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Resumen:

Las abejas meliferas (Apis mellifera) polinizan plantas tanto de sistemas naturales como
manejados para la agricultura, contribuyendo a la produccion de alimentos y a sostener y
aumentar la biodiversidad. Desafortunadamente, en la actualidad ocurren casos de
despoblaciéon y pérdida de colonias de abejas en todo el mundo. Diferentes factores
contribuyen a la disminucion de poblaciones de abejas, entre ellos, patdgenos (parasitos,
hongos, bacterias y virus), alteracion o pérdida de ecosistemas, 0 el uso de agroquimicos.
Todos estos factores alteran los mecanismos de defensa del sistema inmune de las abejas.
Las abejas meliferas poseen un sistema inmune innato que incluye barreras fisicas, asi como
respuestas celulares y humorales, que son generalizadas y que les permite defenderse contra
organismos infecciosos y parasitarios. Ademas de los agentes patdgenos, acaricidas,
fungicidas, herbicidas y otros plaguicidas, han demostrado tener efectos sobre su salud y
sistema inmune. Los mecanismos involucrados en la defensa estan representados por vias de
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sefializacion, receptores de reconocimiento de patdgenos y efectores del sistema inmune
innato. Aunque el sistema inmune de A. mellifera es muy similar al de las moscas Drosophila
y los mosquitos Anopheles, solo poseen aproximadamente un tercio de los genes relacionados
al sistema inmune de esos insectos. Este menor nimero de genes se deberia al hecho de que
A. mellifera posee inmunidad social, que es una estrategia de defensa que disminuye la
presion sobre el sistema inmune individual de las abejas. En este articulo de revision se
discuten las bases del sistema inmune de la abeja melifera.

Palaras clave: Inmunidad, Mecanismos de defensa, Regulacion del sistema inmune,
Patogenos, Apis mellifera.
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Introduccion

Las abejas meliferas (Apis mellifera) junto a otras especies de polinizadores silvestres,
contribuyen a la polinizacion de plantas, tanto de sistemas naturales como manejados para la
agricultura. En estos ecosistemas, el servicio de polinizacion contribuye a aumentar la
biodiversidad, la produccién de alimentos y la produccién de fibras utilizadas en las
sociedades humanas®?. Desafortunadamente en la Gltima década han ocurrido multiples
casos de despoblamiento y pérdida de colonias de abejas en todo el mundo, particularmente
al final del invierno®®. Al parecer, diferentes factores contribuyen a la disminucion de
poblaciones de abejas, entre ellos, patdgenos (parasitos, hongos, bacterias y virus), alteracion
0 pérdida de ecosistemas, 0 el uso de agroquimicos. Debido a que todos estos factores alteran
los mecanismos de defensa del sistema inmune de las abejas, es preciso entender su
funcionamiento para poder contribuir a dilucidar el comportamiento de las distintas
afecciones infecciosas 0 no infecciosas que afectan a estos insectos.

Los sistemas inmunes en plantas y animales comprenden 6rganos y mecanismos de defensa
que los protegen contra sustancias extrafias y organismos patdgenos, reconociendo estos
agentes extrafios y reaccionando contra ellos. Gran parte de nuestro conocimiento actual de
los sistemas inmunes y sus respuestas se han obtenido de estudios utilizando insectos como
sujetos de investigacion, motivo por el cual la inmunidad en estos organismos ha sido bien
estudiada. Muchos insectos son vectores de enfermedades animales y humanas, y otros
causan grandes dafos a los cultivos agricolas. Ademas, incluso cuando la mayoria de ellos
viven vidas cortas, poseen sistemas inmunes complejos y eficientes. Los insectos, por
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ejemplo, son mas eficientes en la deteccion de patdgenos y en responder a ellos, que los
vertebrados(”.

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ha sido el insecto més estudiado y algunos
de los estudios realizados en este organismo, han conducido a una mejor comprension de la
inmunidad innata en otros organismos. Los estudios en la mosca de la fruta han generado
informacidn sobre mecanismos de reconocimiento de patdgenos, sefializacion inmune y
respuestas efectoras contra patdgenos. Ademas, nuestro conocimiento sobre las bases
moleculares de los sistemas inmunes ha aumentado sustancialmente desde la finalizacion de
la secuencia gendémica de Drosophila en el afio 2000, lo que permitio analisis mas potentes
y especificos de las respuestas inmunes. Estos estudios no s6lo mostraron cémo funcionan
los sistemas inmunes de los insectos, sino también como funciona el sistema inmune innato
humano, porque muchos de los mecanismos bésicos de inmunidad se conservan entre estos
dos organismos. Los estudios sobre otros insectos cuyo genoma se ha secuenciado, como la
abeja melifera, también podrian contribuir a una mayor exploracion de las respuestas
inmunes a nivel molecular. Debido a que sus patdégenos naturales estan bien estudiados, asi
como al conocimiento de su estructura genética, las abejas meliferas pueden unirse a varias
especies de moscas y polillas como sistemas importantes para entender los mecanismos
genéticos de la inmunidad y de las enfermedades.

El sistema inmune de la abeja melifera es muy similar al de las moscas Drosophila y los
mosquitos Anopheles, excepto que en comparacion con los genomas de Drosophila y
Anopheles, las abejas meliferas poseen aproximadamente un tercio de genes relacionados al
sistema inmune, los cuales estan agrupados en 17 familias®®. Sin embargo, las abejas
meliferas tienen mas genes para receptores del olor, asi como genes propios para la
utilizacion de polen y néctar, lo que es consistente con su comportamiento y organizacion
social™®. Se ha sugerido que una reduccion implicita en el nimero de genes del sistema
inmune en las abejas refleja la importancia de las defensas sociales (defensas de
comportamiento social), o una tendencia de que las abejas sean atacadas por un conjunto
limitado de pat6genos altamente co-evolucionados con ellas®?. Entre las similitudes del
sistema inmune innato de las abejas meliferas y el de la mosca de la fruta, asi como de los
mosquitos Anopheles, es que estos insectos poseen las mismas vias de sefializacién. Por ello,
mucho del conocimiento del sistema inmune de A. mellifera se deduce del conocimiento del
sistema inmune de los dipteros.

Los avances en la genomica han permitido el estudio tanto de la evolucion de sistemas
biolégicos, como de sistemas inmunes. Esta profundizacién tiene gran valor y aporta a la
comprension, tratamiento y prevencion de enfermedades en las diferentes especies de
importancia social o econdmica. En este sentido, la secuenciacion del genoma de A. mellifera
permitio la prediccidn de componentes del sistema inmune de estos insectos, como receptores
de reconocimiento, efectores y vias implicadas en la defensa del huésped®.
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En esta revision del sistema inmune de las abejas meliferas, se aborda de lo general a lo
particular, el conocimiento que existe sobre las caracteristicas del sistema inmune innato, sus
componentes, su regulacion, las respuestas inmunes y la inmunidad social.

Tipos de sistemas inmunes

Existen dos tipos de sistemas inmunes: innato y adaptativo. Los vertebrados superiores
cuentan con ambos sistemas inmunes para hacer frente a diferentes patdgenos, mientras que
los insectos solo poseen el sistema inmune innato como Unico sistema de defensa.

El sistema de inmunidad innata responde a la exposicion a patdgenos o sustancias toxicas
con mecanismos adquiridos de nacimiento (pre-existentes). Entre estos, se incluyen las
barreras fisicas (cuticula, mucosas, etc.), células y sustancias quimicas que neutralizan
toxinas y patdgenos. En el sistema inmune innato de vertebrados superiores los efectores
celulares comprenden a los fagocitos, células dendriticas, células naturalmente asesinas y
mastocitos, entre otros(”). Los efectores humorales estan representados por las fracciones del
sistema del complemento, las proteinas de fase aguda, péptidos antimicrobianos (AMPs, por
su sigla en inglés), anticuerpos naturales y las diversas citoquinas que modulan la respuesta
inmune(”. La especificidad del sistema inmune innato en parte se hereda y es resultado de la
co-evolucion del sistema inmune de los individuos con diversos patogenos“?.

La inmunidad adaptativa o adquirida se refiere a reacciones inmunes especificas y adaptadas
a toxinas o patdgenos particulares. Estas toxinas o patégenos particulares se conocen como
antigenos (generadores de anticuerpos) o inmundgenos. La inmunidad adaptativa tiene la
capacidad de recordar patdgenos especificos y reacciona con la produccion de anticuerpos
que son especificos para cada patdégeno cuando el organismo vertebrado es expuesto al
mismo patdégeno més de una vez.

Una forma de diferenciar estos tipos de sistemas inmunes puede sustentarse en la manera en
la cual un organismo codifica las moléculas con las que reconocen a un agente patdgeno. La
inmunidad innata codifica estos receptores de reconocimiento de forma directa en la linea
germinal, de forma tal que se heredan en la descendencia. En este sentido, en las especies
que se han estudiado, el repertorio de receptores es limitado y promiscuo En cambio, la
inmunidad adaptativa supera ampliamente el nimero de receptores en relacion a la
inmunidad innata. El repertorio de receptores de la inmunidad adaptativa resulta lo
suficientemente amplio como para reconocer un numero posiblemente infinito de
patogenos”. En el Cuadro 1 se puede apreciar a grandes rasgos, las diferencias entre ambos
sistemas.
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Cuadro 1: Caracteristicas de la inmunidad innata y adaptativa

Insecto Vertebrado superior
Innata Innata Adaptativa
CARACTERISTICAS
Especificidad Frente a las Frente a las Para los antigenos
estructuras estructuras microbianos o no.
compartidas por compartidas por
grupos de microbios  grupos de
afines. microbios afines.
Diversidad de Limitada Limitada Muy amplia
receptores
Memoria Nula Nula Si

Reactividad frente a
uno mismo

Si, dafo colateral,
no especifica.

Si, dafio colateral,
no especifica

Si, autoinmunidad,
especifica.

COMPONENTES
Efectores humorales  Péptidos Sistema del Anticuerpos.
antimicrobianos, complemento. Citoquinas.
proteinas con enlace  Citoquinas.
tioester, proteinas de
la melanizacion y de  Sistema del
la coagulacion. interferon.
Quimioquinas.
Proteinas de fase
aguda. Sistema de la
coagulacion.
Macrofagos, células
] dendriticas, ) )
Efectores celulares Fagocno_s. neutrofilos, Linfocitos
Haemocitos

linfocitos de la
inmunidad innata,
mastocitos.
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El sistema inmune innato y sus componentes
Barreras fisicas

Los patdgenos y xenobidticos que afectan a los insectos deben en primer lugar atravesar las
barreras fisicas de la inmunidad innata, como lo son el exoesqueleto, tubos traqueales y la
mucosa intestinal. Para el caso de los virus en particular, muchos de ellos son transmitidos a
A. mellifera por el acaro Varroa destructor que perfora estas barreras fisicas, facilitando la
infeccion viral.

Inmunidad celular

La inmunidad celular estd representada por la accion de los hemocitos, células que
transportadas por la hemolinfa, llevan a cabo procesos como fagocitosis, encapsulamiento y
melanizacion®®). En los insectos, los hemocitos también sintetizan y almacenan efectores
humorales como lo son los péptidos antimicrobianos®, en asociacion con otras fuentes de
efectores solubles del sistema inmune como las glandulas salivales™ y el cuerpo graso; este
ultimo es analogo funcional del higado de los vertebrados superiores, ya que produce
proteinas para combatir patogenos“®”. Los mecanismos celulares contribuyen a la
eliminacién de agentes extrafios. Frente a una particula infecciosa o ajena, los hemocitos
pueden responder fagocitandola o lisandola, o bien agregandose alrededor de ella para
neutralizarla®31®) |

Si el agente extrafio es pequefio, los hemocitos son capaces de fagocitarlo para su
eliminacién, mientras que si los elementos extrafios son mas grandes (o un acumulo de
agentes pequefios), se desencadena la nodulacion o encapsulamiento, favorecido por la
accion cooperativa de varios hemocitos!?. Este proceso resulta de la agregacion y la parcial
disrupcion de los hemocitos sobre la superficie del agente extrafio a eliminar®®. Luego se
liberan mediadores de oxigeno y nitrogeno que afectan a los microorganismos y
simultaneamente se generan sustancias que regulan el proceso y actian como antioxidantes,
minimizando el dafio que el agente extrafio pudiera causar.

Para poder cumplir con su funcidn de célula fagocitica y reparadora, se ha postulado que los
hemocitos presentan algln tipo de moléculas de adhesion que les permite unirse a diferentes
superficies o también a otras células o entre si, como ocurre en la nodulacion o
encapsulamiento?-:22),

Aunque el nimero de hemocitos varie en los diferentes estadios de desarrollo de las abejas,
la funcion de encapsulamiento no se ve afectada®®. En cambio, se ha observado que en abejas
adultas, incluyendo obreras, reinas y zanganos, el nimero de hemocitos disminuye conforme
aumenta la edad de las abejas®.
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Los hemocitos de los insectos se han identificado y clasificado por sus caracteristicas
morfolégicas, histoquimicas y funcionales. En las abejas en particular, la citologia de la
hemolinfa ha sido caracterizada por diversos autores y con diversos métodos. Los primeros
estudios realizados determinaron cinco tipos principales de hemocitos®), de los cuales mas
del 90 % estan representados por plasmatocitos, que a su vez fueron clasificados en cuatro
subtipos: prohemocitos, coagulocitos, células granulares y oenocitoides; estos dos ultimos
relacionados con la melanizacibn que se presenta después de un proceso de
encapsulamiento®?. Otros estudios realizados con citdmetro de flujo no arrojaron diferencias
morfoldgicas significativas entre los hemocitos®®, aunque identificaron dos tipos de
plasmatocitos. Otro estudio clasific6 a los grupos celulares de la hemolinfa como
proleucocitos, eosinofilos, basofilos, neutrofilos, picnonucleocitos, adipoleucocitos,
esferulocitos, granulocitos, macronucleocitos, micronucleocitos y células tipo Spindle®”.
Hay autores que prefieren la clasificacion funcional de las células hemolinfaticas, evitando
la confusidn que pudiera generar la clasificacion morfoldgica, por ejemplo, si presentan o no
adherencia al vidrio®,

El proceso de melanizacion resulta de la combinacién de procesos humorales y celulares que
se dan durante el encapsulamiento o nodulacion y cicatrizacion, para hacer frente a una lesion
mediada por patdgenos o no. Es una reaccidn celular de defensa de los insectos, responsable
de eliminar un gran nimero de células bacterianas, parasitos y xenobi6ticos™®. Su funcion
principal es limitar la propagacion del agente y retenerlo para su eliminacion®®. Esta
estrategia de defensa, tan efectiva y central, es blanco de mecanismos de evasion empleados
por muchos microorganismos entomopatdgenos, lo que demuestra que €S un mecanismo
importante de defensa*®29),

La melanizacién esta mediada por una proteina humoral, la profenoloxidasa (proPO, por su
sigla en inglés). En insectos se ha demostrado que la activacion de la proPO ocurre a lo largo
de una cascada de activacion a partir del reconocimiento de patrones moleculares asociados
a los patdgenos (PAMPs) por medio de receptores de reconocimiento de patdgenos (PRRs,
por su sigla en inglés) humorales y celulares de los hemocitos. Estos inician un proceso de
adhesion sobre los agentes invasores, generando una vaina superpuesta, produciendo y
liberando proPO al desgranularse o al lisarse. Simultaneamente a la formacién de melanina
y su polimerizacion junto con otras proteinas para encapsular al agente invasor, se liberan
intermediarios reactivos del oxigeno y nitrégeno, como anion superoxido, peréxido de
hidrogeno®®y ¢xido nitrico®-?®, que colaboran con la destruccion del agente, asi como con
la induccion de la melanizacion, lo cual ha sido demostrado en A. mellifera®®. Las abejas
poseen un sélo gen de proPO, frente a tres y nueve en Drosophila y Anopheles,
respectivamente. Este gen que codifica para proPO se expresa mas fuertemente en abejas
adultas que en larvas o pupas®.
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Inmunidad humoral y quimica

La respuesta humoral es una segunda categoria de la inmunidad innata, y es el sistema de
defensa mas importante de los insectos, incluyendo las abejas meliferas. Este mecanismo de
defensa es mediado por sustancias quimicas y por péptidos antimicrobianos (AMPs, por su
sigla en inglés). Los AMPs son pequefias proteinas altamente conservadas, generalmente de
entre 12 y 50 aminoacidos, que son producidos y liberados en la hemolinfa del insecto en
respuesta a infecciones bacterianas y micoticas, pero que también se sintetizan en infecciones
virales¥), Estos efectores humorales de la inmunidad innata de los insectos juegan un papel
fundamental en su sistema de defensa. En algunos insectos polinizadores, como Bombus
pascurum, la respuesta humoral se detecta dentro de las 24 a 48 h post-infeccion, siendo el
principal tejido responsable de la sintesis de estos efectores el cuerpo graso de la cavidad
dorsal, equivalente al higado en mamiferos®?, aunque también son producidos en los
hemocitos, epitelios y glandulas salivales®Y.

Se han descrito mas de 170 AMPs en insectos, pero la abeja melifera produce menos
efectores humorales que otros insectos como Drosophila y Anopheles®?. Las abejas
meliferas poseen cuatro familias de AMPs con amplia actividad en la hemolinfa. Estos AMPs
son apidaecina, abaecina, himenoptaecina y defensinas. Las defensinas son pequeiios AMPS
que principalmente actlan contra bacterias Gram-negativas como E. coli, aunque también se
ha demostrado su efecto sobre Gram-positivas y hongos®. En total existen 29 diferentes
secuencias de ADNCc para las defensinas, denominadas Defensinal a Defensina 29; 11
secuencias de ADNCc para abaecina, que codifican para dos diferentes péptidos de abaecina
denominados AcAbl y AcAb2; 13 secuencias de ADNCc para apidaecina, que codifican para
cuatro péptidos denominados AcApl a AcAp4. Por Gltimo, existen 34 diferentes ADNc para
himenoptaecina, que codifican para 13 péptidos diferentes®?.

Para los casos de B. pascuorum y B. terrestris en particular, se ha comprobado que los AMPs
actdan en sinergia (mayores efectos aditivos antimicrobianos) y potenciacion (un AMP puede
permitir mejorar la actividad del otro). La combinacién de los AMPs consigue aumentar el
espectro de las respuestas, su especificidad, eficacia y robustez, permitiendo de esta forma
reducir los recursos asignados al sistema inmune mediante el aumento de la actividad
antimicrobiana de AMPs a bajas concentraciones®®.

Las barreras fisicas, sumado a los mecanismos de defensa humoral y diferentes procesos
celulares, constituyen en conjunto y en forma coordinada, una poderosa herramienta que
permite eliminar parasitos, agentes patdgenos y xenobioticos.
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Regulacién de la respuesta inmune

Toda respuesta inmune tiene una secuencia logica de eventos que se puede agrupar en tres
etapas: 1) reconocimiento, 2) activacion de las vias de sefializacion y 3) mecanismos
efectores celulares y humorales con el objetivo de eliminar al agente agresor®® como se
muestran en la Figura 1.

Figura 1: Regulacion de la respuesta inmune
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La respuesta inmune se desencadena a partir de un proceso de reconocimiento, donde los
PAMPs son reconocidos por PRRs presentes en células del sistema inmune. El
reconocimiento desencadena la activacion de distintas vias de sefializacion promoviendo la
sintesis de efectores y receptores que intervienen en la respuesta inmune humoral y celular,
PGRP: proteinas de reconocimiento de peptidoglucano®®.
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Reconocimiento de patdgenos

Los microorganismos son mosaicos antigénicos que pueden ser reconocidos en forma
diferencial por el sistema inmune innato y adaptativo de los animales. El sistema inmune
innato reconoce PAMPS, que son estructuras proteicas conservadas y vitales, presentes en
grupos definidos de gérmenes, por ejemplo los lipoposacaridos (LPS), acido lipoteicoico,
zimosan, glicolipidos, glicoproteinas o el ARN de doble cadena™. El sistema inmune innato
también reconoce patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs, por su sigla en inglés),
que son moléculas que se expresan en células que sufrieron dafio infeccioso o no infeccioso,
como es la proteina del shock térmico. Pero en insectos es mas aceptado hablar en forma
genérica de patrones moleculares asociados a microbios (MAMPSs, por su sigla en inglés),
que incluyen también a los denominados patrones moleculares asociados a virus®? (VAMPs,
por su sigla en inglés). Estas estructuras actGan como ligandos exdgenos y son reconocidas
por proteinas 0 PRRs, que pueden encontrase en forma soluble o presentes en células del
sistema inmune®?),

En Drosophila existen multiples PRRs, por ejemplo, algunos miembros de la familia de
proteinas de reconocimiento de peptidoglucano (PGRP). En abejas se encontraron cuatro
homologos de los 13 presentes en Drosophila, de los cuales dos se sintetizan como respuesta
auna infeccion (PGRP-S2 para lavia de Toll, y PGRP-LC para la via de Imd). Otras proteinas
con funcién de reconocimiento de bacterias Gram negativas, son las GNBP1, que reconocen
B glucanos 1,3, que también pueden reconocer hongos y estan involucradas en el
reconocimiento de ciertas bacterias Gram positivas®*, Estas proteinas de reconocimiento
de patrones estarian involucradas con serinproteasas que iniciarian la division de Spaetzle, el
ligando enddgeno de Toll en Drosophila, el cual se activa tanto en la embriogénesis como en
la respuesta inmunolégica®. En el genoma de las abejas se determind la presencia de dos
genes ortologos de la familia de Spaetzle®32404142),

El reconocimiento de estructuras microbianas desencadena 3 dos eventos principales:
1) eventos de sefializacion, que suceden cuando se estimulan los receptores Toll y/o IMD y
2) eventos de fagocitosis. DSCAM y Eater, son dos ejemplos de genes relacionados con la
endocitosis en abejas, mientras que en Drosophila, DSCAM demostrd tener relacién con el
rol de reconocimiento de bacterias por parte de los hemocitos“>*®. Péptidoglicanos, LPS y
zymosan también reconocen MAMPs. Con respecto a la vitelogenina, se comprob6 que es
una proteina transportadora de fragmentos bacterianos, que via transgeneracional son
adquiridos por la descendencia, lo que produciria una especie de sensibilizacion o “priming”
del sistema inmune innato en la progenie®449),
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Vias de sefalizacion

Las vias intracelulares de sefializacion tienen la funcion de traducir sefiales o estimulos
externos en acciones dentro de las células que inducen la respuesta inmune, por ejemplo,
mediante la activacion de una serie de genes que codifican proteinas relacionadas con los
sistemas de defensa del hospedador, como pueden ser las proteinas que contienen enlaces
tioester (TEPs, por su sigla en inglés). Las vias de sefializacion dependen de grandes
complejos multiprotéicos que comienzan con el estimulo de receptores de superficie celular
por parte de un ligando especifico, y emiten una sefial intracelular iniciando una cascada de
actividad enzimatica. Los receptores formados por proteinas de transmembrana estan
asociados a enzimas como las proteinkinasas que normalmente fosforilan el aminoacido
tirosina, y por esto se denominan tirosinasas. El inicio de esta cascada de sefializacion
intracelular dirige las distintas respuestas bioguimicas que caracterizan una respuesta celular
especifica. Las abejas presentan genes ortélogos para los miembros o componentes centrales
de las cuatro vias intracelulares de sefializacion involucradas en la activacion de los efectores
de lainmunidad innata (Figura 2), siendo las vias Toll e Imd, las mas importantes en insectos,
incluyendo las abejas.

Figura 2. Vias de sefalizacion. Representacion grafica del detalle molecular
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Via de sefializacion Toll

Los receptores Toll atraviesan la membrana de las células y cumplen una funcién critica tanto
en el desarrollo ontogénico como en el sistema inmune. Se han identificado solo cinco genes
relacionados con Toll en abejas (Toll-1, -6, -2/7, -8, -10) que también estan presentes en el
genoma de otros insectos pertenecientes a los 6rdenes Diptera, Lepidoptera y Coledptera,
con algunas excepciones. Teniendo en cuenta la combinacion de genes Toll presentes y
ausentes en estos insectos, se infiere que estos cinco genes codifican el conjunto bésico de
los receptores Toll que estuvo presente en su antepasado com(in®32),

Las vias de activacion incluyen reclutamiento de proteinas citoplasmaticas adaptadoras, que
activan kinasas que conducen a la activacion de factores nucleares y a la desregulacion de
genes que codifican efectores del sistema inmune, como los péptidos antimicrobianos y
factores de desarrollo. Una vez que Spdetzle se desprende, los receptores Toll son
estimulados y reclutan proteinas con dominio de muerte (DD-death) para ensamblar un
complejo receptor. En este proceso la proteina adaptadora MyD88 recluta a TUBE y activan
a la proteinkinasa PELLE (homdlogo de IRAK) y asi activada, recluta al adaptador dTRAFO.
Este complejo induce la degradacion de CACTUS (homdlogo de la proteina inhibidora del
FNKB, 1kB) permitiendo que DORSAL, factor de transcripcién (homoélogo de FNKB), se
transporte al nucleo y se ligue a regiones promotoras de genes de efectores inmunes, lo cual
induce su expresion. Los efectores que se sintetizan al activarse esta via son principalmente
péptidos antimicrobianos y lisozimas®46),

Via de sefalizacion Imd

La via de sefializacion de deficiencia inmune (Imd, por su sigla en inglés) activa al factor de
transcripcion RELISH (homologo del factor de transcripcion NFxB) en abejas y moscas. En
moscas controla la expresion de la mayoria de los péptidos antimicrobianos, lo que hace que
esta via sea indispensable para la respuesta inmune contra microorganismos. También se ha
demostrado la presencia de CACTUS como inhibidor del factor de transcripcién. Esta via
esta altamente conservada en las abejas con posibles ort6logos para todos los componentes.
Aunque esto sugiera fuertemente que las vias de sefializacion son similares entre la mosca y
la abeja, no implica necesariamente que compartan exactamente las mismas funciones
biologicas®. El reconocimiento de microorganismos a través de la proteina de
reconocimiento de peptidoglucano (PGRP-LC, por su sigla en inglés) es el primer paso para
el inicio de la respuesta inmune via la sefializacion por medio del Imd®“?. La activacion de la
via Imd también conduce a la activacion de los componentes de la via de sefializacion JNK,
y existe evidencia que esta Gltima controla la expresién de la sintesis de péptidos
antimicrobianos tanto por retroalimentacién positiva como negativa. En abejas se ha
determinado la presencia de posibles ortélogos de esta via como Basket, INK y JINK-proteina
1 de interaccion®), entre otros.
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Via de sefializacion JAK/STAT

La via de sefializacion JAK/STAT (tirosinquinasas de la familia de Janus (JAK)/proteinas
activadoras de la transcripcion (STAT, por sus siglas en inglés) en insectos esta relacionada
con la sintesis de efectores similares al sistema del complemento, asi como a la proliferacion
e induccion de fagocitosis por parte de los hemocitos; también estd relacionada con la
respuesta antiviral®. En vertebrados superiores esta via de sefializacion es esencial para la
sintesis de muchas citoquinas y se caracteriza por ser una via rapida de sefializacion, ya que
fosforila de modo directo a las STATSs, factores de transcripcion que se dimerizan, se
transportan al ndcleo, y estimulan la expresion de genes inducibles por el ligando del
receptor. La Unica proteina que parece estar completamente ausente en la abeja es el ligando
de la via de sefalizacion JAK /STAT.

Los genes homdlogos de Drosophila para los componentes de la via JAK/STAT presentes
en la abeja son el receptor de citoquinas DOMELESS (dom), tirosina JAK quinasa
(hopscotch), el factor de transcripcion STAT92E y proteinas reguladoras negativas de la via
como SOCS (supresores de la sefializacion de citoquinas) y PIAS (inhibidor de la proteina
STAT activada). A pesar que esta via termina con la desregulacion de los genes que codifican
para efectores humorales del sistema inmune, por ejemplo las diferentes proteinas portadoras
de tioester o TEPs en abejas, no se han podido encontrar los genes tot, que en Drosophila
codifican para efectores humorales dependientes del stress severo y son producto de la
activacion de esta via®®®. En las abejas también existen ort6logos de dos componentes de
esta via, la tirosina fosfatasa Ptp61F y la WD40®). A pesar de que se desconoce el ligando
clave para JAK/STAT, la presencia del homdlogo de Domeless, receptor de citoquinas,
sumado a la presencia de los demas componentes de esta via de sefializacion, determinan que
es un mecanismo comun en los insectos y que aparece intacto en la abeja, asi como en la
mosca de la fruta.

Via de sefializacion ARNi

El reconocimiento de VAMPs en las abejas ha sido relacionado con el sistema de ARN de
interferencia (ARNI), mecanismo fisioldgico de silenciamiento de genes y también como
mecanismo de defensa contra infecciones virales con la funcion de silenciar su ciclo
replicativo. En abejas se demostrd que existen los principales componentes de la via ARNi
en infecciones virales. Durante este proceso los ARN de doble cadena (ARNdc) son
reconocidos por un sensor de ARNdc producto del gen dicer-like existente en abejas®Y. Este
sensor esta relacionado con la familia de PRRS 0 sensores citosolicos RIG-1 en mamiferos
(dicer). Una vez que DICER corta los ARNdCc, los pequerios fragmentos ARNdc resultantes,
denominados ARN interferentes pequefios (ARNSsi) y micro ARN (ARNmMI), son reconocidos
por el complejo de silencio inducido de RNA (RISCsi, por su sigla en inglés) que contiene
proteinas de la familia AGO2 (argonaute-2)®Y, que los transforma en pequefios ARN de
cadena simple (ARNSsc). Estos pequeiios ARNSsC se unen a otros transcriptos de ARNm que
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contengan secuencias complementarias, previniendo asi la sintesis de proteinas. La
activacion de esta via en abejas da como resultado un aumento de la expresion del gen vago,
ortélogo de Drosophila, con la consecuente supresion de la replicacion viral®”%2, Otro
mecanismo epigenético con funcion antiviral presente en las abejas es la metilacion del ADN;
estudios recientes lo reconocen como parte de la respuesta antiviral en abejas®?.

Efectores de respuesta inmune

El resultado del reconocimiento de PAMPs 0 MAMPs de patogenos por medio de PRRs, con
la consecuente activacion de las diferentes vias de sefializacion, finaliza con la sintesis o
activacion de efectores celulares y humorales del sistema inmune.

Si bien los AMPs son los principales efectores inducidos post infeccién, en abejas como en
otros insectos, se ha demostrado la presencia de transferrina, que en vertebrados superiores
es parte del grupo de las proteinas de fase aguda, cuya funcién inmune es secuestrar hierro y
limitar la infeccion bacteriana®®54. Al igual que en Drosophila y B. mori, las abejas meliferas
poseen tres miembros de la familia de transferrinas®®). Las vias relacionadas con su expresion
serian Imd y Toll®.

La activacion de la via de sefializacion JAK-STAT da como resultado la sintesis de otros
efectores del sistema inmune innato, como las TEPs, que tienen enlace tioester caracteristico
de su homdlogo en vertebrados superiores, la fraccion C3 del sistema del complemento. Este
enlace caracteristico permite a las proteinas activadas unirse de forma covalente a la
superficie de los microorganismos para activar una respuesta inmune®?,

En Drosophila estas proteinas son sintetizadas por el cuerpo graso, mientras que en
Anopheles por los hemocitos. En este Gltimo, hay evidencias directas de la relacion de las
TEPs con su funcidn de proteina de reconocimiento de microorganismos y de su participacion
en la fagocitosis de bacterias Gram negativas, por lo que se les equipara con las opsoninas.
En el genoma de las abejas se encontraron solo cuatro genes homélogos de C3 que codifican
para TEPs, comparado con los 15 que codifican en el genoma de Anopheles y los seis en el
de Drosophila®5657),

Las serin proteasas (SP) son enzimas involucradas en varios procesos fisiolégicos como la
digestion, el desarrollo y la respuesta inmune. Son sintetizadas como zimdgenos que luego
de su activacion pueden participar en cascadas de activacion que resultan en la sintesis de
efectores. En mamiferos los representantes de esta familia de proteinas con funcion inmune
mejor conocidos, son los que intervienen en la cascada de coagulacion y sistema del
complemento, mientras que en invertebrados, participan en la respuesta de fase aguda®5®).

718



Rev Mex Cienc Pecu 2019;10(3):705-728

De las 57 secuencias genomicas relacionadas con SPs encontradas en el genoma de abeja, 44
corresponden a SP y 13 a homologos de SP. Igualmente, en comparacion con las 204
secuencias de Drosophila®® y las 305 secuencias de Anopheles®?, el nimero de genes tipo-
SP en la abeja es mucho menor, relacion que se ve en la mayoria de los genes®.

En cuanto a la via de sefializacion Toll, en abejas se reconocen ort6logos putativos de snake
y eater relacionados con el corte de Spéetzle y la activacion de la via, con la consiguiente
sintesis de efectores como DROSOMICINA, como ocurre en la mosca de la fruta. También
en abejas se demostro la presencia de secuencias gendmicas similares a SP de otros insectos
que estan relacionadas con la cascada de activacion de prophenoloxidasas®®.

El daltimo mecanismo de regulaciéon es el de las SERPINAS, que son proteinas muy
conservadas presentes en la hemolinfa de insectos. Estas proteinas son responsables de
eliminar el exceso de proteasas, mantener la homeostasis, y evitar la activacion no regulada
de respuestas inmunes tales como melanizacion o sintesis de la proteina antimicrobiana Toll
mediada®V. En abejas meliferas se reconocen siete ort6logos, cinco de los cuales codifican
serpinas y los dos restantes codifican para proteinas tipo serpina®®

Inmunidad social

Una particularidad que comparten los insectos sociales en general, y en particular las abejas,
es el hecho de vivir en sociedad compartiendo el nido. En el nido, suele haber reservas
alimenticias y existir una alta densidad de individuos conviviendo en relativa homeostasis.
Estas caracteristicas hacen del nido de insectos sociales un sitio atractivo para el desarrollo
de distintos agentes infecciosos®?. Sin embargo, este hecho ha favorecido el desarrollo de
una inmunidad social®?, que se caracteriza por un comportamiento cooperativo de la colonia,
representado por diferentes mecanismos, entre los que se pueden citar los siguientes:

1) Fiebre social. La fiebre social es el resultado de la generacién de calor adicional de las
abejas en el nido. Este mecanismo es costoso para los individuos sanos, pero permite el
control de patogenos en los huéspedes infectados. Al elevar la temperatura del nido, las
abejas favorecen el control del hongo patdgeno Ascosphaera apis®.

2) Acicalamiento. El acicalamiento es la habilidad de las abejas obreras de remover
ectoparasitos de sus cuerpos usando sus mandibulas y sus patas®®®4. Existen dos tipos de
acicalamiento, auto acicalamiento y acicalamiento grupal, que incluye la participacion de
varias comparieras de la colonia que actdian en colaboracion®®, este dltimo, es menos comun
que el auto-acicalamiento®®). Las colonias de abejas que expresan esta habilidad en una alta
proporcion de sus obreras, son mas resistentes a las infestaciones del 4caro Varroa destructor
en comparacion con colonias que lo expresan en una baja proporcion de sus integrantes.
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Ademas, el vigor con el que las obreras de una colonia ejecutan este comportamiento, esta
directamente relacionado con el nimero de &caros que las abejas remueven de sus
cuerpos®69), EIl comportamiento de acicalamiento estéa influenciado por factores genéticos y
su grado de expresion varia entre colonias de diferentes razas y estirpes de abejas®59),
Ademas, un gen (Neurexin), ha sido mapeado y asociado en varios estudios a este
comportamiento("®7Y),

3) Comportamiento higiénico. EI comportamiento higiénico es la capacidad que tienen las
abejas obreras de detectar y remover de celdillas de panales, crias (larvas y pupas) enfermas
o0 parasitadas®®. Este mecanismo de defensa involucra dos tareas: primero, las obreras
destapan celdillas conteniendo larvas o pupas enfermas o parasitadas y después, las
remueven®®, Este comportamiento social permite un control natural del hongo Ascosphaera
apis, agente causal de la cria yesificada("®, de la bacteria Paenibacillus larvae(®, agente
etiologico de la loque americana y del &caro Varroa destructor®. Abejas de diferente
genotipo expresan de manera diferenciada este comportamiento37475), Se ha demostrado
que el comportamiento higiénico es influenciado por un grupo de al menos siete genes, lo
que indica que tiene una codificacion genética mas compleja de lo que se creia y ademas,
parece heredarse via materna(.

4) Recoleccion y uso de propdleos. Las abejas utilizan las propiedades antisépticas y
antimicrobianas de los propdleos, resinas que obtienen de las yemas de diversas plantas
(principalmente coniferas), como una medicacion profiléctica. Al recubrir el interior de las
celdas de cria, asi como al momificar diversos invertebrados y pequefios vertebrados que
entran y mueren dentro de la colonia, evitan o minimizan el desarrollo de bacterias y hongos
patogenos®. Ademas, se ha comprobado que la presencia de ciertos propéleos dentro de la
colonia favorece la expresion de genes del sistema inmune de las abejas® 7).

5) Disminucién del contacto entre congéneres. Este tipo de comportamiento altruista de
individuos ocurre cuando un individuo enfermo se aleja de la colonia para morir lejos del
nido de cria®™.

6) Comportamiento de canibalismo de la cria. Ante situaciones de estrés, como falta de
alimento, o exceso de frio o calor, que provocan la muerte de crias, las abejas nodrizas suelen
canibalizar a las crias muertas, evitando de esta manera gque en ellas puedan desarrollarse
microorganismos patégenos, como A. apis. Asimismo, este mecanismo permite una
recuperacion de nutrientes para la colonia.

Diferentes autores aceptan que la inmunidad social representa una estrategia de defensa que
en gran medida disminuye la presion sobre el sistema inmune en abejas individuales, por lo
que requieren un menor nimero de genes destinados para la defensa contra la infeccion en
comparacion con los dipteros. Esto posiblemente explique por qué A. mellifera posee un
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tercio de los genes relacionados con el reconocimiento y sefializacion de los efectores
inmunes en comparacion con Anopheles o Drosophila® b,

Conclusiones

Las abejas meliferas poseen un sistema inmune innato o inmunidad individual, que incluye
barreras fisicas, asi como respuestas celulares y humorales, que son generalizadas y que les
permite defenderse contra organismos infecciosos y parasitarios. Ademas de los agentes
patogenos diversos que afectan a las abejas y activan su sistema inmune, xenobioticos como
acaricidas, fungicidas, herbicidas y otros plaguicidas, también han demostrado tener efectos
sobre su salud y sistema inmune. Los mecanismos involucrados en la defensa estan
representados por vias de sefializacion, receptores de reconocimiento de patégenos y
efectores del sistema inmune innato.

El hecho de que las abejas meliferas vivan en sociedad, crea condiciones de alta densidad de
individuos en el nido, sumado a una relativa homeostasis de cria y reservas alimenticias, lo
que hace de este lugar, un sitio atractivo para el desarrollo de distintos agentes patogenos.
Sin embargo, esto también contribuye a la inmunidad social, que se caracteriza por un
comportamiento cooperativo de la colonia, representado por diferentes mecanismos como
fiebre social, acicalamiento, comportamiento higiénico, recoleccién de propoleos, etc.
Diferentes autores aceptan que la inmunidad social representa una estrategia de defensa que
en gran medida disminuye la presion sobre el sistema inmune en estos insectos de manera
individual, dando como resultado un menor nimero de genes destinados para la defensa. Esto
posiblemente explique por qué A. mellifera tiene un tercio de los genes relacionados con el
reconocimiento y sefializacion de los efectores inmunes en comparacion con Anopheles o
Drosophila. En este contexto multifactorial, donde diversos patégenos y plaguicidas
impactan al sistema inmune de A. mellifera, es importante continuar el estudio de la relacion
que tienen estos factores con la respuesta inmune de las abejas. En este sentido, no solo es
relevante profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares, sino también explorar la
posible aplicacion de ciertos efectores para el tratamiento o prevencion de patologias y
desordenes de salud.
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