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Resumen

La Arginina Cinasa (AK) es una enzima que participa en la transferencia de un grupo fosfato entre
N-fosfo-L-arginina y ADP. Se sabe que las AK de la polilla Plodia interpunctella y de/ camarén Penaeus
monodon son alergénicas. En este trabajo, se aislo y se estudio un fragmento del cDNA que codifica
para la AK en el mosquito Anopheles albimanus. Este cDNA (939 pb) se expresa en varios 6rganos
del mosquito hembra adulto y codifica para un péptido de 57 aminodcidos, que contiene el dominio
ATP-guanido fosfotransferasa C-terminal. El péptido tuvo alta identidad con AK de An. gambiae, P.
interpunctella y P. monodon, entre otros.
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Abstract

Arginine kinase (AK) is an enzyme that catalyzes the reversible transphosphorylation between
N-phospho-L-arginine and ADP. It is known that AK from the moth Plodia interpunctella and the
shrimp Penaeus monodon, have allergen effect. In this work, a fragment of the cDNA encoding
AK from the mosquito Anopheles albimanus was isolated and studied. This cDNA (939 bp) was
expressed in several organs of the female adult mosquito and encode a 57 amino acids peptide,
which contains the ATP-guanido phosphotransferase C-terminal domain. This peptide had a high

identity with the AK from An. gambiae, P. interpunctella, P. monodon, among others.

Keywords: mosquito; saliva; Arginina Cinasa, alergeno.

Introduccion

La AK es una enzima que cataliza la transferen-
cia reversible de un grupo fosforilo (PO,) de la
fosforilarginina a una adenosina difosfato (ADP),
generando adenosina trifosfato (ATP) y arginina.
La AK esta presente en invertebrados inferiores
y superiores, pero no en vertebrados (Morrison,
1973; Watts, 1973), pues éstos poseen una creatina
cinasa (CK) con actividad similar a la AK (Morrison,
1973), que utiliza la fosforilcreatina como sustrato
(Eppenberger, Dawson y Kaplan, 1967; Blethen y
Kaplan, 1968).

Arginina cinasa
Arginina-PO, + MgADP> =¥ »> Arginina + MgATP*>

Creatina cinasa
Creatina-PO, + MgADP? * »> Creatina + MgATP*

Tanto AK como CK pertenecen a la familia de fos-
fagenos (guanidinio) cinasas, enzimas altamente
conservadas (Suzuki, Fukuta, Nagato y Umekawa,
2000), que presentan dos dominios ATP-guanido
fosfotransferasa: uno en la region N-terminal y
otro en la regién Gterminal. La alta homologia en
la secuencia de aminoacidos entre AK 'y CK sugiere
que estas enzimas evolucionaron de un ancestro
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comun (Muhlebach et al., 1994; Suzuki y Furukohri,
1994; Suzuki, Kawasaki y Furukohri, 1997; Perovic
et al., 2005).

Las enzimas AK y CK se hallan involucradas en pro-
cesos bioldgicos que requieren de gran demanda
energética, como la contraccion muscular, el mo-
vimiento flagelar y transporte de iones (Bessman y
Carpenter, 1985; Wallimann, Wyss, Brdiczka, Nicolay
y Eppenberger, 1992). Recientemente, Binder et al.
(2001) reportaron a la AK como un alergeno aislado
de la larva Plodia interpunctella, una polilla que se
encuentra distribuida desde los Estados Unidos hasta
Europa, que acostumbra alimentarse de productos
comestibles como granos, chocolate y fruta seca (Rei-
chmuth, Matfin y Adelman, 1997). Por otro lado, Yu,
Lin, Chiangy Chow (2003) demostraron que la AK del
camardén Penaeus monodon también es alergeno.

En mosquitos transmisores de enfermedades que
estan en constante interaccién con el hombre, no
se ha estudiado el efecto alergénico de AK. En este
trabajo, se busco, se identificd y se estudié la expre-
sion de AK en An. albimanus, un mosquito vector de
malaria que habita en el sureste de México, princi-
palmente en las zonas costeras (Loyola, Arredondo,
Rodriguez y Bown, 1991).

Objetivo

Identificar y aislar el cDNA que codifica para la AK
del mosquito An. albimanus, y estudiar su expresion
en diferentes érganos del insecto.

Metodologia

Mosquitos. Para el desarrollo de este trabajo, se
utilizé una colonia de mosquitos An. albimanus cepa
franja blanca (Chan, Rodriguez, Torres, Rodriguez y
Villareal, 1994), establecida en el Centro de Inves-
tigacién de Paludismo de Tapachula, Chiapas, en
México.

Sintesis de cDNA y amplificacién por PCR. Para la
amplificacion del extremo 3’ del cDNA que codifica
para AK, se utilizo6 el sistema 3'-RACE (3'-Rapid Am-
plification of cDNA Ends; Gibco, BRL), el cual permite
obtener, por medio de PCR, secuencias de acidos nu-
cleicos entre unsitio interno conocido y el extremo 3’

del RNAm. Para este fin, a partir de 1 ug de RNA total
de glandulas salivales de An. albimanus, se sintetizé la
primera cadena de cDNA con el iniciador AP (Adapter
Primer) (5’-ggccacgcgtcgactagtacttttttttttttttttt-37)
y la retrotranscriptasa MulV libre de RNAsa. Después
de laretrotranscripcién (42 °C, 50 min) e inactivacion
de laenzima (70 °C, 15 min), el cDNA se amplificé con
los iniciadores AK-1 (5’-ccaccgccgacaagtacaacc-3') y
AUAP (Abridged Universal Amplification Primer)
(5"-ggccacgegtcgactagtac-3) con 35 ciclos de 95 °C, 20 s;
50 °C, 30 sy 72 °C, 1 min. El iniciador AK-1 se disei6
a partir de la comparacion de secuencias de AK de
varios organismos, incluyendo la de An. gambiae,
obtenida de la base de datos del genoma de este
insecto que esta disponible en la pagina electrénica
www.anobase.org.

Clonacion y secuenciacion de cDNAs. Los cDNAs
amplificados por 3'-RACE se ligaron en el vector
pT-AdvanTAge™ (Clontech Lab, Palo Alto, Cal, USA)
con DNA ligasa T4 (Gibco-BRL, Grand Island, NY,
USA). Con esta ligacién se transformaron bacterias
E. colicepa TOP10F' y éstas se sembraron en medio
Luria-Bertani (LB) adicionado de ampicilina (100 pg/
ml). Para conocer los productos clonados, se purifi-
caron los plasmidos de 10 bacterias transformadas
y se digirieron con la enzima EcoRIl (Gibco-BRL). La
secuenciaciéon de los productos clonados se realizo
con el sistema Big Dye (Perkin Elmer Biosystems,
Foster City, CA).

Anélisis de la expresion de AK por la reaccion secuen-
cial de transcriptasa reversa y reaccion en cadena de
la polimerasa (RT-PCR). Para localizar la expresion
del RNAm de AK en el mosquito Anopheles hembra
adulto, se utilizé6 1 pg de RNAm total de cada uno
de los 6rganos: glandulas salivales, estémagos y
ovarios; ademas se utilizé 1 uyg de RNAm total de An.
albimanus macho adulto. Después de la sintesis de la
primera cadena de cDNA, se utilizaron los iniciadores
AK-1y AK-2 (5’-gctcgccaggtggtagec-3’) que amplifi-
can, por PCR, un producto de 219 pb de la secuencia
interna de AK de An. albimanus. El iniciador AK-2 es
un iniciador en contra sentido que se dise6 a partir
de la secuencia interna de AK.

Anadlisis bioinformatico de la secuencia de AK. La de-
duccion de la secuencia de proteinas y alineamientos
multiples se hicieron con los programas Six-Frame
y CLUSTALW (v.3.2), respectivamente, los cuales se
hallan disponibles en “The San Diego Supercomputer
Center” (http://www.sdsc.edu). El andlisis y compa-
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raciéon de secuencias de proteinas se realizé6 mediante el programa BLASTP (v.2.2.6) (Altschul et al., 1997), que
se encuentra en The National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Resultados

Amplificacion del cDNA que probablemente codifica para AK en An. albimanus. Para la busqueda de la secuen-
cia parcial del cDNA que codifica para AK en An. albimanus, se disei6 el iniciador AK-1, y con la estrategia de
3" RACE, se obtuvieron varios productos amplificados, dos de ellos (~900 y 700 pb) se amplificaron con mayor
especificidad a las condiciones de PCR utilizadas (Figura 1). Para identificar al probable cDNA que codifica para
AK, se clonaron y se secuenciaron los productos generados en la PCR.

Figura 1. Amplificacion de AK

Con la estrategia 3’ RACE y utilizando el iniciador AK-1, se busco el RNA mensajero que codifica para AK de An. albimanus, a partir de RNA
total de glandulas salivales del mosquito (carril 1). Para descartar la presencia de contaminantes durante la amplificacién, se hizo una reaccién
de PCR en ausencia de ¢cDNA (carril 2). Carril M: marcadores de tamafio molecular (“escalera” de bandas de multiplos de 100 bp).

Identificacion de AK en An. albimanus. Para identificar el cDNA que codifica para AK en el mosquito An.
albimanus hembra, se secuenciaron varios de los productos del 3'-RACE clonados en el vector pTAdvanTAge
(Figura 2a). La clona que contiene un fragmento de 939 pb (Figura 2a, clona 7) codifica para 57 aminoacidos
y tiene una regién 3’ no codificante de 768 pb. El analisis de los 57 aminoacidos con el programa CD Search
—disponible en la pagina electrénica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), la cual busca la presencia de dominios
conocidos— mostré la presencia del dominio ATP-guanido fosfotransferasa carboxilo terminal (Figura 2b) en
el péptido.
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Figura 2. Clonacion y esquema del cDNA parcial que codifica para AK
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Los productos de amplificacion obtenidos por 3’ RACE se clonaron en el vector pT-AdvanTAge. A partir de clonas bacterianas candidatas a
contener el cDNA del mosquito que codifica para AK, se purificé el plasmido y se corté con la enzima EcoRl. El producto de inserciéon de 939
pb de la clona 7 se secuencié y se comprobé que codifica para AK (panel A). El cDNA que codifica para esta enzima tiene un marco de lectura
abierto (nucleétidos 1-171), que codifica para 57 aminoacidos, que corresponde al dominio ATP-guanidinio fosfotransferasa C-terminal y
una region 3’ no codificante (nucleétidos 172-939) de 768 pb (panel B). M: como marcadores de peso molecular se coloco una “escalera” de
moléculas de DNA en multiplos de 100 bp.

Anaélisis comparativo de AK de An. albimanus con la de otros invertebrados. La secuencia peptidica de 57
aminoacidos obtenida de la secuencia parcial del cDNA de glandulas salivales de An. albimanus, se comparé
con la de la AK ya secuenciada de otros invertebrados. El péptido de AK de An. albimanus tuvo 98% de
identidad con la AK del mosquito An. gambiae, 88% con la AK del crustadceo Artemia franciscana, 83% con
la de la polilla Plodia interpunctellay 80% con la del camarén Penaeus monodony con la de la abeja Apis
mellifera (Tabla 1).
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Tabla 1. Comparacion de secuencias de aminoacidos de AK de An. albimanus (AK-Ana) con la AK de otros organismos

Organismo Molécula / Identidad Cédigo de acceso Referencia
efecto de (%) electrénico
alergeno ccon (www.ncbi.nih.
AK-Ana (6) nim.gov)
An. gambiae (1 AK/N.D. 98 ENSANNGP00000023852 www.anobase.org
A. franciscana (2) AK /N.D. 87 *16518985 Chen y MacRae,np
P, interpunctella (3) AK/ + 83 *15886861 Binder et al., 2001
P. monodon (4) AK/ + 83 *27463265 Yu et al., 2003
A. mellifera (5) AK /N.D. 80 *58585146 Kucharski y Maleszka, 1988
(1) [303] TADKYNLQVRGTRGEHSEAEGGIYDISNKRRMGLTEFQAVKEMYDGISEIIKIEKSL [355]
(2) [301] VASKYNLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKRRMGLTEYQAVKEMYDGIAELIKLEQSA [355]
(3) [300] VASKYHLQVRGTRGEHTEAEGGVYDISNKRRMGLTEYEAVKEMYDGIAELIKIEKSL [355]
(4) [301] VAGKYNLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKRRMGLTEFQAVKEMQDGILELIKMEKEM [356]
(5) [300] IAGKFNLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKRRLGLTEYQAVKEMHDGIAELIKLEKEL [355]
(6) TADKYNLQVRGTRGEHSEAEGGIYDISNKRRMGLTEFQAVKEMYDGISEIIKIEASL

(*) Aminoacidos idénticos (N. D.) No determinado
(:) Aminoacidos similares  (np) No publicadolares

Anadlisis de expresion de AK en diferentes érganos del mosquito An. albimanus. Para estudiar la expresién
de AK en el mosquito An. albimanus, se utilizé la estrategia de RT-PCR. EIl RNAmM de AK se expresé tanto en
glandulas salivales, como en el estbmago y ovarios de hembras adultas, asi como en cuerpos completos de
macho adulto. La presencia e integridad de cada uno de los RNAm utilizados se validé con la amplificacion del
RNAm de actina (Figura 3), un gen que se expresa constitutivamente.

Figura 3. Andlisis de expresion del RNAm de AK en diferentes érganos y sexo de An. albimanus

<« AK

<« Actina

GS E Ov M C-

Se analizaron, aproximadamente, 100 ng de RNA total de glandulas salivales (GS), estomago (E) y ovarios (Ov) de An. albimanus hembra
y de An. albimanus macho completo (M), por RT-PCR con los iniciadores AK-1 y AK-2 (AK). La calidad de los cDNAs se comprobé con la
amplificacién de actina.

Discusion
En este trabajo se identificd y estudié un cDNA que codifica para un fragmento del extremo CG-terminal de la enzima

AK del mosquito An. albimanus. Para lograr esto, se realizé una busqueda de las AK de varios artrépodos dispo-
nibles en la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se
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alinearon las secuencias y se disefi¢ un oligonucleétido
correspondiente a una region altamente conservada,
que se utilizé para amplificar la region 3’'del mRNA
mediante la estrategia 3’ RACE. De esta reaccién se
obtuvieron varios amplificados y uno de ellos, de
939 pb, correspondié a un producto cuya secuencia
traducida tiene alta identidad (80-98%) con la de las
AK de otros organismos, pues presenta un dominio
ATP-guanido fosfotransferasa CG-terminal, propio de
estas enzimas, lo que indicoé que se habia obtenido el
producto esperado.

De la secuencia parcial del cDNA que codifica para AK
de An. albimanus, s6lo se han obtenido 57 aminoaci-
dos que corresponden a AK, el resto de la secuencia
(768 pb) corresponde a una regién terminal no codi-
ficante (3’ UTR). Esta extensa regién 3’ no codificante
no se observa en los RNAm de AK de organismos como
A. mellifera (Kucharskiy Maleszka, 1998), P monodon
(Yu et al, 2003) o P, interpunctella (Binder et al., 2001),
pero si en An. gambiae; en este vector, la regiéon no
codificante 3’ de AK es de 978 pb, 210 pb mas que el
identificado en An. albimanus.

La AK es una molécula que conserva su estructura
(Suzuki et al, 1997, 1999 y 2000), actividad (Kotl-
yar, Weihrauch, Paulsen y Towle, 2000; Takeuchi et
al., 2004; Perovic-Ottstad et al,, 2005), expresion y
localizaciéon (Zhou et al, 1997; Wang, Esbensen y
Bentley, 1998). Por otra parte, se reporté que las
AK de la mariposa P, interpunctella (alergeno Plo i
1) (Binder et al., 2001) y del camarén P monodon
(alergeno Pen m 2) tienen efecto de alergenos en
el humano (Yu et al., 2003). Al comparar el pro-
ducto de traduccion (57 aminoécidos) de la region
codificante del cDNA de An. albimanus con la base
de datos, este péptido tuvo 83% de identidad con la
region carboxilo de los alergenos Ploi 1y Penm 2. Este
analisis bioinformatico sugiere profundizar el estu-
dio de la molécula AK para identificar los dominios
que actlan como alergenos, lo cual seria relevante
para la elaboracién de componentes especificos y
para detectar casos de alergia producidas por AK
del mosquito An. albimanus.

El RNAmM de AK se expresa en el estbmago, ovarios y
glandulas salivales de An. albimanus, lo que podria
estar relacionado con los requerimientos de ATP para
la homeostasis de esos érganos, como sucede con la
sintesis de ATP a partir de arginina fosfato en muscu-
los que participan en el vuelo de los insectos (Nation,
2002). En el genoma de An. gambiae, un vector im-
portante de malaria en Africa, se reporté la secuencia

que codifica para AK, mientras que en el mosquito
Aedes adulto se demostré actividad enzimatica para
AK (Wang et al., 1998). Sin embargo, no se han es-
tudiado ni la presencia ni la funcidon de esta enzima
en el mosquito Anopheles ni tampoco en un érgano
secretor, como lo son las glandulas salivales.

Durante la alimentacién de un mosquito sobre un hos-
pedero vertebrado, el vector inyecta proteinas salivales
que son capaces de generar una reaccion inmunoldégica
en el hospedero (Mellanby, 1946; Peng, Li y Simon,
1998). Esta reaccion produce anticuerpos IgE e 1gG
especificos de los componentes de la saliva del mos-
quito, asi como la proliferacion de linfocitos durante
la reaccion alérgica (Peng y Simons, 2004). Debido a la
falta de componentes salivales de mosquito en el mer-
cado, las moléculas introducidas en el cuerpo humano
—mediante los piquetes de mosquito— que producen
alergia no pueden diagnosticarse adecuadamente.
Esto implica que la identificacién y caracterizacion de
nuevos alergenos de insectos, y sobre todo de aquellos
con habitos hematoéfagos, serian Utiles para producir
alergenos recombinantes accesibles para diagnéstico
y, posteriormente, esto ayudaria a encontrar un tra-
tamiento inmunoterapéutico para pacientes con alta
sensibilidad a piquetes de mosquitos.

Conclusiones

La AK identificada en An. albimanustiene alta iden-
tidad con AK de An. gambiaey con AK de otros or-
ganismos, incluyendo las AK de P, interpunctellay P.
monodon, que tienen actividad de alergeno, lo que
indica, por un lado, el alto grado de conservacién en
la estructura de las AKs y, por el otro, sugiere que
esta molécula del mosquito podria tener un efecto
de alergeno en el humano. EI RNAm de AK se expre-
sa, entre otros 6rganos, en las glandulas salivales de
An. albimanus hembra, por lo que seria importante
investigar si la proteina AK se secreta en la saliva del
mosquito y si es inoculada al hospedero vertebrado
mientras se alimenta de su sangre; estas condiciones
sugeririan que AK tiene efecto de alergeno. Ademas,
seria importante investigar si este efecto de alergeno
modifica la respuesta inmune del vertebrado, lo que
podria ser aprovechado por distintos parasitos du-
rante su transmisiéon, como ocurre con componentes
de saliva de otros insectos hematéfagos, como las
moscas Phlebotomus papatasi (Mbow, Bleyenberg,
Hall y Titus, 1998) y Lutzomia longipalpis (Guilpin,
Swardson, Nosbisch y Titus, 2002; Rogers, llg, Nicolaev,
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Fergusony Bates, 2004), cuyos componentes salivales
hacen mas eficiente la transmision de los parasitos de
Leishmania al hospedero vertebrado. &
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