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. RESUMEN

La inmunidad en insectos suele ser considerada solamente innata e inespecifica,
debido a que el gasto energético para mantener un sistema inmune, que a su vez
reconozca patégenos es una limitante en animales con esperanza de vida corta, aun asi,
la evidencias sugieren que estos tienen un nivel de especificidad y respuesta inmune
mejorada. Utilizando un metaanalisis, se usaron datos extraidos de experimentos de
supervivencia en insectos sobre inmunidad, en donde se indujo al insecto con un patégeno
inactivado o en una dosis baja del mismo y luego se reté al insecto con una dosis letal,
comparandolo con un grupo de control que no fue expuesto inicialmente al patégeno.
Esto revelé que los insectos poseen una habilidad de una mejor respuesta inmune en
supervivencia al ser inducidos previamente contra el mismo u otro patégeno, y esta
respuesta es mas fuerte, es decir presenta mayor supervivencia entre menos tiempo

transcurra entre el reto e induccion.

Il. INTRODUCCION

El sistema inmune innato de los insectos se ha visto convencionalmente como un
grupo de moléculas y procesos que defienden a las células y organismo contra patégenos.

Los sistemas inmunes innatos usan agentes quimicos, bioquimicos o barreras mecanicas




para prevenir ataques de patdégenos. Estos sistemas tradicionalmente no confieren
proteccion especifica o duradera (memoria) a los organismos, contra patégenos que los
han atacado en el pasado, indicando que no tienen memoria inmunoldgica (Criscitiello &
Figueiredo, 2013). Estos sistemas innatos se basan en respuestas humorales o celulares
gue actuan sobre un amplio rango de patdgenos que han sido identificados mediante
seleccion natural, por lo tanto, son respuestas generales (Gonzalez-Santoyo & Cérdoba-
Aguilar, 2012; Tsakas & Marmaras, 2010). Debido a la falta de células inmune en insectos
con funcién homologa a las células T y B del sistema inmune de los mamiferos (Miller et
al, 2013), es de esperarse que el sistema inmune de los insectos funcione de manera
inespecifica, atacando a todos lo que no sea reconocido como propio del animal o siendo

activado cada vez que un agente patdgeno es percibido.

No es necesario que un patégeno cause dano para ser reconocido por el individuo, debido
a que su reconocimiento no depende del daio que este causando, si no de la estructura
de su pared celular (Moret & Siva-Jothy, 2003; Christofi & Apidianakis, 2013; Khan et al,
2016; Rosengaus et al, 2013). En algunos casos, el Unico dafio hecho al individuo ha sido
el dafo mecanico por el método de inoculacién por inyeccién, la cual se ha probado no
provoca diferencias al ser comparado con un grupo control no inyectado (Medina-Gomez

et al. 20183, b).

Otro factor por lo que los insectos no deberian tener un sistema inmune con memoria, es

gue generalmente los insectos tienen periodos de vida cortos (Garnier et al, 2013), esto




apunta a que estos no necesiten un sistema inmune con memoria, ya que este seria un
gasto prohibitivo, el cual solo tendria sentido en animales de vida larga, mientras que, en
animales con periodos de vida cortos, esta energia seria mejor invertida en reproduccién

o busqueda de alimento.

A pesar de que todo deberia apuntar a que los insectos no tengan un sistema inmune
desarrollado, muchos experimentos han demostrado que el sistema inmune de insectos
tiene capacidades de una respuesta inmunidad inducida (Eleftherianos et al, 2006; Medina

Gomez et al, 2018; Miyashita et al, 2015; Tasztow et al, 2017).

La respuesta inmune inducida es una respuesta inmune aumentada generada por un
insulto inmunoldgico, es decir, una induccién inmune: un ataque patogénico no letal o
sustancias identificadoras de un patdgeno (Wu et al, 2015) o en algunos casos; un evento

estresor (Le Bourg et al, 2008; Browne et al, 2014).

Las respuestas inmunes inducidas pueden mantenerse por un cierto periodo de tiempo,
llevando a una proteccion mejorada del animal contra otro reto posterior (Kurtz, 2005),
estas respuestas pueden ser especificas; que es la capacidad de defenderse contra la
misma especie o cepa de patdégeno mas efectivamente (Bolte et al, 2013; Fisher & Hajek,
2015), o no especifica, al actuar contra patégenos diferentes y de manera generalizada

(Moret & Siva-Jothy, 2003).

Metodoldgicamente la induccidon inmune puede provocarse por medio de inoculaciones

de las moléculas identificadoras de patdgenos (Wu et al, 2015), ingestion oral de




patégenos (Greenwood et al, 2017; Milutinovi¢ et al, 2014; Milutinovi¢ et al, 2013),
factores no biolégicos (Krams et al, 2013), introduccién de ADN viral (Tidbury et al, 2011)
y hasta por factores fisicos estresores (Browne et al, 2014; Le Bourg et al, 2008). Estas
inoculaciones pueden ser inyectadas (Wu et al, 2015), ingeridas oralmente (Greenwood
et al, 2017; Milutinovic et al, 2014; Milutinovi¢ et al, 2013) o aplicadas directamente sobre

la cuticula del insecto en el caso de los hongos (Reber & Chapuisat, 2012).

En condiciones naturales, las bacterias entrarian al insecto por medio de la via oral, que
seria la mads comun y por ende deberia ser la mejor preparada para responder a
patégenos, como se evidencia en Boulanger et al, (2001) y Lehane et al. (1997). La via oral,
y por ende la gastrica, puede contener receptores diferentes a los encontrados en otras
cavidades del animal, por lo que es posible que el mismo animal responda de manera
diferente a un patdgeno inoculado via inyeccidn y via oral. Mientras que los hongos
pueden entrar por el hemocele, esta puede tener mecanismos de deteccion diferentes al
sistema gastrico, ademas de que al momento de penetrar la cuticula el hongo puede tener
un tamafo considerable, y causar dafio mas rapidamente que una infeccidn bacteriana de
via oral. Se conoce que el sistema gastrico de los insectos no es un lugar estéril, este es
una amalgama de bacterias que en su mayoria no son patogénicas para el insecto, y en el
caso de algunos insectos como las termitas, son necesarios para su supervivencia
(Rosengaus et al, 2011), por lo que es necesario para el insecto identificar no solamente
lo interno de lo externo, lo propio de lo impropio, si no también lo benéfico de lo

perjudicial. Por lo que un sistema inmune que pueda reconocer, y tener especificidad




parece ser benéfico y hasta necesario para algunos insectos como las termitas, que

consumen materia organica en descomposicion.

Sumado a que las bacterias introducidas via oral pueden llegar rdpidamente al hemocele
del animal (Klowden & Greenberg, 1977), es de suma importancia para el insecto tener
una mayor eficacia al detectar bacterias que podrian hacerle algin dafo al ingresar por
via oral. Al parecer esta identificacién de bacterias posiblemente daninas es una en la que
la identificacidn de un patdgeno es especifica, ya que reconoce los patégenos no propios
delinsecto. Lo mismo puede pasar en las inoculaciones inyectadas en el hemocele, aunque
la cual no es totalmente estéril (Blow & Douglas, 2019), la proliferaciéon de un patégeno
en la hemolinfa puede llevar rapidamente a la muerte del animal, la capacidad de
reconocimiento y accion inmune en la hemolinfa debe ser una caracteristica seleccionada
naturalmente. Por estas razones es probable que una inducciéon oral cause una respuesta

mas efectiva que una induccion inyectada.

Otro factor que puede afectar la activacion inmune es el sexo del animal (Moreno-Garcia
et al, 2014; Zuk et al, 2004; Schwarzenbach et al, 2004, Steiger et al, 2012), y este puede
ser dependiente de los factores extrinsecos como la alimentacién (Steiger et al, 2012)
también se puede presentar una diferencia a favor del macho (Zuk et al, 2004) o la hembra

(Schwarzenbach et al, 2004).

Debido a la cantidad de factores mencionados que pueden causar a una activaciéon inmune

en insectos, y la variedad de procedimientos, técnicas, y taxones estudiados, se espera




una gran variaciéon entre los experimentos, por lo que un metaanalisis podria ayudar a
identificar qué factores son mds variables entre pruebas, que taxones son mas

vulnerables, la efectividad de la especificidad y eficacia del cebado de los mismos.

. MARCO TEORICO

A. La respuesta Inmune

La respuesta inmune es la defensa del organismo antes los agentes infecciosos y
otras sustancias extrafias, que se compone de dos tipos: La innata que es rapida, general y
no especifica; y la adaptativa que es lenta, especifica y con memoria. El objetivo de esta
reaccion o respuesta es la de neutralizar, eliminar o expulsar al agente patégeno del
sistema del organismo afectado. La respuesta inmune se ha estudiado ampliamente en
vertebrados por lo que se conocen muchos de los mecanismos, formas de deteccién y

respuesta que hay en los mamiferos al momento de detectar patégenos.

1. La respuesta inmune en insectos

Los mecanismos de respuesta inmune en invertebrados son diferentes a los
vertebrados, tradicionalmente se ha creido que la compleja red de reaccién y respuestas
en mamiferos esta ausente en los invertebrados y por ende los insectos, por lo que los
insectos no tienen memoria inmune tradicional, esto se debe principalmente a la falta de

linfocitos B y T en invertebrados, que son células que se encargan de reconocimiento de




los patégenos y su futuro reconocimiento y su origen es en la médula dsea de los

vertebrados.

2. El cebado inmune en insectos

El cebado Inmune es el contacto de un patdégeno con un organismo en donde el
patégeno esta en baja dosis o debilitado en alguna forma para que el organismo pueda
reconocer al patégeno y estar mejor preparado para que el verdadero reto inmune; que
es con un patogeno igual o diferente sin ninguna debilitacion y usualmente en cantidades
suficientes para matar al organismo. En mamiferos se conoce el mecanismo de accién, y

bajo estos principios es que las vacunas tradicionales operan en humanos.

Los insectos poseen esta habilidad de memoria inmune que poseen los vertebrados pese
a no tener los mismos mecanismos de los mamiferos, por lo que se pueden hacer
experimentos de cebado inmune en estos; estos experimentos permiten explorar el
sistema inmune de los insectos y asi poder determinar los efectos fenomenoldgicos del
cebado inmune en insectos para luego elucidar los mecanismos especificos de como esto

sucede.

3. Estado actual de la inmunidad en insectos

Actualmente existe gran variedad de experimentos en donde se hace un cebado
inmune de los insectos, se ha encontrado eficacia del cebado inmune y también se ha
encontrado insectos que al parecer no la presentan, sumado a que no hay un estandar

especifico y delimitado sobre como hacer estas pruebas, existe una gran diversidad de




metodologias, muchas de ellas siguen el principio basico de cebado inmune, tiempo de
espera, reto inmune y medicién del tiempo de supervivencia del animal o medicién de los

componentes inmunes del animal en el momento de su muerte natural o provocada .

B. El metaandlisis

Un metaanalisis es un andlisis estadistico que combina el resultado de muchos
estudios cientificos que intentan responder la misma pregunta, su objetivo es usar la
estadistica para llegar al resultado comun de los experimentos usados en su base de datos

y asi tener una respuesta mas cercana a la verdad segun los datos obtenidos.

Debido a la cantidad de condiciones que hay que tomar en cuenta para medir la efectividad
del cebado inmune en insectos, es de esperarse que algunos estudios tengan resultados
positivos y otros negativos, un metaanalisis seria util al poder unir el resultado de los

estudios y elucidar las variables que afectan su deteccién experimental.

IV. MATERIALES Y METODOS

Se utilizé un metaanalisis, que es una herramienta estadistica para estimar el
promedio y varianza del efecto en una poblacion de estudios que tienen una muy parecida
o similar pregunta de investigacion (Field & Gillett, 2010). Siendo en este caso, la poblacidn
conformada por insectos y la pregunta de investigacion ¢Existe la induccidon inmune en

insectos que genere beneficios en términos de supervivencia?

A. Busqueda y seleccion de la literatura




En Web of Science, se buscé el término "immune priming" y se refind la busqueda
con el término "insects", con publicaciones fechadas entre 2010 a 2019 de todas las bases
de datos (WOS, KID, SCIELO y ZOOREC), a las cuales se accedié mediante la red del Instituto

Smithsonian de Investigaciones Tropicales (STRI).

Los articulos obtenidos fueron 324, de los cuales se descartaron todos los que

cumpliesen con los siguientes requisitos:

e Articulos experimentales sobre inducciéon inmune y/o induccién inmune

e Poblacién experimental conformada por insectos

e Al menos un grupo de control negativo y otro experimental, en el que el grupo
experimental consista en una induccién y un reto inmune posterior, ambos no
dependientes de la dosis del patégeno.

e Patégeno utilizado para la induccién o reto debe ser una bacteria, hongo, virus o
protozoo.

e Agente inductor y agente cebador no deben contener mas de un patégeno a la
vez.

e Solo se usaron articulos Unicos, de repetirse se usd el mas reciente.

e Experimento dentro de una sola generacién, no transgeneracional.




Las revisiones de literatura no experimentales (Armitage et al, 2015; Chambers &
Schneider,2012; Contreras-Gardufio et al, 2016; Cooper & Eleftherianos, 2017; Masri &
Cremer, 2014; Milutinovic¢ et al, 2016; Tate & Rudolf, 2012) encontrados en la busqueda
original que trataban sobre inmunidad en insectos se revisaron y su bibliografia se pasé
por los puntos ya mencionados, de estos, los articulos que cumpliesen con los puntos

fueron anadidos. Este proceso se expresa en la Figura 1.

Figura 1. Diagrama de flujo de la obtencién de los articulos extraidos.

| 324 articulos de la busqueda sistematica I

A 4
105 articulos experimentales 12 articulos de revisiones bibliograficas
relevantes a insectos e inmunidad sobre el tema encontrados

v

1 articulo no incluido por falta de datos | 22 cumplieron los requisitos I

A

4 articulos encontrados en la bibliografia
| 25 articulos validos para el metaanalisis I‘— de las revisiones que cumplen con los requisitos

B. Extraccion de Datos y Metadatos

Metadatos extraidos: Titulo del articulo, nombre del primer autor del articulo, afio

de publicacion y pais.

Datos extraidos : Especie experimentada, recolectado en campo o criado en laboratorio,
sexo de la especie experimentada, patégeno del cebado, patégeno del reto inmune,

estadio de desarrollo en la que el animal fue cebado y retado, tipo de anestesia si aplica,
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tipo de inoculacién, tipo de inactivacion del patégeno cebado, tiempo entre cebado y reto,
tiempo desde el reto hasta la Ultima muerte registrada, cebado y reto homogéneo (mismo
patégeno) o heterogéneo (diferentes patdgenos), se identificaron bacterias como gram

negativa o positiva, tamafio de muestra en el grupo control y experimental.

Se calculé con la informacién extraida para cada ensayo el coeficiente de riesgo (CR), la
ponderacion del estudio, la desviacidn estandar y el logaritmo natural del coeficiente de
riesgo; estos fueron calculados utilizando la herramienta proporcionada por Tierney et al.

(2007).

El CR (del inglés Hazard Ratio) en un analisis de supervivencia, es la medicidon de que un
evento ocurra en dos grupos, siendo el evento en este caso la muerte del animal y los
grupos el control y el experimental, la relacidn de ocurrencia del evento entre estos grupos
nos da el CR. Cuando el CR es cercano a 1, el evento ocurrié con la misma frecuencia en
ambos grupos, cuando este es menor a 1 indica una ocurrencia mayor en el grupo control
y cuando es mayor a 1 indica una ocurrencia mayor en el grupo experimental. En este caso
cuando el CR es mayor a 1, indica un éxito en el cebado inmune ya que menos individuos
murieron al ser cebados comparados con el grupo de control, mientras que cuando el CR
es menor a 1, indica que el cebado inmune fue perjudicial para los individuos, ya que mas

murieron en el grupo de tratamiento que en el control.

C. Andlisis estadistico

11
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Se utilizo la funciéon rma.mv en el paquete metafor de R (R Core Team 2022) para
realizar el metaanalisis. Con dicha funcidn, se hizo un analisis sin variables explicativas para
evaluar el tamafio de efecto promedio entre ensayos junto con una prueba de
heterogeneidad, al haber mucha heterogeneidad entre ensayos se usaron variables
explicativas en el modelo (orden, combinacién de patégenos, tipo de patdégenos y tiempo
entre retos). Dado que algunos estudios incluian mas de un ensayo experimental, se
incluyé el ID de cada estudio como un efecto aleatorio. Se realizé una simplificacién del

modelo completo en términos del Akaike Information Criteria (AIC).

Las figuras para ilustrar los tamafios de efecto del coeficiente de riesgo se construyeron
con la funcién forest en donde el logaritmo del Coeficiente de Riesgo (CR) negativo
representa un mayor efecto (mayor supervivencia) en el grupo experimental que, en el
control, un log del CR positivo representa un mayor efecto en el grupo control y cercano

a uno representa similitud entre ambos grupos.

V. RESULTADOS

La busqueda inicial identifico 324 articulos, 105 tenian titulos relacionado a
insectos e inmunidad, de estos, 22 cumplieron los requisitos. Se encontraron 12 revisiones
bibliograficas entre los 105 articulos, la bibliografia de estas se pasé por los requisitos y
dio 4 articulos mas, para un total de 26 articulos, uno de ellos no admitido por falta de
informacién, lo que dio un total de 25 articulos, con un total de 135 ensayos para el

metaanalisis.

12
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El log CR promedio de todos los ensayos fue de -0.42 (-0.51, -0.34) indicando que si fue
eficaz la induccién inmune para mejorar la supervivencia del grupo que fue expuesto al

patégeno inicialmente (Figura 2).

En el andlisis estadistico hubo mucha heterogeneidad (Q (df = 134) = 624.1005, p-val <
.0001) esto indica que los factores que pueden influenciar los datos no son consistentes;
dicho de otro modo, difieren mucho uno de otro. El modelo con variables explicativas
redujo la heterogeneidad (QE (df = 122) =470.7890, p-val < .0001), en donde una Q mayor

significa mayor heterogeneidad

Los 6rdenes Blattodea (-0.55 [-0.66, -0.44], n=45, p<0.001), Coleoptera (-0.44 [-0.64, -
0.23], n=33, p<0.001) y Lepidoptera (-0.68 [-0.94, -0.42], n=25, p<0.001) mostraron
evidencia que la induccién inmune fue eficaz entre estos grupos, en Hymenoptera (0.12 [-
0.26, 0.50], n=5, p= 0.5301) y Diptera (-0.13 [-0.32, 0.06], n=25, p> 0.1912), la induccidn

inmune no mostré eficacia en mejorar la supervivencia (Figura 3).

La eficiencia de la induccién inmune disminuye con el tiempo entre la induccion y el reto

inmune (0.0008 [0.0004, 0.0011] z=3.8066, p=0.0001, Figura 4).

Los tratamientos que tenian como inductor a bacterias tuvieron una mayor eficacia en la
induccion inmune bacteria-bacteria (-0.47 [-0.56, -0.38] n=120 , P <.0001) y bacteria-
hongo (-0.80 [-1,12, -0.48] n=2, p> 0.001), mientras que los tratamientos que tenian como
inductor hongos no hubo eficacia en la induccién inmune que son hongo-bacteria (-0.15 [-

0.70, 0.39] n=3, p=0.5891) y hongo-hongo (0.18 [-0.16, 0.51] n=8, p=0.2899 ) Cabe

13
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destacar la poca cantidad de ensayos con hongos (13) y de estos, cuatro fueron con

hormigas (Figura 5).

Tanto en combinaciones heterdlogas (-0.52 [-0.65, -0.39] n=58, p<0.0001) como en
homologas (-0.34 [-0.46, -0.23] n=77, p<0.0001) hubo eficacia de la inducciéon inmune

(Figura 6).

Figura 2 (pagina siguiente). Diagrama de bosque mostrando tamafio de efectos, expresado como log
(CR) de ensayos experimentales que investigaron el cebado inmune medido como incremento en
supervivencia. El eje Y izquierdo son los identificadores de los ensayos utilizados en el metaandlisis,
el eje Y derecho es el log de CR de cada ensayo y el intervalo de confianza. El eje X indica el log (CR).
Entre mds negativo es el valor, mayor supervivencia hubo en el grupo experimental comparado con
el grupo control, mientras que valores positivos indican una mayor supervivencia en el grupo
control. Si el limite de confianza traslapa el cero, entonces el resultado se considera no significante.
El diamante negro representa el tamafo de efecto promedio de todos los ensayos (-0.42 [-0.51, -
0.34]).

14
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Coleoptera (33) — -0.44 [-0.64, -0.23]
Diptera (25) — -0.13 [-0.32, 0.06]
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Figura 3. Diagrama de bosque mostrando tamafio de efectos, expresado como log (CR) de
ensayos experimentales que investigaron el cebado inmune medido como incremento en
supervivencia y resumido para cada Orden de insectos estudiado. El nimero en paréntesis es el
numero de ensayos, el eje Y derecho muestra el logaritmo natural de CR de los grupos y su
intervalo de confianza. Para detalles sobre los tamafios de efecto, consulte la figura 2.
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Figura 4. Relacion entre el tiempo transcurrido entre la induccion y el reto inmune, junto al

tamanfio del efecto (log CR). Si el In de CR es negativo, indica una mayor supervivencia en el

grupo experimental comparado con el control. Si el In de CR es cercano a cero indica que no
hubo diferencias entre los grupos.
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Bacteria-Bacteria (120) - -0.47 [-0.56, -0.38]

Bacteria-Hongo (2) +— | -0.80 [-1.12, -0.48]
Hongo-Bacteria (3) — 0.18[-0.15, 0.52]
Hongo-Hongo (8) : — -0.15 [-0.70, 0.40]
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Figura 5. Diagrama de bosque mostrando tamafio de efectos, expresado como log (CR) de ensayos
experimentales que investigaron el cebado inmune medido como incremento en supervivencia resumido para
cada combinacién de bacteria y hongo investigado. En el eje Y izquierdo estan las combinaciones entre bacteria
y hongo encontradas y el nimero en paréntesis es el nimero de ensayos en cada combinacidn, en el eje Y derecho
estan el logaritmo natural de CR y sus intervalos de confianza. Para detalles sobre los tamafios de efecto, consulte
la figura 2.

Homdlogo (77) —a— -0.34 [:0.46, -0.23]
Heterdlogo (58) +———1 -0.52 [+0.65, -0.39]
I 1 1 1 1 1
-0.7 -05 -03 0
log(CR)

Figura 6. Diagrama de bosque mostrando tamafio de efectos, expresado como log (CR) de ensayos
experimentales que investigaron el cebado inmune medido como incremento en supervivencia resumido
para combinaciones de patédgenos homélogos y heterélogos. En el eje Y izquierdo muestra tratamientos
homalogos en los que el patégeno inductor es el mismo del reto inmune y tratamientos heterdlogos donde
el patégeno de la induccion no es el mismo que el del reto inmune. Los nimeros en paréntesis son la
cantidad de ensayos. Para detalles sobre los tamafios de efecto, consulte la Figura 2.
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Tabla 1: Valores del coeficiente error estandar (se), valor del estadistico Z, valores de p y los intervalos de
confidencia superior e inferior del modelo completo con todas las variables (rma.mv(Inhr,se”2,
W=weight,mods
=~sex+gram+collected+stagefirst_inoculation+anesthesia_method+stagesecond_inoculation+pathogen_in
activation+first_method_inoculation+second_method_inoculation+exp_duration, random = list(~ 1 | id),
data=data, method="FE")).

Niveles de significancia: 0 “***’,0.001 ‘**’, 0.01 *, 005,01, 1
Coeficiente Estimad | Error ValorZ | ValorP | Interval Interval Significanci
o estanda ode ode a
r confianz | confianz
a a
inferior superior

Intercepto 0.063 0.7676 0.0821 | 0.9345 | -1.4414 1.5675
Macho -0.0975 0.3523 - 0.7819 | -0.7879 0.5929

0.2768
Sexo Mezclado 1.0052 0.5083 1.9776 | 0.048 0.009 2.0015 *
Sexo no especificado 1.1415 0.4706 2.4255 | 0.0153 | 0.2191 2.064 *
Gram negativa-positiva 0.5226 0.1193 4.3803 | <0.000 | 0.2888 0.7564 ok

1

Cebados sin Bacteria gram 0.2149 0.2517 0.8538 | 0.3932 | -0.2784 0.7083
positiva o negativa
Combinacidn de Bacterias Gram -0.4311 | 0.3162 - 0.1728 | -1.0508 0.1886
positiva-negativa 1.3634
Combinacidn de Bacteria Gram 0.1988 0.2398 0.829 0.4071 | -0.2713 0.6689
positiva-positiva
Colectados en Laboratorio -0.86 0.5178 - 0.0967 | -1.8748 0.1548

1.6609
Sin especificar donde se -0.3952 | 0.5554 - 0.4768 | -1.4838 0.6935
colectaron 0.7115
Cebado en larva reto en larva -0.0892 | 0.3855 - 0.817 -0.8447 0.6663

0.2314
Método de anestesia -1.0505 | 0.6318 - 0.0963 | -2.2888 0.1877

1.6628
Sin método de anestesia -0.4816 | 0.5162 -0.933 0.3508 | -1.4933 0.5301
Reto en larva -1.1077 | 0.5884 | - 0.0598 | -2.261 0.0456

1.8825
Cebado por baja dosis del 0.0859 0.1874 0.4585 | 0.6466 | -0.2814 0.4533
patdgeno
Cebado con LPS -0.2343 0.3354 - 0.4847 | -0.8917 0.423

0.6987
Sin inactivacién de patdgeno -0.0883 | 0.332 - 0.7904 | -0.7389 0.5624

0.2658
Cebado con peptidoglucano -0.5903 | 0.3551 - 0.0964 | -1.2863 | 0.1056

1.6625
Cebado con toxina producida por 1.742 0.3772 4.6177 | <0.000 | 1.0026 2.4814 Ak
el patogeno 1
Cebado con inoculacién oral 1.0616 0.3069 3.4592 | 0.0005 | 0.4601 1.6632 *okk
Cebado con inoculacién tépica 0.2915 0.3354 | 0.8692 | 0.3848 | -0.3659 | 0.949
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Reto con inoculacidn oral -0.6962 0.3128 - 0.026 -1.3093 -0.0831 *
2.2256

Reto con inoculacién tépica -0.5794 | 0.4407 - 0.1886 | -1.4432 0.2843
1.3148

Duracidn del experimento 0.0015 0.0006 2.7114 | 0.0067 | 0.0004 0.0026 *x

VI. DISCUSION

En el grupo de insectos estudiados, en donde en un primer reto inmune se inoculé
con una version atenuada de un patdgeno, y que posteriormente se inoculé en un segundo
reto inmune con una dosis mas alta o viva del patégeno, se encontré una mejora general
en la supervivencia al ser comparado con el grupo control (en donde el primer reto no se
efectud), sugiriendo que el fendmeno conocido como induccidon inmune se encuentra
presente de forma generalizada en insectos, al ser medido a través de la supervivencia.
Este hallazgo corrobora trabajos experimentales sobre la presencia del fenédmeno de la
induccidon inmune en insectos (Cooper & Eleftherianos, 2017; Milutinovi¢ et al, 2016;
Contreras-Gardufio et al, 2016; Miyashita et al, 2015). Aun asi, hubo ensayos en donde no
hubo presencia de induccién inmune en términos de supervivencia (Wu et al, 2015; Vargas
et al, 2016; Tasztow et al, 2017; Longdon et al, 2013; Medina Gomez et al, 2018). Hay que
tener en cuenta que hay otros métodos para comprobar la reaccién inmune que no usen
supervivencia; como la cuantificacion de la actividad antibacteriano de fenoloxidasa

extraida (Moret & Siva-Jothy, 2003; Mikonranta et al, 2017) o el crecimiento bacteriano
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de la hemolinfa (Mikonranta et al, 2017), y otros parametros (Brown et al, 2019; Tasztow
et al, 2017; Mikonranta et al, 2017). Por lo que la deteccion del cebado inmune podria

cambiar al usar estos métodos.

A. Diferencias entre taxas

Debido a que muchas larvas y adultos insectos se alimentan de material orgdnico
en descomposicion, como las larvas de dipteros, coledpteros y lepiddpteros, que ingieren
grandes cargas bacterianas al alimentarse, hace que una respuesta inmune generalizada
sea inefectiva, ya que estaria activandose cada vez que el animal se alimente, gastando
valiosa energia, por lo que una respuesta inmune especifica que diferencie entre
organismos potencialmente patdgenos seria lo mas eficiente en este caso. En el caso de
Diptera, era de esperarse también un efecto pronunciado en la induccion inmune, entre
este grupo (25 ensayos), hubo 4 ensayos que tuvieron inducciéon inmune entre estadios
(larva a adulto), estos fueron efectuados en mosquitos, mientras que en moscas todos
fueron en el mismo estadio (adulto), esto deja la interrogante de que tanto puede afectar
la metamorfosis en la respuesta inmune en moscas (Gonzalez-Serrano et al, 2020;
Majumder et al, 2020), ya que estas se alimentan de material en descomposicion en su
gran mayoria, y se esperaria que su respuesta inmune sea diferente entre estadios por su
cambio de alimentacidn en algunos casos. También teniendo en cuenta que los mosquitos

macho no son hematdfagos durante la adultez (Foster & Takken, 2004) podria haber
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diferencia entre sexos, pero analizar esto se complica por el hecho de que la mayoria de
los estudios no registré el sexo de los individuos en las pruebas, sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas entre moscas y mosquitos y tampoco entre estadios.

B. Induccion inmune de eusociales vs solitarios

Debido al amplio rango de comportamientos grupales que se ven en animales
eusociales referentes a la inmunidad (Hamilton et al, 2011; Hughes et al, 2002; Rosengaus
& Coates,1998; Traniello et al, 2002; Ugelvig & Cremer, 2007) como son el aislamiento de
miembros infectados (Ugelvig & Cremer, 2007), el traspaso de elementos que aumenten
la respuesta inmune mediante trofilaxis (Hamilton et al , 2011) y la limpieza cuticular
mutua (Hamilton et al , 2011; Ugelvig & Cremer, 2007), era de interés evaluar si insectos
eusociales y solitarios diferian en la expresién de la respuesta inmune, ya que los insectos
solitarios dependen de ellos mismos para su inmunidad, por lo que su respuesta inmune
deberia ser mayor a la de los insectos sociales que en parte dependen de la colonia para
mantenerse sanos. Pero debido a la baja cantidad de estudios encontrados con
Hymenoptera, no se pueden hacer conclusiones acerca de este grupo en este estudio.
Entre los estudios encontrados de Hymenoptera que no calificaron para este estudio, la
mayoria tenia agrupaciones de individuos, por lo que la comparacion con los insectos
solitarios seria mas complicada, ya que es posible que al comparar en grupos tanto
insectos eusociales y solitarios, los solitarios presenten menor supervivencia por no

presentar comportamientos eusociales como los ya mencionados, por lo tanto, para poder

21

——
| —



comparar animales sociales y eusociales se deben tomar factores como lo es el estado
inmune individual de los eusociales previamente a agruparlos, y usar estos grupos al ser
comparados con insectos solitarios individuales, ya que una comparacién individuo-
individuo no es una situacidon natural. Otro aspecto es la diferencia entre animales
gregarios y eusociales, ya que también se ha encontrado que los animales gregarios tienen
comportamientos inmunes grupales como seria la coprofagia (Onchuru et al, 2018),
ofreciendo otra posibilidad de comparacidon con las actividades inmunes de los grupos

eusociales.

C. Especificidad

Se encontrd una respuesta inmune mejorada en términos de supervivencia tanto
en tratamientos homadlogos (77) como en heterdlogos (58), lo que sugiere que la respuesta
inmune es especifica, contrariando la corriente general que dice que esta respuesta no
tiene especificidad en insectos (Cooper & Eleftherianos, 2017; Milutinovi¢ et al, 2016;
Pham et al, 2007; Sadd & Schmid-Hempel, 2006). Sin embargo, los tratamientos donde se
indujo con bacterias (120), tuvieron mayor supervivencia comparada con los inducidos con
hongos (8), en linea con la idea de especificidad del grupo de moléculas EsDscam que se

encuentran en insectos y tienen gran afinidad con bacterias (Li et al, 2018).

Aunque tanto bacterias como hongos pueden infectar por via oral (Dillon & Charnley,
1986; Schabel, 1976), los hongos tienen la particularidad de infectar también por medio

de la penetracion de la cuticula (Pedrini, 2018), para llegar al hemocele. Esta forma de
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infeccién podria llegar a ser mas agresiva que una bacteriana debido a el tamafio de las
hifas al momento de ingresar al hemocele, la creaciéon de una herida en donde otros
patédgenos pueden ingresar al animal y la secrecién de metabolitos secundarios por parte
de los hongos que disminuyan la respuesta inmune en insectos (Pedrini, 2018). Por estas
razones, tal vez las bacterias inactivadas o en dosis bajas pueden generar menos dainos
mecanicos comparado con hongos y asi el hospedero es capaz de generar una respuesta

mas efectiva.

Hay que tener en cuenta el bajo nimero de ensayos que incluyeron hongos (13),
comparado con los de bacteria-bacteria (120). De estos 13, el numero de inducciones
bacteria-hongo fueron dos, ocho para ensayos hongo-hongo y tres para hongo-bacteria,
por lo que se requiere cautela para interpretar estos resultados, indicando claramente la

necesidad de mas experimentos.

D. Tiempo entre reto e induccion

Hay una disminucidn de la efectividad del cebado conforme se aumenta el tiempo
entre el cebado y el reto inmune, lo que indica el efecto de la respuesta inmune disminuye
con el tiempo al no enfrentarse a un patdgeno, que indica ser un menor numero de
componentes inmunes conforme avanza el tiempo, por lo que los beneficios de la
induccidon inmune se vuelven menos efectivos con el tiempo, lo cual es esperado debido a
gue mantener una respuesta inmune es costoso metabdlicamente para el individuo o su

descendencia (Contreras-Gardufio et al, 2014, Contreras-Gardufio et al, 2019). También
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hay que destacar que estos ensayos solo toman en cuenta una infeccidon por un tipo de
patégeno a la vez, que no emula lo que se espera que se vea en la naturaleza, en donde al
haber alguna herida, habrd una pluralidad de especies o cepas diferentes de patdégenos

gue entrarian al insecto a la vez.

Esto puede indicar también un efecto por parte de la edad de los animales, debido al
periodo de vida generalmente corto de los insectos, el efecto pueda deberse no solo al
tiempo entre induccién y reto, sino también a cambios de la respuesta inmune en el
insecto que pudiesen cambiar con la edad (Armitage & Boomsma, 2010; Negroni et al,
2019). Esto hace complicado hacer experimentos en insectos sobre inducciéon inmune,

memoria inmune y el efecto de la edad debido a su periodo de vida relativamente cortos.

En mamiferos, la longevidad de |la especie puede predecir la vida media de los anticuerpos
(Garnier et al, 2013), se esperaria que esta tendencia se mantiene en grupos de insectos

con esperanzas de vida largas.

E. Alimentacion y flora bacteriana

La mayoria de los insectos en estas pruebas tenian alimento ad libitum; alimento
gue se les provee libremente sin restricciones, situacion que no se da en la naturaleza y
puede afectar el verdadero resultado de los ensayos inmunes como se menciona en
Contreras-Gardufio et al, (2016), debido a que montar una respuesta inmune es una
inversion energética (Contreras-Gardufio et al, 2019), que en situaciones donde escasee

la comida podria llevar a la muerte del organismo por destinar energia a combatir la
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infeccidén, podria causar letargo y ser devorado por un depredador o no tener la energia
suficiente para reproducirse. Sumado a esto, en los ensayos donde la inoculacién no es
oral, el alimento era usualmente estéril, lo cual también podria afectar la respuesta
inmune dependiendo de que microorganismos se encuentren naturalmente en este
(Vogel et al, 2018), por lo que es posible que la respuesta inmune usando alimentos con
microorganismos naturalmente presentes cause una induccién inmune por via oral que
proteja al animal y mejore su respuesta ante los microorganismos patdégenos. Estos
efectos pueden ser mas pronunciado en los insectos que tienen dietas compuesta de
materia organica descompuesta, como son los Ordenes Coleoptera, Blattodea,
Lepidoptera, y moscas en Diptera, que estaria en parte en linea con mis resultados, que

muestran evidencia de induccion inmune.

Otro factor para considerar en trabajos de induccidon inmune y relacionado a la dieta es |a
presencia o ausencia (Hammer et al, 2017) de la diversidad de la flora bacteriana en el
tracto digestivo y hemolinfa, los cuales varian entre especies y cambia entre dietas (Yun
et al, 2014; Blow & Douglas, 2019), debido a que el microbioma bacteriano en insectos
tiene efectos sobre su fisiologia (Ferguson et al, 2018; Raymann & Moran, 2018). Es
importante tener en cuenta como estd la salud del microbioma de los insectos al momento
de hacer pruebas y ensayos inmunes. Junto con la transformacién que hay en la
metamorfosis la cual puede llevar a cambios drasticos en el microbioma (Gonzélez-
Serrano et al, 2020; Majumder et al, 2020) que a su vez podria traducirse en cambios en

la respuesta inmune en algunas especies.
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VIl. CONCLUSION

La respuesta inmune inducida, al ser medida como supervivencia, esta presente
en los insectos, y su eficacia disminuye entre mds tiempo transcurre entre la induccion y
el reto inmune real. La inducciones y retos en donde se presentaron bacterias tuvieron
una mejor supervivencia que las que solo participaron hongos. Este trabajo ofrece detalles
sobre la universalidad del fendmeno en insectos e igualmente llama para investigar otros

factores que afecten la expresion y eficacia de este.
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VIll. RECOMENDACIONES

1. Creacién y mantenimiento de una base de datos de acceso publico y editable

sobre experimentos en cebado inmune.

2. Estandarizacion de los métodos de cebado y reto inmune y ampliacién los datos

recolectados en subcategorias para reducir heterogeneidad entre estudios.

3. Hacer pruebas experimentales en poblaciones de laboratorio y compararlas con

poblaciones de la misma especie en el campo.

4, Al hacer un experimento de cebado inmune, reportar todo lo posible, y hacerlo

accesible y disponible.

5. Incrementar el nimero de estudios analizados en el metaandlisis para una base

de datos mas robusta y categorizada.

6. Ampliar la red de estudios disponibles usando otros idiomas y palabras clave.

7. Experimentar fuertemente con cebado inmune entre animales eusociales,

gregarios y solitarios.

8. Extender andlisis como este al resto de los animales invertebrados.
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