cuticulares se midieron de un modo similar al descripto
por Andersen (1979). Las cuticulas se disecaron 2 horas luego del comienzo
de la pupariacién en tetraborato de potasio 1% frio y se las limpié como se
detallé mas arriba. El exceso de agua fue absorbida con papel de filtro e
inmediatemente se pesaron los puparios, los cuales fueron guardados en
tetraborato de potasio 1% a 4°C durante varias horas. Para medir la
actividad enzimatica, dos miligramos de cuticula fueron incubados a 230C
con agitacion en 6 ml de una solucién que contenia acido ascérbico
0,0015%, Na,EDTA 0,03% y el sustrato en una concentracién de 0,3 mM
en buffer acetato de sodio 0,2 M a pH 5,5. Los sustratos utilizados fueron
dopamina, N-8-alanildopamina y N-acetildopamina. La reaccién de
oxidacion se midié siguiendo la disminuciéon de absorbancia a 265 nm. Para
ello, cada 5 minutos, se tomé una alicuota de la mezcla de reaccién y se
midi6 la absorbancia en un espectrofotémetro Gilford. Luego de cada
medicidn, la alicuota fue regresada a la mezcla de reaccién. El tiempo total
registrado en cada reaccién fue de 25 minutos. Se compararon los espectros
UV de la mezcla de reaccién antes y después de cada incubacién. Se hicieron
controles sin agregar cuticula para determinar la velocidad de oxidacién
espontdnea. Para estar seguros de que realmente estabamos midiendo
fenoloxidasas insolubles, 10 minutos luego de comenzada la incubacidn, se
tomé una alicuota de la mezcla de reaccién y se comprobé que, en dicha
alicuota, no hubo oxidacién subsecuente.

Media hora después del comienzo de la incubacién, se agregaron a la mezcla
de reaccién otros 200 ul de solucién de sustrato en una concentracién de 10
mM y media hora mas tarde (una hora luego del comienzo de la
incubacién), se observéd la coloracién resultante. Los puparios tanificados o
melanizados in vitro  fueron guardados en etanol 70% a 49C vy
posteriormente fotografiados.

12- Determinacion de B-alanina endégena

Se tomaron prepupas sincronizadas de 3 horas de edad y se las moli en
un mortero en nitrégeno liquido, hasta obtener un polvo fino. El polvo
fue liofilizado y guardado a -209C hasta el momento de su andlisis. Para el
analisis, se hidrolizaron 10 mg de polvo en 250 ul de HCI 1,2 N a 100°C
durante 2 horas. Estas condiciones de hidrélisis son tedricamente
suficientes para romper las uniones B-alanina-catecol en la N-B-
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alanildopamina y la N-B-alanilnorepinefrina, pero dejarian mayormente
intactas las uniones peptidicas de las proteinas. Esto disminuye
considerablemente la contaminacién con aminoacidos libres. Luego de
hidrolizadas, las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante se pasé
por una columna sephadex G-25. La B-alanina fue determinada en un
analizador automatico de amino&cidos (Applied Biosystems). Se utilizé B-
alanina radiomarcada como estandar interno para calcular la eficiencia de
la extraccién que nunca fue menor al 82%.

13- Medicion de la actividad NBAD sintetasa
13.1- in vivo

Para cada ensayo, seis pre-pupas fueron inyectadas en el Tiempo Cero con
[1-14C]B-alanina y mantenidas durante 3 horas a 23 °C. A continuacién, las
pre-pupas fueron homogeneizadas en 400 ul de buffer TrisHCl 50 mM,
pH 7,6. Luego de centrifugarlo, el material soluble fue deslipidificado con
un volimen de cloroformo. Para ello se emulsioné el cloroformo por
agitacion violenta en un voértex. Los extractos fueron centrifugados y se
recuper6 la fase acuosa con pipeta Pasteur con cuidado de no tomar la
interfase de proteinas, la cual fue descartada junto con el cloroformo. Las
proteinas remanentes fueron precipitadas por agregado de 20 ul de acido
perclérico 40% y posterior centrifugacién. Los sobrenadantes se
analizaron en cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
utilizando una columna de fase reversa C-18 como se indicé mas arriba;
se colectaron fracciones de 0,5 ml y se midié en ellas la radioactividad
por centelleo liquido. Se comparé la movilidad de los picos radioactivos,
asi obtenidos, con la de estandares sintéticos de distintas catecolaminas. Se
utiliz6 a—metil-DOPA como estindar interno para calcular la eficiencia
de la extraccién.

13.2- in vitro

13.2.1- Preparacion del extracto enzimdtico

Las prepupas de la edad deseada, ya sea vivas o mantenidas congeladas a
-700C, fueron homogeneizadas en buffer borato de sodio 50 mM pH 8.4,

conteniendo MgCl, 10 mM, glicerol 10%, di-tiotreitol 1mM, PMSF 100
mg/ml, Pepstatina A 1 mg/ml, Leupeptina 2 mg/ml, E-64 1 mg/mi y
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feniltiourea a saturaciéon. En la homogeinizacién, se conservé una relacién
entre el peso de los insectos y el volimen de buffer de 1/2. El homogenato
fue centrifugado a 16.000 x g y el sobrenadante fue parcialmente
purificado por fraccionamiento por precipitacién con sulfato de amonio.
La fraccién con actividad enzimatica se obtuvo entre 30 y 70% de
saturacién de dicha sustancia. Para los experimentos de caracterizacién de
los requerimientos y propiedades de la enzima se hizo una preparacién
enzimatica a partir de pre-pupas de 3 horas de edad. Dicha preparacién
fue guardada en alicuotas a -700C y cada alicuota fue desechada luego de
haber sido descongelada y utilizada. En estas condiciones, no se registré
disminucién de la actividad enzimitica a lo largo de aproximadamente 9
meses (hasta el momento de escribir la Tesis).

13.2.2- Ensayo de actividad

Las reacciones estdndar fueron llevadas a cabo a 229C en buffer borato 50
mM, pH 8.4, durante un tiempo de 5 minutos. La mezcla de reaccién
contenia dopamina 10 mM, ATP 1 mM, MgCl, 10 mM, 3 x 105 cpm de
[1-14C]B-alanina (54 mCi/mmol) y 3 ul de extracto enzimatico (32 mg/ml
de proteinas) en un volimen final de 50 upl. La reacciones fueron
detenidas con 4cido perclérico 40% a una concentracién final del 2%.
Luego de detenida la reaccién, las mezclas fueron centrifugadas y el
sobrenadante o bien congelado a -200C hasta su analisis, o bien analizado
inmediatamente.

Para el analisis del producto de reaccién, primero se alcalinizé la solucién
con 4 volimenes de buffer Tris-Cl 1M, pH 8,7; luego se agregaron 150
mg de alimina cromatografica 4cida (Sigma) y 1a suspensién fue incubada
durante 15 minutos a temperatura ambiente con agitacién para adsorber
las catecolaminas a la alimina. La suspencién fue colocada en una
columna y el percolado se recogié en un vial de vidrio de 25 ml. La
alimina fue lavada con 3 ml de buffer Tris-Cl 0,1M, pH 8,7 y este lavado
fue recogido en el mismo vial que el percolado. Luego, la alimina fue
lavada con 30 ml del mismo buffer (comprobamos que con este volimen
se lava toda la radioactividad no-adsorbida) y finalmente, las
catecolaminas se eluyeron con 3 ml de acido acético 1M. El eluido fue
recogido en un segundo vial de centelleo; a los viales conteniendo el
percolado y el eluido, se les agregd 10 ml de liquido de centelleo y la
radioactividad fue medida en un contador Pharmacia 1214 Rackbeta (ver
Fig. 34). La radioactividad presente en el eluido fue atribuida al producto
formado, [14C]JNBAD (ver seccién de resultados).
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Materiales y Métodos

COLUMNAS DE ALUMINA

150 mg alimina cromatogréfica
3
200 pl Tris-HCl 1M, pH 8.7
U

((Ce L v ) — — — I
7
O
transferir a columna 3 ml Acético 1M

agitacién 15' +
3 ml Tris-HCl 0.1M, pH 8.7

temperatura ambiente

30 ml Tris-HCl 0.1M, pH 8.7

Adsorcion Percolado Lavado Eluido

Figura 34- Ensayo de actividad desarrollado para la NBAD sintetasa

En ciertas ocasiones se utilizé6 un segundo ensayo de actividad llevado a
cabo en un volimen final de 300 ul, lo cual permitié agregar 6 veces mas
volimen de extracto enzimético. En este ensayo se procedié igual que en
el anterior, pero la reaccién fue detenida con EDTA pH 8,0 a una
concentracion final de 20 mM. De este modo, como el pH de la solucién
es alcalino, no es necesario agregar buffer Tris-Cl y se puede adsorber a
alimina directamente. La desventaja de este segundo método, es que el
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analisis de los productos de reaccién debe realizarse inmediatamente luego
de detenida la reaccion, ya que las catecolaminas no son estables a pH
alcalino durante tiempos prolongados.

La concentracién de proteinas fue determinada por el método de Lowry y
col. (1951).

14- Mediciéon de la actividad NBAD hidrolasa

Se usé como sustrato [14#C]NBAD sintetizado y enzimaticamente purificado
en una columna de alimina como se detallé en el punto anterior. La
fraccién eluida de dicha columna, conteniendo [14CJNBAD en 3 ml de
acido acético 1 M fue liofilizada y resuspendida en 200 ul de agua
bidestilada saturada en PTU. El homogenato para medir la actividad
enzimdtica fue preparado en buffer fosfato 50 mM pH 7,2 conteniendo las
mismas sustancias que en el punto anterior pero sin Mg2+ y con EDTA 50
mM. Para medir la actividad, se incubaron 5 ul de este extracto en
presencia del sustrato radioactivo y Na;EDTA 20 mM. La incubacién se
efectué a 379C; la reaccién se detuvo con 4cido perclérico y los productos
de reaccién fueron analizados del mismo modo que en el punto anterior.
El curso de la reaccién fue seguido tanto por la aparicién de
radioactividad no-adsorbida a alimina (B-alanina), como asi también por
la desaparicién de radioactividad adsorbida (NBAD).



Resultados



Al comienzo de los trabajos conducentes a esta Tesis, se trabajé junto a
otros integrantes del laboratorio en el estudio del ciclo de vida de Ceratitis
capitata para definir en la forma mas objetiva posible los diferentes
estadios y especialmente, los procesos que jalonan el proceso de
metamorfosis.

En este sentido, el trabajo de este tesista se concentré en el comienzo del
estadio pre-pupal, sobre el estudio del proceso de pupariacién. Para poder
analizar los eventos bioquimicos que conforman dicho proceso y
caracterizar los mutantes de pigmentacién puparial, primero fue necesario
describir en detalle los cambios externos que sufre la larva en su transicién
hacia el estadio pre-pupal. Como se verd a lo largo de la seccién de
Resultados, esta descripcién morfolégica fina de los eventos que se suceden
durante la pupariacién result indispensable para llevar a cabo muchos de
experimentos de la Tesis.

1- El comportamiento pre-puparial de la larva y la
pupariacion de Ceratitis capitata

1.1- Comportamiento de la larva durante la transicion hacia el
estadio pre-pupal.

1.1.1- Salto de la larva y etapa de deambulacion

Se sabe, por estudios en otras especies de dipteros, que, a partir de cierto
momento del dltimo (tercer) estadio larval, el insecto deja de alimentarse,
vacia el contenido intestinal remanente y comienza una etapa de
deambulacién en la que la larva se desplaza sin un rumbo definido. La
duracién de esta etapa depende de las condiciones del medio ambiente y es
muy variable entre una especie y otra (Zdarek y Denlinger, 1991;
Denlinger y Zdarek, 1994).

En Ceratitis capitata, sabemos, por datos de nuestro laboratorio, que el
vaciamiento del contenido intestinal remanente y el inicio de la etapa de
deambulacién estaria controlada por factores circadianos.

En la mosca mediterranea, la etapa de deambulacién comienza cuando la
larva emerge a la superficie del medio de cultivo (o, en la naturaleza, a la
superficie de la fruta) y salta en bisqueda de un sustrato propicio para
pupariar. Esta modalidad de locomocién -por medio de saltos- es una
caracteristica muy poco frecuente dentro de los invertebrados vermiformes
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y, en el caso de la larva de Ceratitis, obedece a un patrén altamente
estereotipado de comportamiento (Fig 35-A)(Maitland, 1990).

Hemos observado que luego de su primer salto, la larva puede continuar
saltando por un periodo hasta de horas, a menos que encuentre
rapidamente un sitio adecuado para pupariar. En este caso, puede quedar
inmévil inmediatamente después de haber abandonado el alimento con su
primer salto. Sin embargo, incluso en este Gltimo caso, la larva conserva
durante un periodo de entre 5 y 9 horas la capacidad de desplazarse cuando
se la estimula mecanicamente (esta Tesis y Quesada-Allué y col., 1994).

1.1.2- Inmovilizacion progresiva y morfogénesis del pupario

Hemos podido determinar que la capacidad de locomocién por medio de
saltos no se conserva durante todo este periodo. La eficacia y potencia del
salto van disminuyendo paulatinamente y, alrededor de 4 horas después del
primer salto, la larva ya no es capaz de seguir saltando. Observamos que si
en este momento se la estimula mecanicamente, la larva adn conserva la
capacidad de desplazarse por medio de movimientos telescépicos del
cuerpo. Posteriormente, existe una etapa en la que responde a la
estimulacién mecanica sélo con contracciones de los muisculos
longitudinales del cuerpo pero sin lograr desplazarse de modo alguno.
Finalmente, la larva llega a un estadio en el que ya no responde a los
estimulos mecéanicos. Este es el momento que denominamos el de la
“inmovilizacién definitiva de la larva”. Entre 60 y 75 minutos antes de este
momento, la larva adquiere progresivamente forma de barril merced a la
retraccién de los tres segmentos anteriores del cuerpo, lo cual conduce a
una reduccién de aproximadamente el 20% de la longitud total del cuerpo.
Se sabe, por estudios en otras especies de dipteros, que la inmovilizacién
definitiva de la larva y la adquisicién de la forma de barril estan
controladas independientemente por sendos factores hormonales (Fraenkel
y col., 1977). En Ceratitis capitata existen mutaciones que, en forma
especifica, interfieren con la adquisicién de la forma de barril (F. Manso,
comunicacién personal), de modo que el mutante forma un pupario que,
bajo todo punto de vista, parece normal pero muestra una morfologia
tipicamente larval. Esto indicaria que, también en Ceratitis, los diferentes
componentes del comportamiento que precede a la pupariacién estarian
controlados independientemente.

Pudimos comprobar que la pérdida progresiva de movilidad va
acompaiiada por cambios notables en la superficie de la cuticula. Alrededor
de 3 horas después del primer salto, la cuticula se recubre de una
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substancia brillante y pegajosa. No pudimos determinar el origen, la
composicién y la funcién de esta substancia, pero ésta podria ser aniloga a
una substancia también de naturaleza desconocida secretada a través del ano
en la larva de Glossina morsitans en un estadio del desarrollo equivalente
(Nash y col., 1976).

1.2- Encogimiento y estabilizacion de la cuticula

Hemos podido comprobar que en el momento de la inmovilizacién
definitiva de la larva, debido al acortamiento de la longitud total del
cuerpo, la cuticula se pliega de manera tal que cada uno de los segmentos
toma forma convexa. Luego, la cuticula se encoge hasta quedar totalmente
lisa y estirada. Otros investigadores informaron que el encogimiento de la
cuticula que ocurre en las larvas de los dipteros en este momento
comprime el cuerpo del insecto conduciendo a un aumento de la presién en
el hemocele (Zdarek y col, 1979). Estos mismos investigadores
comunicaron que, después de haberse encogido la cuticula, ésta se estabiliza
en su estado encogido; es decir, ya no es posible estirarla hasta sus
dimensiones anteriores ni siquiera tratindola con agua a 100 grados
durante varios minutos (Zdarek, 1985). Nosotros pudimos comprobar que
dicho proceso de estabilizacién implica un aumento de la ngidez cuticular
que permite que un anillo de cuticula seccionado del insecto pueda
mantener su forma ovalada sin colapsarse (ver mas adelante). El proceso
de estabilizacién cuticular precede al comienzo de la esclerotizacién y es
totalmente independiente de catecolaminas (Zdarek y Fraenkel, 1972; esta
Tesis y Wappner y col., 1995).

En Ceratitis, observamos que la estabilizacién viene acompafiada por la
pérdida de brillo de la superficie cuticular que, si bien se opaca, no
muestra ain indicios de adquisicién de color marrén-rojizo. Una cuticula
estabilizada puede ser foicilmente diferenciada de una que adn no lo est4. Si
se corta transversalmente el insecto cuando la cuticula todavia no se ha
estabilizado, la cuticula colapsa por su propio peso ya que la forma del
animal se mantiene s6lo merced a su presién hidrostitica interna. Si se
secciona el insecto luego de que la cuticula se ha estabilizado, ésta no se
colapsard manteniendo una seccién transversal aproximadamente circular,
comprobandose de este modo que la plasticidad original de la cuticula se ha
perdido. Pudimos comprobar que el proceso de estabilizacién de la cuticula
es extremadamente rapido ya dura entre 10 y 15 minutos. A pesar de que
el encogimiento y la estabilizacién de la cuticula fueron descriptos hace
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largo tiempo (Fraenkel y Rudall, 1940), posteriormente el proceso de
estabilizacién fue poco discutido en la literatura (Zdarek y Fraenkel,
1972). La naturaleza quimica de estas transformaciones es absolutamente
desconocida.

Estudios en Sarcophaga bullata y en Calliphora erythrocephala, en los que
se utilizaron diferentes venenos e inhibidores especificos, permitieron
demostrar que el encogimiento y la estabilizacién de la cuticula estin
controlados en forma independiente ya que ambos procesos, como asi
también el proceso de esclerotizacién (ver mas adelante) pueden ser
inhibidos en forma selectiva (Zdarek y Fraenkel, 1972).

1.3- El Tiempo Cero de la metamorfosis

Hemos definido el Tiempo Cero de la metamorfosis de Ceratitis capitata
(esta Tesis y Rabossi y col., 1991) en el momento de la inmovilizacién
definitiva de la larva (cuando ya no responde a estimulos mecanicos). En
particular, en este momento, la cuticula no se ha encogido alin por
completo, de manera que sigue siendo levemente rugosa y la presién
interna del hemocele todavia no se ha incrementado (Rabossi y col., 1992).
Por razones de indole experimental debimos adoptar este Tiempo Cero
que es ligeramente anterior (en unos 10 o 15 minutos) al estadio “Pupario
Blanco” descripto en la literatura (Zdarek, 1985; Zdarek y Friedmann,
1986), en el cual la cuticula es totalmente lisa y la presién del hemocele ya
se ha incrementado. En nuestro caso, la micro-inyeccién de pre-pupas no
es posible en el estadio “Pupario Blanco” descripto por Zdarek (1985)
porque la presién del hemocele es demasiado alta y, apenas se penetra la
cuticula con la aguja, comienza a perderse hemolinfa. El Tiempo Cero de
la metamérfosis es, por convencién, el comienzo del proceso de
pupariacién y también del estadio prepupal (ver Fig. 35-B). En todos
nuestros estudios en los que se ha medido algin pardmetro a lo largo del
desarrollo, dicho Tiempo Cero fue tomado como punto de referencia.
Para sincronizar el ciclo de vida de los insectos, por lo tanto, se utilizé
siempre este momento fisiolégico.

En las larvas de todos los mutantes estudiados, tanto el comportamiento
pre-puparial como el Tiempo Cero son en todo idénticos a los del tipo
salvaje.
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Figura 35- (A) Mecanismo del salto de la larva de Ceraritis capitata. Los ganchos bucales
se prenden a la cuticula que esta por debajo de los espirdculos posteriores de modo que la
larva forma un anillo. Posteriormente, una serie de contracciones musculares llevan a la
acumulacién de fuerza eldstica por parte de la cuticula. Esta fuerza se libera cuando los
ganchos se sueltan, produciéndose asi el salto. (tomado de Maitland, 1990). (B) Pre-pupa
en el tiempo cero, cuando la cuticula ya se ha encogido y la presion del hemocele aumentd
(Publicado en Quesada-Allué y col., 1994)

1.4- La pigmentacion del pupario en la cepa salvaje y en los
mutantes melanicos.

Observamos que, tanto en la cepa salvaje como en los mutantes melanicos
Black pupa y niger, luego de que la morfogénesis y la estabilizacién del
pupario se han completado, la cuticula comienza inmediatamente a
colorearse. Por el contrario, en el mutante white pupa no se observé un
incremento en la pigmentacién luego del Tiempo Cero de manera que en
las prepupas de esta cepa la cuticula sigue siendo incolora incluso cuando el
proceso de pupariacién ha terminado.

En la figura 36, se observa claramente que la coloracién del pupario del
tipo salvaje difiere desde un comienzo de la de los dos mutantes melénicos.
Mientras que la cuticula salvaje exhibe, en todo momento, coloraciones de
la gama del dmbar, el amarillo, y el naranja hasta terminar en el marrén
rojizo; Black pupa y niger progresan por la gama de los grises, y los
pardo-verdosos hasta llegar a la coloracién negra final (Fig, 36). La
coloracién final del pupario se alcanza, tanto en el tipo salvaje como en los
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mutantes meldnicos, alrededor de 16 horas luego del Tiempo Cero. Esta
diferencia visual en el progreso de la tanificacion indica que las diferencias
observadas en el color final de los puparios no se deben a “intensidades” o
a “gradaciones” en el proceso de esclerotizacién, sino que, por el
contrario, se deben a diferencias cualitativas en los procesos bioquimicos
que subyacen a la esclerotizacion.

En la Figura 36, puede verse también que los puparios de Black pupa vy
niger desarrollan la pigmentacién de un modo muy parecido.

Figura 3 6- Proceso de pupariacion de Ceratitis capitata. Centro: cepa salvaje; izquierda:
mutante Black pupa; derecha: mutante niger. En el panel superior se muestra el aspecto de
los puparios de las tres cepas en el tiempo cero, cuando la morfogénesis del pupario se ha
completado pero la esclerotizacién ain no ha comenzado. En el panel central se muestran
los puparios de 8 horas cuando el proceso de esclerotizacién ya se encuentra bastante
avanzado en la cepa salvaje. En los mutantes Black pupa y niger, la melanizacién ya se
hace evidente. En el panel inferior se observan los mismos puparios a las 12 horas, cuando
ya casi se han alcanzado las coloraciones definitivas (Publicado en Quesada-Allué y col.,
1995) (ver lamina en la préxima pégina).
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1.5 Proteinas pupariales

Antes de comenzar con los estudios de la esclerotizacién del pupario,
consideramos necesario analizar los patrones de proteinas pupariales y su
variacién temporal durante el proceso de pupariacién. Asimismo, resultaba
relevante determinar si existian diferencias evidentes entre las distintas
cepas en cuanto a la composicién de proteinas cuticulares del pupario. Se
extrajo este tipo de proteinas con SDS 1% a temperatura ambiente
(Métodos) a diferentes tiempos durante la pupariacién y en los distintos
mutantes.

Los resultados indicaron que en la cepa salvaje, muchos de los polipéptidos
de la cuticula larval pueden ser extraidos del pupario hasta 32-36 horas
luego del Tiempo Cero, hacia el final del estadio pre-pupal (Fig 37).
Aproximadamente en el momento en que comienza a sintetizarse la cuticula
pupal, la extractabilidad de las proteinas pupariales con SDS 1% a
temperatura ambiente disminuye de pronto (Fig 37, 40 hs). Sin embargo,
si la extraccién proteica se realiza a 60°C en SDS 5%, todavia se liberan
proteinas larvales (no se muestra). Esto podria atribuirse a la desecacidn
del pupario que conduciria eventualmente a la insolubilizacién de estas
proteinas, pero no se puede descartar la posibilidad que se vuelvan
insolubles por el proceso de esclerotizacién (esta Tesis y Rabossi y col.,
1991).

En la Figura 37, se muestra que entre las 42 y las 52 horas se detectan
nuevas proteinas que se incorporan al pupario. En este sentido, los
polipéptidos mas relevantes son uno fuertemente metacromatico de
aparentemente 26 KDa y otros dos polipéptidos con pesos moleculares
aparentes de 19 y 15 KDa (Fig. 37)(esta Tesis y Rabossi y col., 1991).
Estas proteinas adicionadas al pupario pueden ser extraidas a lo largo de
toda la metamorfosis, incluso luego de la emergencia del imago.

Boccaccio y Quesada-Allué (1994) determinaron que estos polipéptidos
pupariales se sintetizan de novo entre las 24 y las 30 horas pero se
depositan en el pupario recién a las 46 horas luego del Tiempo Cero. Esto
implica que, luego de su sintesis, las proteinas permanecen en un
compartimento desconocido durante varias horas hasta el momento de su
exportacién. Consideramos probable que estas proteinas sean componentes
residuales del fluido ecdisial que recubren el pupario internamente cuando
dicho fluido se ha secado. Si éste fuera el caso, habria que considerar la
posibilidad de que contribuyan a la impermeabilizacién o a alguna otra
transformacién fisico-quimica del pupario.

La deposicién de estos polipéptidos que se adicionan al pupario representa
para nosotros el marcador bioquimico del final del proceso de pupariacién,
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Resultados

el cual, por lo tanto, consideramos completado a las 46-48 horas luego del
Tiempo Cero.

Los mutantes de coloracién de pupario no mostraron diferencias
cualitativas de ningin tipo en la evolucién del patrén de proteinas
pupariales.

16h 24h 36h40h 52h 3d 4d 5d 6d 7d 38 9d
Apr T TRy T T ~ .____ _ 94 kD
- 66 kD

il 2~ et — —— e e

- 43 kD
- 30 XD

— 20 kD

o = 14XD

AL AR RS AN SUSeL iwes o2

Figura 37- Patrén electroforético de proteinas cuticulares pupariales. Las proteinas
cuticulares extraidas de puparios individuales (uno por carril) se analizaron en geles de
poliacrilamida 15% con SDS tefiidos con “Coomasie Blue”. Los nimeros en la parte
superior de la figura indican la edad a partir del tiempo cero. Hasta las 36 horas, el patron
es idéntico al de la cuticula larval (Boccaccio y Quesada-Allué, 1989); a partir de las 40
horas €l patrén cambia por completo. Los niimeros de la derecha indican el peso molecular
de los marcadores.

2- White pupa, el primer mutante de insectos con
un defecto en la maquinaria de exportacion
cuticular de catecolaminas.

Se sabe que las catecolaminas necesarias para la esclerotizacién de la
cuticula son sintetizadas por la epidermis (Maranda y Hodgetts, 1977;
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Hirsh, 1989; Krueger y col.,, 1989; Hiruma y Riddiford, 1990). Sin
embargo, en el periodo previo a la esclerotizaciéon cuticular, las
catecolaminas se acumulan en la hemolinfa en forma de sulfatos o de
glucésidos, dependiendo de la especie de que se trate (Kramer y Hopkins,
1987; Hopkins y Kramer, 1991). Al comienzo de la esclerotizacién, son
exportadas a la cuticula por mecanismos desconocidos (Hopkins y Kramer,
1992).

La coloracién de las cuticulas esclerotizadas de los insectos oscila desde las
tonalidades marrones muy claras hasta las marrones obscuras o negras. Las
cuticulas duras claras o casi incoloras se esclerotizan utilizando NADA
como principal precursor, mientras que las cuticulas marrén-rojizas
dependen de NBAD para su esclerotizacién (Hopkins y col., 1982; Hopkins
y Kramer, 1992).

El mutante white pupa de Ceratitis capitata posee un pupario incoloro
mientras que las estructuras cuticulares del adulto presentan una
esclerotizacién normal (Rossler, 1979). En esta seccién se discute la
distribucién y la funcién de las catecolaminas en este mutante en
comparacién con la cepa salvaje, como asi también las diferencias
estructurales y mecanicas de los puparios de ambas cepas.

2.1-La esclerotizaciéon del pupario salvaje y demostracion de
que el pupario del mutante white pupa no se esclerotiza

En la caracterizacién del mutante white pupa era importante dirimir,
primeramente, si éste esclerotiza su pupario a través del mecanismo
conocido como esclerotizacién incolora o si, por el contrario, el mutante
no esclerotiza la cuticula de modo alguno. Para estimar el aumento de
rigidez de los puparios de la cepa salvaje y del mutante white pupa de
Ceratitis capitata durante el proceso de pupariacién, se puso a punto un
método para medir la resistencia del pupario a la compresién dorso-ventral
hasta alcanzar el 50% de su didmetro original (ver Materiales y Métodos).
A este efecto, se comparé dicho mutante con la cepa salvaje en distintos
momentos a lo largo del estadio pre-pupal.

Para medir este parimetro mecéanico, se utiliz6 un anillo de cuticula
compuesto por el octavo y el noveno segmento de la pre-pupa.

Al Tiempo Cero, los puparios no habian desarrollado todavia la rigidez
suficiente para llevar a cabo el ensayo, ya que el anillo de cuticula se
colapsaba por su propio peso. Apenas unos 15 minutos mas tarde, la
cuticula ya se habia estabilizado y era lo suficientemente rigida como para
mantener la forma ovalada del anillo. Creemos que se trata del proceso de
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estabilizacién del pupario mencionado por Zdarek y Fraenkel (1972) que
es anterior al comienzo de la esclerotizacién. Tanto Zdarek y Fraenkel
(1972) como nosotros (esta Tesis y Wappner y col.,, 1995) hemos
demostrado que fisiolégicamente, la estabilizacién de la cuticula estd
regulada en forma independientemente de la esclerotizacidn.

Luego de la estabilizacién, fue posible llevar a cabo el ensayo de
compresién dorso-ventral y, como se muestra en la Fig. 38, la rigidez del
pupario salvaje aumenta rdpidamente a medida que la esclerotizacién
progresa. Aproximadamente a las 24 horas, la rigidez del pupario salvaje
alcanza su valor maximo. Cabe destacar que este momento coincide con el
tiempo en el que el pupario adquiere también su coloracién definitiva.
Contrariamente, el pupario del mutante white pupa no mostré ningin
aumento significativo en su rigidez luego de la estabilizacién. De esto se
concluye que, si bien en white pupa el proceso de estabilizacién no estaria
afectado, resulta claro que la esclerotizacién no ocurre.
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Horas desde el comienzo de la pupariacion

Figura 38- Resistencia ejercida por anillos de pupario de la cepa salvaje y del mutante
white pupa a la compresién dorso-ventral hasta alcanzar el 50% de su didmetro original.

Las determinaciones se realizaron a distintos tiempos después del comienzo de la
pupariacién. Cada punto representa la media de, al menos, 12 determinaciones.(Publicado

en Wappner y col., 1995).
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2.2- Vista al microscopio electréonico, la ultraestructura del
pupario del mutante es anormal.

Las imédgenes de microscopia electrénica de barrido de las secciones
transversales del pupario del mutante y de la cepa salvaje mostraron la
existencia de diferencias muy notables. La cuticula salvaje aparece
altamente esclerotizada, con sus lamela fundidas en una estructura densa y
compacta (Fig 39-A). La cuticula de white pupa parece estar formada por
dos regiones diferentes. Los dos tercios mas internos parecen estar
compuestos por lamelas finas, bien definidas y que parecen no estar
esclerotizadas, ya que se separaron cuando la cuticula fue fracturada (Fig.
39-B). Las lamelas del mutante parecen estar conectadas por una matriz
fibrosa. La regién externa del pupario estd compuesta por una secrecién
densa y amorfa, y sin la estructura lamelar visible en la cuticula salvaje.

Figura 39- Micrografia electrénica de barrido de la seccién transversal del pupario de (A)
la cepa salvaje y (B) el mutante whire pupa. La parte superior de las micrografias
corresponde a la regién externa de la cuticula.(micrografia tomada por T. Hopkins de la
Universidad de Kansas; publicado en Wappner y col., 1995) (ver pagina siguiente).
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2.3- white pupa no tiene catecolaminas en el pupario, pero
éstas se acumulan en la hemolinfa

2.3.1- Niveles de catecolaminas en el pupario de la cepa salvaje y del
mutante white pupa

A priori, la incapacidad del mutante white pupa de esclerotizar su cuticula
podia deberse a dos causas posibles:

1- A la falta de catecolaminas en la cuticula.

2- A un defecto en alguna de las enzimas cuticulares que convierten a las
catecolaminas en agentes esclerotizantes.

Para determinar si un defecto en las catecolaminas cuticulares podia ser la
causa de la falta de esclerotizacién, se aislaron puparios salvajes y del
mutante white pupa de 48 horas (totalmente esclerotizados) y se determind
el contenido de dopamina, NADA y NBAD. En la Figura 40-B se muestra
que el perfil de catecolaminas del pupario del mutante carece de NBAD,
que es el precursor del principal agente esclerotizante del pupario de la
cepa salvaje (Fig. 40-A).
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Figura 40- Perfil de HPLC usando una columna de C-18 de fase reversa y deteccioén
electroquimica. Se muestra el patrén de catecolaminas extraidas de puparios de (A) la cepa
salvaje y (B) el mutante whire pupa. La flecha indica el tiempo de retencidén de la N-B-

alanildopamina. Se us6 la fase moévil II y a-Metil-DOPA fue utilizada como estindar
interno (publicado en Wappner y col., 1995).

Como se muestra en la Tabla 2, el contenido de NBAD del pupario salvaje
fue muy superior al de white pupa y las concentraciones de dopamina y
NADA resultaron ser bastante bajas en la cuticula de ambas cepas.



TABILA 2- Niveles de catecolaminas en los puparios esclerotizados de Ceraritis capitata
48 horas después del comienzo de la pupariacién.Los valores estin expresados en
pmoles/mg de cuticula (NBAD, N-8-alanildopamina; DA, dopamina; NADA, N-
acetildopamina; tr, trazas).

NBAD DA NADA
salvaje 428%*32 44*0.8 tr
white pupa tr 3.5%20.4 tr

El bajo contenido de catecolaminas en la cuticula de white pupa pudo ser
corroborado por estudios de Resonancia Magnética Nuclear de estado
sélido. En la Figura 41 se muestra el espectro de RMN de la abundancia
natural de 13C en el pupario salvaje, en el pupario del mutante y la
diferencia entre ambos espectros.

Se observa, por los picos entre 20 y 105 ppm, que la quitina es, de lejos, el
componente orgdnico mas abundante en ambas cuticulas. En el pupario
salvaje, esta substancia representa el 86 % del total del material y en white
pupa, constituye alrededor del 93% del total. Hay un 10 y un 5% de
proteinas y un 3 y un 1% de catecoles en el pupario de ambas cepas
respectivamente. La ancha sefial negativa en la resta de los espectros (Fig.
41, parte superior) que se observa entre 30 y 50 ppm, como asi también la
sefial negativa visible a 175 ppm indican que el pupario salvaje tiene mucha
mas BALA, presumiblemente en forma de NBAD, que el pupario del
mutante (Schaefer y col., 1987). La ancha sefial aroméitica negativa que se
encuentra entre 110 y 150 ppm indica que el contenido de catecoles
cuticulares también es muy inferior en la cepa mutante en comparacién con
el tipo salvaje.

Qued6 por lo tanto demostrado que el mutante white pupa tiene niveles
muy bajos de catecolaminas en la cuticula. Al mismo tiempo, este resultado
provee la primera evidencia genética de que la estabilizacién, cuyas bases
moleculares no se conocen, y la esclerotizacion que depende de
catecolaminas, son procesos fisioldgicamente independientes. Este hecho
habia sido demostrado por Zdarek y Fraenkel (1972) mediante
experimentos farmacolégicos.
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Figura 41- Espectro de RMN, de la abundancia natural de !3C, de puparios
esclerotizados de Ceraritis capitata. Espectro inferior, cepa salvaje; espectro del centro,
white pupa, parte superior, diferencia de los espectros donde el espectro de la cepa salvaje
fue sustraido al de white pupa. (publicado en Wappner y col., 1995).

2.3.2- Niveles de catecolaminas en la hemolinfa

Llamativamente, en la hemolinfa, la situacién resultdé ser totalmente
inversa; las concentraciones de las tres catecolaminas medidas en el
mutante whire pupa fueron alrededor de 10 veces superiores a las de la
cepa salvaje (Fig. 42) durante todo el intervalo del desarrollo estudiado.

- 94 -



10000

1000 NBAD
100 l
10}
1F 1
1000 —
DA
100}

10

pmol/ul

10000

1000F

100¢

NADA

10

Figura 42- Perfil temporal de las
concentraciones de catecolaminas
en la hemolinfa durante el
desarrollo pre-pupal de Ceraritis
capitaa. El tiempo cero es el
comienzo de la pupariacién.
Circulos vacios, cepa salvaje;
llenos, white pupa.. NBAD, N-8-
alanildopamina; DA, dopamina;
NADA, N-acetildopamina. Las
concentraciones se mudieron en
HPLC vy se calcularon por
extrapolaciéon a  valores de

estindares. a—metlDOPA se usd
como estindar interno para calcular
el porcentaje de recuperacion de las
catecolaminas, el cual nunca fue
inferior al 77%. Cada punto
representa la media de 2
determinaciones. (publicado en
Wappner y col., 1995).



Este hecho, sumado a los datos de niveles de catecolaminas en la cuticula,
indicarian que, en white pupa, las catecolaminas se sintetizan normalmente
pero fracasan en ser exportadas a la cuticula a través de la epidermis
(Wappner y col., 1995).

Cabe destacar que éste seria el primer mutante de transporte
epidérmico descripto en insectos hasta la fecha.

2.4- La bateria de enzimas cuticulares de white pupa esta
intacta

Ciertos mutantes de Drosophila melanogaster incapaces de esclerotizar la
cuticula son defectivos en difenoloxidasas, mostrando niveles elevados de
catecolaminas totales en el cuerpo (Ritzki y col., 1985). Por este motivo
decidimos investigar si la causa de la falta de esclerotizacién del pupario se
debia ademés a un defecto en alguna fenoloxidasa cuticular especifica de
estadio. Se incubaron puparios de la cepa salvaje y del mutante white pupa,
en presencia de &cido ascérbico, con NBAD, dopamina o NADA y se
determiné la velocidad de oxidacién de dichos sustratos a través de la
disminucién de la absorbancia a 265 nm (Andersen, 1979). Las resultados
mostraron que las fenoloxidasas cuticulares insolubles de puparios de 2
horas de edad no exhiben diferencias entre la cepa salvaje y la mutante con
ninguna de las catecolaminas utilizadas como sustrato (ver Fig. 43). En
ambos casos la preferencia de la enzima, a juzgar por la velocidad relativa
de oxidacién de cada uno de los sustratos es NBAD>DA>NADA.

Durante los ensayos de actividad de fenoloxidasas cuticulares, pudo
observarse que luego de una hora de incubacién con NBAD o NADA, las
cuticulas del mutante white pupa adquirieron un color marrén claro como
el de las cuticulas parcialmente esclerotizadas de prepupas salvajes de 8
horas de edad (Fig. 44 C y D). En el caso en el que la dopamina se usé
como sustrato, las cuticulas del mutante tomaron un color marrén oscuro o
negro, parecido al de los mutantes meldnicos Black pupa y niger (Fig. 44-
E). Estos resultados in vitro indican que, cuando las catecolaminas logran
acceder al pupario, la esclerotizacién o la melanizacién se producen
normalmente indicando, por lo tanto, que la bateria de enzimas cuticulares
de white pupa esté intacta.

96 -



A 265 nm

1.4

1.2

1.0 |

0.8

0.6

0.4

.4
R N N L -

—_
[e)]

—h
S

0.6 ¢

0.4

NBAD

41F

[ ]
L 2
o 4 F
69}

NADA

o}

Tiempo (min)

-97 -

5 10 15 20 25 30

Figura  43- Actividad de
fenoloxidasas  cuticulares de
puparios de 2 horas de Ceratitis
capitaa. Se incubaron trozos de
cuticula (2 mg) con los diferentes
sustratos en presencia de acido
ascérbico. Se midi6 la disminucién
de la absorbancia a 265 nm.
Circulos vacios, cepa salvaje;
tridngulos, mutante white pupa;
circulos llenos, controles sin
cuticula. Los sustratos fueron: (A)
N-B-alanildopamina; (B)
dopamina; (C) N-acetildopamina.
La mezcla de reaccién contenia
0,0015% acido ascérbico; 0,03%
NaEDTA; y 0,3 mM del sustrato
correspondiente en buffer acetato
pH 5,5. (publicado en Wappner y
col., 1995).



_____Resultados

Figura 44- Experimento de tanificacion in virro de puparios del mutante whire pupa de
Ceraritis capitata. Dos horas luego del comienzo de la pupariacion, las cuticulas fueron
disecadas y limpiadas de epidermis remanente. (A) Pupario totalmente esclerotizado de la
cepa salvaje que muestra una coloracion marrén rojiza. (B) Pupario incoloro del mutante
white pupa. (C) Pupario de white pupa incubado con N-B-alanildopamina 0,3 mM. (D)
Pupario de white pupa incubado con N-acetildopamina 0,3 mM. Los puparios en (C) y
(D) muestran un color similar a puparios salvajes luego de 8 horas del comienzo de la
pupariacion (Fig 36). (E) Pupario de whire pupa incubado con dopamina 0,3 mM. Este
pupario muestra una coloracion entre marron oscura y negra, lo cual indica que hubo
melanizacién (publicado en Wappner y col., 1995).
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2.5- Regulacion de la pupariaciéon en Ceratitis capitata.
Experimentos de ligacion de larvas

Zdarek y Denlinger (1992) describieron en la mosca Tse-Tse Glossina
morsitans un fenémeno que llamaron inhibicién anterior de la
esclerotizacion del pupario. Estos autores demostraron que, una vez que las
células epidérmicas han quedado "sensibilizadas" por la ecdisona para
comenzar con la esclerotizacién y todas las enzimas necesarias para el
proceso se hallan inducidas, comienza a funcionar un segundo sistema de
regulacién fina del proceso. Este mecanismo involucraria una inhibicién
originada en el cerebro, conducida por los cordones nerviosos y con
blanco en las células epidérmicas. Por medio de este sistema, la
esclerotizacién del pupario se mantiene arrestada y no comienza hasta el
momento en el que esta inhibicién se anula cuando el proceso de
morfogénesis del pupario se ha completado.

Puesto que Glossina morsitans es una mosca vivipara, resultaba interesante
investigar la existencia del fendmeno en una mosca no vivipara como
Ceratitis capitata. Por otra parte, existia la posibilidad de que la ausencia
de esclerotizacién del pupario en el mutante white pupa se debiera a que la
putativa inhibicién anterior no fuera anulada en el momento fisiolégico
correcto, persistiendo ésta ain después de que la inmovilizacién vy
morfogénesis del pupario han sido completadas.

En la Tabla 3 se muesta que, en Ceratitis capitata, efectivamente existe el
fen6meno de inhibicién anterior de la esclerotizacién del pupario durante
una ventana de tiempo bastante estrecha ubicada entre 30 y 15 minutos
antes del comienzo de la pupariacién. Recién cuando se ligaron larvas en
este intervalo de edades se observd esclerotizacién exclusivamente en la
parte posterior del cuerpo. Cuando se ligaron larvas alrededor de 5
minutos antes del Tiempo Cero la esclerotizacién se produjo mayormente
en ambas mitades del cuerpo indicando que la inhibicién anterior ya se ha
suprimido.

Sin embargo, ninguna de las larvas del mutante white pupa que fueron
ligadas esclerotizé su pupario ni en la parte anterior ni en la parte
posterior del cuerpo (no se muestra). Esto implica que el defecto de este
mutante no consiste en una falla en la anulacién de la inhibicién de la
esclerotizacién por parte del cerebro cuando la morfogénesis del pupario
se ha completado.
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TABLA 3- Efecto sobre la tanificacién de la ligacién de larvas salvajes a distintos
tiempos antes de la inmovilizacién definitiva .

Tiempo Posterior Completa Ausente
(minutos) (NO insectos) (N insectos) (N° insectos)
-120 a 90 2 2 11
-30a 15 12 4
-5 4 11 1

Posterior= Esclerotizacién s6lo en la parte posterior; Completa= Esclerotizacién en
ambas mitades del cuerpo; Ausente= Ambas mitades del cuerpo sin esclerotizar. Los
tiempos representan el momento en el que las larvas fueron ligadas en minutos antes del
comienzo de la pupariacion (tiempo cero). Las observaciones volcadas en esta tabla fueron
realizadas 6 horas después del comienzo de la pupariacion.

3- La deshidratacion de la cuticula durante la
esclerotizacion es independiente de catecolaminas

Se sabe desde hace tiempo que el proceso de esclerotizacién cuticular de los
insectos estd siempre acompafado por una dramética pérdida de agua por
parte de la cuticula (Fraenkel y Rudall, 1940). En la bibliografia, se acepta
que esta deshidratacion se debe a un aumento en la hidrofobicidad cuticular
debido a la entrada de catecolaminas durante la esclerotizacién (Brunet,
1980; Hopkins y Kramer, 1992). Por consiguiente, se considera que tanto
la esclerotizacién como la deshidratacién de la cuticula dependen de la
incorporacién de catecolaminas. Sin embargo, hasta la fecha no existen
evidencias experimentales que sustenten esta teoria.

Como Brunet (1980), puntualizé en su revisién sobre la esclerotizaciéon de
la cuticula, queda todavia por determinarse si las catecolaminas son las que
desplazan al agua de la cuticula o si por el contrario, existe un sistema
externo, como podria ser un transportador epidérmico especifico, que
bombea agua fuera de la cuticula hacia el hemocele. Hasta donde sabemos,
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luego de que Brunet formulara su pregunta en la revisién, el problema no
fue nunca abordado. Sin embargo, el modelo del desplazamiento por
catecolaminas fue siempre dado por cierto en la literatura.

En la seccién anterior se mostré que el mutante white pupa de Ceratitis
capitata  presenta un defecto en el mecanismo de exportacién de
catecolaminas. El pupario de este mutante resultd, por lo tanto, ideal para
investigar el problema de la deshidratacién cuticular.

3.1- En el mutante white pupa la cuticula se deshidrata
normalmente.

Aprovechando la existencia del mutante white pupa, se pudo estudiar el
proceso de deshidratacién en un contexto en el que las catecolaminas no se
incorporan a la cuticula y que, por lo tanto, permite disecar genéticamente
los procesos de esclerotizacién y de deshidratacién cuticular.

Para cuantificar la pérdida de agua cuticular durante la pupariacién, se
midié el peso seco y el peso himedo de los puparios, al principio y al final
de dicho proceso. Es importante destacar que, durante todo el intervalo de
tiempo analizado, la cuticula pupal todavia no ha sido depositada (ver Fig.
27 en la Introduccién) y, por lo tanto, durante todo el periodo, la cuticula
larval se mantuvo en contacto directo ya sea con la epidermis o cuando ésta
se separa, con el fluido ecdisial. Esto es importante para descartar la
posibilidad de que la pérdida de agua se deba simplemente a deshidratacién
pasiva por exposicién al aire.

El peso seco del pupario salvaje se increment6 en casi un 25% a lo largo de
la pupariacién, mientras que el del mutante white pupa no mostré ninguna
variaciéon. Esto seguramente se debe al defecto de whire pupa para
incorporar catecolaminas (Wappner y col., 1995) y posiblemente también
proteinas (Charalambidis y col., 1994) al pupario (se retoma el problema
en la Discusién).

En la Tabla 4, se muestra que el contenido inicial de agua vy,
sorprendentemente, también la deshidratacién sufrida por las cuticulas del
mutante y del salvaje durante la pupariacién fue muy semejante.
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TABILA 4- Variacién del contenido de agua de puparios individuales al comienzo y al
final del la pupariacion en la cepa salvaje y en el mutante white pupa.

tiempo cero 48 horas diferencia

(mg/pupario) (mg/pupario) (mg/pupario)

salvaje 0,70 £ 0,13 0,12 0,02 0,58 £ 0,13
white 0,59 £ 0,23 0,11 £ 0,03 0,48 £ 0,23
niger 0,67 £ 0,08 0,09 £ 0,22 0,58 £ 0,08

Como se ve en la Figura 45 (panel inferior), tanto el pupario salvaje como
el de white pupa, que inicialmente estaban altamente hidratados (65,6% y
57,8% de contenido de agua respectivamente), sufrieron una dramaitica
deshidratacién hasta alcanzar un 182% y un 19,3% de agua
respectivamente al final de la pupariacién. Estos datos de pérdida de agua
cuticular fueron parecidos a los hallados anteriormente en el pupario de la
Mosca de la Camne Sarcophaga bullata (Fraenkel y Rudall, 1940).

Nuestros resultados estan en clara contradiccién con el modelo que postula
que el agua es desplazada por las catecolaminas que se incorporan a la
cuticula durante la esclerotizacién, ya que hemos demostrado que la
deshidratacién cuticular se produce normalmente en un mutante que no
incorpora catecolaminas a la cuticula.
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wild type

B white pupa

Contenido de agua cuticular (%) Rigidez de la cuticula (mg)

Comienzo Final
Proceso de pupariacion

Figura 45- Panel superior: Fuerza necesaria para comprimir un anillo de pupario hasta
el 50% de su didmetro dorso-ventral. Los datos que se muestran son medias de al menos 5
determinaciones independientes. Panel inferior: pérdida de agua cuticular durante la
pupariacién. El contenido de agua del pupario se estimé como la diferencia entre el peso
himedo y el peso seco. Los valores estdn expresados como porcentajes del peso himedo
de la cuticula y representan la media de, al menos, 12 determinaciones
independientes.(Wappner y Quesada-Allué, manuscrito en prensa).
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4- El mutante Black pupa es defectivo en el
aminoacido B-alanina

Los pigmentos negros de las cuticulas de insectos son melaninas que se
forman por reacciones de polimerizacién de precursores que, a su vez, son
producto de oxidacién de la dopamina. Estudios en la polilla Manduca
sexta, el escarabajo Tribolium castaneum, la mosca del vinagre Drosophila
melanogaster y la cucaracha Blatella germanica (Hopkins y col., 1984;
Jacobs, 1985; Kramer y col., 1984; Roseland y col., 1987; Czapla y col.,
1989; 1990 A,B,C), muestran una correlacién entre altos niveles de
dopamina en la cuticula y la formacién de melanina. Por otro lado, se sabe
que la sintesis de NBAD est4 directamente involucrada en la esclerotizacién
de las proteinas cuticulares dando como resultado una cuticula de color
marrén (Hopkins y col.,1982; Kramer y Hopkins, 1987; Hopkins y
Kramer, 1992).

Existen mutaciones en Ceratitis capitata que generan puparios melanicos
(Wappner, 1989; Wappner y col., 1991; Rossler y Koltin, 1976, Manso y
Lifschitz, 1979). Uno de estos mutantes, niger, resultdé ser recesivo y un
segundo mutante meldnico, Black pupa, es semidominante (Lifschitz, 1985;
Wappner, 1989). El fenotipo de los puparios homozigotas para niger son
indistinguibles de los homozigotas para Black pupa, ya que en ambos casos
se observa una excesiva melanizacién. En la primera seccién de Resultados,
se describi6 el proceso de pupariacién de la cepa salvaje y de los mutantes
melanicos encontrdndose que, desde un principio, las coloraciones que
adoptan ambos tipos de puparios son diferentes. Esto indica que los
procesos bioquimicos que tienen lugar en los puparios melanicos son
diferentes de los del tipo salvaje.

En esta seccién, se identifica cudl es el defecto bioquimico que causa el
fenotipo meldnico del mutante Black pupa, dilucidando, por lo tanto, cuiles
son las bases de la determinacién del color del pupario de Ceratitis
capitata.

4.1- El contenido endogeno de B-alanina de Black pupa es muy
inferior al de la cepa salvaje

Como se senal6 en la Introduccién, se sabe que mutantes meldnicos de otras
especies son defectivos en la sintesis de BALA (Hodgetts, 1972; Hodgetts
and Choi, 1974; Kramer et al, 1984; Czapla er al., 1989). Para determinar
si el fenotipo del mutante Black pupa de Ceratitis capitata estaba causado
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por un defecto en BALA, se midieron los niveles de este aminoacido en
homogenatos de cuerpo entero de pre-pupas de 3 horas de edad. Como se
muestra en la Figura 46, el contenido de BALA de la cepa salvaje fue de
10,8 nmoles/mg de peso seco, lo cual representa un 3,4 % del contenido
total de aminoacidos. Por su parte, el contenido de BALA en el mutante
Black pupa fue de s6lo 4,5 nmoles/mg de peso seco (1,7% del total de
aminoacidos)(Wappner y col., manuscrito en prensa). El mutante Black
pupa, por lo tanto, resulté tener cerca de la mitad de BALA endégena de la
de la cepa salvaje. Por otra parte, el mutante niger mostré niveles de
catecolaminas mucho mayores, cercanos al doble de los de la cepa salvaje
(se discute en la seccién correspondiente a este mutante).

30

nmoles/mg peso seco

wild type Bilack pupa niger

Figura 46- Contenido end6geno de 8-alanina de prepupas de 3 horas en la cepa salvaje y
en los mutante melanicos Black pupa y niger de Ceratitis capitata.
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4.2- Black pupa recobra el fenotipo salvaje luego de una
inyeccion de B-alanina

Como el mutante Black pupa resulté tener niveles disminuidos de B-
alanina era importante determinar si ésta era realmente la causa del
fenotipo melanico del pupario. Para ello, se microinyectaron prepupas de
la cepa mutante con BALA. Como se muestra en la Tabla 5, la
administracién de BALA por encima de cierto umbral fue suficiente para
que el mutante recuperara la tanificacién normal.

Como se ve en la Figura 47-D, el mutante Black pupa recuperd totalmente
el fenotipo salvaje cuando se lo inyect6 con 18 ug de BALA (Wappner y
col., manuscrito en prensa). Cuando se inyectaron entre 5,3 y 10,6 ug de
BALA se obtuvo un fenotipo de coloracién intermedia similar al del
heterozigota. Cuando se inyectaron 3,6 ug o menos no se observaron
variaciones en el fenotipo del mutante (Tabla 5). Cuando L-alanina o
solucién salina (Chen, 1968) fueron inyectadas como controles negativos,
tampoco se observaron cambios en el fenotipo. Los dos alelos disponibles
de Black pupa, B" y BP, fueron comparados y ambos se comportaron en
forma idéntica frente a las microinyecciones con BALA.

En forma similar, se intentd revertir el fenotipo del mutante mediante una
inyeccién con N-B-alanildopamina; sin embargo, con dosis de hasta 200 ug
por animal no se registré ningdn cambio fenotipico.

Como se sugiri6 previamente para otras especies de insectos (Ujvary y
col., 1987; Kramer y Hopkins, 1987; Hopkins y Kramer, 1992), un defecto
en la sintesis de BALA y, por lo tanto también de NBAD, lleva a la
acumulacién de altas cantidades de dopamina libre, la cual entraria en la
via biosintética alternativa que conduce a melanina. Si esto fuera cierto en
Ceratitis capitata, el suministro exégeno de dopamina inyectada en la cepa
salvaje deberia inducir melanizacién, produciendo, de este modo,
fenocopias del mutante Black pupa.

Esto fue lo que en efecto ocurrié; cuando se inyectaron 92 ug por insecto
de dopamina en la cepa salvaje, el pupario se melaniz6 por completo (Fig.
47-C). La inyeccion de 72 pg dio por resultado un fenotipo intermedio,
mientras que la inyeccién de 47 pg no produjo cambio fenotipico aparente
(Tabla S5). La inyeccion de una solucién saturada de DOPA o de solucién
salina tampoco produjeron cambios en el fenotipo.
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Resultados

Figura 47- Manipulacion del fenotipo cuticular en pre-pupas de la cepa salvaje y del
mutante Black pupa mediante micro-inyecciones de dopamina y B-alanina. (A) Cepa
salvaje (marrén rojizo); (B) Black pupa (negro); (C) pre-pupa salvaje inyectada con 92 ng
de dopamina (negro); (D) mutante Black pupa inyectado con 18 ug de B-alanina (marron
rojizo). Los lugares de inyeccidn se ven en la base de los puparios por la presencia de un
punto negro (Wappner y col., manuscrito en prensa).
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Para confirmar que la pigmentacién final del pupario es el resultado de las
concentraciones relativas de dopamina y BALA, se co-inyectaron diversas
cantidades de ambos metabolitos. Se pudo verificar que la BALA co-
inyectada junto con dopamina en la cepa salvaje, inhibi6 la induccién de
fenocopias del mutante meldnico en forma dependiente de la relacién de
concentraciones de ambos metabolitos (Tabla 5). De forma similar, la
reversion a salvaje del fenotipo de Black pupa, que se inducia con BALA,
fue parcialmente bloqueada por la co-inyeccién de dopamina (Tabla 5).

Tabla 5- Efecto de microinyecciones de dopamina y la B-alanina en el fenotipo de
prepupas salvajes y meldnicas. Los fenotipos fueron registrados 24 horas luego de las

inyecciones.

Cepa Dopamina f3-alanina Fenotipo
inyectada pg/lanimal uglanimal observado
47 0 marrén-rojizo
72 0 intermedio
Salvaje 92 0 negro
72-183 18 intermedio
183 53 marrén-rojizo
0 53 marrén-rojizo
0 3,6 negro
0 5,3-10,6 intermedio
Black pupa 0 18 marrdén-rojizo
072-183 18 intermedio
183 53 marrén-rojizo
183 0 negro
niger 0 214 negro
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4.3- Las concentraciones enddgenas de catecolaminas en Black
pupa estan alteradas

Es bien sabido que la B-alanina se conjuga con dopamina para dar NBAD,
el cual es uno de los precursores principales de la esclerotizacién de la
cuticula de los insectos (Hopkins y col., 1982; Hopkins y Kramer, 1992).
Por lo tanto, se espera que mutantes defectivos en BALA sean ademds,
defectivos en NBAD. En este caso, se esperaria que luego de la inyeccién
de B-alanina, los mutantes no sélo recuperaran el fenotipo normal, sino
también los niveles normales de NBAD.

Para investigar si esto realmente ocurre en el mutante Black pupa, se
midieron los niveles endégenos de catecolaminas en dicho mutante
inyectado ya sea con solucién salina o inyectado con BALA. Los datos
obtenidos se compararon con las concentraciones de catecolaminas
obtenidas en la cepa salvaje. En la Figura 48, se muestran los patrones
cromatograficos de catecolaminas, obtenidos a partir de homogenatos
totales de las cepas mencionadas, como asi también los del mutante niger
(los datos correspondientes a este mutante se discuten en la préxima
seccién). Los picos principales en el cromatograma de la cepa salvaje
corresponden a dopamina, N-acetildopamina y NBAD. En la Figura 48,
puede observarse que el mutante Black pupa tiene un contenido de NBAD
de 6 a 8 veces menor que el de la cepa salvaje y que el contenido de
dopamina es de 15 a 30 veces mayor (Tabla 6).

Cuando se inyectaron 50 ug de BALA/insecto en el mutante Black pupa, no
sblo se recuperd el fenotipo salvaje, sino que también se restaurd el perfil
normal de catecolaminas, ya que se increment$ la concentracién de NBAD
y los niveles de dopamina se redujeron significativamente (Fig. 48; Tabla
6). Los niveles de NADA resultaron ser mucho mas altos en el mutante
Black pupa que en la cepa salvaje (Fig. 48). Las pre-pupas de la cepa
salvaje inyectadas con BALA no mostraron cambios con respecto a los
niveles de dopamina y NBAD.

En el mutante niger, se vio que el perfil de catecolaminas endégenas fue
muy parecido al de Black pupa. Sin embargo la inyeccién de 8-alanina no
produjo la recuperacién ni del fenotipo salvaje (Tabla 5), ni del perfil
normal de catecolaminas endégenas (Fig. 48). En la Figura 48 puede verse
que cuando se inyect6 al mutante niger con B-alanina se produjo la
induccién de una sustancia desconocida que eluye entre la dopamina y la N-
acetildopamina. Este punto en particular se discutira mas adelante en la
seccién correspondiente al mutante niger.
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Figura 48- Perfil de catecolaminas en extractos de cuerpo entero de prepupas de 3 horas
resueltas por HPLC utilizando una columna de fase reversa (Métodos). Picos: 1,
Dopamina; 2, compuesto desconocido; 3, N-acetildopamina; 4, N-B-alanildopamina. Panel
A, Cepa salvaje; panel B, mutante Black pupa; panel C, mutante niger; panel D, salvaje
inyectado con 50 ug de 8-alanina; panel E, Black pupa inyectado con 50 ug de 8-alanina;
panel F, niger inyectado con 50 ug de 8-alanina.(Wappner y col., manuscrito enviado).



Tabla 6- Concentracion de catecolaminas en extractos de cuerpo entero de prepupas de la
cepa salvaje y del mutante Black pupa de Ceratitis capitata. Los valores estan expresados
en pmoles/prepupa. Las inyecciones fueron de 50 ug de 8-alanina/animal.

Cepa Inyeccion de Dopamina NBAD
-alanina
Salvaje no 0,08 £ 0,00 3,02+0,35
sl 0,16* 0,03 3,96 £ 0,59
Black pupa no 1,17 £ 0,14 0,43 + 0,08
si 0,18 £ 0,05 3,63 1,18
niger no 2,40 £ 0,08 0,54 0,13
si 2,05%0,58 0,88 * 0,21

A esta altura, era importante determinar si el perfil anormal de
catecolaminas que encontramos en homogenatos totales del mutante Black
pupa, se observaba también en el pupario y en la hemolinfa o, si por el
contrario, existia alguna anomalia en la distribucién de las catecolaminas
como la encontrada en el mutante white pupa. Se analizaron las
catecolaminas extraidas de puparios a las 48 horas luego del comienzo de la
pupariacién (cuando la pupariacién ya se ha completado) en la cepa salvaje
y en el mutante Black pupa.. En el pupario de Black pupa, 1a concentracién
de N-8-alanildopamina (NBAD) resulté ser mucho mas baja que en la cepa
salvaje, mientras que la concentraciéon de dopamina es mucho mayor que la
de la cepa salvaje (Fig. 49).



Catecolaminas (pmol/mg de cuticula)

Figura 49- Composicion de catecolaminas extraidas de puparios 48 horas después del
inicio de la esclerotizacién. Columnas grises, cepa salvaje; columnas negras, Black pupa.
Da, dopamina; NBAD, N-8-alanildopamina. Las concentraciones se calcularon
comparando las catecolaminas extraidas de cuticula con estandares resueltos por HPLC.

a-metilDOPA se usd como estandar interno para calcular la eficiencia de la recuperacion
de las catecolaminas. Cada punto es la media de dos determinaciones hechas sobre grupos
de 6 puparios. (Wappner y col., manuscrito en prensa)

Las concentraciones de catecolaminas en la hemolinfa fueron medidas
durante todo el proceso de pupariacién. Los resultados, en general,
mostraron un panorama similar al de los datos del pupario y a los de los
homogenatos de cuerpo entero. Estos indicaron que el mutante Black pupa
tiene niveles aumentados de dopamina en comparacién con el tipo salvaje,
mientras que la concentracién de NBAD, es mucho menor que la del tipo
normal a lo largo de todo el periodo del desarrollo estudiado (Fig. 50). La
concentracion de NADA también resulté ser mucho mas alta en el mutante

(Fig. 50)
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Figura 50- Varacién de las
concentraciones de catecolaminas en
la hemolinfa durante el proceso de
pupariaciéon. El tiempo cero es el
comienzo de la  puparacidn.
Circulos, cepa salvaje; cuadrados,
mutante Black pupa. Panel superior,
N-B-alanildopamina; medio,
dopamina; inferior, N-
acetildopamina. Las concentraciones
fueron calculadas por comparacién
con estandares resueltos por HPLC.
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5- El mutante niger es defectivo para la NBAD
sintetasa.

Diversos mutantes meldnicos de distintas especies de insectos han sido
caracterizados desde el punto de vista bioquimico. Los mutantes black y
ebony de Drosophila melanogaster (Jacobs, 1985; Wright, 1987), como
asi también, el mutante Black del escarabajo de la harina Tribolium
castaneum (Kramer y col., 1984; Roseland y col., 1987), contienen bajos
niveles de N-B8-alanildopamina (NBAD) en extractos preparados a partir
del cuerpo entero del correspondiente insecto. Sin embargo, hasta donde
sabemos y a pesar de la existencia de pre-anuncios (Wright, 1987), en
ninguno de dichos mutantes se ha estudiado efectivamente la sintesis de
NBAD.

Como se describi6 en la seccién correspondiente al mutante white pupa, la
NBAD es el principal precursor de esclerotizacién del pupario de Ceratitis
capitata (Wappner y col., 1995). En la seccién anterior, se mostré que el
mutante Black pupa presenta niveles disminuidos de NBAD y niveles
elevados de dopamina. Se encontr6 que la causa de esta composicién
anormal de catecolaminas es una deficiencia en los niveles del aminoacido
B-alanina (BALA). Cuando este aminodcido se administrd artificialmente
por microinyeccién pudo comprobarse que, tanto el fenotipo salvaje como
el patr6n normal de catecolaminas, fueron recuperados (Wappner y col.,
en prensa).

Se describen en esta seccion los estudios sobre el metabolismo de BALA y
de NBAD en un segundo mutante meldnico llamado niger y se los
compara con los pardmetros de la cepa salvaje.

5.1- niger no es capaz de utilizar la B-alanina para la
esclerotizacion

Al igual que en Black pupa, en el mutante niger se intent§ restablecer el
fenotipo salvaje mediante la inyeccién de BALA o NBAD. Sin embargo,
las inyecciones de BALA no produjeron ninglin cambio fenotipico, ni
siquiera cuando se utilizaron dosis hasta 10 veces mayores que las que
fueron efectivas en el mutante Black pupa. Al igual que en Black pupa, la
inyeccién de NBAD, hasta concentraciones de 200 pug por animal, tampoco
produjo cambios fenotipicos en el mutante niger.



Para intentar dilucidar cudl es el defecto bioquimico del mutante niger,
estudiamos el destino de la BALA en dicho mutante y en la cepa salvaje 24
horas después de inyecciones de [!4C]B-alanina al comienzo de la
pupariacion.

Como se ve en la Figura 51, la incorporacién de radioactividad al pupario
del mutante meldnico fue mucho menor que la registrada en el tipo salvaje.
En niger, la mayor parte de la radioactividad fue eliminada por
respiracién como [!4C]CO,. La radioactividad remanente en el cuerpo del
insecto fue similar en ambas cepas. Es interesante destacar que, en
individuos heterozigotas, la incorporacién de marca (62,4% * 1,7) fue
similar a la de la cepa salvaje (no se muestra). Considerando, que
fenotipicamente, este gen es recesivo (Manso y Lifschitz, 1979; Wappner,
1989), es interesante que, desde el punto de vista genético, existe
concordancia entre los datos bioquimicos y el fenotipo observado.
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Figura 51- Utilizacién de B-alanina en la cepa salvaje y en el mutante niger. La
radioactividad se midid en cada una de las fracciones 24 horas después de la inyeccién con
[14C]B-alanina. Columnas rayadas, cepa salvaje; columnas llenas mutante niger. (Wappner
y col., manuscrito enviado)



5.2- Analisis de catecolaminas enddgenas

Los andlisis de catecolaminas purificadas a partir de homogenatos totales
del mutante niger mostraron un patrén parecido al observado en el
mutante Black pupa. Es decir, niger mostré niveles aumentados de
dopamina y niveles disminuidos de NBAD, en relacién con la cepa salvaje
(Fig 48). Para investigar una posible anomalia en la distribucion de las
catecolaminas fue necesario medir las catecolaminas extraibles de la
cuticula, como asi también las catecolaminas presentes en la hemolinfa a lo
largo de todo el proceso de pupariacién. Como se ve en la Figura 52, el
contenido de dopamina en el pupario del mutante niger resulté ser unas 20
veces mayor que el del tipo salvaje. Los niveles de NBAD, en cambio,
fueron unas 5 veces menores. En la cuticula de ambas cepas, sélo se
detectaron trazas de N-B-alanilnorepinefrina (NBANE) y N-acetildopamina
(NADA).
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Figura 52- Catecolaminas extraidas de puparios 48 horas después del inicio de la
esclerotizacién. Columnas ralladas, cepa salvaje; columnas llenas, mutante niger. DA,
dopamina; NBAD, N-B8-alanildopamina. Las concentraciones se calcularon comparando las
catecolaminas extraidas de la cuticula con estandares resueltos por HPLC. a—metilDOPA
se usO como estindar interno para calcular la eficiencia de la recuperacién de las
catecolaminas. Cada punto es la media de dos determinaciones hechas sobre grupos de 6
puparios. (Wappner y col., manuscrito enviado)

- 116 -



En la la Figura 53 se muestra que, en la hemolinfa, la situacién resulté ser
semejante. El contenido de dopamina en el mutante niger fue mucho maés
elevado que en la cepa salvaje durante toda la pupariacién (Fig. 53-B) y los
niveles de NBAD fueron siempre muy inferiores (Fig 53-A). La
concentraciéon de NADA fue notablemente alta en ambas cepas, pero, en el
mutante meldnico, fue muy superior (Fig. 53-C). Al igual que en el
pupario, la NBANE fue hallada sélo en trazas.

Es interesante destacar que, aparte de altas cantidades de dopamina, el
mutante niger mostré también concentraciones considerables de DOPA
(no se muestra). Probablemente, la acumulaciéon de DOPA sea
consecuencia directa de los altos niveles de dopamina, ya que el equilibrio
de reaccién de la decarboxilacién de DOPA podria estar desplazado hacia
la acumulacién de sustrato.

Figura 33- Variacion de las concentraciones de catecolaminas en la hemolinfa durante el
proceso de pupariacion. El tiempo cero es el comienzo de la pupariacion. Circulos abiertos,
cepa salvaje; circulos llenos, mutante niger. Panel (A), N-8-alanildopamina; (B), dopamina;
(C), N-acetildopamina. Las concentraciones fueron medidas por HPLC y calculadas
comparando las catecolaminas de hemolinfa con estindares. @ —metilDOPA fue usada como
estdndar interno para calcular la efiencia de extraccion que en ningiin caso fue menor que el
75%. Cada punto representa la media de dos determinaciones (Wappner y col., manuscrito
enviado) (ver Figura en la proxima pagina).
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5.3- Presencia de un compuesto desconocido en el mutante
niger.

Como se mostrd en la Figura 48, en el perfil de catecolaminas del mutante
niger se detectd un compuesto cuya movilidad no coincidié con la de
ninguno de los estindares utilizados ni con ninguna de las catecolaminas
descriptas en insectos hasta la fecha. Se pensd, por lo tanto, que debido a la
acumulaciéon anormal de DOPA, en el mutante podria estar formandose N-
B-alanilDOPA (ver Fig. 54), una sustancia que hasta el momento, no habia
sido nunca encontrada en insectos.

HO
C|:OOH 0]

1

Figura 54- Estructura de la N-8-alanilDOPA. Hasta el momento, esta sustancia no ha
sido encontrada en insectos.

Para verificar esta posibilidad, necesitibamos un estindar sintético que
pudiera ser comparado con el compuesto incdgnita en cuanto a su tiempo
de retencién en HPLC.

Como no existian reportes de que la N--alanilDOPA haya sido sintetizada
anteriormente, nosotros lo intentamos basidndonos en los conceptos
generales del método de sintesis de N-B-alanildopamina utilizado por
Morgan y colaboradores (1987).

El procedimiento que finalmente dio resultado fue el siguiente: Primero se
unié L-DOPA con la B-alanina derivatizada (N-a-butiloxicarbonil-8-
alanina-N-hidroxisuccimida) en tetraborato de potasio 10% que bloquea los
grupos oxidrilo de los di-fenoles. Luego de sintetizada la unién, se
desbloqued el compuesto por agregado de acido clorhidrico concentrado
hasta llegar a pH 1,0. El producto de reaccién fue separado por filtracién
en gel utilizando una columna BioGel P-2. Se colectaron fracciones, de las
cuales se analizaron alicuotas por HPLC. Dos de las fracciones de la
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columna BioGel P-2 resultaron contener una sustancia desconocida pura

por criterio de HPLC. Su espectro de masa (realizado por el Dr. K.
Kramer del Departamento de Agricultura de Estados Unidos en Manhattan,
Kansas) mostré un peso molecular coincidente con el esperado para la N-8-
alanilDOPA (ver Fig. 55).
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Figura 55- Espectro de Masa de la sustancia sintetizada. El peso molecular de 269 Da
coincide con el que se espera para la N-8-alanilDOPA



Cuando se compar6 en HPLC el tiempo de retencién de la N-B-alanilDOPA
con el del compuesto desconocido, se vio que ambos no coincidieron. Por
lo tanto, el sustancia incégnita no era N-B-alanilDOPA. El compuesto
desconocido fue purificado en una columna preparativa de HPLC, pero los
intentos de hidrolizarlo y analizar las partes que lo componen resultaron
infructuosos.

5.4- El mutante niger es defectivo para la sintesis de NBAD in
vivo

Los datos de concentracién de catecolaminas, como asi también la
imposibilidad de recuperar el fenotipo salvaje por inyeccién de BALA,
sugerian que el mutante niger era incapaz de sintetizar NBAD a partir de
sus precursores, B-alanina y dopamina. Para estudiar esta posibilidad, se
analizé in vivo la sintesis de esta sustancia. Para esto, se utiliz6 BALA
radioactiva como sustrato, la cual fue microinyectada al comienzo de la
pupariacién. Luego de una incubacién de tres horas, se extrajeron y
analizaron las catecolaminas radio-marcadas.

En la Figura 56, se muestra que, en la cepa salvaje, aparecieron dos picos
radiactivos en el cromatograma de HPLC. Utilizando dos fases moviles
diferentes (ver métodos), el tiempo de retencién de las dos sustancias
coincidié, respectivamente con los de la BALA (sustrato) y la NBAD
(producto). Otras B-alanil-catecolaminas, como por ejemplo, N-B-alanil-
norepinefrina no se sintetizaron en cantidades detectables. Cuando se
analizé, de este modo, la sintesis de NBAD en el mutante niger (Fig. 56),
se encontr6 que la conversién de BALA en NBAD fue alrededor de 10
veces menor que en la cepa salvaje. Este resultado indica fuertemente que
el mutante niger es defectivo en la enzima que sintetiza NBAD.

En la préxima seccién se muestra que la actividad enzimética medida en un
sistema libre de células, también estd muy reducida en el mutante niger.
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Figura §6- Actividlad NBAD sintetasa in vivo. Se muestran las catecolaminas
radiomarcadas luego de inyectar [14C)B-alanina al comienzo de la pupariacién; perfil de
HPLC utilizando una columna de fase reversa C-18. Se utilizd la fase mévil II (ver
Materiales y Métodos). Linea punteada: cepa salvaje; linea llena: mutante niger. BALA: B-
alanina; DA: dopamina; NBAD: N-8-alanildopamina; NADA: N-acetildopamina. Las
cuentas por minuto (cpm) estin referidas a 1 mg de proteina. Cada experimento fue
repetido al menos dos veces con cada una de las fases méviles. a-metilDOPA se utilizd
como estandar interno en el experimento in vivo para calcular la eficiencia de la extraccién.

6- N-B-alanildopamina sintetasa, la enzima clave en
la sintesis del principal agente esclerotizante de la
cuticula de los insectos

El dltimo paso en la biosintesis de las catecolaminas involucradas en la
esclerotizacion cuticular es la acilacién de la dopamina, ya sea con acetato
o con B-alanina (BALA) para dar respectivamente NADA o NBAD
(Brunet, 1980; Kramer y Hopkins, 1987; Wright, 1987) (ver Fig. 13 en la
Introduccién) que son los precursores de los dos principales agentes
esclerotizantes de la cuticula de los insectos (Karlson y Sekeris, 1962;
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Hopkins y col., 1982). NADA ha sido asociada con la esclerotizacion de
cuticulas no-coloreadas, mientras que NBAD estaria involucrada en
procesos de esclerotizacién asociados con la tipica coloracién marrén-
rojiza de la mayoria de las cuticulas de insecto (Andersen, 1979; 1989-C).
Si bien la enzima que sintetiza NADA ha sido estudiada en forma
exhaustiva (Maranda y Hodgetts, 1977, Shampengtong y col.,, 1987),
llamativamente, se sabe poco sobre la sintesis de NBAD (Krueger y col.,
1989; 1990) y, por lo tanto, no existen estudios publicados sobre las
caracteristicas de la NBAD sintetasa.

NBAD es el principal precursor de agentes esclerotizantes del pupario de
Ceratitis capitata (Wappner y col., 1995), por lo tanto, resultaba probable
que la enzima que lo sintetiza fuera muy activa en esta especie. En la
seccién anterior demostramos que el mutante meldnico niger es defectivo
para la sintesis de NBAD. En esta seccidn, se presenta el desarrollo del
ensayo de actividad para la NBAD sintetasa, la descripcién de sus
propiedades y requerimientos aparentes y una caracterizacién cinética
preliminar de esta actividad. Asimismo, al final de la seccién se compara la
actividad enzimatica en la cepa salvaje con la del mutante niger.

6.1- Desarrollo del ensayo de actividad

En la seccién anterior, mostramos que se pudo medir la NBAD sintetasa in
vivo analizando los productos de sintesis por HPLC. Para avanzar en la
caracterizacién de la actividad enzimatica, fue necesario desarrollar un
ensayo de actividad rdpido y sencillo. Si utilizdbamos BALA radiactiva
como sustrato, el ensayo debia estar basado en la separacién de BALA
(sustrato) de NBAD (producto).

Considerando que la BALA es un aminoicido y la NBAD es una
catecolamina, decidimos aprovechar la capacidad que tiene este ultimo
grupo de moléculas de unirse diferencialmente a alimina bajo pH alcalino
(>8.3) y de despegarse a pH 4cido (<3.0). De este modo, esperdibamos que
la NBAD, pero no la BALA, se adsorbiera a alimina y poder de este modo
determinar la cantidad de producto formado midiendo la radioactividad
unida.

El ensayo que resulté eficaz es el siguiente: luego de detener la reaccién
con 4cido y separar las proteinas por centrifugacién, se alcaliniza el pH de
la solucién con buffer Tris-HCl pH 8.7 concentrado. A la solucién
resultante, se le agrega alimina y se la incuba con agitacién; la suspensién
luego se coloca en una columna y se recoge el percolado. A continuacién,
se lava exhaustivamente la alimina con buffer Tris-HCl pH 8.7 diluido y
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las sustancias adsorbidas se eluyen con acido acético 1 M (ver los detalles
en la seccién de Materiales y Métodos).

Para determinar si el ensayo funcionaba, tanto el percolado como el eluido
fueron analizados por HPLC. Como se muestra en la Figura 57, toda la
radioactividad del percolado corresponde a BALA, mientras que el 100%
de radioactividad del eluido corresponde a NBAD.
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Figura 57- Ensayo de actividad de la NBAD sintetasa. Panel superior: Perfil
cromatogrifico de HPLC-fase reversa del material radioactivo no-adsorbido a la columna
de alimina. Panel inferior: perfil cromatografico de HPLC-fase reversa del material
adsorbido y eluido con &cido acético 1M de la columna de alimina. Ambos perfiles fueron
obtenidos utilizando la fase mévil II (ver Materiales y Métodos). BALA: 8-alanina; NBAD:
N-8-alanildopamina (Wappner y col., manuscrito enviado).
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Teniamos, por lo tanto, un ensayo de actividad rdpido y sencillo que nos
permitiria comenzar la caracterizacién de esta enzima nunca antes
descripta y clave para la esclerotizacién de la cuticula de los insectos.

6.2- Caracteristicas y requerimientos de la NBAD sintetasa

Si bien, la enzima no exhibié pérdida de actividad al ser congelada a -70°C,
resultd ser extremadamente inestable, incluso cuando se la conservaba en
hielo en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (ver
Materiales y Métodos). Se intenté estabilizarla por agregado de glicerol,
polietilenglicol, agentes reductores, diferentes sales y manteniéndola a
diferentes valores de pH, pero sin éxito. Por este motivo, los intentos de
purificarla resultaron basicamente infructuosos y finalmente, se opté por
proceder a su caracterizacion a partir de una fraccién ligeramente
enriquecida mediante un fraccionamiento con sulfato de amonio.

6.2.1- Requerimientos bdsicos aparentes de la actividad enzimdtica

Como se muestra en la Tabla 7, la sintesis de NBAD requieri6 Mg2+ y
ATP como fuente de energia para la sintesis del enlace entre los sustratos,
dopamina y B-alanina. Cuando se hizo la incubacién en ausencia de Mg2+,
la actividad se redujo a niveles levemente superiores a los del blanco y
cuando se agreg6 EDTA 1 mM, la actividad remanente fue abolida. Los
agentes reductores no parecen modificar sustancialmente la actividad, ya
que el agregado de di-tiotreitol o B-mercaptoetanol en una concentracién
de 1 mM no tuvieron efectos significativos.



Tabla 7- Requerimientos basicos aparentes de la actividad NBAD sintetasa. En cada
ensayo se agregaron 32 ug de proteina del extracto enzimitico. La incubaciones se
realizaron en las condiciones estindar descriptas en la seccion de Materiales y Métodos con
la modificacién correspondiente indicada en cada caso.

Extracto ATP Mg2+ EDTA DIT 3-Me NBAD [ Activ.
enzimat. | 1 mM 5 mM 1 mM 1 mM 1 mM 2 mM relativa
- + + - - - - 0
+ + + 100

+ +

+ +

+ + +

+ + + 107
+ + + 96
+ + - - - + 115

La enzima no parece inhibirse por exceso de producto ya que el NBAD no-
radiomarcado que se agregd en concentraciones de hasta 2 mM no inhibié
la formacién del producto radioactivo. Por el contrario, en la Tabla 7, se
observa un aumento de un 15 % en la cantidad de producto formado al
cabo de los 5 minutos de incubacién. Con tiempos de incubacién mas
largos, el agregado de NBAD 2 mM a la mezcla de reaccién produjo un
aumento ain mayor en la acumulacién de producto radioactivo (no se
muestra). Esto probablemente se debié a que, al diluirse el NBAD
radiomarcado con un gran exceso de NBAD no radioactivo, este ualtimo
protejié al primero de la actividad que degrada NBAD (ver Fig. 74 al final
de la seccién de Resultados).
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6.2.2- Dependencia de cationes divalentes

Para investigar si la sintetasa es activa con cationes distintos del Mg2+*, se
reemplazé el Mg2+ por otros cationes divalentes.

2+ 2 2 2
Ca’ Co" Ba’

Figura 58- Efecto de cationes divalentes como activadores de la NBAD sintetasa. Las
incubaciones se realizaron en las condiciones estindar descriptas en la seccién de
Materiales y Métodos pero utilizando diferentes cationes divalentes en lugar del Mg2*.

La concentracidn de los cationes divalentes ensayados fue de SmM en todos los casos y el

contraién utilizado fue siempre Cl-. (Experimento realizado en colaboracién con Martin
Pérez).

Como se ve en la Figura 58, la enzima fue capaz de funcionar con Mn2+* a
un 75-80% de la eficiencia en comparaciéon con el Mg2+. Los demas
cationes divalentes ensayados indujeron actividades mucho menores. La
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actividad con Ca2* fue de s6lo un 10% de la registrada con Mg2*, mientras
que las actividades con Ba2* y Co2* fueron del 14 y el 27%
respectivamente (Fig. 58). El contra-ién utilizado fue, en todos los casos,
Cl-.

Con el objeto de estudiar cuantitativamente la actividad de la sintetasa en
funcién de la concentracién de Mg2* ¥ Mn2+, se hicieron ensayos en los
cuales se vari6 la concentracidon de dichos cationes entre 0,1 y 10 mM.
Como se muestra en la Figura 59, la enzima mostrd, ya con 0,1 mM de
cualquiera de los dos cationes.
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Figura 59- Actividad aparente de la NBAD sintetasa en funcidn de las concentraciones de
Mg2+ (linea punteada) y Mn2* (linea llena). Las incubaciones se realizaron en las
condiciones estindar descriptas en la seccién de Materiales y Métodos pero utilizando
Mg2* 0 Mn2* en diferentes concentraciones. El contraién utilizado fue, en ambos casos Cl-
(experimento realizado en colaboracion con Martin Pérez).
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En ambos casos, se alcanzé la mixima actividad con una concentracién de
SmM y la actividad con Mn2+* fue, en casi todo el rango de concentraciones
ensayadas, entre un 70 y un 80% de la alcanzada con Mg2+.

6..2.3- Dependencia de la temperatura

Cuando se estudi6 la dependencia de la actividad en funcién de la
temperatura, se encontré que existe un rango que va de 18 a 25°C en el que
la actividad parece ser mixima (ver Fig. 60). A 8 y 120C, como asi
también a temperaturas de 45 0C la enzima resultdé ser mucho menos
activa.
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Figura 60- Curva de temperatura de la NBAD sintetasa. Las incubaciones se realizaron
en las condiciones estandar descriptas en la seccién de Materiales y Métodos pero variando
la temperatura de incubacién.
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0.2.4- Dependencia del pH

Cuando se estudié cdmo variaba la actividad en funcién del pH, se encontré
que el pH 6ptimo aparente de la actividad fue de alrededor de 8.4, aunque
ésta se mantuvo bastante alta entre 7.2 y 8.4 (Fig 61). A valores de pH por
debajo de 5,5 o por encima de 9,2 la actividad no fue detectable.
Aparentemente, la actividad no varié con los diferentes tampones que se
utilizaron en los valores de solapamiento de pH. Como se aprecia en la
Figura 61, la actividad con buffer Fosfato-Citrato a pH 6,2 fue casi
idéntica a la actividad con buffer Fosfato a pH 6,3; la actividad con buffer
Fosfato a pH 7,2 fue similar a la actividad con buffer Tris-HCl a pH 7,1 y
finalmente, las actividades a pH 8,2 de los buffers Tris-HCl y Borato
fueron muy parecidas.

—:— Fostatc;-dlra!o
—— Fosfato
« 10 —e— Tris-Cl
e —O— Borato
¢ 8
°
ol 6
£
-~ 4 L
£
Q,
Q
2
O A
5 6 7 8 9 10 11

Figura 61- Curva de pH para la actividad NBAD sintetasa. La incubaciones se realizaron
en las condiciones estindar descriptas en la seccion de Materiales y Métodos pero variando
los tampones de incubacién. En todos los casos, la fuerza idnica de los tampones fue de 50
mM .
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6.2.5- Metales inhibirorios

Se ensay6 la actividad inhibitoria de diversos metales y se encontré que el
cadmio, el zinc, el niquel y el mercurio, agregados en concentraciones de 5
mM exhibieron un fuerte efecto inhibitorio sobre la actividad enzimaética
(Tabla.8).

Tabla 8- Inhibicion de la actividad NBAD sintetasa por parte de diversos metales. Las
incubaciones se realizaron en las condiciones estindar descriptas en la seccién de
Materiales y Métodos pero con el agregado de diferentes metales. La concentracién final de
todos los metales ensayados fue de S mM y se usé Cl~ como contraién en todos los casos.
(Experimento realizado en colaboracidn con Martin Perez).

Metal NBAD
radiactiva

(5 mM) (cpm)

control 15519
Zinc 290
Niquel 1095
Cadmio 304
Mercurio 328

El efecto de los cationes Zn2+ fue estudiado en mayor detalle cuando se
midié la actividad enzimatica en un amplio rango de concentraciones.
Como se muestra en la Fig,62, el Zn2+ resulté ser un poderoso inhibidor,
ya que concentraciones superiores a 1 uM produjeron niveles significativos
de inhibicién.
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Figura 62- Curva de inhibicién del Zn2* sobre la actividad NBAD sintetasa. Las
incubaciones se realizaron en las condiciones estindar descriptas en la seccién de
Materiales y Métodos pero con el agregado de distintas concentraciones de ZnCl;
(Experimento realizado en colaboracién con Martin Pérez).

6.2.6- Estudios cinéticos

Se vari6' la concentracién de dopamina, manteniendo fija la concentracion
de $-alanina en 1 mM (a saturacién) y se hicieron incubaciones de 5
minutos en las mismas condiciones de los experimentos de mas arriba. Se
escogid un volimen de extracto enzimatico de 3 pul de manera que durante
los 5 minutos de incubacién, la velocidad de la reaccién permaneciera
constante, por lo cual las velocidades registradas pueden ser consideradas
como velocidades iniciales (ver Fig 63).
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Figura 63- Acumulacién de producto radioactivo en funcién del tiempo utilizando
diferentes volimenes de extracto enzimatico. Circulos llenos, 1 pl de extracto; triAngulos
llenos, 3 pl de extracto; tridngulos vacios, 5 ul de extracto. La concentracién proteica del
extracto fue de 32 mg/ml. Las incubaciones se efectuaron en las condiciones estindar
detalladas en Materiales y Métodos.

El agregado de B-alanina no-radioactiva en la mezcla de reaccién hizo que
el efecto de la dilucién isotdépica debiera ser tenido en cuenta. Por este
motivo, se incrementd en 4 veces la cantidad de B-alanina radiomarcada
que se adicioné a la mezcla de reaccién (106 cpm).

El gréfico de Lineweaver-Burk (1934) muestra que la Km aparente para la
dopamina result6 ser de aproximadamente 77 uM (Fig.64).
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Figura 64- Grafico de inversas Lineweaver-Burk para la actividad NBAD sintetasa. La

velocidad de la reaccién estd expresada en cpm de [14CJNBAD formado por minuto y por
miligramo de proteina. Las incubaciones se realizaron en las condiciones estindar
descriptas en la seccién de Materiales y Métodos pero variando las concentraciones de

dopamina .

Luego se trabajé variando la concentracidén de B-alanina. La dopamina se
mantuvo en concentracién saturante (1 mM); también en este caso se
usaron 106 cpm de B-alanina por emsayo y los valores de [14CINBAD
obtenidos fueron corregidos multiplicando en cada caso por la
concentracién de B-alanina no-radioactiva agregada. El grifico de
Lineweaver-Burk (1934) muestra que la Km aparente medida para la
dopamina fue de aproximadamente 170 uM (Fig.65).
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Figura 65- Grafico de inversas de Lineweaver-Burk para la actividad aparente de la
NBAD sintetasa. La velocidad de la reaccién estd expresada en cpm de [!14CJNBAD
formado por minuto y por miligramo de proteina. Las incubaciones se realizaron en las
condiciones estindar descriptas en 1a seccidén de Materiales y Métodos pero variando las
concentraciones de 8-alanina no-radioactiva. Los valores de [!“CJNBAD fueron corregidos
de acuerdo a la dilucién isotdpica.

6.2.7- Especificidad de sustrato

Resultados preliminares recientemente obtenidos en colaboracién con
Martin Pérez apoyan la hipétesis de que la actividad sintetizante de NBAD
sintetasa cumpliria también una funcién en el sistema nervioso central de
Ceratitis capitata.

Se realizaron experimentos destinados a evaluar la especificidad de
sustrato, en los cuales se utilizaron otras aminas biogénicas como ligandos
alternativos o como inhibidores competitivos de la reaccién con
dopamina. En cada uno de estos experimentos, se incubd la f-alanina
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radiomarcada en presencia de dopamina y de una segunda amina biogénica
no catecdlica que fue agregada en una concentracion diez veces superior a
la de la dopamina. Los resultados indicaron que la tiramina, la
octopamina, la triptamina y la serotonina competirian con la dopamina,
inhibiendo la reacciéon de formacién de NBAD. Por el contrario, la

tirosina, la sinefrina y el triptofano no produjeron ninglin efecto
significativo (Fig. 66).
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Figura 66- Inhibicién de la sintesis d¢ NBAD por diversas aminas biogénicas o
aminodcidos. Tir, tirosina; Ty, tiramina; Oct, octopamina; Syn, sinefrina; Trp, triptofano;
Try, triptamina; Ser, serotonina. Las incubaciones se realizaron en las condiciones
estandar descriptas en la seccién de Materiales y Métodos para la sintesis de NBAD.
Todas las aminas o aminoacidos fueron agregados en una concentracién de 1 mM.
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Nuestro ensayo enzimdtico basado en la adsorcién especifica de los 8-
alanil-catecoles a alimina no sirve para detectar derivados monofendlicos
o aminoindélicos de la B-alanina. Por lo tanto, con dicho ensayo, no fue
posible dirimir si las aminas mencionadas actuaban como inhibidores de la
enzima o si dichas aminas estaban siendo tomadas como sustratos
altermativos, desplazando por su exceso a la dopamina en su reaccién con
B-alanina. Para distinguir entre estas dos posibilidades, analizamos por
HPLC los productos de reaccién luego de haber incubado cada una de las
aminas mencionadas con [14C]B-alanina, en ausencia de dopamina y en las
mismas condiciones de reaccién empleadas para la sintesis de NBAD.

En las Figuras 67, 68, 69 y 70, se puede ver que todas las aminas que
inhibian la sintesis d¢ NBAD en nuestro ensayo de actividad fueron
capaces de dar conjugados radiomarcados que, al ser analizados por HPLC
utilizando una columna de C-18, mostraron tiempos de retencién que no
coincidieron con los de ningin B-alanilconjugado conocido. Si bien resta
confirmar la identidad quimica de estos f-alanil-conjugados, los datos
sugieren fuertemente que la NBAD sintetasa seria capaz de sintetizar
también f-alaniltiramina, B-alaniloctopamina, B-alaniltriptamina y 8-
alanilserotonina.

Nétese en las Figuras 67 y 68, como asi también en la Figura 72, la
presencia de dos picos que se repiten en todos los cromatogramas y que
eluyen con tiempos de retencién de 9,5 y 12 minutos respectivamente. El
primero de dichos picos aumenté notablemente (2 a 3 veces) cuando la
reaccién de sintesis de B-alanil-conjugados se hizo utilizando octopamina
como sustrato. Esto nos llevé a inferir que dicho pico corresponderia a 8-
alaniloctopamina. La presencia de este pico en los cromatogramas en los
que se utilizaron otras aminas como sustrato sugiere que existen niveles
endégenos de octopamina en el extracto enzimético que sirven como
sustrato para la sintesis del conjugado radioactivo. El pico que eluy6 a los
12 minutos también seria de un conjugado que se sintetiz6 a partir de
algin sustrato endégeno pero en este caso, no tenemos indicios sobre su
identidad quimica.
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Figura 67- Cromatograma de HPLC-C18 de los productos radiocactivos obtenidos luego
de incubar [!4C]B-alanina con una preparacion enzimética de la cepa salvaje de Cerarniris
en presencia de octopamina y en las mismas condiciones que para la sintesis de NBAD
(Métodos). La reaccidén fue detenida con acido perclérico y, luego de centrifugarla, la
mezcla fue inyectada directamente en la columna de HPLC. NBAD, N-B-alanildopamina;
NBAO, sustancia radiomarcada cuyo tiempo de retencién no coincidié con el de ningtn 8-
alanilderivado conocido. Probablemente se trate de B-alaniloctopamina. Se utilizé la fase
mévil I (ver Materiales y métodos).
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Figura 68- Cromatograma de HPLC-C18 de los productos radioactivos obtenidos luego
de incubar [14C]B-alanina con una preparacidn enzimitica de la cepa salvaje de Ceraritis
en presencia de tiramina y en las mismas condiciones que para la sintesis de NBAD. La
reaccion fue detenida con 4cido perclorico y, luego de centrifugarla, la mezcla fue
inyectada directamente en la columna. NBAD, N-8-alanildopamina; NBATY, sustancia
radiomarcada cuyo tiempo de retencién no coincidié con el de ningiin 8-alanilderivado
conocido. Probablemente se trate de B-alaniltiramina. Se utilizd la fase mévil O (ver
Materiales y métodos).



Triptamina

— v v . 70
BALA CHCH NI, NBATry (7)
250000} l | 160
) ™ l 50
200000} k_ l
£ = Y 140
Q.
© 15000} NEAD
130
10000} l
{120
5000} / L {10
0 - A/ —_ Lf\iﬂm - a - 0
0 5 10 15 20 25 30

Figura 69- Cromatograma de HPLC-C18 de los productos radioactivos obtenidos luego
de incubar [!4C]B-alanina con una preparacion enzimatica de la cepa salvaje de Ceraritis
en presencia de triptamina y en las mismas condiciones que para la sintesis de NBAD. La
reaccion fue detenida con 4cido perclérico y, luego de centrifugarla, la mezcla fue
inyectada directamente en la columna. NBAD, N-B8-alanildopamina; Try, triptamina
NBATTYy, sustancia radiomarcada cuyo tiempo de retencién no coincidié con el de ningin
B-alanilderivado conocido. Probablemente se trate de 8-alaniltriptamina. Se utilizé la fase
Moévil II (ver Materiales y Métodos) pero con una concentracién inicial de acetonitrilo de
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10% vy, a partir de los 10 minutos, un gradiente hasta el 50%.
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Figura 70- Cromatograma de HPLC-C18 de los productos radioactivos luego de
incubar [14C]B-alanina con una preparacién enzimitica de la cepa salvaje de Cerarizis en
presencia de serotonina y en las mismas condiciones que para la sintesis de NBAD. La
reaccién fue detenida con dcido perclérico y, luego de centrifugarla, la mezcla fue
inyectada directamente en la columna. NBAD, N-B-alanildopamina; NBASer, sustancia
radiomarcada cuyo tiempo de retencidén no coincidié con el de ningin 8-alanilderivado
conocido. Probablemente se trate de f$-alanilserotonina. Se utilizd la fase mévil II (ver
Materiales y métodos) pero con una concentracion inicial de acetonitrilo de 10% y, a partir
de los 10 minutos, un gradiente hasta el 50%.

En otro experimento, se utilizaron como posibles sustratos diversos
difenoles en reemplazo de la dopamina. Se empled el mismo ensayo de



actividad que para la sintesis de NBAD basado en la deteccién de la
radioactividad que se une en forma especifica a alimina.

Como se aprecia en la Figura 71, aparentemente, la norepinefrina fue el
tnico difenol reconocido como, sustrato por la enzima.
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Figura 71- Ensayo de sintesis de f-alanilcatecoles en los que se incubd [14C]B-alanjna
en presencia de varios difenoles. DA, dopamina; Ne norepinefrina; Epi, epinefrina;
NADA, N-acetildopamina. Las incubaciones se realizaron en las condiciones estindar
descriptas en la seccién de Materiales y Métodos pero reemplazando la dopamina con una
concentracion diez veces mayor de los difenoles indicados.

Por HPLC, pudimos comprobar que, en efecto, el producto radioactivo de
la reaccién tiene una movilidad diferente que la NBAD, sugiriendo que el
producto que se formé es B-alanilnorepinefrina (Fig. 72). Mas adn,
cuando se incubd [!4C]B-alanina en presencia de dopamina y una
concentracién diez veces mayor de norepinefrina, se comprobé por HPLC
que la sintesis de NBAD se inhibié, mientras que la del derivado de
norepinefrina prevalecié (no se muestra). También, en este caso, queda
por ser confirmada que el producto radioactivo sea B-alanilnorepinefrina.
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La L-DOPA, también se comporté como un sustrato de baja afinidad en el
ensayo de reaccién (Fig. 71); sin embargo, el anilisis del producto
radioactivo por HPLC mostré un tiempo de retencién idéntico al del
NBAD (no se muestra), indicando que probablemente la DOPA se
decarboxilé a dopamina antes de reaccionar con la B-alanina. El anélisis
quimico de este producto radioactivo permitird en el futuro confirmar si
esta presuncién es correcta.

Otros dos orto-difenoles ensayados, la epinefrina y la N-acetildopamina,
no se comportaron como sustratos de la enzima. Dichos difenoles tampoco
resultaron ser inhibidores, ya que no interfirieron con la sintesis de
NBAD cuando se los puso en competencia con la dopamina (no se

muestra).
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Figura 72- Cromatograma de HPLC-C18 de los productos radioactivos obtenidos luego
de incubar [14C]B-alanina con una preparacién enzimitica de la cepa salvaje de Ceraritis
en presencia de norepinefrina y en las mismas condiciones que para la sintesis de NBAD.
La reaccién fue detenida con dcido perclérico y, luego de una centrifugacidn, la mezcla
fue inyectada directamente en la columna. NBAD, N-B-alnildopamina; NBANE, sustancia
radiomarcada cuyo tiempo de retencién no coincidié con el de ningin B-alanilderivado
conocido. Probablemente se trate de -alanilnorepinefrina

- 143 -



Sintetizando entonces los experimentos de especificidad de sustrato,
podemos concluir que la NBAD sintetasa aparentemente admite como
sustrato no s6lo a la dopamina sino también a la norepinefrina, la
octopamina, la serotonina, la tiramina y la triptamina. Considerando que
las cuatro primeras aminas son conocidos neurotransmisores del sistema
nervioso central de los insectos, nuestros resultados sugieren
indirectamente que la NBAD cumpliria un rol también en el sistema
nervioso (ver Discusion).

6.3- La NBAD sintetasa se expresa mayormente durante la
esclerotizacion

Como las catecolaminas del integumento son necesarias solamente al final
de cada muda, era importante determinar si, como seria de esperar, esta
enzima clave para la esclerotizacién estd regulada a lo largo del desarrollo,
concretamente en este caso durante el proceso de pupariacion.

La Figura 73 muestra que, 8 horas antes del comienzo de la pupariacién,
durante el estadio "larva de salto" (ver la primera seccién de resultados y
Rabossi y col., 1992), la actividad enzimatica no fue detectada. Al Tiempo
Cero (comienzo de la pupariacién), la actividad aument6 abruptamente y
alcanzé el maximo a las 7 horas. Luego, la actividad decrecié y, a las 20
horas, alcanzé valores cercanos a los del blanco. Esto implica que la
expresion y/o activacién de la enzima estd restrigida a una ventana de
tiempo relativamente angosta, que coincide con el momento en que se
esclerotiza la cuticula.
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Figura 73- Perfil de actividad aparente de la N-B8-alanildopamina sintetasa a lo largo del
desarrollo en prepupas de Ceraritis capitara. Las edades estdn expresadas en horas a partir
del comienzo de la pupariacién. Los homogenatos se prepararon como en los experimentos
anteriores y las incubaciones se realizaron en las condiciones estdndar descriptas en la
seccién de Materiales y Métodos.

6.4- En el mutante niger, la sintesis de NBAD en sistema libre
de células estd muy disminuida

En la punto 5 de Resultados se presentaron diversas lineas de evidencias
que sugerian fuertemente que el mutante niger de Ceratitis capitata era
incapaz de sintetizar NBAD. Faltaba, por lo tanto, medir la enzima en un
sistema libre de células en preparaciones enzimaticas del mutante niger y
compararlas con las de la cepa salvaje.

Se hicieron preparaciones enzimaéticas de ambas cepas a partir de pre-pupas
de 3 horas de edad como se detalld6 en Materiales y Métodos y se hicieron
ensayos de actividad en las condiciones estandar.
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Como se puede ver en la Figura 74, la actividad enzimaética de la cepa
salvaje resultd ser unas 4 veces superior a la del mutante niger.
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Figura 74- Actividad de sintesis de NBAD en un sistema libre de células en extractos
preparados a partir de la cepa salvaje y del mutante niger. El control es una mezcla de
reaccion incubada sin enzima.

6.5- La actividad NBAD hidrolasa de la cepa salvaje y del
mutante niger no difieren entre si

Los resultados presentados mas arriba indicaban aparentemente que el
mutante niger era defectivo para la N-B-alanildopamina sintetasa. Sin
embargo, considerando que el extracto enzimético en el que se midid la
actividad de sintesis contenia también muchas otras proteinas, cabia todavia
la posibilidad de que el defecto aparente en la sintesis de NBAD se debiera
a la actividad incrementada de una hipotética NBAD hidrolasa. Esta enzima
nunca se habia medido, ni tampoco habia sido descripta en sistema
biolégico alguno. Por lo tanto, trabajamos en la puesta a punto de las
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condiciones para medir esta enzima previsible pero nunca medida. Puesto
que la actividad NBAD sintetasa se inhibe totalmente en presencia de
EDTA y en ausencia de ATP, en estas condiciones era esperable que
pudiéramos medir la putativa enzima que hidroliza el NBAD. Para ello, se
utiliz6 como sustrato NBAD radiomarcado, el cual fue sintetizado
enzimaticamente y purificado por adsorcién a alimina. (Como se mostrd
en la Figura 60, en estas condiciones, la Gnica sustancia radiomarcada que
se adsorbe a alimina es el NBAD).

Como se ve en la Figura 75, a medida que la reaccién progresd, disminuyé
la cantidad de radioactividad adsorbida a alimina (NBAD), mientras que,
en forma proporcional, aumenté la cantidad de radioactividad no adsorbida
(BALA). Si bien este resultado no es concluyente, sugiere que fuertemente
que estd presente y activa una hidrolasa especifica de NBAD.

En la Figura 76, se aprecia que el mutante niger y la cepa salvaje
mostraron una actividad de hidrolasa semejante. Confirmamos, por lo
tanto que niger es defectivo para la N-B-alanildopamina
sintetasa, enzima clave para la sintesis del principal precursor
de agentes esclerotizantes de la cuticula.
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Figura 75- Ensayo de la actividad hidroldsica de NBAD. Progresion temporal de la
reaccion de hidrélisis de NBAD. [14CINBAD fue incubado con una preparacion enzimatica
de 1a cepa salvaje en ausencia de ATP y con EDTA 20 mM.
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Figura 76- Actividad aparente de la NBAD hidrolasa en pre-pupas de 2 horas de edad de
la cepa salvaje y el mutante niger. to: comienzo de la reaccién; Blanco: mezcla de
reaccién incubada sin enzima; wt: extracto de la cepa salvaje; nig: extracto del mutante
niger. NBAD: extracto salvaje con NBAD 2 mM en la mezcla de reaccion.

6.6- La N-B-alanildopamina sintetasa parece expresarse
preponderantemente en la epidermis

Puesto que la N-B-alanildopamina sintetasa no habia sido purificada ni
caracterizada, mucho menos se sabia si su expresién se produce en la
epidermis o en algin otro 6rgano. Los datos presentados en las secciones
anteriores indican que niger es defectivo para esta enzima. Un modo de
indagar si la expresién de esta enzima es o no epidérmica es tratar de
producir mosaicos genéticos niger/salvaje por induccién con rayos X sobre
individuos heterocigotas durante la embriogénesis temprana (ver detalles
de la metodologia empleada en la seccién de Materiales y Métodos).
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La l6gica del experimento es la siguiente: si la expresion de la enzima
estuviera localizada en algin 6rgano interno, como por ejemplo el cuerpo
graso, y éste secretara el producto a la hemolinfa, el mosaico genético no
se observaria en el fenotipo del pupario. Si la expresion de la enzima fuera
preponderantemente epidérmica, deberiamos ver parches mutantes y
salvajes sobre el pupario.

En la Fig. 77 se muestra que esto ultimo fue lo que en efecto ocurri6; las
areas con coloracién obscura, en general, oscilaron entre el 5 y el 15% del
drea total del pupario.

En la Tabla 9 se muestra la frecuencia de mosaicos observada, como asi
también, la cantidad de puparios mostrando zonas de necrosis por efecto de
la irradiacién y la cantidad de puparios totalmente negros, que podrian ser
producto de una recombinacién muy temprana en la etapa de blastodermo
sincicial, probablemente antes de la migracién de nicleos a la periferia del
embrién. Asumimos por lo tanto, que la NBAD se sintetiza en la epidermis
en contacto con la cuticula que va a ser esclerotizada.

Tabla 9- Generacién de mosaicos cuticulares niger/salvaje luego de irradiar embriones
heterocigotas generados a partir de cruzamientos reciprocos entre el mutante y la cepa
salvaje. Los nimeros en la tabla indican las caracteristicas de la progenie de cada uno de
estos cruzamientos. Los puparios fueron observados 24 horas después

normal mosaico
S Wt x Q nig 2401 13
d nig x 9 wt 2763 6
G Wt x Q@ wt 1838 0

wt: cepa salvaje; nig: mutante niger.
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Resultados

Figura 77- Vista dorsal del pupario de un mosaico genético niger/salvaje y del imago que
emergid de él. Como se aprecia en la foto, el parche de células mutantes ocuparia en este
caso alrededor de un 15% de la superficie total del pupario.
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