UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DEL TRACTO
DIGESTIVO DE Rhodnius prolixus Stal (Hemiptera: Reduviidae).

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO
PRESENTA

MARIA DEL SOCORRO CHARCAS LOPEZ

TUTOR
DR. FIDEL DE LA CRUZ HERNANDEZ HERNANDEZ
Profesor Investigador del Departamento de Patologia Experimental
Del Centro de Investigaciony de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional

(CINVESTAV-IPN)

México, D. F. Enero 2002.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



U.N.A.M. EAMPUS



Dedicatoria
Dedico esta tesis con carifio, admiracién y respeto a la imborrable memoria de

mi madre
Juana Lopez Martinez (1)

Este trabajo también forma parte de toda mi familia que de una u otra manera
siempre me han motivado a continuar hasta el final, gracias Papi por todo,
Juanito bien sabes que sin ti no habria llegado hasta aqui, Chuy, Carmen, Jesus,
Arcadio, Libra, Mago, José, Radl, Maty, Jorge, Rosi, Mary y Ruth, ustedes
saben cuanto les agradezco la confianza y el apoyo que desinteresadamente me

brindaron, gracias por todo.

De la misma forma también deseo expresar mi agradecimiento a todos y cada
uno de mis sobrinos, con quienes he convivido en diferentes etapas de mi vida,
bien saben cuanto les quiero y agradezco que siempre hayan estado ahi dando

lata.

Sra. Alicia Reyes permitame expresarle cuanto le aprecio y estimo por su
enorme calidad humana y sencillez, gracias por ser mi amiga y por darme la

oportunidad de convivir un poco mds con su familia.



A cada uno de mis compafieros del laboratorio 12 de Entomologia Molecular que
me han ayudado a incrementar mi conocimiento y a despejar casi todas mis
dudas, muchas gracias a todos: Tere, Jorge, Lety, Sr. Juan, Ciro, Hortensia,
Febe, Fernando, Rebeca, Karina, Octavio y muy en especial al Dr. Fidel de la

Cruz Herndndez H.

También deseo agradecer a los compafieros del laboratorio de Patologia 2 por
brindarme su amistad y apoyarme en todo favor que les pedi, mil gracias a
Guille, Lalo, Chio, Alfredo, Maty, Lupiux, Cecy, Cesar, Laurence, Dulce, Ramdn,
Karina, Adriana, Lalo 2, Esther H., Juan Pedro L., Mario R., Tomds, Claudia,

Mdximo, Xdchitl, Sra. Ale, Alberto y a la Dra. Esther Orozco.

También deseo ratificar mi agradecimiento a Maritza, Juan, Juanita, Normita,

Gabriela T., Yazy, Norma, Miriam, Pablo, Ariadna, Tere, Rocio.

A todos los compafieros infldsticos de Iztacala que saben que esto también es
parte de ustedes: Pancho, Sall, Gerardo, Liliana, Luis, Federico, Arturo,
Gonzalo, Karla, Everlyn, Horacio, Jorge y a todos aquellos que no menciono pero

saben quienes son y de igual manera les agradezco.
Y gracias a ti Israel, por fastidiarme todos los dias con lo de la tesis, sin eso
se me habria olvidado, tu sabes cuanto te lo agradezco, gracias por ser siempre

antes que nada mi amigo

por ti nena, gracias por motivarme a continuar adelante...



Este trabajo se realizé en el Laboratorio 12 de Entomologia Molecular del
Departamento de Patologia Experimental del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional bajo la tutoria del Dr.
Fidel de la Cruz Herndndez Herndndez y bajo la asesoria de la Biol. Ana Lilia
Mufioz Viveros, Dr. Sergio Gonzdlez Moreno, Dr. Ignacio Pefialosa Castro y del

Biol. Hugo Perales Vela.



INDICE
Indice
Lista de cuadros
Lista de figuras
Lista de tablas

Resumen

I INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales

1.2. Antecedentes especificos

1.3. Hdbitat de triatominos

1.4. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
1.5. Patologia de la enfermedad de Chagas
1.6. Ciclo de vida de Rhodnius prolixus
1.7. Descripcion de! aparato picador

1.8. Estructuray fisioiogia del aparato digestivo de! vector
1.9. Enzimas del insecto

1.10. Enzimas proteoliticas

e Serina proteasas

L ]

Metalo proteasas

Cisteina proteasas

L ]

Asparto proteasas

1.11. Justificacion

a H» b b

o



IT. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

2.2. Objetivos particulares

III MATERIAL
3.1. Material bioldgico

3.2. Reactivos quimicos

IV. METODOLOGIA
4.1. Obtencidn de extractos
4.2. Caracterizacion de la actividad enzimdtica
A) Cuantificacion de proteinas
B) Obtencidn y andlisis de proteinas totales
C) Electroforesis en geles de poliacrilamida copolimerizados
con diferentes sustratos

D) Ensayos de proteasas por digestién de bandas

26
26

27
27

28
29
29
30

32
33

E) Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica del

Tracto digestivo de R. prolixus

F) Cdlculos estadisticos

V. RESULTADOS

5.1 Proteinas totales

5.2. Deteccidn de la actividad proteolitica en el tracto digestivo
5.3. Identificacion de las proteasas del fracto digestivo

5.4. Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica

del tracto digestivo de R. prolixus

36
37

38
42
43

45



VI. DISCUSION

6.1. Caracterizacidn de las proteinas totales 53
6.2. Caracterizacidn de las proteasas del tracto digestivo de R. prolixus 54
6.3. Tipos de proteasas presentes en el tracto digestivo 56

6.4. Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica del

tracto digestivo de R. prolixus 57
VII. CONCLUSIONES 61
VIII. BIBLIOGRAFIA 63
IX. APENDICE. La Caseina de Bos taurus 71

X. ANEXO. Preparacion de soluciones 80



Lista de Cuadros

Cuadro 1. Seroprevalencia mundial de las enfermedades parasitarias
Cuadro 2. Estudios epidemioldgicos en México

Cuadro 3. Proteinas totales del buche de R. prolixus

Cuadro 4. Proteinas totales del intestino de R. prolixus

Cuadro 5. Actividad espectrofotométrica bajo el inhibidor E64
Cuadro 6. Actividad espectrofotométrica bajo el inhibidor Pepstatina
Cuadro 7. Actividad espectrofotométrica bajo el inhibidor TLCK
Cuadro 8. Actividad espectrofotométrica bajo el inhibidor TPCK

Lista de figuras

Figura 1. Distribucion geogréfica de R. prolixus
Figura 2. Ciclo bioldgico de Trypanosoma. cruzi
Figura 3. Ciclo de vida de R. prolixus

Figura 4. Tracto digestivo de R. prolixus

Figura 5. Proteinas totales y contenido estomacal en el tracto digestivo

Figura 6. Geles copolimerizados con hemoglebina y caseina
Figura 7. Efecto de los inhibidores de cisteina, serina y asparto

' proteasas

Lista de tablas
Tabla 1. Familias de enzimas proteoliticas
Tabla 2. Inhibideres de proteasas

Tabla 3. Caracteristicas de la caseina de Bos taurus

40
41

47
48
49
50

13

: 16

20
39
43

45

24
35

- 72 -



RESUMEN

La actividad proteolitica del tracto digestivo de R. prolixus fue visualizada
mediante diferentes técnicas, las cuales nos permitieron conocer el
comportamiento de la actividad enzimdtica de las proteasas de este insecto.
Cuando los extractos del tracto digestivo fueron sometidos a los
detergentes idnicos NP40 y DOC a una concentracion de 1 % y se analizaron
por electroforesis en geles con sustrato, se aprecié una banda con un peso
molecular aparente de 60 kDa sobre el sustrato de hemoglobina para los
extractbs del buche, y al probar en el sustrato de caseina se aprecié una
banda con un peso molecular aparente de 90 kDa para los extractos del
intestino. Al probar con la técnica de digestion de caseina en solucion y
analizarla posteriormente por electroforesis en los extractos del buche,
observamos la desaparicién de las bandas correspondientes a la a y p caseina.
El inhibidor de cisteina proteasas E64 inhibié la banda a, indicando la
presencia de una catepsina tipo B o L (una cisteina proteasa). Los extractos
del intestino digirieron la pepstatina un potente inhibidor de asparto
proteasas, en los extractos del intestino evité la digestién tanto de la banda
a como de la p indicando la existencia de una catepsina tipo D (una asparto
proteasa). Por otra parte, en ensayos espectrofotométricos sobre la
acTividc;d proteolitica en el buche, a tiempos tempranos detectamos enzimas
sensibles a los inhibidores de serina - cisteina proteasas (E64, TLCK y TPCK).
La actividad disminuyé al transcurrir los 9 dias de postalimentacion. Estos
datos sugieren la presencia de enzimas tipo catepsinas las cuales son las
responsables de la digestién temprana, mismas que disminuyen conforme
transcurre el tiempo del periodo postalimentacién pero, se recuperan al

término del ciclo digestivo.



I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, llamada asi en honor del médico brasilefio Carlos
Chagas, existe sélo en el continente Americano. En general, la enfermedad de
Chagas es tipica de zonas cdlidas y himedas. Este padecimiento es causado
por el protozoario pardsito flagelado, Trypanosoma cruzi, que es transmitido
a los humanos por insectos triatominos conocidos popularmente en diferentes
lugares como: “vinchucas®, "barbeiros”, "chipos”, “chinches besuconas”, etc.
La biologia de la tripanosomiosis fue descrita en 1909 por Carlos Chagas
quien descubrié al pardsito y su vector. Chagas descubrié las formas
metaciclicas de T. cruzi en . el intestino del triatomine Panstrongylus
megistus. Posteriormente, este investigador permitié a los irsectos
parasitados picar a un mono y observd las formas de tripomastigote en la
sangre del animal. Poco después, Chagas encontro ios mismos pardsitos en la
sangre de un nifio que padecia de fiebre, anemia y agrandomiento de nédulos
linfdticos. Esta fue la primera vez en la historia en que un pardsito y su
vector se descuﬁrierah antes de que se reconocierg la enfermedad como %al
(Beaver et al/, 1984). La infeccidn puede ser mortal y a menudo conduce a
lesiones muy debilitantes de los érganos vitales, especialmente el corazén y
el tracto intestinal. Ademds ya que la infeccidn es incurable, excepto durante
las primeras fases, y de que no hay vacunas, el control depende mucho de la
eliminacién de las poblaciones domésticas de los insectos vectores

(Schofieid, 1994).
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1.1, Antecedentes generales

Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La distribucidn geogrdfica de la infeccidn humana causada por 7. cruzi se
localiza en las zonas rurales y periurbanas de las ciudades tropicales y
subtropicales extendiéndose aproximadamente de los 42.5° latitud Norte a
los 43.5° latitud Sur, de México a Argentina y Chile (Fig. 1). La enfermedad
ocupa el cuarto sitio entre las enfermedades prioritarias que interesan a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y es la causa mds frecuente de
cardiopatia en ciertas dreas, principalmente rurales, en la mayoria de los
paises de Sudamérica (WHO, 1999). Se estima que en América latina 90
millones de personas se encuentran en riesgo de contraer la infeccion y -
aproximadamente 17 millones estdn ya infectados, de las cuales 6.2 millones
han descrrollado las formas crénicas de la enfermedad (Moncayo, 1992)

(Cuadro 1).

Seroprevalencia Mundial de las enfefm_edqdes parasitarias

Enfermedad Infectados Riesgo Paises
i x i0° 1 x10° | Afectados
Malaria 270 - 2,100 103
Esquistosomiosis 200 : 600 76
Filariasis linfdtica 90 1900 76
Oncocercosis 17 90 34
Enfermedad de Chagas| 17 90 21
Leishmaniasis 12 . 35 80
Enfermedad del suefio 0.025 50 35
| OMS, 1999

Cuadro 1. Seroprevalencia mundial de las enfermedades parasitarias de mayor
importancia de acuerdo a individuos en riesgc y paises afectados.




. Paises endémicos con la Tripanosomiosis Americana.

Fig. 1. Distribucion geogrdfica de la enfermedad de Chagas.



1.2. Antecedentes especificos.

En México, la primer referencia sobre la tripanosomiosis producida por T.
cruzi se debe a Hoffman, quien encontrd chinches infectadas de la especie
Triatoma dimidiata en Veracruz en 1928 (Soberén et a/, 1988). En los
resultados de la Encuesta Seroldgica Nacional empleando la prueba de
hemaglutinacion (HA), se encontrd que la enfermedad de Chagas estd
presente en un 1.2 % de la poblacidn (Velasco Castrejon, 1992), sin embargo,
estudios efectuados en dreas rurales y zonas en condiciones socioecondmicas
y ecoldgicas adecuadas para la presencia de los factores involucrados en la
enfermedad, demuestran una seroprevalencia que va del 10 al 85 % (hasta
540,000 individuos seropositivos), predominando comunidades de los estados
de Guerrero, Jalisco, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Querétaro, Veracruz y

Zacatecas (Cuadro 2).

Estudios epidemioidgicos en México

Comunidad Estado | Sero (+) Autor
Costa Chica Guerrero | 85.00% !Goldsmith, 1971
Yosctiche Oaxaca | 25.00% | Cortés, 1985
Amoxochiti Zacatecas | 18.40% | Cortés, 1890
Zoacaico Jalisco 21.00% | Kasten, 1990
Xalisco Nayarit | 50.70% | Vivanco, 1990
Varias Morelos 28.00% | 6arcia, 1990
Palma de Arriba | Veracruz | 19.50% | Velasco, 1990
J. Herrera Querétaro | 15.00% | De Haro, 1990
Varias México 120% | Velasco, 1992
Gereral Terdn |Nuevo Ledn|- 12.50% Lara, 1994 |

Cuadro 2. Aspectos epidemialdgicos de la enfermedad de Chagas,
por comunidad y estado. Mostrando individuos sere (+) (seropositivos)
identificados por diversos autores (Goldsmith, 1973).
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1.3. Habitat de los triatominos

En general cada especie de triatomino tiene tendencia a ocupar una zona
geogrdfica discreta y, ordinariamente, las discontinuidades en la distribucién
se pueden atribuir a la dispersion pasiva, en asociacién con un huésped
vertebrado migratorio. La mayoria de las especies de triatominos ocupan
principalmente hdbitats selvdticos, en asociacion estrecha con sus huéspedes
vertebrados. Dichos hdbitats incluyen diferentes tipos de nidos de aves,
madrigueras y nidos de animales homeotermos tales como: marsupiales,
edentados, roedores, carnivoros, murciélagos y aves. Los triatominos también
se encuentran entre rocas y en piedras, donde ellos se alimentan de la sangre
de pequefios roedores y, en.algunos casos, de la sangre de iguanas y de
lagartijas que comparten su hdbitat. Algunos triatominos tienen preferencia
por un hospedero. A estos insectos también se les encuentra en troncos
caidos y drboles huecos, entre raices expuestas y bajo las cortezas flojas, en
frondas de palma y bromelidceas epifitas (Barreto 1967; Pipkin, 1968). A
semejanza de todas las parasitosis, la enfermedad de Chagas esta ligada a la
pobreza, el tipo de vivienda de los campesiros, hecha de palma, vara, adobe,
lodo y piso de tierra tan comun en toda Latinoamérica, desempena un papel
decisivo en la transmision ya que constituye un criadero ideal para el vector
(Velasco Castrejon et al, 1994) (Fig. 1). Algunas especies de triatominos.
también invaden y colonizan los hdbitats peridomésticos tales como:
gallineros y corrales, y alguros han realizado la transicién para colonizar las
viviendas humanas. En general, de acuerdo a su hdbitat, los triatominos se
dividen en especies silvestres y domésticas, con una categoria intermedia de

peridomésticas, las cuales. ocasionalmente penetran a las casas atraidas por
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la luz pero no la colonizan y sdlo se alimentan del hombre en forma ocasional
(Lent, 1979).
En la naturaleza, los tritominos son voraces, ya que pasan por prolongados

ayunos dependiendo de la disponibilidad del hospedero.

1.4, Ciclo de vida de T. cruzi

Conocer el ciclo de vida de un pardsito es importante porque indica las
condiciones en que ocurre la transmisidn, los organismos implicados y los
érganos y tejidos afectados, permitiendo anticipar los momentos y lugares
donde se puede interferir la transmision y/o disefiarse una cura.

El ciclo de vida de T. cruzi comprende dos etapas: una en el hombre o en un.
huésped reservorio y otra en los insectos transmisores (FIG. 2). En el
hombre la infeccion se inicia cuando los tripomastigotes, formas de! pardsito
alargadas, con flagelo y membrana ondulante, entran al huésped a través de
discontinuidades de la piel, penetran en los tejidos e invaden células. Dentro
de las células, los pardsitos se transforman en amastigotes, formas redondas
intracelulares sin flagelo ni membrana ondulante (esta forma es necesari
para la reproduccién) y se dividen por fisién binaria, produciende gran
nimero de individuos, que eventualmente se trarsforman a las formas de
promastigote, después a epimastigote (formas ovaladas intermedias entre
amastigote y tripomastigote) hasta la forma de tripomastigote, las cuales
aparecen en sangre periférica, completando el ciclo en el vertebrado (FIG. 2)
(Velasco Castrejon, et al, 1994).

Los vectores de T. cruzi pertenecen al Orden Hemiptera, Familia Reduviidae
y Subfamilia Triatominae, por lo que se les conoce como reddvidos o

triatominos.
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El ciclo del pardsito en el vector se inicia cuando el insecto ingiere el
tripomastigote con la sangre, unico alimento del insecto. Dentro del tracto
intestinal las formas de tripomastigote se acortan, transformdndose a
epimastigotes, que se multiplican y producen epimastigotes alargados. Estos
se diferencian a tripomastigotes metaciclicos y es posible localizarlos en el
recto del insecto de 8 a 10 dias después de la infeccion. Cuando los redividos
se alimentan, frecuentemente defecan sobre la piel de su hospedero
depositando los tripomastigotes metaciclicos, los cuales penetran al cuerpo a
través del agujero de la picadura asi como por escoriaciones producidas con
el rascado de la piel 0o, mds a menudo, a través de las membranas mucosas que
son frotadas con los dedos contaminades con las heces del insecto. La
infeccién también puede adquirirse por ingestion de animales infectados o de
alimentos contaminados por heces del insecto (Velasco Castrejon et al,
1994). Recientemente, se describid que el ciclo completo del pardsito puede
ocurrir en las gldndulas odoriferas anales del tlacuache (Dideiphis sp)
incluyendo el desarrcilo tripomastigote - epimastigote - tripomastigote
metaciclico infectivo, del cual sdlo se conocia que ocurre en el intestino del
vector triatomino, (Urdaneta-Morales, 1996). La produccion de
tripomastigotes metaciclicos en los tlacuaches se probd experimentalmente
tomando material de las gldndulas infectadas e inoculando en zarigiieyas
jovenes saludables y en ratones blancos, por diferentes rutas:
subcutdneamente, intraperitonealmente, oralmente y sobre la mucosa de los
0jos. Las infecciones de T. cruzi inducidas de este modo produjeron en los
animales la invasion de los pardsitos a mudsculo cardiaco y esquelético,

observandose la multiplicacidn intracelular de amastigotes.
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Fig. 2. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi
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Por estos motivos las excretas de la zarigieya pueden transmitir la
enfermedad de Chagas por contaminacién (Urdaneta-Morales, 1996). En los
insectos transmisores el desarrollo de formas infectivas se realiza en el

intestino tanto en los estadios ninfales como en el insecto adulto.

1.5. Patologia de la enfermedad de Chagas

Clinicamente la enfermedad de Chagas se caracteriza por tres fases: la
aguda, la indeterminada y la crénica. En la fase aguda (dependiendo de la
edad del individuo, nimero de exposiciones y cantidad de indculo) posterior a
un periodo de incubacidn variable (4 a 10 dias), se presenta fiebre en el 98 %
de los casos que oscila entre 38° y 40° C con un patrén de comportamiento
irregular, acompafiado de cefalea, astenia, mialgias, artralgias e hiporexia;
ademds puede presentarse hepatoesplenomegalia, y si el sitio de entrada
ocurre por conjuntiva se produce el signo patognomdnice de Romafia, que se
reconoce en el 90 % de las infecciones recientes. En casos graves, la
miocardiopatia chagdsica aguda puede evolucionar a insuficiencia cardiaca
congestiva y conducir a la muerte en un lapso corto. Alternativamente puede
presentarse la meningoencefalitis como una de las complicaciones mds
severas, en cuyo caso la mortalidad es alta en nifios menores de 2 afios
(WHO, 1991). Ademds, ya que la infeccidn es incurable, excepto durante las
primeras fases, y de que no hay vacunas, el control depende mucho de la
eliminacién de las poblaciones domésticas de los insectos vectores

(Schofield, 1994).
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1.6. Ciclo de vida de R. prolixus

R. prolixus es un importante vector de T. cruzien Sudamérica perteneciente
al orden Hemiptera. El nombre hemiptera significa "alas a la mitad”, debido a
que de los dos pares de alas que poseen, las alas delanteras presentan la
mitad basal muy esclerotizada y el resto membranoso. El segundo par de alas
es membranoso. Los hemipteros tienen partes bucales succionadoras
cortantes bien adaptadas para alimentarse de plantas, pequefios artrépodos y
sangre. Estos insectos son considerados paurometdbolos ya que se
desarrollan a través de una metamorfosis simple (Borror, 1981). Presentan
ojos operculados de 2 mm de largo y aunque al inicio los presentan blancos se
tornan de un color rojo en pocas horas. El desarrollo de los huevos es
relativamente largo requiriendo cerca de un mes a 22° Cy 22 dias a 32° C. El
primer estadio de la ninfa es aproximadamente del tamafio del huevecillo de
2.7 mm. Cada uno de los cinco estadios ninfales se alimenta y muda
incrementando aproximadamente 1.5 veces su talla eriginal en cada muda. El
ciclo de vida en el laboratorio requiere de aproximadamente 120 dias en el
transcurso del huevo a! aduito. El volumen de sangre ingerida por una ninfa es
relativamente pequefio pero un adulto puede fomar cerce de 0.25 ml de
sangre cuando se alimenta. Durante el franscurso de la vida de una chinche
puede tomar de 4 a 10 ml de sangre de vertebrado (Fig. 3). Desde el punto de
vista epidemioldgico las especies transmisoras mds importantes son: T.
dimidiata (México, Panamd, Este de Ecuador y Colombia), Triatoma barberi
(México), T. infestans, T. gerstaeckeri, y T. longipennis (Uruguay Chile y

Venezuela).



16

Macho adulto Hembra adulta

o
oo
Vo

Huevecillos

Ninfa ler. estadio

Ninfa 2do. estadio
Ninfa 3er. estadio

Figura 3. Ciclo de vida de Rhodnius prolixus
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T. sordida'y T. mazzottii, (este de Bolivia, Brasil y noreste de Paraguay), T
brasiliensis, T. pallidipennis 'y T. phyllosoma (noreste de Brasil), R. prolixus
(Panamd y México) y Pastrongylus megistus (Brasil) (Velasco Castrejon et al,
1994), (Moncayo-Medina, 1987).

1.7. Descripcion del aparato picador

El aparato picador de los triatominos comprende dos pares de estiletes
mandibulares, los cuales perforan el integumento del huésped para anclar el
rostro, mientras que los delgados estiletes maxilares horadan y laceran los
vasos sanguineos subyacentes. Durante la picadura el insecto inyecta saliva al
huésped, la cual favorece la vasodilatacidn, inhibe la hemeostasis y, tiene
propiedades anticoagulantes (Ribeiro, 1987). Las chinches repletas por
ingestion de la sangre comienzan a evacuar los restos de su comida anterior,

realizan la diuresis y excretan el exceso de agua de la sangre recién ingerida.

1.8. Estructura y fisiologia del aparato digestive del vector

La digestién de la comida por los triatominos es un proceso lenfo que dura
unos 14 dias. Este ritmo metabdlico del insecto también determina que las
chinches pueden tolerar varios meses de privacion del alimento si no
encuentran huésped disponible (Schofield, 1994). El tracto digestivo de los
insectos de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, se divide
funcionalmente en tres partes: buche, intestino y recto. Ei buche tiene como

funcidn el almacenamiento del alimento y su deshidratacidn.
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La sangre ingerida, frecuentemente un gran volumen (equivalente de hasta 10
veces el peso corporal del insecto), se recibe en el buche e inmediatamente
comienza su deshidratacién por el transporte activo de sodio del lumen hacia
la hemolinfa, via una bomba de sodio/potasio y este fluido es eliminado por
medio de los tubulos de Malpighi (sistema de filtracién de la hemolinfa). La
actividad de eliminacidn de fluidos es inducida por una hormona diurética, la
cual acelera la velocidad de secrecidn 1000 veces en comparacion con el nivel
que presenta el triatomino cuando no se ha alimentado. Durante la diuresis
los tdbulos no recuperan iones, dada la gran velocidad a la que eliminan el
exceso de liquido de la hemolinfa. Se ha observado que en R. prolixus la
concentracién de sales en la orina del insecto es similar a la del plasma de la
sangre que ingirié (Madrell, 1969). El intestino de estos insectos se considera
dividido en anterior y posterior (Fig. 4), éste ulfimo tiene el papel mds
relevante de la digestién ya que en él se expresan, por induccion, la mayoria
de las enzimas digestivas (Garcia et al, 1978). Después de la diuresis el
alimento esta concentrado como una pasta, ia cual va pasando en pequefias
cantidades del buche al intestino, donde se digiere y absorbe. En el fracto
digestivo de estos insectos ro existe membrana peritrdfica, pero el epitelio
del intestino reacciona a la comida produciendo un revestimiento extracelular
que probablemente desempefia ura funcién parecida (Billingsley, 1990;
Lehane, 1991). El insecto puede obtener su alimentc dejando, entre una
alimentacién y otra, periodos prolongados de un mes o mds y en ese tiempo el
insecto digiere su alimento a medida que lo necesita para su crecimiento, o
para el desarrollo de huevecillos (Downe, 1986; Persaud y Davey, 1971). El
recto tiene como funcidn principal la recuperacién de iones y la conservacidn

de agua (Downe, 1986).
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Figura 4. Esquema del tracto digestivo de Rhodnius prolixus
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1.9. Enzimas del insecto.

Dentro del buche y en el intestino de R. prolixus se han descrito diversas
glicosidasas: alfa y beta-glucosidasas, alfa y beta-galactosidasas, alfa y beta
manosidasas, alfa-fucosidasa, beta-N-acetil glucosaminidasa, alfa y beta-N-
acetil galactosaminidasas (Ribeiro y Pereira, 1984). Entre las proteasas que
se han detectado en R. prolixus aparecen actividades de degradacién de
caseina (Persuad y Davey, 1971; Garcia y Garcia, 1977), de proteasas
dependientes de grupos sulfhidrilo las cuales hidrolizan benzoil-L-tirosina
etil ester (BTEE, sustrato usado para quimiotripsina) (Garcia et al/, 1978);
actividad de aminopeptidasa usando como sustrato leucil-beta-naftilamida,
esta Ultima actividad estd asociada a las membranas del intestino y se -
sugiere que participa en la digestion de la sangre (Houseman et a/, 1985;
Billingsley y Downe, 1985). En el tracto digestivo de R. prolixus se utilizan
enzimas del tipo de la catepsina para la digestion de las profeinas de la
sangre, las cuales son cisteina proteasas activas en un medio dcido {pH del
intestino= 5.5) (Miranda y Ribeiro, 1980, citados por Terra, et a/, 1988), a
diferencia de otros insectos hematdfagos como mosquitos del género
Anopheles que ctilizan serina proteasas tipo tripsina para digerir la sangre en
un medio alcalino (pH 8.4) (Hcuseman y Downe, 1981, 1982; Houseman et al,
1985; Terra et a/, 1988; Sdnchez Contreras, 1993). Se han realizado algunos
experimentos en los cuales se prueban los efectos de inhibidores y
activadores de catepsinas sobre la actividad de proteasa del intestino de R.
prolixus y los resultados sugieren que en e! infestino de este insecto la

actividad de proteasa se debe mayoritariamente a una catepsina tipe B, la
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cual es una cisteina proteasa y en menor grado a la catepsina tipo D, la cual
es una asparto proteasa (Terra et a/, 1988).

Recientemente se describid el gen de una catepsina tipo L que se expresa en
el intestino y se plantea la cuestién de que esta enzima podria corresponder a

la catepsina tipo B descrita anteriormente (Lopez-Ordofiez et a/. 2001).

1.10. Enzimas proteoliticas
Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de los enlaces
peptidicos. Las proteasas que degradan aminodcidos del extremo de la cadena
polipeptidica son llamadas peptidasas. Aquellas que catalizan la division de un
péptido interno se les llama endopeptidasas o proteinasas. En base a los
grupos quimicos presentes en su sitio activo, las proteasas se dividen en 4
grandes clases:

e Serina proteasas

¢ Metalo proteasas

« Tiol (cisteina) proteasas y

¢ Asparto (carboxil) proteasas
Las proteasas catalizan un amplio espectrc de reacciones bioldgicas,
incluyendo digestién, procesamiento de prohormonas, coagulacién de la
sangre y fibrinolisis, metabolismo de proteinas, reacciones inmunes, y
remodelaciér tisular. En los pardsitos, las proteasas desempefian roles
criticos durante la invasién y destruccion de tejidos digiriendo las proteinas
del huésped, ademds de que estas enzimas ayudan a los pardsitos a evadir la
respuesta inmune del huésped, y a prevenir la coaguiacién de la sangre

(Mckerrow, 1989).



22

Para que la catdlisis ocurra, los sustratos deben colocarse en la orientacion
adecuada dentro de una regidn especifica de la enzima denominada “centro
activo” o “sitio activo”, el cual suele tener secuencias conservadas entre los
miembros de una familia enzimdtica.
Muchas enzimas se activan por la hidrdlisis de uno o unos pocos enlaces
peptidicos en sus precursores inactivos, denominandos “zimdgenos” o
*proenzimas”. Este mecanismo regulador genera las enzimas digestivas
activas como ocurre con la quimiotripsina, tripsina y pepsina. La activacién
proteolitica sdlo tiene lugar una vez en la vida de una molécula enzimdtica.
(Stryer, 1995).

e Serina proteasas
Las serina proteasas constituyen una clase extendida de enzimas
proteoliticos que se caracterizan por poseer en su sitio activo un aspartato
en la posicién 102, una histidinc en la posicion 57 y un residuo de serina en la
posicion 195, segun la numeracién de la quimiotripsina, formando la “triada
catalitice”, la cual tiene un papel decisivo en la actividad de todas las
proteasas dependientes de serina. La primera etapa en la hidrdlisis de un
sustrato peptidico es la acilacidn, es decir la formacion de un intermediario
covalente acil enzima en el cual el fragmento carboxilico del sustrato
esterifica al grupo hidroxilo de la serina 195.

¢ Metalo proteasas
Las metalo-proteasas incluyen dos grupos: la familia de la carboxipeptidasa
pancredtica de mamiferos, y la termolisina de bacterias que difiere de la
primera en su estructura quimica, aunque los miembros de ambas familias son

metalo-enzimas con zinc y tienen sitios activos con configuraciones similares.
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Otras metalo enzimas proteoliticas han sido identificadas y aisladas pero no
entran dentro de esta clasificacion, por ejemplo la familia de las colagenasas,
la de las aminopeptidasas y las carboxipeptidasas A y B las cuales son
exopeptidasas similares en sus sitios activos y estructura.
La carboxipeptidasa A, como la quimiotripsina, prefiere las cadenas carboxilo
terminal de naturaleza hidrofébica, mientras que la accion de la
carboxipeptidasa B estd dirigida hacia residuos de arginina y lisina. La
carboxipeptidasa A es una de las proteasas que se ha investigado mds
detalladamente empleando cinética, métodos de andlisis de espectroscopia y
cristalografia. Sin embargo el mecanismo de accidn dirigide hacia péptidos y
sustratos éster es aun desconocido. Los componentes del sitio activo incluyen
dos dcidos glutdmicos y una histidina los cuales actian como ligandos del zinc
(Beynon, 1989) (Tabla 2).

o C(isteina proteasas
Las proteasas con tiol (llamadas tambiér cisteina-suifhidrilo tiol-proteasas),
contierien un centro activo con un residuo de cisteina en la posicién 25, una
histidina en la posicién 159 y un dcido aspdrtico en ia posicién 158 actuando
de forma andloga a la'de la serina 195 de la quimiotripsina. La catdlisis de las
tiol proteasas se produce a través de un intermediario tioéster y es
facilitada por una cadena lateral de histidina préxima a la serina y un
aspartato. La tiolproteasa catepsina R degrada las proteinas en los lisosomas,
orgdnulos rodeados de membrana, qoe: las células animales realizan la
digestion mtmcelular' (Stryer, 1995). |
Para irhibir las tiol proteasas se conocern dog p&’renfes inhibidores, el E64,
efectivo inhibidor irreversible de cisteina proteasas que no se ve afectado

por restos de cisteina ni por cualquier otra enzima, o que pueda reaccionar
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con grupos tiol de bajo peso molecular como el B-mercaptoetanol, y el dcido
iodoacético que, a diferencia del E64, no es especifico para sitios activos con
residuos de cisteina y que puede inhibir muchas otras enzimas, puede
reaccionar con grupos tiol de bajo peso molecular como el B-mercaptoetanol
(Beynon, 1989).
e Asparto proteasas

Las aspartato proteasas incluyen a la penicillopepsina bacteriang, la cual es el
modelo de esta familia, la pepsina de mamiferos, la renina, la quimosina y
ciertas proteasas de hongos. Los residuos caracteristicos del sitio activo de
estas enzimas son dcidos aspdrticos en posiciones 33 y 213, los cuales estdn
geométricamente préximos uno de otro. Su actividad enzimdtica es a un pH
éptimo entre 2-3, donde uno de estos residuos es ionizado y el otro no. Un’
potente inhibidor de les asparto proteasas es la pepstatina, un hexapéptido

que, en el estado de transicidn, imita sustratos normales (Beynon, 1989).

Familias de enzimas proteoliticas.

Proteasas Sitio active
Serina proteasas I Quimiotripsina | Asp'%, Ser'™®, His>
Tripsina
Elastasa
Serina Proteasas II Subtilisina Asp¥, Ser®, His*®
Cisteina proteasas Papaina Cys®®, His'™®, Asn'™
Catepsina By H
Asparto proteasas Pencillopepsina Asp®3, Asp®'®
Metalo proteasas | Carboxipeptidasa A | Zn, 6lu?°, Try**
Termolisina | Za, 6™, His®™!

Tabla 1. Clasificacién de las enzimas proteciiticas (Beynon, 1989).
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1.11. Justificacion

Existen pocas opciones para el control de la enfermedad de Chagas. No se
cuenta todavia con una quimioterapia efectiva para los pacientes infectados,
no hay vacunas ni prospectos para una en el futuro. Los métodos de control
basados en el uso de insecticidas y mejora de vivienda para disminuir las
poblaciones del vector son los que han mostrado eficacia para reducir la
transmision doméstica y la incidencia de la infeccion.

Sin embargo, se han reportado casos de tolerancia de R. prolixus a malatidn,
(Lima, 1991) y también se ha observado que este insecto es capaz de
soportar cipermetrina y DDVP (Oliveira, 1996). Por otra parte los esquemas
de mejoramiento de la vivienda han dado buenos resultados, por Ia
destruccidn consecuente del hdbitat de los insectos (WHO, 1995), sin.
embargo también se ha observado que especies transmisoras del insecto
estdn desarrollando domesticacién hacia hdbitats urbanos. El control de la
enfermedad de Chagas se verd afectado por la aparicion y/o aumente en la
frecuencia de insectos con la capacidad de invadir nuevos hdbitats (Schofieid
et al, 1994). Los métodos de confrol de la enfermedad de Chagas que se han
aplicado hasta la fecha no representan una solucién global al problema, por lo
que se estudian otfras alternativas, como aquellas encaminadas a la
elaboracion de una vacuna. Otra posible forma de control de la enfermedad
de Chagas es la modificacion genética del vector, con el objeto de obtener
insectos resistentes a la invasion del pardsito. Para este propdsito, se ha
considerado importante estudiar el papel que desempefian las proteasas
producidas en el tracto digestivo de estos insectos hematéfagos, debido a

que este es el medio donde se desarroilan y multiplican pardsitos y virus.
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Otra aplicacion del conocimiento de las caracteristicas de las enzimas que
participan en la digestion en los triatominos seria el disefio de insecticidas
bioldgicos que se activen especificamente por éstas enzimas creando asi un
método de control exclusivo para triatominos pero indcuo para otros
organismos. En el presente estudio nos propusimos implementar un sistema
de deteccidn de la actividad proteolitica en el tejido intestinal de R. prolixus.
Una vez logrado esto, caracterizar enzimas digestivas y el efecto de algunos
inhibidores sobre las enzimas del tracto digestivo del vector, con la finalidad
de aportar conocimientos que permitan, a futuro, disefiar medidas para el

control de la transmisién de la enfermedad de Chagas.

IT. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General
o Caracterizar algunas actividades proteoliticas del tracto digestivo de
R. prolixus.
2.2. Objetivos particulares
e Implementar un sistema de deteccion de la actividad de proteasa
presente en los 2 drganos principales relacionados con la digestion en
R. prolixus. buche e intestino
e Observar el efecto de inhibidores especificos de proteasas sobre la
actividad proteolitica de los drganos digestivos de R. prolixus a fir de

caracterizar el tipo de enzimas que estdn presentes en ellos.
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IIT. MATERIAL

3.1. Material Biolégico

Insectos: Se utilizaron adultos machos y hembras de R. prolixus provenientes
de la colonia mantenida en el insectario del Centro de Investigacién de
Paludismo (CIP) de Tapachula, Chiapas. Los insectos se mantuvieron
separados por edad y por dia de ingesta en vasos de pldstico cerrados con tul
sujeto con ligas. Para alimentar a los insectos se procedid a retirar el exceso
de pelo y limpiar perfectamente el vientre de un conejo Nueva Zelanda, y los
vasos con los insectos previamente separados se colocaron encima del animal
para que obtuvieran su alimento durante 30 min. o hasta la distensién del

abdomen.

3.2. Material - Reactivos Quimicos

Para la preparacidn de soluciones se empled agua desionizada. De la compafiia
Sigma (St. Louis, MO) se utilizé Albimina sérica bovina (BSA), Persulfats de
Amonio (APS), Acido citrico, Caseina, Deoxicolato de sodio (DOC), Tartrato
de sodio-potasio, sulfato de cobre, Tris HCl pH 6.8 y pH 8.8, trizma base,
azul de Coomasie R-250. Los inhibidores de proteasas empleados fueron:
TLCK, TPCK, IA, E-64 Pepstatin, Leupeptin, EDTA de las marcas Sigma y
Roche. Los reactivos utilizados para la electroforesis fueron de la marca Bio-
Rad ( Hercules, CA) entire los cuales se encuentra Acrilamida, Bis-acrilamidg,
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), TEMED, azul de bromofenol y Tritén X-100.
Todos los marcadores de alto y bajo peso molecular, glicina, EDTA y la

agarosa fueron marca Gibco (6rand Island, N.Y.).
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De la compafiia Merck (Darmstadt, R. F. Alemania) se utilizd dcido
triclorodcetico, Cloruro de sodio, Cloruro de potasio, Carbonato de sodio,
Hidréxido de sodio, sodio dihidrogenofosfato 1-hidrato, acetato de sodio,
dcido acético, metanol, dcido ldctico, dcido perclérico, glicerol, cloruro de
magnesio, cloruro de potasio, di-hidrogenofosfato de potasio, acetato de
potasio, reactivo de Folin- Ciocalteu y sulfato de amonio. Para los ensayos de
sustratos de hemoglobina se utilizé de la marca Bioxon (Becton Dickinson,
México). La gelatina que se empled en los ensayos fue de la marca J. T. Baker

(USA).

IV. METODOLOGIA

4.1 Insectos . -

Obtencion de extractos

Se obtuvieron los buches e intestinos de R. prolixus alimentados con sangre
de conejo por medio de diseccidn de los triatomines, anestesiados por frio.
Estos drganos se lavaron con buffer salino de fosfatos (PBS, 8 g. de Nacl,
0.2 g. de KCl, 1.44 g. de Na;HPOs y 0.24 g. de KH:PO4 en 800 mi de agua
destilada ajustando el pH a 7.4 coen HCl y aforando con un litro de agua), para
eliminar el exceso de sangre y posteriormente homogenizar con un inacerador
en 100 pl en la solucién salina limpia. Como control de actividad de proteasa
tipo catepsina (papaina) se usaron extractos de papaye Carica papaya
preparados de la siguiente forma: a un trozo de la fruta fresca se le
cortaron porciones de 0.5 gramos que se pusieron en tubos de microfuga y se

les agregaron 300 pl de PBS para homegenizarlos.
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4.2 Caracterizacion de la actividad enzimdtica.

Para estudiar la actividad proteolitica en los drganos del tracto digestivo de
R. prolixus se utilizaron las siguientes técnicas:

A) Cuantificacion de proteinas

B) Obtencidn y andlisis de proteinas totales

C) Electroforesis en geles de poliacrilamida copolimerizados con diferentes
sustratos (Heussen, 1980)

D) Ensayos de proteasas por digestion de bandas (Zhao, 1998)

E) Ensayos de la actividad de enzimas tipo pepsina (Umezawa, 1972)

F) Cdlculos estadisticos

A) Cuantificacion de proteinas

Previc a la deteccion de la activided proteolitica, se determind la cantidad de
proteina soluble presente en los extractos ensayados, a fin de estandarizar
la prueba. Para esto se utilizé la técnica de Lowry (Smith, 1989) la cual se
realizé de la siguiente forma:

Se construyé una curva estdndar de albimina sérica bovina (10 pg/pl),
colocando 0, 10, 20, 30 y 40 ng en 200 pl de agua. Las muestras a ensayar
también se diluyeron en 200 pl de agua. Tarto o los tubos para la curva
estdndar como a las muestras se les adicionaron 20 ul de deoxicolato de
sodio 0.15 %, se agitaron en el véortex y se incubaron durante 10 min. a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se adiciond a las mezclas de
reaccion 20 pl de dcido tricloroacético al 72 %, se agitaron en el virtex y
posteriormente se centrifugaron durante 5 'min. a una velocidad de 14,000
rpm, descartando ei sobrenadante y la pastilla sé redisolvié en 200 pi de agua

destilada.
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A las muestras se les adiciond 1 ml de la solucidn C que contenia 2 % de
carbonato de sodio, 0.4 % de hidrdxido de sodio, 0.02 % de tartrato de
sodio-potasio y 0.5 % de sulfato de cobre. La solucidn, contenida en tubos
para microfuga se mezcld con la ayuda de un vértex y sé incubd por 10 min. a
temperatura ambiente. Posteriormente a las muestras se les afiadié 100 pl
del reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck), se incubaron por 45 min. a

temperatura ambiente y la absorbancia se midié a 660 nm.

B) Obtencién y andlisis de proteinas totales

Para obtener las proteinas presentes en los extractos de las partes del
tracto digestivo las muestras se extrajeron en presencia de inhibidores de
proteasas, para lo cual se probaron las pastillas inhibitorias llamadas
Complete (los efectos de inhibicidn protegen proteinas aisladas de tejidos
animales, plantas, levaduras y bacterias). Para esto se realizé la diseccion de
organos a diferentes dias postalimentacion (1o, 30 y 60 dia postalimentacidn}
en PBS, retirando el exceso de sangre y macerando los extractos,
posteriormente se colocaron en tubos de microfuga. Se usaron los
inhibidores de las pastillas a una concentracién finai de 7X. A continuacidn
las muestras se colocarcn en 500 pl de buffer de muestra con SDS 4X y de
inmediato se hirvieron durante 4 min. a 40°C. Posteriormente las muestras se
centrifugaron durante 5 min. a 15,000 rpm y el sobrenadante fue transferido
a tubos limpios. A continuacidon se midié la cantidad de proteina seguin la
técnica de Lowry (Smith, 1989) y se colocaron aproximadamente 70 pg de
proteina. Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida al 12 % sin

sustrato bajo condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS).
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Para lo cual se utilizaron cdmaras de electroforesis (BRL) que permiten
obtener geles de aproximadamente 16 cm de largo, sus partes individuales se
limpiaron con alcohol y secaron debidamente y la ranura de la base se sello
con agarosa al 1%. Para el gel separador, a una concentracion del 12 %, se
mezclaron 14.4 ml de acrilamida-bisacrilamida al 30 %, 12.6 ml de agua
desionizada, 9.0 ml de buffer a pH 8.8, 0.195 ml de SDS al 20 %, 120 pl de
persulfato de amonio al 10 % y finalmente se tomaron 24 ul de TEMED
directamente del frasco. Para alinear la superficie del gel se adicioné alcohol
sobre el gel separador. La polimerizacién ocurrio en aproximadamente 30 min.
A continuacidn el alcohol se elimind y la superficie del gel se lavd con agua
desionizada, las paredes internas de las placas se secaron con papel filtro sin.
tocar el gel. Para el gel concentrador (concentracién de 4 %) se mezclarorn
0.65 m! de acrilamida-bisacrilamida al 30 %, 1.25 m! de buffer concentrador
a pH 6.8, 3.05 ml de agua desionizada, 25 pl de persulfato de amonio y 5 ul
de TEMED. El buffer de corrida se prepard con 50 mM de Tris pH 8.3, 0.38
M de glicinay 0.05 % de SDS. La electroforesis se lievé a cabo a 22 °C a un
voltaje constante de 85 V. Al terminar de correr el gel este se fijé y tifo
simultdneamente en una solucién de azul de Coomassie al 0.25 % en metano!-
dcido acético-agua (45-10-45) en rotacidn lenta durante 4 o 5 h. El gel se
destifié para hacer visibles las bandas de nuestro interés en una solucién de

metanoi-agua-dcido acético (5-4-1).
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C) Electroforesis en geles de poliacrilamida copolimerizados con
diferentes sustratos (Heussen, 1980).

Los homogenados de! tracto digestivo de R. prolixus (10 ug) se fraccionaron
por electroforesis en geles de poliacrilamida en ausencia de SDS al 8 %
copolimerizados con distintos sustratos (Heussen & Dowdle, 1980). Los geles
se prepararon en placas de 7.0 x 8.5 cm. Para la electroforesis se utilizaron
cdmaras pequeiias (Owl Scientific) las cuales utilizan geles de
aproximadamente 8 cm de largo; sus partes individuales se limpiaron y
secaron debidamente y la ranura de la base se sellé con agarosa al 1 %. Para
el gel separador (concentracion de 8 %), se adiciond 2.46 ml de acrilamida-
bisacrilamida al 30 % en 1.99 ml de agua desionizada, 2.5 mi de caseina al 1 %.
Para preparar el stock de - caseina se disolvié 1 g en 10 ml de PBS
calentdndose durante 20-30 min. agitando fuertemente hasta conseguir ic
desaparicion de los grumos, posteriormente se tomaron 2 ml y se
centrifugaron por 7 min. y el sobrenadante se utilizé para la preparacién del
gel, se tomaron 2.5 ml de buffer separador pH 8.8, 50 ul de persuifato de
amonio al 10 % y finalmente se tomaron 5 ul de TEMED directamente del
frasco. La mezcla se vacio en un tubo cénico donde se agité suavemente
durante ! min. La polimerizacion ocurrié en aproximadamente 30 min.

El gel concentrador (concentracion de 7 %) contenia 0.670 mi de acrilamida-
bisacrilamida, al 30 %, 1.25 ml de buffer concentrador pH 6.8, 3.1 ml de agua
desionizada, 25 ul de persulfate de amonio y 5 ul de TEMED y se procedid
colocar el peine. Una vez polimerizado el gel se colocé en la cdmara y de
nuevo se selld con agarosa y se agregd buffer de corrida que contenia 50 mM
de Tris pH 8.3, y 0.38 M de glicina. La electroforesis se llevé a cabo a 4° C a

un voltaje constante de 85 V.
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Al terminar de correr el gel, éste se incubd en buffer de Acetatos 0.2 M pH
5 (CH; COO Na 3H;0) y DTT 10 mM durante 24 h. Posteriormente el gel se
fijo y tifié simultdneamente en una solucién de Azul de Coomassie R-250, al
0.25 % en metanol-dcido acético-agua (45-10-45) en rotacion lenta durante 3
0 4 h. El gel se destifié para hacer visibles las bandas de nuestro interés en
una solucién de metanol-agua-dcido acético (5-4-1). En otros experimentos se
utilizaron como sustratos a la gelatina, hemoglobina y albdmina. La gelatina y
albimina se disolvieron en agua caliente durante 3-5 min. y la hemoglobina se

disolvié en buffer de citratos 0.1 M a un pH de 3.

D) Ensayos de proteasas por digestion de bandas: (Zhao, 1998)

Esta técnica experimental se basé en mezclar la fuente de proteasas con un
sustrato protéico conocido, incubar la mezcla y visualizar por electroforesis
en geles de poliacrilamida al 12 % (PAGE-SDS) la desaparicion de las bandas
de proteinas correspondientes a! sustrato conocide (Zhao, 1998). Para este
fin se hicieron extractos del buche e intestino, (20-30 ug), y se les agregé el
sustrato. En primera instancia se probaron albimina, gelatina, hemoglobina y
caseina al 1 % obteniendo buenos resultados con ésta uitima. Posteriormente
las muestras se incubaron a 37° € y/o a temperatura ambiente durante 3 h,
se centrifugaron ¢ 14,000 rpm por 5 min. y el sobrenadante se utilizé para
correrlo en un gel de poliacrilamida al 12%, preparado segin la técnica

descrita por (Smith, 1989).



34

Ensayos con inhibidores de proteasas

Para averiguar la naturaleza de las proteasas detectadas, se agregaron
diferentes inhibidores (Tabla 1) que fueron incluidos en las muestras antes
de agregar el sustrato. A las mezclas muestra-inhibidor se les afiadié el
sustrato y se colocaron a 37°C durante 3 h. Posteriormente las mezclas de
reaccidn se centrifugaron a 14,000 rpm y se utilizé la porcidn soluble para
correrlo en un gel al 12 % (Zhao, 1998). Los inhibidores de proteasas fueron
los siguientes: 10 mM E64, 10 mM TLCK, 10 mM TPCK, y Pepstatin 10 mM
(Tabia 2).



Inhibidores de proteasas.
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Inhibidor

Concentracion

Proteasa blanco

Acido etilen diamino EDTA 1-10 mM Metaloproteasas
tetracetico
L-trans-epoxysuccinyl-
Leucylamide-(4 guanidino)
butane N-N-L-3- E64 1-10 uM Cisteina proteasas
Transcarboxyirane
2-carbonyl)-L-leucyl)-
Agmatine
1-10 Fenantrolina  Fenantrolina|  1-10 mM Metaloproteasas
Acido iodoacetico IA 10-100uM | Cisteina proteasas
Todoacetamida ‘ (manera reversible)
Leupeptin Leupeptina | 10-100 uM Serina proteasas
(tipo Tripsina y
cisteina proteasas)
Pepstatin Pepstatina 1 uM Asparto proteasas
(Catepsina D)
Phenylmethanesulphonyl ~ PMSF 0.1-1 mM Todas las Serina
Fluoride Proteasas
Tosyl lysil chloromethyl TLCK 10-100 uM Serina proteasas
Ketone tipo tripsina
Tosyl phenylalanyl TPCK 10-100 uM Serina profeasas

chloromethyl ketone

tipo quimiotripsina

Tabla 2. Clasificacién de los inhibidores de proteasas utilizedos para detectar actividad

proteolitica adaptado de Beynon (1989).
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E) Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica del tracto
digestivo de R. prolixus (Umezawa, 1972)

La actividad espectrofotométrica de la actividad proteolitica del tracto
digestivo de R prolixus es medida por el cambio de absorbancia a 280
nanédmetros durante la hidrdlisis de la caseina. Para este ensayo se tomaron
600 pl de sustrato (0.6 g de caseina disuelta en 100 ml de dcido ldctico al
0.75 %), 300 ul de buffer KCI-HCl 0.02 M a pH 2, con los respectivos
inhibidores dentro de tubos de microfuga a 37°C. Después de 3 min. se
afiadid el extracto a probar. como control, se preparé al instante una solucidn
stock de pepsina porcina utilizando 1 mg/ml en 0.01 N de HCI, antes de usar
el stock de la enzima, se diluyé con buffer KCI-HCl 0.02 M a una
cencentracién de 4 pg/0.1 ml de pepsina y se mezcld bien, agregdndose de
40-50 pg de extracto por cada control. La reaccidn fue terminada 30 min.
después por adicién de 350 pl de dcido perclarico a 1.7 M, posteriormente los
tubos se centrifugaron durante 5 min. a una velocidad de 14,000 rpm, la
absorbancia de la proteina libre en el sobrenadante fue medida a 280
nanémetros. Esta metodologia fue empleada para probar la actividad de cada
uno de los inhibidores utilizados. Las concentraciones a las cuales se
utilizaron los inhibidores en este experimento fueron de 10 mM para el E64,

100 mM para la pepstatina y de 100 mM para TLCK y TPCK (Tabla 2).
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F) Calculos estadisticos

Los datos fueron obtenidos en experimentos por duplicado con el fin de
minimizar el error, manejando los distintos dias probados por separado. De
éstas lecturas de absorbancia se obtuvo un promedio y se calculé la
desviacién estdndar. Para obtener el porcentaje de inhibicién el valor de
absorbancia del sustrato en presencia del inhibidor se dividié entre el valor
del control experimental.

Para corroborar los resultados obtenidos se decidié analizarlos mediante la t
de student, ordendndolos por dia de alimentacién, también se ordenaron las
lecturas de absorbancia de cada control experimental las cuales fueron
analizadas con el programa de computa llamado Sigma Plot SS550 y se
obtuvieron los valores para distinguir las diferercias enfre los distintos dias

postalimentacion.
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V. Resultados

5.1 Proteinas totales

Para conocer las proteinas de los tejidos del tracto digestivo en diferentes
estadios de desarrollo de R. prolixus se analizaron por PAGE-SDS extractos
del buche, intestino y del contenido estomacal. Para esto se utilizaron
concentraciones elevadas de inhibidores de proteasas (10-100 mM), las
cuales nos permitieron detectar en buen estado las proteinas presentes al
primero, tercero y sexto dia postalimentacién. Los patrones de proteinas
fueron en general similares para un drgano a los distintos dias
postalimentacion, aunque presentaron detalles particulares en cada muestra.
En los extractos del buche de chinches recién nacidas sin alimentar se
detectaron 9 bandas principales con pesos moleculares de 150, 96, 86, 69,
65, 61, 58, 50 y 48 kDa. Para el primer estadio ninfal, al primer dia
postalimentacidn, en el buche se identificaron 14 bandas, entre las cuales se
presentaron 7 bandas nuevds coﬁ_ pesos ﬁolgculares aparenfes de 220, 200,
150, 56, 46, 30 y 16 kDa (Cuadro 3);_ Ai tercer dia postalimentacidn en los
extractos del buche se identificaron 16 bandas, apareciends bandas nﬁevas
de 59 y 49 kDa -(Fig. .5). AI sexto diq postalimentacién el buche disminuys la
intensidad relativa de la mayor parte de las proteinas y se distinguieron 4
bandas prmcupales con pesos moleculares de 86, 61, 16 y una muy intensa de
30 kDa (Fig. 5). Por otro lado, para Ios extractos del buche de adulfos al
primero, tercero y sexto dia, se dls'r:nguueron 13 bandas, las cuales varian a
los distintos dias postallmen’racson aunque en genera! se sigue el mismo
patrdn, cuyos pesos moleculares aparentes son de 200, 150, 130, 129, 96, 86,
61,58, 50, 48, 46, 27 y 16 kDa (Fig. 5).
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Fig. 5. Proteinas totales en el tracto digestivo y contenido estomacal de distintas
fases de desarrollo y a distintos dias postalimentacién de R. pro/ixus. Carriles:
MW= marcador de peso molecular, 0= recién nacidas sin alimentar, 1°= Ninfas de
primer estadio alimentadas al primer dia, 3°= Ninfas de primer estadio al tercer
dia postalimentacién, 6°= Ninfas de primer estadio al sexto dia de alimentacién,
S= control de sangre de conejo, CEstom ninfas= contenido estomacal de ninfas y
adultos.
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Proteinas No. de Proteinas Peso molecular kDa
Buche rn-alim 9 150,96,86,69,65,61,58, 50,48
220,200,150,86,69,65,61,
Buche Ninfa 1° dia 14 58,56,50,48,46,30,16
220,150,96,94,86,69,65 61,
Buche Ninfa 3° dia 16 59,58,56,50,49,48,46,16
Buche Ninfa 6° dia 4 86,61,30,16
Cont Estom. Rnacidas 9 220,210,150,129,86,85,61,29,14
Cont Estom. Adultos 6 170,87.86,61,29,14
Buche Adultos 200, 150, 130, 129, 96, 86, 61, 58,
1°,3°,6° 13 50, 48, 46, 27,16

Cuadro 3. Proteinas totales del buche de R. prolixus durante los distintos dias
postalimentacion. Buche rn-alim= buche de recién nacidas sin alimentar, Buche Ninfa 1° dia=
buche de primer estadio a un dia, Buche Ninfa 3° dia= buche de primer estadio al tercer dia,
Buche Ninfa 6° dia= buche de primer estadio al sexte dia. Buche Adult 1°, 3°, 6°= buche de
adultos al primero, tercero y sexto dia postalimentacion, Cont. Estom. Rnacidas= contenido
estomacal de recién nacidas, Cont. Estom. Adultos= Contenido estomacal de aduitos.

En el intestino de chinches recién nacidas sin alimentar se apreciaron 8 -
bandas mayoritarias, las cuales mostraron pesos moleculares aproximados de
96, 86, 69, 61, 58, 50, 48 y 46 kDa. (Fig. 5). En intestiro del primer estadio
al primer dia postalimentacidn se distinguieron 16 bandas de 210, 129, 95, 94,
86, 85, 69, 65, 61, 58, 50, 48, 46, 30, 25 y 16 kDa. Al tercer dia fueron 10
las bandas que apreciamos entre elias estdn la de 129, 96, 86, 85, 69, 61, 50,
48, 46 y 16 kDa, pero al sexto dia el nimero de bandas se incrementé a 20,
entre las cuales se localizan las bandas nuevas cuyos pesos meleculares
fueron de 65, 59, 56, 42, 27 y 22 kDa aproximadamente. Para extractos de
intestino de aduitos se apreciaron 10 bandas de 140, 94, 86, 85, 61, 48, 42,
29, 28 y 16 kDa (Cuadro 4).
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También se analizo el contenido estomacal de los insectos en distintas fases
de desarrollo y periodos postalimentacidn, con lo que se encontré que en
chinches recién nacidas se presentaron 9 bandas principales con pesos de
220, 210, 150, 129, 86, 85, 61, 29 y 14 kDa, a comparacién del contenido
estomacal de adultos donde se distinguieron 7 bandas de 170, 87, 86, 61, 58,
29 y 14 kDa aproximadamente (Fig. 5).

Proteinas No.de proteinas Peso molecular kDa
Intestine rn-alim 8 96,86,69,6158,50,48 46
Intestino Ninfa 210,129,96,94,86,85,69,65,61,58,

1° dia 16 - - 50,48,46,30,25,16
Intestino Ninfa
3° dia 10 129,96 ,86,85,69,61,50,48 46,16
Intestino Ninfa 210,170,129,96,86,69,65,61,59 58,
6° dia 20 56,50,48,46,42,30,27,25,22 16
Cont Estom Rnacidas 9 220,210,150,129 86,85,61,25,14
Cont Estom Adultos 7 170,87,86,61,58 29,14
Intestino Adultos .
1> 3.8 10 140,94,86,85,61 48 42,29,28,16

Cuadro 4. Proteinas totales del intestino de R. prolixus durante los distintos dias
postalimentacién. Intestino rn-alim= intestino de recién nacidas sin alimentar, Intestino
Ninfa 1° dia= intestino de ninfa a un die, Intestine Ninfa 3° dia= intestino de ninfa al tercer
dia, Intestino Ninfa 6° dia= intestino de ninfa al sexto dia Intestino Adultos 1°, 3°, 6°=
intestino de adultos al primero, terceroy sexto dia postalimentacion, Cont. Estom. Rnacidas=
conterido estomacal de recién nacidos, Cont. Estom. Adultos= Contenido estomacal de
adultos.
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5.2. Deteccion de la actividad proteolitica en el tracto digestivo
Actividad proteolitica en geles copolimerizados con diferentes sustratos
La identificacién de la actividad proteolitica en el tracto digestivo de R.
prolixus fue visualizada por electroforesis en geles de sustrato. Para la
deteccidn de actividad en los extractos del tracto digestivo de este insecto,
las muestras se obtuvieron rompiendo mecdnicamente los tejidos en PBS, y
debido a que estos extractos no presentaron actividad en los geles de
sustrato, se decidid preparar extractos con detergentes idnicos como el
NP40 y el deoxicolato de sodio (DOC). Se realizaron ensayos de digestion de
geles copolimerizados con hemoglobina aplicando extractos del buche,
preparados con concentraciones crecientes del detergente NP40 y solo al
llegar a la concentracién de 1 %, se detecté una scla banda con baja
migracién (Fig. 6A). Por otra parte, en geles copolimerizados con caseina, al
probar los extractos del intestino preparados zon una mezcla de detergentes
NP4C + DOC a una concentracién de 1 %, fue posible distinguir una banda con
un peso molecular aparente de aproximadamente 60 kDa (Fig. 6B). Cuando se
probaron los extractos del control positivo de papaya preparados baje las
mismas condiciones no fue posible evidenciar alguna banda debido, tal vez a la
autodigestion que sufrieron estos extractos, o bien a que el uso de
detergentes pudo cambiar la conformacidn de las proteasas de la papaya,

haciéndolas inactivas (Fig. 6).
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Fig. 6. Geles de poliacrilamida al 8 % copolimerizados con los sustratos de hemoglobina (Panel
A) y caseina (Panel B) para detectar actividad proteolitica, B= extractos del buche, I=
extractos del intestino y P= extractos de papaya. Las mezclas de detergentes usados en la
preparacion de los extractos fueron: NP40= extractos con el detergente no iénico NP40 (1
%), NP40 + DOC= mezcla de deoxicolato de sodio y NP40 (1 % cada uno), NP40%= detergente
NP40 al 2 %.

5.3. Identificacion de las proteasas del tracto digestivo de R. prolixus.
Ensayos de proteasas por digestion de bandas

El andlisis de la actividad de proteasa por digestion de un sustrato conocido,
se basé en mezclar la fuente de proteasas con un sustrato protéico ya
caracterizado en su comportamiento electroforético y visualizar la digestion
de las bandas de proteinas correspondientes al sustrato conocido. En los
geles control se observé que la preparacién comercial de caseina presenté
dos bandas principales con pesos moleculares aparentes de 33 y 25 kDa las
cuales probablemente corresponden a las formas a y p de la caseina (Fig. 7)

(vid anexo).



44

Los extractos del buche digirieron la banda a pero no la p (Fig. 7), mientras
que los extractos de intestino y el control de papaya digirieron ambas
bandas.

Al probar en estos ensayos el efecto de diferentes inhibidores de proteasas
encontramos que el buche en presencia de una concentracién de 10 mM de
E64 digirid la banda a pero no la p, en los extractos de intestino se aprecio
digestion de ambas bandas, y una inhibicién parcial de la digestion de ambas
bandas en los extractos de papaya (Fig. 7A).

La pepstatina a una concentracién de 100 mM inhibié la digestion en los
extractos del buche observdndose las bandas a y p (Fig. 7A), en contraste
este inhibidor no tuvo efecto sobre la actividad presente en los extractos de
intestino y en papaya (Fig. 7A). El TLCK a una concentracién de 100 mM
inhibid parcialmente la actividad del buche ya que se aprecié la banda p y la
banda a disminuyd su intensidad pero no desaparecié totalmente. En los
extractos del intestino y de papaya este inhibidor no presentd ningin efecto
sobre la activided de proteasa (Fig. 7B). Al inhibir con TPCK a la misma
concentracion, en el buche las bandas a y p, fueron parcialmente digeridas y
se apreciaron muy tenues en extractos de intestino y ninguna en la papaya

(Fig. 7B).
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Fig. 7. Efecto de los inhibidores de cisteina, serina y asparto proteasas sobre las actividades
enzimdticas del tracto digestivo de R prolixus en geles copolimerizados con caseina que
fueron expuestos a extractos del tracto digestivo del triatomino. Panel A= Se utilizaron los
inhibidores E64 y Pepstatina, mientras que Panel B= corresponde al TLCK y TPCK. Carriles:
C= preparacion comercial de caseina donde se distinguen las bandas « y B caracteristicas
de este sustrato B= extractos del buche, I= intestino, P= papaya, - Cas= extractos sin
caseina e incubados a tfemperatura ambiente, + Cas= extractos con caseina e incubados a
37°C. Los recuadros de la parte posterior corresponden a las fotografias de la parte
anterior.

5.4. Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica del tracto
digestivo de R. prolixus

Para detectar la actividad de los ensayos espectrofotométricos de la
actividad proteolitica de R. prolixus se mezcld la caseina con extractos del
buche, intestino y del control positivo de papaya y la absorbancia fue leida a
280 nm (Umezawa, 1972). Ademds se empled, como enzima control, pepsina

porcina comercial. Para estos ensayos se trabajé con extractos de drganos
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de los insectos adultos obtenidos a diferentes dias postalimentacion y se
observéd el efecto de varios inhibidores. En todos los casos la digestién en
presencia del inhibidor se expresé como el porcentaje de digestién con
respecto al valor de la misma muestra en ausencia del inhibidor. Para el E64 a
una concentracion de 10 mM se obtuvo un valor de digestion igual a 22 %, la
pepstatina 100 mM redujo la digestién al 33 %, y los inhibidores TLCK y TPCK
a las mismas concentraciones presentaron valores de 112 y 73 %
respectivamente. Cuando se observé el efecto del E64 10 mM sobre los
extractos del buche al tercer dia se apreciaron valores de 43.99 + 7.2. Al
probar E64 a la misma concentracidn en extractos de intestino se obtuvo un
valor de 102.39 + 6.4, al sexto dia los valores obtenidos al probar con el E64
fueron de 46.37 + 2.2 para el buche, y de 77.75 + 5.9 para el intestino. Al
noveno dia los datos mostraron un decremento, observando para ei buche un
valor de 38.42 + 6 y para el intestino 84.43 + 6.5 (Cuadro 6). Por otro lado al
probar con la pepstatina, a una concentracién de 100 mM, en los extractos
del buche al tercer dia se aprecié un valor de 14.01 + 4.3, en los extractos de
intestino con el mismo inhibidor el valor fue de 81.80 + 3.4, mientras que al
sexto dia se obtuvo para el buche un valor de 13.82 + 5.3, y para el intestino
94.87 + 5.2, al noveno dia se obtuvieron valores de 1.14 + 1.5 para el buche y
de 88.2 + 2.6 para el intestino (Cuadro 8). Con el TLCK a una concentracion
de 100 mM al tercer dia el valor fue de 55.98 + 12 para los extractos del
buche, y de 81.48 + 4.2 para el intestino, al sexto dia los valores fueron para
buche de 38.45 + 2.9, y de 84.76 + 4.5 para intestino y al noveno dia se
obtuvo un valor de 21.17 + 4.3 para buche y de 75.74 + 5.6 para el intestino
(Cuadro 8). También se probé con TPCK 100 mM donde se obtuvieron, al
tercer dia, valores de 53.07 + 10 para el buche, de 54.97 + 19 para el
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intestino, comparando con el sexto dia obtuvimos valores de 37.31 + 2.9 para
el buche y para el intestino el valor fue de 77.93 + 5.9. Mientras que al
noveno dia los valores fueron de 18.21 + 11 para extractos del buche, y para

el intestino fue de 97.54 + 14 (Cuadro 9).

b Buche
. Intestino
% Digestion
B ] I
0 ‘ ]
3 6 9 Pepsina
Dias postalimentacion
Actividad Relativa %
Dias postalimentacion 3 6 9
Blanco 0.0002 0.0002 0.0002
Buche 439+ 72 | 4637+22 | 3842+6
Intestino 10239+64 | 77.75+59 | 8443 +65
Pepsina 100

Cuadro 5. Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica bajo el
efecto del inhibidor de cisteina proteasas E64 en el tracto digestivo de R
prolixus.



% Digestion

100 —

i

W Buche

. Intestino

Pepsina Pepsm+pepst

Dias postalimentacion

Actividad Relativa %

Dias postalimentacion 3 6 9
Blanco 0.0002 0.0002 0.0002
Buche 1401+ 43| 13.82+5.3 114 +15
Intestino 818+34 | 9487+52 | 882+26
Pepsina 100
Pepsina pepstatina 5.5

Cuadro 6. Ensayos espectrofotometricos de la actividad proteolitica bajo el
efecto del inhibidor de asparto proteasas pepstatin en el tracto digestivo de

R. prolixus.
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™ Buche
B Intestino
% Digestion
100 -
3 6 9 Pepsina
Dias postalimentacion
Actividad Relativa %
Dias postalimentacion 3 6 9
Blanco 0.0002 0.0002 0.0002
Buche 5598 +12 | 3845+29 | 2117+43
Intestino 8148 +42 | 8476 +45 | 75.74+56
Pepsina 100

Cuadro 7. Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica bajo el
efecto del inhibidor de serina proteasas TLCK en el tracto digestivo de

R. prolixus.
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. Buche

. Intestino

% Digestion I ]
0 i
3 6 9

Dias postalimentacion

Pepsina

Actividad Relativa %

Dias postalimentacion 3 6 9
Blanco 0.0002 0.0002 0.0002
Buche 53.07 + 10 371+29 18.21 + 11
Intestino 5497 +19 | 7793 +59 | 9754 + 14
Pepsina 100

Cuadro 8. Ensayos espectrofotometricos de la actividad proteolitica bajo el
efecto del inhibidor de serina proteasas TPCK en el tracto digestivo de

R. prolixus.
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Valor de la prueba 7 de student

La 1 de student es una distribucion simétrica, con media cero y de forma muy
semejante a la normal estdndar, es una distribucidn unimodal, asintotica en el
eje horizontal y dependiente de los grados de libertad (Dowdy, 1991). En
general tiene una varianza mayor que 1, la cual tiende hacia 1 a medida que el
tamafio de la muestra se hace grande (Daniel, 1984).

Analizando el comportamiento a los 3 distintos dias postalimentacidn
observamos que al calcular la t de student en el buche con E64 se distinguen
valores que oscilan entre 1.82 y 3.03, lo que indica que la actividad del buche
es muy sensible ademds de man’(ener'se' constante (Cuadro 6). Cuando los
datos del buche fueron analizados bajo el efecto del inhibidor pepstatina se
apreciaron valores para t que van de 1.39 a 3.88, manteniéndose de la misma
forma la actividad (Cuadro 7). Al realizar el andlisis estadistico cuando el
buche se probé con TLCK los valores se encontraron entre ei rango de 2.41 a
3.53, presentando una actividad elevada muy sensible a !os cambios (Cuadro
8), mientras que cuando estos datos se analizaron bajo el inhibidor TPCK los
valores obfenidos para t se encontraron entre 1.05 a 1.71, se presenté una
actividad alta y sensible que va disminuyendo (Cuadro 9). Al analizar los datos
del intestino bajo el inhibidor E64 se aprecié que los valores de t se
encuentran entre 3.50 a 4.02, disminuyendo la sensibilidad de la media.
Cuando los datos del intestinc se analizaron bajo el inhibidor pepstatina sus
valores fueron de 1.25 a 1.76, donde la media se mantiene constante. Cuando
los datos del intestino fueron aralizados bajo el efecto del inhibidor TLCK
los valores se encontraron entre 1.46 a 1.82, indicando también que la

actividad se mantiene constante.
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Al analizar los datos bajo el inhibidor TPCK en el intestino obtuvimos para t
valores de 1.33 a 2.27, encontrando que la actividad aumenta cuando la t es

sensible (Cuadro 9y 10).

Prueba #de student

Buche Intestino
39._60 60_9° 30_9° 30_6ﬁ 60“99 39_90
E64 10 mM 303 | 182 | 203 | 402 | 3.92 35

Pepstatina 100 mM | 3.88 | 139 | 275 | 141 | 125 | 1.76
TLCK 100 mM 353 | 308 | 241 | 146 | 182 | 162

TPCK 100 mM 171 | 149 | 1.05 | 227 | 1.85 | 1.33
Cuadro 10. Valores de la prueba estadistica t de student para los controles del tracto
digestivo de R. prolixus comparando al 3°, 6° y 9° dia postalimentacién.
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VI. Discusion

6.1. Proteinas totales

Con el fin de detectar la mayor cantidad de proteinas del tracto digestivo de
este insecto, se decidieron realizar pruebas con inhibidores de proteasas a
elevadas concentraciones, utilizando para ello concentraciones superiores a
10y 100 pM.

Las proteinas totales de las distintas partes del tracto digestivo de R.
prolixus de los distintos dias postalimentacion probados no mostraron
cambios significativos enfre las muestras aunque en los extractos del buche
de ninfas sin alimentar se aprecié un menor nimero de bandas que en aquellas
que ya se habian alimentado al 1° y 3° dia sequramente por la presencia de
proteinas del alimento, mientras que para el 6° dia las bandas no cambiaron
significativamente lo que indica, que en este periodo la digestion es lenta. En
los extractos del intestino de ninfas se distinguié el mismo comportamiento
para el 1° y 3° dia, en tanto que al dia 6 el nimero de bandas aumenté
notablemente en intestino, indicando que la actividad proteolitica en estos
triatominos se encuentra ligada primordialmente a este érgano (Chapman,
1971). En cuanto al nimere de bandas encontradas podemos agregar que
éstas mantienen un patrdn constarte, también se observaron bandas extra de
péptidos pequefios, probablemente productos de la digestidn de la sangre. En
general se encontrd que tanto en ninfas como en adultos la digestidn ocurrid
muy lentamente en los 9 dias postalimentacidn.

En el contenido estomacal de ninfas no se apreciaron diferencias entre los
distintos dias probados, en general todas las bandas siguieron un

comportamiento idéntico al del control de sangre de conejo.
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Para los extractos de buche en adultos al 1°, 3° y 6° dia no se observaron
diferencias (Cuadro 3). Al 1° dia postalimentacién en el control de intestino
de adultos las bandas se notaron mds marcadas, conservdndose sin ninguna
variacion durante los 3 dias analizados, (Fig. 5, Cuadro 4). En el contenido
estomacal de adultos no se apreciaron diferencias entre los distintos dias
probados.

Para estudiar el proceso digestivo de R prolixus durante el desarrollo de esta
tesis se probaron diversos ensayos de actividad enzimdtica como: la digestidn
de Azocoll (Lindquist, 1986), los ensayos de endopeptidasas y los de
proteasas dcidas (Beynon, 1989), y debido a que con varios de ellos se
obtuvieron resultados irregulares, estas metodologias fueron descartadas, y
se reportan los resultados obtenidos con los métodos de proteinas totales,
actividad proteolitica en geles copolimerizados con diferentes sustratos
(Heussen, 1980), ensayos de proteasas por digestion de bandas (Zhao, 1998)
y ensayos de la actividad de enzimas tipo pepsira (Umezawa, 1972) que

mostraron los resultados mds reproducibles.

6.2. Caracterizacion de las proteasas del fracto digestivo de R. prolixus.
Actividad proteolitica en geles copolimerizados con diferentes sustrates

La actividad proteolitica en el tracte digestive de R. prolixus fue estudiada
por PAGE en geles de sustrato. Esta técnica permite detectar la actividad de
diversas enzimas, gracias a que después de la separacion electroforética
éstas son renaturalizadas in situ, y actdan sobre el sustrato incluido en el gel

(Sanford & Springhorn, 1980).



35

La caseina es frecuentemente usada como sustrato especifico para la
determinacion de actividad proteolitica por ser econémica fdcilmente
obtenible de una fuente comercial y estable bajo condiciones de almacenaje
(Reimerders 1974).

La caseina es digerida por enzimas tipo catepsinas (Houseman & Downe,
1982) y se sabe que la principal actividad digestiva en R. prolixus se debe a
una catepsina tipo B (Terra et a/, 1988) o bien a una tipo L (Lépez Ordofiez,
et al, 2001). Sin embargo no se conoce ni el nimero ni el peso molecular de
las especies activas. Sobre este sustrato se encontrd actividad en extractos
del intestino, preparados con el detergente no idnico NP40 a una
concentracion de 1 %, usando un.pH de 5 y 45 °C, la necesidad de afiadir un
detergente a los extractos se puede deber a que las enzimas estdn adosadas
a membranas (Ribeiro, 1984) o bien a que algunas enzimas proteoliticas son
funcionales cuando se solubilizan con un detergente estdndar entre el rango
de 0.1 al 1 %. Estas condiciones se han usado en ensayos con leguminosas y
mamiferos que poseen endopeptidasas del tipo de las cisteina proteasas
(Krupa 2000).

En otros ensayos se usé como sustrato a la hemoglobing, la cual es la proteina
mayoritaria de la sangre y debe ser digerida en el tracto digestivo de este
insecto. De manera similar a lo observado con caseina como sustrato, se
detectd actividad de proteasa cuando los extractos del buche fueron
incubados en presencia del detergente no idnico NP40 a una concentracion de
1%.

En condiciones similares un tejido rico en proteasas, los extractos del fruto

de papaya, no presentaron actividad proteolitica lo cual fue ccasionado quizds
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a la autodigestion de los extractos o, alternativamente, a que el uso de

detergentes pudo inactivar a estas proteasas.

6.3. Tipos de proteasas presentes en el tracto digestivo

Ensayos de proteasas por digestion de bandas

El ensayo que proporciond los datos mds reproducibles fue el de digestién de
un sustrato conocido y el andlisis electroforético de los productos generados,
usando caseina como sustrato (digestion de bandas) (Zhao, 1998). Las
preparaciones comerciales de caseina de bovino estdn compuestas de varias
especies de caseina llamadas a, B y x. En adicion estdn presentes
aproximadamente del 10 al 20 % de elementos llamados caseina menores, que
incluyen las formas y,R, S, T, y as2-5 caseina.

Se ha observado que las preparaciones comerciales de caseina pueden estar
contaminadas ademds por albdminas y globulinas (Reimerdes, 1974). En
nuestros experimentos observamos dos bandas principales de proteina en
nuestras preparaciones de caseina las cuales pueden corresponder a las dos
bandas observadas: la banda A es la a caseina y la barda B la p caseina cuyos
pesos moleculares sor de 33 y 25 kDa respectivamente (Walstra, 1984).

El E64 es un inhibidor irreversible de tiol preteasas, el cual inhibié en los
extractos de buche la banda A indicando que la actividad que digiere este
sustrato es el de las cisteina proteasas. Los extractos del intestino tratados
con E64 digirieron la banda A, mientras que en el control de papaya se
apreciaron las bandas A y B confirmando que en este sistema se detectan
adecuadamente cisteina proteasas. Cuando los extractos del buche fueron
tratados con pepstatina se aprecid inhibicién en ambas bandas, comprobando

la presencia de asparto proteasas, tal como lo afirman Houseman & Downe



57

(1982) donde al utilizar una proteasa del tracto digestivo de R. prolixusy
basdndose en el efecto de inhibidores, agentes quelantes, agentes sulfhidril
y un pH dptimo para la deteccién de actividad, se describieron dos
actividades principales de proteasa como responsables de la digestién. Estos
autores reportaron que la proteasa mds abundante hidroliza BAPA a pH de
5.5 y se ve pobremente afectada por pepstatina. Esta enzima corresponde a
una catepsina tipo B (una cisteina proteasa) la cual es responsable del 85 %
del total de la actividad proteolitica en el intestino. Las otras actividades
hidrolizan BTEE y son inhibidas por pepstatina.

Esta es una proteasa menor y corresponde a una catepsina tipo D (una
asparto proteasa) (Terra et al, 1988). Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Garcia et a/ {1978) quienes reportaron la purificacién de una
proteasa del intestino dependiente de grupos sulfhidrilo, la cual hidroliza
BTEE (un sustrato para quimiotripsina y caseina). Sus experimentos con
inhibidores sugieren que una proteasa tipo pepsina es responsable de la
digestidn de la sangre a la cual se le llamo tiol proteasa de R. prolixus. Otros
estudios sugieren que esta tiol proteasa se encuentra en pequefias cantidades

en el intestino y no participa en la digestion de la sangre (Terra et a/, 1988).

6.4. Ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica del tracto
digestivo de R. prolixus

Los ensayos espectrofotométricos de la actividad proteolitica fueron
medidos por el cambio de absorbancia a 280 nm durante la hidrdlisis de la
caseina (Umezawa, 1972). En base a los datos obtenidos midiendo la digestidn

de la caseina en solucién e inhibiendo con reactivos especificos contra los
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distintos tipos de proteasas se propone un modelo preliminar de la digestion
en el buche y el intestino de R. prolixus.

En el buche a tiempos tempranos existen enzimas sensibles a los inhibidores
de serina - cisteina proteasas (TLCK, TPCK y E-64). Esta actividad disminuyd
al correr de los 9 dias analizados. Estos datos sugieren la presencia de
enzimas tipo catepsinas, las cuales serian responsables de la digestion
temprana, disminuyen con la digestidn y tal vez se incrementen al término del
ciclo digestivo como ocurre en otros insectos hematdfagos (Lehane, 1996).

Al comparar estadisticamente los valores de los extractos del buche cuando
fueron probados con el inhibidor de cisteina proteasas E-64 distinguimos que
las medias de las muestras no son significativamente diferentes entre los 3
dias probados, lo que indica que la actividad del buche se mantiene constante
(Cuadro 6). Por otra parte en el buche no se puede descartar la existencia de
enzimas tipo tripsinas, tal vez aln no descritas. De hecho, en experimentos
realizados en el laboratorio se detectd de manera preliminar por medic del
método de RT-PCR a enzimas de este tipo usando iniciadores genéricos de
serina - proteasas (Lopez-Ordofiez, comunicacion personal). Es notable que el
pepstatin, inhibidor de catepsinas tipo D (asparto-proteasas) tuve un fuerte
efecto sobre el proceso de digestion en el buche, indicando la presencia de
este tipo de enzima en el buche (Terra et al/, 1988), y dado que los valores de
t no son significativamente diferentes entre los 3 dias analizados, esta
actividad se mantiene en el buche durante todo el proceso digestive (Cuadro
7). Cabe mencionar que este mecanismo se ha observado en las catepsinas L
in vivo (Kirschke y Wiederanders 1994).

Es posible que varias isoformas de cisteina y asparto proteasas puedan ser

detectadas en el tracto digestivo de R. profixus (Lam, 1999).
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Al probar con el inhibidor de serina proteasas TPCK distinguimos que los
extractos del buche presentaron un comportamiento semejante que cuando
fueron tratados con TLCK, apreciando menos digestién en los primeros dias, e
invirtiéndose el efecto hacia el dia 9 donde la actividad aumenté. Los valores
de t mostraron que si existen diferencias significativas entre los dias
probados, presentando una actividad elevada y sensible que va disminuyendo
al transcurrir el periodo postalimentacion.

En cuanto al intestino, la actividad digestiva total no fue muy intensa y fue
principalmente afectada por los inhibidores de serina - cisteina proteasas, lo
cual es esperado en base a los reportes anteriores donde se atribuye la
digestidn intestinal a enzimas tipo catepsina, principaimente del tipo B.

Para el caso de los extractes de intestino se apreciaron valores de actividad -
altos al 3er dia, pero ol 6° dia estos valores decrecieron y para el dia 9 voivié
a aumentar la actividad, al comparar estadisticamente las medias
encontramos que presentan diferencias significativas entre el dia 3° y 9°
disminuyendo la: sensibilidad ‘de la media.- Al arnalizar los extractos del
intestino apreciamos que la actividad mostré una elevada digestion hacia el
dia 3 y conforme transcurrieron los dias, la digestién fue disminuyerdo,
encontrando ademds que las medias de las muestras de t presentaron
diferencias significativas. Cuando los extractos del intestino se analizaron
bajo el inhibidor pepstatina se detectd que la media se mantuvo igual que
cuando se probd con TLCK, para el caso del TPCK la actividad aumentd cuando
la t se mostrd mds sensible. Se piensa que el TLCK y TPCK usualmente inhiben
serina proteasas, pero fambién pueden inhibir cisteina proteasas (Rosenthal,

et al., 1998) (Cuadro 9).
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Recientemente, este dato se ha precisado con la resolucién de la secuencia
de una catepsina del intestino de R. prolixus que corresponde con una
catepsina tipo L (Lopez-Ordofiez, et a/ 2001). Por otro lado, la actividad tipo
catepsina fue constante durante el periodo analizado.

Por otra parte, al analizar las proteinas totales presentes en el contenido
intestinal de R. prolixus, se observd que si bien se generan productos de
digestidn en el buche, estos se mantienen constantes en el intestino a lo largo
del pericdo analizado. En conjunto estos datos sugieren una rdpida digestion
inicial en el buche de R. prolixus, dependiente de una catepsina tipo D,
seguida de una digestién gradual debida c la catepsinas tipo L en el intestino.

Este mecanismo explicaria el proceso digestivo de R. prolixus, el cual ocurre
en periodos que pueden durar hasta varios meses (Terra et a/1988), durante
los cuales el insecto no se alimenta y debe administrar sus nufrientes

obtenidos durante una alimentacidn de sangre afortunada.
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CONCLUSIONES

-El andlisis general de las proteinas totales del tracto digestivo de R.
prolixus a los distintos dias postalimentacién mostré que en general, tanto

ninfas como adultos conservan el mismo patrén.

-Al analizar las proteinas totales del contenido estomacal de R. prolixus, se
observé que los productos de digestion generados en el buche se mantienen

constantes en el intestino a lo largo del periodo analizado.

-Cuando los extractos del tracto digestivo de R. prolixus. buche e intestino
fueron incubados en presencia de los detergentes NP40 y DOC a una
concentracién entre 0.1 y 1 %, fue posible encontrar actividad de proteasa

sobre los sustratos de hemoglobina y caseina respectivamente.

-Se detectd que las enzimas proteoliticas del tracto digestivo de R. prolixus
son funcionales cuande son tratadas a una temperatura de 45 ° Cy a un pH

dcido de 3-4.

-El buche de R. prolixus degrada preferentemente a la forma o de la caseina,

mientras que el intestino degraddé ambas proteinas.
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-En el buche a tiempos tempranos existen enzimas sensibles a los inhibidores
de serina - cisteina proteasas, éstas enzimas son del tipo de las catepsinas,
las cuales son responsables de la digestién temprana, disminuyen con la

digestidn y se encuentran al término del ciclo digestivo.

-El pepstatin, inhibidor de catepsinas tipo D (asparto proteasas) tuvo un
fuerte efecto sobre el proceso digestivo en el buche indicando la presencia

de este tipo de enzimas en este érgano.

-En el intestino, la actividad digestiva no fue muy intensa y fue inhibida por
inhibidores de serina - cisteina proteasas, atribuyéndose la digestion

intestinal a enzimas tipo catepsinas, principalmente dei tipo B.
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IX. APENDICE

La caseina de Bos taurus (Bovino)
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La caseina es la principal proteina que constituye la leche de bovino (Holt,

1988). El contenido de caseina representa cerca del 80 % de la fraccidn

proteica de la leche de vaca. Es una fosfoproteina que mantiene el equilibrio

entre los agregados solubles. Una propiedad distintivas de las caseinas son su

baja solubilidad a pH de 4.6. Por otra parte, muchas de ellas poseen grupos

fosfato esterificados a residuos de serina (Nakai and Kason, 1974). Las

mejores preparaciones de caseinas de bovino estdn compuestas por las

variaciones genéticas de a, B y x caseina

Descripcién Proteina Residuos Repetidos Variantes Conflictos
madura fosforilados | en la secuencia
Alfa 51 | 16214 | 616368798 | 85-99 2941 (vte. A) | 42-42 L
Caseina 1,82,83,50, 125-140 68-68 (vte. D) | 50-50 E-Q
MW 23-24.5 130 207- 207 95-95 H-Q
kDe 68 (vte. D) (vte.C) 143-143 H-D
211-212 MP-15
Alfa S2 16-222 232425317 ; 76-140 102-102 (Q-E)
Caseina Péptido 1,72,73,76,14 | 158-222
MW 26 kDa 165-203 | 4,146 Casocidina I*
Beta Caseina 16-224 30,32.33,345 | Carbohidratos 51-52 (vte. E) 108-108 M-L.
MW 24-25 kDa 0 (vte. C) 70,72,95,183 52 (vte. () 132-132 EQ
unido a O- 82 (A1,By () 152-153 LP-PL
galNAc 121 (vte. A3) 190-190 Q-E
137 (vte.B) 210-210 E-G
215-224

PVRGPFIIV-DPSLLL

Tabla 3. Caracteristicas generales de las diferentes fracciones de las caseinas de Bos taurus
(Bovino). Se muestran los residuos de aminodcidos fosforilados y los repetidos.
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Fragmentos repetidos - Péptido (Casocidina I)

- Péptido sefial - Carbohidratos

- Sitios de fosforilacion Deleciones

| 1 Region hidrofébica

[ 1 Regidn hidrofilica

4 & Residuos de la y caseina

v v CaseinaSyTSA

# & CaseinaRy TSB

CAS1_BOVIN
CAS2_BOVIN
CASB_BOVIN

CAS1_BOVIN
CAS2_BOVIN
CASB_BOVIN

CAS1_BOVIN

MKLLILTCLVAVALARPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNEL
MKFFIFTCLLAVALAKNTMEHVSSSEESIISQE TYKQEKNMAINPSKENLCSTF
MKVLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDEL

SKDIGSES TEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQL
CKEVVRNANEEEYSI6SSSEESAEYATEEVKITVDDKHYQKALNEINQFYQKFPQY

QDI(IHPFAQTQSLWPFPGPIPNSLPQNIPPLTQ'I'PVVVPPFLQPEVMGVSKVKEBMAPK

LRLKI(YKVP(IILEIVPNSAEERLHS*KEGIHAQQKEPMIGVNQELAVFV PELFRQFYQLDA

CAS2_BOVIN

LQYLYQGPIVLNPWDQVKRNA VPITP'IILNREQLSTS EENSKKTVEPMESTEVFTHC‘I'KLFE

CASB_BOVIN

CAS1_BOVIN
CAS2_BOVIN
CASB_BOVIN

HKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLS

YPSGAWYYVPLGTQY TDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW

| EEKNRLNFLKKISQRYQKF ALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL

LSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV
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Alfa s1 caseina de bovino

10 20 30 40
[RPKHPIKHQG  LPREVLNENL LRFFV{APF!I VFGKEKVNEL

50 60 70 80
SKDI|[GBESTE DRNWMEDIKEM EAESTSSSEE IVPr\erEKH

90 100 110 120

IQKEDWPSE|R YLGYLEQLLR LKKYKVPQLE | IVPIINBAEERL

130 140 150 160
HSMKEGIHAQ QJIKEPMIGVNQ ELAYFYPELF RQFYQLDAYP

170 180 190 199
SGAWYYVPLG TQYTDAPSFS DIPNPIGSEN s|E|<TTMPLw1

Alfa s2 caseina de bovino
10 20 30 40
KNTMEHVSSS EEESIISQET YKQEKNMAIN PSKENLCSTF

50 60 70 80
CKEVVRNANE EEYSIGSSSE ESAEVATEEV KITVDDKHYQ

90 100 110 120
KALNEINQFY ~QKFPQYLQYL Y[QGPIVLNPW DQVKRNAVPI

130 140 150 160
TPTLNREQLS TSEENSKKTV DMES[TEVFTK KTKLTEEEKN

170 180 190 200
| RLNFLKKISQ RYQKFALPQY LKTVYQHQKA MKPWIQPKTK

207
VIPYVRY
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Alfa s1 caseina de bovino

La cadena polipeptidica de la alfa caseina contiene 3 regiones hidrofébicas las
cuales van de 1-44, 90-113 y 132-199. Las dos primeras se caracterizan por
poseer mds residuos bdsicos que dcidos, en la tercera regién se localizan
muchos residuos aromdticos. Las regiones 45-89 y 114-131 son hidrofilicas,
estas contienen mds de la mitad del total de los residuos dcidos, en general
siete de los ocho residuos fosfoserilados totales. Otra caracteristica notable
de la caseina alfa s1 es la presencia de amino dcidos con cadenas carboxiladas,
particularmente dcido glutdmico, en la proximidad de dos grupos de residuos
fosfoserilados. Los residuos fosfoserilados en la caseina a s1 son arreglados
de manera similar a los de la B caseina. En particular en la caseina a sl las
regiones 62-70 contienen . cuatro residuos fosfoserilados, los cuales son
similares a los de las regiones 13-21 de la B caseina (Ribadeau, 1971). La
sustitucion de aminodcidos que caracteriza la caseina a sl variante D y la B
caseina variante C provee evidencias de una fosforilacion enzimdtica de ia
caseina. Las variantes C y D de la caseina a sl difieren de la variante B por la
sustitucion de glicina por dcido glutdmico en la posicion 192 'y de triptéfano por
alanina en la posicion 53 respectivamente (Ribadeau, 1971). La variante A se
caracteriza por una delecion de trece residuos de aminodcidos en las
posiciones 14 y 26 del extremo amino terminal hidrofébico de la cadena
polipeptidica (Grosclaude, 1970). La alteracién de la estructura primaria de la
proteina ocasiona una modificacion de las propiedades fisicoquimicas de la
caseina o sl. La caseina a sl variante A es soluble en presencia de calcio a
bajas temperaturas y los micelios de caseina que la conforman son mds
hidratados y mds estables (Thompson, 1969). La variante C se polimeriza a una

temperatura mds elevada que las variantes By D.
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Alfa s2 caseina de bovino

La cadena de la caseina o s2 comparte el péptido sefial en las posiciones 1-15 al
igual que todas las muestras de caseina probadas, los fragmentos repetidos se
localizan en las posiciones 100-137 y 145-207, ademds de ser el tnico tipo de
caseina que posee el péptido de Casocidina I en las posiciones 151-189, el cual
funciona como inhibidor del crecimiento de algunas bacterias en el sustrato
(Tabla 3). Los sitios de fosforilacion compartidos se encuentran en las

posiciones 8-10, 17, 57-59, 62 y 130-132.

Beta caseina de bovino

10 20 30 40
RELEELNVPG EIVESLSSSE ESITRINK4KI EKFQEEEQQQ

50 60 70 80
TEDELQDKIH PFAQTQSLVY PFPGPIRNSL PQNIPPLTQT

90 100 110 120
PVVVPPFLQP  EVMGVSKVKE ~ AMAPKvH&KEMP  FPKYPVEPFT
130 140 150 160

ESQSLTLTDV ENLHLPLPLL QSWMHQPHQP LPPTVMFPPQ

170 180 190 200
SVLSLSQSKV LPVPQKAVPY PQRDMPIQAF  LLYQEPVLGP

209
VRGPFPIIV 4 v &



76

PBeta caseina de bovino

Las variantes B y C de la B caseina se ven afectadas por las sustituciones de
serina por arginina en la posicién 123, de dcido glutdmico por lisina en la
posicién 37 y de fosfoserina por serina en la posicién 35, éstas difieren de la
variante A por una sustitucion de prolina por histidina en la posicién 67. La
caseina y representa a los fragmentos correspondientes a los residuos 29 a
209, las caseinas llamadas S y TSA corresponden a los residuos 106 a 209 y las
caseinas denominadas R y TSB corresponden a los residuos 108 a 209. Todas
las sustituciones de aminodcidos diferencian las variantes de la B caseina,
ademds de estar localizadas después del residuo 29, que representa el residuo
amino terminal de la y caseina. El polimorfismo genético de la y caseina altera el
polimorfismo de la P caseina, ya que se ha observado que la ausencia de y
caseina en las leches de vacas homocigdticas depende de la hidrdlisis de la y
caseina por una proteasa de la P caseina entre los residuos 28 y 29, la
alteracién que afecta la P caseina variante C en los residuos 35 y 37 puede
inhibir completamente la accién de esta proteasa. En fodos los casos esta clare
que las y caseinas no son determinadas por dos locus de estructura especifica,
sino mds bien por dos partes del locus de la B caseina variante C (Mackinlay,
1971). La localizacién de todas las sustituciones de aminodcidos que
observamos nos permite definir la disposicion relativa de 10 locus que
presentan distancias minimas entre los sitios considerados, presentando
distancias entre los alelos de 43, 73 y 128 codones. La B caseina posee ademds

carbohidratos unicos en las posiciones 55, 57, 79 y 168 (Tabla 3).
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Estructura de los componentes de la caseina de bovino

Péptido Baja Anillo
3 gefial === complejidad == ¢pproscado - =
Transmembranal

Alfa sl caseina de Bos taurus (bovino)

T—— Importante capacidad para transportar fosfato de calcio en la

leche. Posee dos regiones hidrofdbicas que contienen todos los residuos de
prolina, separados por una region polar la cual contiene uno de los ocho grupos
fosfato. Con localizacion extracelular. Posee un peso molecular de 23.000 kDa,
con 199 residuos y 15 residuos de prolina. Presenta variantes en las posiciones
29-41, 68 y 207, ademds de poseer conflictos en las posiciones 42, 50, 95, 143,
211y 212,

Alfa s2 caseina de bovino

—4 I

Posee concentradas cargas negativas cerca del extremo amino terminal y
cargas positivas cerca del extremo carboxilo. Tiene una localizacion
extracelular. La casocidina-I* inhibe el crecimiento de Escherichia coli y
Staphylococcus carnosus. Por lo menos presenta dos alelos polimérficos. La
secuencia del alelo D difiere de la mostrada y tienen una delecion de nueve
residuos, los cuales pueden ser 49-58, 50-59, o 51-60. Con un peso molecular
de 25.000 kDa, 207 residuos y 15 residuos de prolina. Ademds de poseer

conflicto en la posicién 102.
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Beta caseina de bovino

Importante funcion en la determinacion de las propiedades de superficie de los
micelios de caseina. Con elevadas cargas en la region amino terminal ademds de
una region hidrofdbica en el extremo carboxilo. Actia como una proteina muy
anfifilica. Su asociacién es dependiente de la temperatura, suele formar
grandes polimeros a 20° C, pero no a 4° C. Con un peso molecular aproximado
de 25-26.000 kDa, con 209 residuos y 15 prolinas. Presenta variantes en las
posiciones 51, 52, 82, 121 y 137, ademds de conflictos en las posiciones 108,

132,153, 190, 210, 215 y 224.
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X. ANEXO Wil

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA GELES DE POLTIACRILAMIDA.
Buffer para gel separador pH 8.8:

Para preparar 100 ml de éste buffer, se disuelve 18.15 g de Trizma-base en
aproximadamente 40 m| de agua desionizada, se adicona HCl 1M hasta alcanzar

el pH deseado y se afora a 100 ml con agua desionizada. Filtrar con papel
Whatman N° 1y guardar a 4° C

IZT.

Buffer para gel concentrador pH 6.8

Para preparar 100 ml, se disuelven 6 g de trizma-base en aproximadamente 40
ml de agua desionizada, se adiciona HCl 1 M hasta que el pH se ajuste a 6.8 y
posteriormente se afora a 100 ml con agua desionizada. Fliltrar y guardar a 4°
21

Acrilamida al 30.8 %

Para preparar 100 mi se disuelver 30 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida
en aproximadamente 70 ml de agua desionizada a 50°C, una vez disuelto se

afora a 100ml, se filtra y se guarda a 4°C en frasco dmbar.

Dodecil sulfato de sodio al 20 % (SDS)
Para un volumen de 100 ml, disolver 20 g de SDS en 100 ml de agua

desionizada. Filtrar y guardar a temperatura ambiente.

Buffer de muestra 2X SDS
Para preparar 40 ml agregar 1.52 g de Trizma-base, 20 m! de glicerol.

2.0 gde SDS y 1 mg de azul de bromofenol o rojo de pirimina.
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Azul de Coomasie
Para un volumen de 100 ml pesar 0.25 g de azul de Coomasie, 45 m| de metanol,
45 ml de agua y 10 ml de dcido acético glacial, filtrar la solucién en papel

Whatman N° 1 y guardar en frasco dmbar a temperatura ambiente.

PBS
Para preparar PBS pesar 4.77 g y adicionarle 500 ml de agua desionizada,

mezclar bien y guardar a temperatura ambiente.

Solucién decolorante débil
Para preparar un litro de solucién decolorante agregar 500 m| de metanol, 400
- ml de dcido acético glacial y 100 ml de agua desionizada mezclar bien y guardar

a temperatura ambiente.

Buffer de corrida 10 X
Para preparar 500 ml, se adicionaron 15 g de Trizma-base, 72 g de glicina, 50

ml de SDS al 10 % y disolver en agua desionizada.

Buffer de Citretos pH 4

Para preparar 200 ml de este buffer se tomaron 20 mi de dcido citrico 0.1 My
se llevaron a pH de 4 con citrate de sodio 0.1 M y se aforo con agua
desionizada.

Buffer de acetatos pH 5

Para preparar este buffer de incubacidn se tomaron 20 mi de dcido acético 0.2
M, y posteriormente se llevaron a pH de 5.4 con acetatc de sodio 0.2 M y se

aforo con 200 ml agua desionizada.
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Buffer de Fosfatos pH 6
Se tomaron 20 ml de NaH:PO4H:0 0.1 M y se llevaron a pH de 6 con NazHPO4

0.1 y finaimente se aford con 200 ml de agua desionizada.

Cuantificacion de proteinas (Lowry)

e BSA

o Deoxicolato de sodio 0.15 %
Para preparar este reactivo pesar 0.15 g de DOC y aforar con 100 ml de agua
desionizada, envasar y guardar a 4 ° C.

e TCA72%
Para preparar TCA tomar 72 ml de dcido tricloroacetico al 100 % y aforar a
100 ml con agua desionizada.

¢ Solucién A
Para preparar 100 ml de esta mezcla pesar 2 g de NazC0O3,0.3 g de NAOH, y
0.0268 g de tartrato de sodio/potasio, mezclar bien y guardar en botella
dmbar a 4 ° C.

e Solucion B
Para preparar 100 ml de este reactivo pesar 0.5 g de Cu SO4y aforar con agua
desionizada, guardar en botella dmbar a 4 ° C.

e Solucién C
Tomar 50 partes de la solucidn A + 1 parte de la solucidn B
Tomar 10 ml de la solucidn A + 200 ul de la solucidn B

Tomar 12 ml de la solucién A + 240 pl de la solucién B.
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Buffer KCI-HCI 0.02 M pH 2.0
Para la preparacién de este buffer pesar 0.14912 g de KCl en 50 ml de agua
desionizada, llevar a pH de 2 con HCl y aforar a 100 ml guardar a temperatura

ambiente.

Acido perclorico 1.7 M
Para preparar 100 m| de este reactivo tomar 17.07905 m| de dcido percldrico y

aforar con 100 ml de agua desionizada, guardar en botella dmbar a 4 ° C.

Pepsina Porcina
Para preparar una solucidn stock que contenga 1 mg/ml en 0.01 N HCl, antes de
usar diluir con buffer KCI-HCI 0.02 M pH 2 que contenga 4 1ug/0.1 ml. Es

importante preparar esta solucidn
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