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Lista de abreviaturas

e dpa. Dias postalimentacion.

e Fuc. Fucosa.

e GalNAc. N-acetilgalactosamina.

e GIcNAc. N-acetilglucosamina.

e Gp: Glicoproteina.

e H. Hembra.

e IM. intestino medio.

e |P. intestino posterior.

e M. Macho.

e MAA. Lectina de Mackia amurensis.
¢ MPM. Membrana perimicrovellosa.
e NeuAc. Acido N-acetilneuraminico
e pm. Peso molecular.

e PNA. Lectina de Arachis hypogoea.
e WGA. Lectina de Triticum vulgaris.



indice

1 RESUMEBN. oot r e e e e e e e e e enneas 1
P22 11 oo (U Tolod o] o AU PUUTT TP 2
3 ANTECEUEBNIES. .o 4
3.1 Enfermedad de Chagas. ........cccccciiiiii i 4
T2 1 0 Y/ o 1= T g Vo - o 4 1 = W (U 14 P 10
3.3 VBCIOIES. oo 15
3.3.1 Intestino de [0S triatoOMIiNOS. .......cooiiiiiiiiiee e 19
3.3.2  DIQESHION. oo ———— 21

3.4 Trypanosomacruzi en el tranSmIiSOr......ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee 22
3.5 GliCOPIOtEINAS. cooiiiieeieeeeee e e e 24
3.5.1 Glicoproteinas en [0S iINSECt0S VECLOIES. .......uuvvvvverrvrvrninririrnnnnnnnns 25

N [ 1S (o= Tox o o FA TR PPRRRPP 26
5  HipOteSiS Y ODJELIVOS. ....uviiiiiieeiiiiiiiiiiie et 27
5.1 HIPOTESIS. ittt e e e e e e e 27
5.2  ODbJetivo general. ... 27
5.3 ODbjetivos eSPECITICOS. .ooiiiiiiiiiiie e 27

(ST /=1 (o o [o] (oo I - VTS PSRRI 28
6.1  INSEBCTOS . 28
6.2 AlIMENTACION . ..ciii ittt a e 28
6.3  EXtraccion del inteStiN0. ......coooiiiiiiiiiiiiieee e 31
6.4 Preparacion histoldgica de las muestras...........ccccvvvvveeeeeeeeeeeeeiinnnnnnn. 31
6.5 EStudio hiStOlOQICO. ...ccooiiiiiiiiiiii 31
6.6 Descripcion de morfologia histologica. ......cccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 31

6.7 Preparacion de muestras para determinacion de proteinas y

GlCOPIOTEINGS. ..o 32



6.8 EXtraccion de proteiNas.........oooccuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 32

6.9 Cuantificacion de proteinas. .......ccueeeiiieiiiiiiiiii e 32
6.10 Determinacion del patrén electroforético. .....ccccccvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieeenn, 33
6.11 Identificacion de glicOProteiNas. .......ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiee e 34
T RESUIAAOS. ... 36

7.1 Caracteristicas histoldgicas del intestino medio y posterior en

diferentes condiciones de alimentacCioN. ......covee e e 36

7.1.1 Meccus pallidipennis, macho en ayuno y 10 dias

[0 X 1] = 11T 4 1= g1 = o] o1 o I 36

7.1.2 Meccus pallidipennis, hembra en ayuno y 10 dias
[T 1] = 11T 4 1= g1 = o] o1 o I 38

7.1.3 Triatoma barberi, macho en ayuno y 10 dias postalimentacién.. 40
7.1.4 Triatoma barberi, hembra en ayuno y 10 dias postalimentacion. 43
7.2 Determinacién del perfil electroforético.........oeeevvvvviiiiciiiiiciiien, 46
7.3 Identificacion de glicoproteinas.........ccoovvvviiiiiie e, 54

7.3.1 Reconocimiento de residuos de N-acetilglucosamina con la
lectina WGA en Western-blot en intestino medio y posterior de machos y
hembras de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi en diferentes

condiciones de alimentacCiON. . ..o, 54

7.3.2 Reconocimiento de residuos de N-acetilgalactosamina con la
lectina PNA en Western-blot en intestino medio y posterior de machos y
hembras de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi en diferentes

coNdicionNes de aliMENTACTON. ....ee e e eaaes 63

7.3.3 Reconocimiento de residuos de a-2,3-acido sialico con la lectina
MAA en Western-blot en intestino medio y posterior de machos 'y
hembras de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi en diferentes

condiciones de alimentaCiON. . ..o, 70

8  DiscUSION e reSUIAIHOS. . ... 71



8.1 Caracteristicas histoldgicas del intestino medio y posterior en

diferentes condiciones de alimentacion. ........cccoouviiiiiiiiee e 71
8.2 Determinacion del perfil electroforético.........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiiieeee 73
8.3 Identificacion de glicoproteinas.........cccevvvvviiiiie e 75
O CONCIUSIONES. ..o 78
O T =T £ 1= o 1)Y= 1 SRR 79

11  Referencias bibliografiCas..........ccoovviiiiiiiiiii e 80



1 Resumen.

El parasito flagelado Trypanosoma cruzi realiza procesos de multiplicacion y
diferenciacion en las diferentes porciones del tracto digestivo de los triatominos
transmisores. En estos procesos existen interacciones entre el intestino del vector
y el parésito que pueden estar influenciadas por la morfologia del intestino del
insecto o bien por la presencia de moléculas de adhesion, como las proteinas y
glicoproteinas. En México existe una amplia variedad de especies y distribucion de
transmisores de T. cruzi y se ha observado que la virulencia de los aislados del
parasito esta relacionada con la especie de vector; por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue comparar la morfologia y el perfil de proteinas y glicoproteinas del
intestino medio y posterior de machos y hembras de dos especies de vectores de
T. cruzi, de importancia en el pais, Meccus pallidipennis y Triatoma barberi. El
andlisis histologico de cortes de los intestinos tefiidos con PAS se realizd por
microscopia de luz; y se observd el patron electroforético por electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida y afinidad a lectinas por Western blot
para reconocimiento de residuos de N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-
galactosamina y a-2,3-acido siélico. Se observaron diferencias morfolégicas entre
intestino medio y posterior en todas las condiciones experimentales, siendo mas
relevante la presencia de granulos intracelulares y secrecion PAS positiva en el
epitelio del intestino de las hembras de Triatoma barberi en ayuno; se identificaron
componentes de 61 y 64 kDa en el patron electroforético que presentaron residuos
de N-acetil-D-glucosamina, los cuales en trabajos previos han sido relacionados con
el proceso de digestion del insecto. Por otra parte, se identificaron componentes de
46 y 45 kDa con residuos de N-acetil-D-galactosamina, que previamente ha sido
demostrado estan involucrados en el proceso de reconocimiento parasito-intestino
del vector. Las diferencias observadas en la morfologia, en el patron electroforético
y de glicoproteinas en el intestino de adultos de M. pallidipennis y T. barberi, podrian

influir en el desarrollo de Trypanosoma cruzi en el tracto intestinal del insecto.



2 Introduccion.

La enfermedad de Chagas es una enfermedad causada por el parasito flagelado
Trypanosoma cruzi, transmitido por hemipteros hematéfagos de la familia
Reduviidae. Esta enfermedad es endémica en Latinoameérica, se estima que a nivel
mundial existen aproximadamente 10 millones de personas infectadas y mas de 25
millones estan en riesgo de adquirir la infeccion (OMS, 2013).

Trypanosoma cruzi es un parasito que pertenece al orden Kinetoplastida y a la
familia Trypanosomatidae, presenta diferentes fases en su desarrollo; epimastigote,
tripomastigote (metaciclico y sanguineo) y amastigote. El parasito infecta 150

especies de animales domeésticos y silvestres (Levine et al., 1980); OMS, 2007).

En México, se han reportado 32 especies de vectores de T. cruzi. Dos de las
especies transmisoras de importancia para el humano en el pais, son Meccus
pallidipennis [Stal, 1872] y Triatoma barberi [Usinger, 1939]; el primero se encuentra
distribuido en 13 estados, es una especie con predominio en el peridomicilio y se ha
descrito como “vector visitante”, ya que entra en las viviendas para alimentarse.
Triatoma barberi se encuentra distribuida en 12 estados y habita principalmente
dentro del domicilio ademas, del peridomicilio; los aislados de T. cruzi obtenidos de
este vector son altamente virulentos, esto demostrado por la patologia en modelo
murino y en humanos (Salazar et al., 2010).

En 1939, Mazzotti encontr6 que las cepas de Trypanosoma cruzi aisladas de
Triatoma barberi eran mas virulentas que las cepas de otras especies de triatominos
del pais. Tay en 1969 realizé6 estudios para explicar esta modificacion en la
virulencia, sin embargo, no se concluyé si ésta era dada por el vector o el hospedero
(Mazzotti, 1939; Tay et al., 1969).

Dentro del intestino del vector, los epimastigotes de T. cruzi se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos. Perlowagora en 1994, monitore6 la metaciclogénesis
de T. cruzi en nueve especies de triatominos y observo que fue vector dependiente.

En un estudio con tres especies de transmisores en México, Triatoma barberi



presentd el mayor indice de metaciclogenia en comparacion con Meccus
pallidipennis y Triatoma dimidiata. En otro estudio se demostré que T. cruzi en el
vector Triatoma dimidiata afecta el comportamiento de diferentes cepas del parasito,
modificando la parasitemia, los nidos de amastigotes y la mortalidad en

ratones(Salazar et al.; Guzman et al., 2012).

En otra parasitosis, se ha relacionado la presencia de glicoproteinas intestinales con
la metaciclogénesis. En Rhodnius prolixus, se ha observado la importancia de la
interaccion entre glicoproteinas y carbohidratos del parasito y el intestino del insecto
ya que al incubar a los parasitos con carbohidratos se logré inhibir su unién a la
membrana perimicrovellosa del intestino de R. prolixus. Dinglasan en 2005, propuso
el uso de anticuerpos monoclonales para bloquear residuos de carbohidratos del
intestino de los vectores y modificar el desarrollo de los parasitos (Wilkins &
Billingsley, 2001; Dinglasan et al., 2005; Alves et al., 2007).



3 Antecedentes.

3.1 Enfermedad de Chagas.
La enfermedad de Chagas fue descrita por el Dr. Carlos Ribeiro Justiniano Chagas

en 1909 en Brasil e identific6 como agente causal al parasito Trypanosoma cruzi y
al insecto transmisor. Aun cuando la Tripanosomiasis es endémica de América
Latina, ha cobrado importancia en Estados Unidos de Norteamérica, Canada
Australia, Japon y 17 paises europeos debido a la presencia de casos como
resultado de la migracién (Figura 1)(Chagas, 1909; OMS, 2013).
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Figura 1. Distribucién mundial de casos de infeccion por Trypanosoma cruzi 2006-2009 (Modificado
de (WHO, 2010).

Segun la OMS, se calcula que a nivel mundial existen alrededor de 10 millones de

personas infectadas, mas de 25 millones de personas estan en riesgo de adquirir la



enfermedad y en el 2008 esta enfermedad causé la muerte a mas de 10 000
personas (OMS, 2013).

La tasa de prevalencia mas alta se encuentra en Bolivia (6.75%), seguida por
Argentina (4.13%), El Salvador (3.37%), Honduras (3.05%), Paraguay (2.54%);
mientras en Brasil y México la prevalencia es de 1% aproximadamente (Kirchhoff,
2011).

La enfermedad es propia de paises en desarrollo y esté asociada a factores sociales
y ambientales tales como viviendas construidas con materiales de riesgo (muros de
adobe, madera y piedra; techos de palma, tejas o lamina; o pisos de tierra), residir
en areas de pobreza, altas tasas de migracion, ademas de pertenecer a grupos
vinculados con el trabajo agricola en zafras y cosechas (Salazar et al., 2010; OMS,
2013).

En la cadena de transmision del parasito son importantes los reservorios, tanto
silvestres como domeésticos. En 2007, la OMS refiere 150 especies de animales,
entre los que se han identificado perro, gato, vaca, cerdo, burro, armadillo,
tlacuache, ardilla, ratdon de campo, murciélago fruticola y marta. Los anfibios y aves
son refractarios a la infeccion, estan involucrados por ser fuentes alimentarias de

los transmisores (Salazar et al., 1997; Jurberg & Galvao, 2006; Rassi et al, 2012).

La forma de transmisién natural del parasito ocurre cuando las heces de un
triatomino infectado con Trypanosoma cruzi entran en contacto con mucosas,
conjuntiva o una lesion en la piel. La forma de transmision por transfusion sanguinea
es la segunda en frecuencia, ya que se ha observado en diversos estudios con
porcentajes significativos de donantes seropositivos a T. cruzi; el riesgo de infeccién
por este mecanismo aumenta cuando se trata de transfusion de plaquetas ya que
durante la centrifugaciéon de la sangre los parasitos quedan concentrados en la fase

leucoplaquetaria (Kirchhoff, 2011).

Otras formas de transmision son vertical o connatal, por trasplante de 6érganos,

accidentes de laboratorio y oral (Kirchhoff, 2011).



En México, existen las condiciones climatolégicas, orograficas y socioeconémicas
para la presencia de los vectores, la transmision del parasito y la enfermedad (Cruz
& Pickering, 2006).

En la Encuesta Nacional de Seroepidemiologia realizada en 1987, se observé que
los estados del sur y sureste del pais, con bajo desarrollo econémico, bajos niveles
de escolaridad y en zonas rurales, presentaron seroprevalencia elevada (Velasco
et al., 1992).

En bancos de sangre del pais, se observd un porcentaje de seropositividad a T.
cruzi en sangre de donadores desde 0.3% en la Ciudad de México hasta 17.5% en
Puebla. En un estudio realizado en 1999 a donadores de sangre del Instituto
Nacional de Cardiologia se obtuvo un 0.3% de seroprevalencia a Trypanosoma
cruzi, este porcentaje fue incluso mas alto que el de VIH, VDRL, VHB y HCV. Novelo
en 2010, realizé un tamizaje en 71 bancos de sangre del IMSS y encontré una
seroprevalencia nacional de 0.406%, la mas baja con 0.013% en Aguascalientes y
la mas alta 3.11% en Poza Rica, Veracruz. Se ha estimado que el riesgo de
adquisiciéon de la enfermedad después de una unidad de sangre trasfundida es del
20% aproximadamente (Dumonteil, 1999; Montedn et al., 1999; Cabrera et al., 2004;
Novelo et al., 2010; Rassi & Marin, 2010).

La transmision vertical o connatal es un mecanismo importante en los paises
endémicos, se estima que aproximadamente entre el 1-10% de los infantes nacidos
de madres con enfermedad crénica de Chagas, estan infectados. En Bolivia, se ha
estimado el 6% de seroprevalencia en nifios por transmisién materno fetal (Brutus
et al., 2007; Salas et al., 2007; Torrico et al., 2004; Kirchhoff, 2011).

La transmision también puede ser resultado del trasplante de oOrganos que
contengan células con amastigotes que al convertirse en tripomastigotes
sanguineos después del trasplante e infectar 6rganos adyacentes y causar una
infeccion sistémica. Estos casos han sido observados en América latina, Estados
Unidos y Canada (CDC, 2006; Rassi & Marin, 2010; Kirchhoff, 2011).



En 1940, Mazzotti reporta en México, los dos primeros casos humanos y los dos
primeros vertebrados infectados con el parasito y a partir de los 50’s, Biagi, Tay en
los 60’s y Salazar en los 70’s, realizan encuestas epidemioldgicas en diversas
regiones del pais, con el informe de 2 miocarditis chagésicas post-mortem y en
1979, reporta el tercer caso de miocardiopatia chagasica comprobado
parasitolégicamente en un paciente vivo. En 1984 se report6é el primer caso de
megaesoéfago y en 1986 el primero de megacolon. A la fecha, se han incrementado
los estudios en diversas regiones del pais encaminados a identificar diversos
aspectos de la enfermedad; en los estados de Veracruz, Oaxaca, Morelos, Yucatéan,
Guerrero y Jalisco se han realizado un numero considerable de encuestas
epidemioldgicas con reportes de casos humanos. Hasta 2004 el niumero de casos
de enfermedad de Chagas registrados en el pais fue de 16,979; solo se habian
realizado estudios en 12 estados de la Republica en los que se analizaron 117,733
sueros, de los cuales 2,388 resultaron positivos (Mazzotti, 1940; Salazar et al., 1979
y 1984; Tay et al., 1986; Cruz & Pickering, 2006).

La enfermedad consta de las fases clinicas: aguda, cronica asintomatica
(indeterminada) y cronica. Durante la fase aguda, se presenta una alta parasitemia,
puede ser asintoméatica o indetectable por los signos y sintomas. Menos del 5% de
las personas presentan sintomas como fiebre aguda, cefalea, adenitis y linfagitis,
ademdas puede observarse una lesién en el lugar de entrada del parasito al
organismo, cuando se presenta en piel se llama Chagoma de inoculacion y se
caracteriza por una lesion cutdnea con edema; si la inoculacion se da cerca del ojo,
puede presentarse un edema perioftalmico unilateral con conjuntivitis llamado Signo
de Romafa. Estos sintomas suelen aparecer alrededor de 8-10 dias después de la
infeccion natural o hasta 40 dias después de la infeccidn por transfusion sanguinea
y puede durar hasta 4-8 semanas. También pueden existir casos con miocardiopatia
aguda o meningoencefalitis en nifios o adultos inmunocomprometidos (UNAM &
OPS, 2006; Cook & Zumla, 2009; Rassi & Marin, 2010; WHO, 2010; Rassi et al.,
2012).



En la fase aguda todas las células nucleadas son blanco de infeccién, cuando la
respuesta inmune aumenta se reduce la parasitemia, asi como el niumero de

parasitos en los tejidos, sefialando el final de esta fase (Rassi & Marin, 2010).

La fase cronica asintomatica o indeterminada, tiene una duracion aproximada de
entre 10-20 afos. Durante esta fase el sistema inmune ha logrado reducir el nGmero
de parésitos en la circulacién sanguinea y no se presentan signos y sintomas, pero
se caracteriza por seropositividad contra antigenos de T. cruzi (Dumonteil, 1999;
UNAM & OPS, 2006; Rassi et al., 2012).

La fase crénica sintomatica se caracteriza por la presencia de problemas cardiacos
o digestivos (miocardiopatia, megaeséfago o megacolon). Se calcula que un 30%
de los pacientes presentan problemas cardiacos y un 10% presentan problemas
digestivos (Rassi & Marin, 2010; OMS, 2013).

La destruccion de las células infectadas por Trypanosoma cruzi es considerado
como el principal mecanismo de dafio al hospedero, sin embargo existen
mecanismos indirectos que contribuyen a la patogenia caracteristica de esta
enfermedad. Se ha propuesto que en el progreso de la enfermedad estan
involucradas reacciones de autoinmunidad debido a la reaccion cruzada entre
antigenos de T. cruzi con tejidos del corazon ademas de la participacion de citocinas
y células inflamatorias que afectan la integridad de los tejidos. La infeccion puede
desencadenar en muerte subita o insuficiencia cardiaca debido a la destruccion
progresiva del musculo cardiaco (Kierszenbaum, 2007; Marin et al., 2007; OMS,
2013).

El diagnéstico de laboratorio de la infeccion por T. cruzi puede realizarse por
meétodos parasitoldgicos e inmunoldgicos, el método de eleccién depende de la fase
clinica de la enfermedad en la que se encuentre el individuo. Los métodos
parasitolégicos son de eleccién en la fase aguda ya que su propdsito es demostrar
la presencia del parasito en la sangre. Entre esos métodos se encuentran examen

directo, gota gruesa y frotis sanguineo y para aumentar su sensibilidad pueden



usarse métodos de concentracién como Strout y microhematocrito (UNAM & OPS,
2006; BID et al., 2010).

Las pruebas serologicas son usadas en las fases indeterminada (cronica
asintomatica) y cronica de la enfermedad con la finalidad de encontrar anticuerpos
especificos contra Trypanosoma cruzi. Los métodos serologicos recomendados por
la OMS son ELISA, inmunofluorescencia y hemaglutinacion indirectas; deben
realizarse al menos dos de esas técnicas serologicas para la confirmacién de un
diagnoéstico (UNAM & OPS, 2006; BID et al., 2010).

Actualmente para el tratamiento de la enfermedad se dispone de Benzinidazol y
Nifurtimox que son mas efectivos si se administran en individuos en la fase aguda,;
de igual forma es necesario el tratamiento oportuno de las afecciones cardiacas o
digestivas. Se ha observado en estudios clinicos un mayor perfil de seguridad y
eficacia con el tratamiento de Benzinidazol, convirtiéndolo en el tratamiento de
eleccion (Rassi et al., 2012; OMS, 2013).
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3.2 Trypanosoma cruzi.
Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado que pertenece al orden

Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae (Figura 2).

— |

I_ Phylum: Sarcomastigophora |
— T |
I_ Subphylum: Mastigophora |

I— Clase: Zoomastigophora |
I_ Orden: Kinetoplastida |
I_ Familia: Trypanosomatidae |

I_ Género: Trypanosoma —|
I_ Especie: Trypanosoma cruzi l

Figura 2. Clasificacion taxondmica de Trypanosoma cruzi (Levine, 1980).

El parasito presenta 3 principales fases en su desarrollo: tripomastigote (sanguineo
cuando se encuentra dentro del hospedero mamifero en la circulacion sanguinea 'y
metaciclico en las heces del transmisor), epimastigote en el intestino del triatomino
y medios de cultivo, y amastigote cuando se encuentra dentro de las células del
hospedero mamifero. La fase de tripomastigote es de cuerpo alargado de 10-20 pm,
con un nucleo vesiculoso, citoplasma poco granuloso y un cinetoplasto terminal con
cromatina dispersa del cual emerge la membrana (Figura 3A). El epimastigote es
fusiforme y puede medir hasta 30 um, tiene el cinetoplasto con cromatina
organizada de forma compacta en la porcién anterior cerca del nucleo, un flagelo y
membrana ondulante (Figura 3B). El amastigote no presenta flagelo, se observa el
nacleo y el cinetoplasto, miden entre 3-5 um de diametro y es una forma de
multiplicacion o division dentro de las células del hospedero(Figura 3C) (de Souza,
1999; Tyler & Engman, 2001; UNAM & OPS, 2006; Kowalska et al., 2011).



11

Figura 3. Principales fases del ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi (40x) A) Tripomastigotes sanguineos, B)
epimastigotes (40x) y C) nido de amastigotes en musculo cardiaco murino (40x). Cortesia del Laboratorio de
Biologia de Parasitos, UNAM.

El ciclo de vida del parasito inicia cuando el vector ingiere tripomastigotes
sanguineos en la sangre de un hospedero infectado (Figura 4), posteriormente en
el tracto digestivo del insecto, T. cruzi lleva a cabo la multiplicacién en fase de
epimastigotes y la diferenciacion a tripomastigotes metaciclicos que son la forma
infectante y salen junto con las heces del triatomino (Rassi et al., 2012).

Cuando un triatomino infectado ingiere sangre de un mamifero deposita sus heces
sobre éste. Los tripomastigotes metaciclicos penetran las mucosas, la conjuntiva y
la piel, por medio de una lesion previa o la misma causada por la picadura del
insecto. Aun cuando los parasitos pueden ser destruidos por el sistema inmune, la
mayoria de estos penetran las células del tejido adyacente (Teixeira et al., 2006).
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Figura 4. Ciclo biolégico natural de Trypanosoma cruzi. Cuando un vector ingiere sangre de un hospedero
infectado con Trypanosoma cruzi, los tripomastigotes sanguineos se diferencian en epimastigotes en el intestino
y comienzan su division por fisién binaria y su diferenciacién en tripomastigotes metaciclicos que son liberados
en las deyecciones. Cuando las heces del triatomino infectado entran en contacto con mucosas o alguna lesion
en el hospedero mamifero, los tripomastigotes metaciclicos invaden las células y se convierten en amastigotes,
se dividen por fision binaria y lisan la célula que los contiene liberAndose al torrente sanguineo como

tripomastigotes sanguineos, los que pueden continuar en circulacion o bien invadir otras células.

Con base en estudios moleculares se han determinado polimorfismos genéticos en
las diferentes poblaciones de Trypanosoma cruzi, actualmente T. cruzi, se clasifica
en seis unidades discretas de tipificacién clasificadas como Tc | al Tc VI. Las
unidades discretas de tipificacion de T. cruzi, Tc | se ha encontrado desde Argentina
hasta los Estados Unidos, mientras que Tc Il al VI se encuentran distribuidas desde
la Cuenca Amazonica hasta el sur de Argentina; sin embargo, es posible encontrar
regiones donde todas las unidades discretas de tipificacion estan presentes, como
es el caso de Colombia, en donde Tc | se ha reportado de forma predominante y en
una baja proporcion, a Tc ll, Tc lll, Tc IV y Tc VI (Brisse et al., 1998; Zingales et al.,
2009;J. M. Burgos et al., 2010).

Trypanosoma cruzi, cuenta con una gran cantidad de moléculas de superficie que

le permiten entrar en contacto con las células del mamifero y llevar a cabo el proceso
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de infeccion. Las moléculas de la membrana son las que inician los eventos de
sefalizacion entre el parasito y el hospedero, entre ellos las balsas lipidicas en la
membrana del parasito que regulan la fluidez de la membrana favoreciendo la

invasion de las células del mamifero (Teixeira et al., 2011).

Las transialidasas de T. cruzi son moléculas importantes en su desarrollo, pues
pueden estar relacionadas con los procesos de invasiéon de las células del
hospedero protegiendo al parasito de la respuesta inmune de éste; estas enzimas
estan ancladas a su membrana plasmatica y transfieren sialoglucoconjugados del

hospedero a los glicoconjugados B-galactosa terminales del parésito (Frasch, 2000).

Por otro lado, las mucinas son un grupo de glicoproteinas de superficie de T. cruzi,
los residuos de azlcar de dichas moléculas interactian con las células de los
mamiferos y del vector, cuya funcién puede ser brindar proteccion al parasito contra
los mecanismos de defensa del vector o del hospedero o bien, asegurar la invasion
de células o tejidos especificos (de Souza et al., 2010; Osorio et al., 2012).

Las glicoproteinas gp82, gp35 y gp50 son moléculas que se expresan en la
superficie de los tripomastigotes metaciclicos y estan relacionadas en la invasion
del parasito por medio de la induccion del aumento de calcio intracelular tanto en el
parasito como en el hospedero. Se ha determinado que gp82 esta relacionada
principalmente en el mecanismo de invasion de células en aislados altamente
invasivos de T cruzi, mientras gp35 y gp50 son responsables de dicha invasion en
aislados de baja invasiéon (Yoshida, 2006; Maeda et al., 2012).

La Gp90 es una glicoproteina de superficie que esta presente en los tripomastigotes
metaciclicos de T. cruzi y acta como regulador negativo de la invasion celular ya
gue no desencadena la sefializacion de calcio, aunque se sabe que puede presentar

actividad glicosidasa y antifagocitica (Yoshida, 2006; de Souza et al., 2010).

Algunas otras proteinas implicadas en la interaccion del parasito a las células de
mamifero son gp83 que se ha visto relacionada con la activacion de la proteina
cinasa C (PKC) de los macréfagos; penetrina, que es una molécula con afinidad a

la matriz celular y promueve la adhesién de fibroblastos y penetracidon del parasito;
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cruzipaina, una endoproteasa presente en los 4 principales estadios del parasito
que participa en el proceso de invasion de las células del mamifero, en el escape
del sistema inmune del hospedero y esta relacionada con el proceso de nutricion
del parasito durante su diferenciacion en el intestino del vector; oligopeptidasa B,
una serin-endoproteasa que participa en el aumento del transito de calcio en las
células del hospedero y Tc80, una colagenasa que esti relacionada con la
degradacion de la matriz extracelular del tejido del hospedero, facilitando su
invasion (Ortega & Pereira, 1991; Yoshida, 2006; Caradonna & Burleigh, 2011;
Alvarez et al., 2012).
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3.3 Vectores.
Los vectores de Trypanosoma cruzi, son insectos hematéfagos que pertenecen al

phylum Arthropoda, subphylum Hexapoda, orden Hemiptera, familia Reduviidae y
subfamilia Triatominae (Figura 5). Tienen adaptaciones morfologicas asociadas a la
basqueda de huéspedes y alimentacion de sangre tales como piezas bucales
adaptadas para perforar o lacerar tejidos (Schofield, 2009; Rassi A Jr, 2012) .

— ,
R Subonlun Horapods ,
— T |
— P T ,
— T AT

Géneros en México: Belminus
Dipetalogaster
Eratyrus
Paratriatoma
Pastrongylus
Rhodnius
Triatoma

I_ Meccus "I

Figura 5.Clasificacion taxondmica de los vectores de Trypanosoma cruzi (Rassi et al., 2012).

La subfamilia Triatominae esta integrada por 5 tribus y 15 géneros; se conocen 140
especies y todas son capaces de trasmitir T. cruzi, sin embargo debido a sus habitos
alimenticios, distribucién geografica y habitat, pocas tienen importancia en la
transmisiébn a humanos. Aproximadamente 125 especies de esta familia se
encuentran Unicamente en Ameérica entre 42° de latitud al norte de Estados Unidos
y 42° al sur de Argentina, ademas logran sobrevivir en condiciones de humedad
entre 30-60% y temperaturas entre 24-28°C (Lehane, 2005; Jurberg & Galvao,
2006; Teixeira et al., 2006; Schofield & Galvao, 2009).

Los triatominos tienen una cabeza alargada con dos 0jos prominentes y un par de
antenas segmentadas ademas de una probdscide tri-segmentada debajo de la

cabeza y un pronoto con forma triangular. La parte proximal de las alas anteriores
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es relativamente dura y rigida, se conduce a la parte distal membranosa. Son
insectos hemimetdbolos con 5 estadios ninfales y un estadio adulto y todos son
capaces de transmitir T. cruzi (Lehane, 2005; Castillo & Wolff, 2000; Rassi & Marin,
2010).

Los adultos se diferencian de las ninfas por la presencia de ocelos y el desarrollo
completo de los genitales externos y las alas. Las hembras tienen un apice
abdominal truncado y los machos tienen el apice abdominal redondeado, ademas,

las hembras tienden a ser mas grandes que los machos (Jurberg & Galvao, 2006).

La cantidad de sangre que ingieren esta relacionada con el estadio de desarrollo y
se sabe que las ninfas de 4° y 5° estadio son las que se alimentan mas. Estos
insectos se alimentan principalmente durante la noche y pueden ingerir hasta 10
veces Su propio peso en sangre, realizan una transferencia rapida de agua
aumentando la secrecion de liquidos a nivel intestinal, lo que incrementa su
capacidad para transmitir a T. cruzi al defecar sobre el hospedero, volviendo mas
eficaces a los que defecan mientras se alimentan (Castillo & Wolff, 2000; Jurberg &
Galvao, 2006).

En México existen 32 diferentes especies de vectores de T. cruzi, 19 pertenecen al
género Triatoma, 6 al género Meccus, 2 al género Panstrongylus y 1 especie a los
géneros: Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Paratiratoma y Rhodnius (Galvao,
2003; Salazar et al., 2010).

En 1937, el Dr. Luis Mazzotti identificd a Triatoma phyllosoma como el primer vector
infectado con T. cruzi. A lo largo del pais se les conoce con diversos nombres
coloquiales como chinche besucona, ahorcadoras, de éarbol, de campo, de
compostela, trompuda, voladora, de piedra, hocicona, palomitas, pulgones, entre
otros (Salazar et al., 2005).
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Los vectores de T. cruzi se dividen en intradomiciliados, peridomiciliados y
silvestres; los dos primeros se consideran los de mayor importancia en la
transmision del parasito debido a su relacion con las viviendas de los humanos. En
México, de acuerdo a los reportes existen 13 especies de mayor importancia en la
transmision de T. cruzi, de las cuales dos especies son intradomiciliadas Triatoma
barberi y Triatoma dimidiata y 11 especies peridomiciliadas. Dos especies
ampliamente distribuidas en el pais son Meccus pallidipennis (Figura 6A) y Triatoma
barberi (Figura 6B) (Salazar et al., 2010).

Figura 6. Ejemplares adultos macho de A) Meccus pallidipennis y B) Triatoma barberi. Cortesia del Laboratorio
de Biologia de Parasitos, UNAM.

Meccus pallidipennis es una especie peridomiciliada, exclusiva de México, la cual
fue clasificada como Meccus pallidipennis en 1872 por Stal. Los machos tienen
dimensiones de 31-34 mm y las hembras de 32-35 mm y se encuentra entre 200 y
1,580 msn con mayor predominio en alturas entre 1500 y 1800 msn, se ha reportado
en los estados de Colima, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y Zacatecas
(Figura 7); es un vector que puede encontrarse durante la luz del dia. Bajo
condiciones de laboratorio se ha determinado que defecan después de 10-15
minutos de la ingestion de sangre (Lent & Wygodzinsky, 1979; Zarate & Zarate,
1985; Martinez & Novelo, 2004; Ramsey et al., 2005; Salazar et al., 2005 & 2010).

Triatoma barberi es una especie exclusiva de México, fue reportada en 1939 por
Mazzotti como Triatoma sp y posteriormente se le nombré Triatoma barberi en el
mismo afio por Usinger. Las hembras miden aproximadamente 18.5 a 20 mm,

mientras que los machos miden de 16 a 18 mm. Se encuentra a 2,400 metros sobre
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el nivel del mar (msn) y se distribuye en México en Colima, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Michoacdn, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala,
Veracruz (Figura 8). Es importante en la transmision de Trypanosoma cruzi debido
a su amplia distribucion, ser una especie intradomiciliada con habitos nocturnos,
preferencia alimentaria de sangre de mamiferos y por defecar durante la ingestion
de sangre. Se ha encontrado en fisuras de los muros al nivel de las camas, son
atraidos por la luz artificial y tienen habitos principalmente nocturnos. Se ha
reportado que el indice de infeccion natural con T. cruzi de esta especie es de
aproximadamente 70% (Lent & Wygodzinsky, 1979; Zarate & Zarate, 1985; Salazar
et al., 2005 & 2010).

Meccus pallidipennis
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L

Figura 7. Distribucién geografica de Meccus pallidipennis en México. Esta especie de triatomino se
encuentra distribuida en los estados de Colima, Guerrero, Jalisco, Estado de México, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y Zacatecas. (Zarate & Zarate, 1985; Vidal
& Ibéfiez, 2000; Salazar et al., 2005 & 2010).

Nogueda en 2000, comparo los patrones de defecacion de diferentes especies de
vectores de T. cruzi y concluy6 que Triatoma barberi es un vector altamente eficiente

en comparacion con M. pallidipennis, debido a que presentd un menor tiempo de
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latencia de defecacion en comparacién con este ultimo. Triatoma barberi presenta
mayores indices de infeccion que Meccus pallidipennis y los aislados de T. cruzi
obtenidos de T. barberi presentan una virulencia elevada, esto ultimo demostrado
por la patologia en modelo murino y en humanos (Tay et al., 1969; Nogueda et al.,
2000; Salazar et al., 2010).

Triatoma barberi
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Figura 8. Distribucion geogréfica de Triatoma barberi en México. Esta especie se encuentra distribuida en los
estados de Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacén, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Tlaxcalay Veracruz (Zarate & Zarate, 1985; Salazar et al., 2010).

3.3.1 Intestino de los triatominos.
El tracto digestivo de los triatominos esta conformado por el intestino anterior

(cardias, esotfago) e intestino medio, que a su vez se constituye por el intestino
medio anterior (estbmago), el intestino medio posterior (intestino delgado) y recto
(Figura 9) (Schaub et al., 2011).

El intestino esta conformado por células epiteliales columnares en su porcién
anterior, y epiteliales cubicas en la posterior, y células endocrinas localizadas en el

intestino posterior. El intestino medio presenta microvellosidades apicales que estan
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cubiertas de membrana perimicrovellosa (MPM), mientras que las células del recto
estan cubiertas por una capa extracelular (Billingsley, 1990; Rocha et al, 2010;
Schaub et al., 2011).

Figura 9. Tracto digestivo de Triatoma barberi.

El intestino de los insectos del orden Hemiptera posee una superficie celular apical
de dos membranas trilaminares: membrana apical (interna) y membrana apical
luminal (externa), separadas por una capa de alta densidad electronica. La
membrana apical luminal no esta presente en insectos durante el ayuno, pero
persiste por largos periodos después de la alimentacién. Aun no se conoce el origen
de estas membranas, pero se ha observado la presencia de lisosomas en las células
del intestino de Rhodnius prolixus después de 2 horas de haber sido alimentado.
Por otro lado, se ha identificado la presencia de granulos PAS positivos en el epitelio
intestinal de Triatoma vitticeps en diferentes condiciones de alimentacion
(Billingsley, 1988; Billingsley, 1990; Rocha et al., 2010).

Se ha descrito la presencia de la MPM que separa el lumen del intestino de las
microvellosidades. Su origen preciso se desconoce, pero se ha propuesto que ésta
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se origina en un sistema interno de vesiculas de doble membrana. A pesar de que
Su composicion exacta no se conoce, se ha observado en R. prolixus presencia de

galactosa determinada con lectinas (Schaub et al., 1999; Silva et al., 2004).

3.3.2 Digestion.
El proceso de digestion se lleva a cabo a lo largo de todo el tracto intestinal. En la

porcion anterior del intestino de Rhodnius prolixus se ha descrito la presencia de un
factor hemolitico y enzimas salivales que facilitan la digestion de la sangre ingerida
por el insecto (Azambuja et al., 1983; Kollien & Schaub, 2000).

Al intestino medio se le atribuye una baja actividad de absorcion y almacenamiento
de nutrimentos debido a la ausencia de espacios extracelulares entre las
membranas basales y por la baja presencia de vesiculas de almacenamiento y
granulos de glucdégeno. En esta porcién se lleva a cabo la secrecion de enzimas

(proteasas digestivas) para la digestion (Billingsley, 1990; Rocha et al., 2010).

En el estbmago la sangre se almacena y es ligeramente procesada por digestion de
carbohidratos, procesamiento de lipidos y hemdlisis, ademas se llevan a cabo los
procesos de diuresis y transporte de iones. En el intestino medio anterior estan
presentes algunas enzimas como glucosidasas, lisozimas, fosfatasas acidas y
alcalinas, sialidasas y lipasas (Billingsley, 1990; Amino et al., 1995; Kollien et al.,
1998; Canavoso et al., 2004; Schaub et al., 2011).

En el intestino medio posterior, se lleva a cabo la digestion, absorcion y
almacenamiento de nutrimentos, donde existe un mayor numero de células
endocrinas, que tienen vesiculas secretorias en la regién basal y liberan su
contenido a la hemolinfa. En esta porcion del intestino se ha descrito la presencia
de glucosidasas, lisozimas, fosfatasas acidas y alcalinas, catepsina B, L y D,
aminopeptidasas, carboxipeptidasasy lipasas (Billingsley, 1990; Rocha, et al., 2010;
Schaub et al., 2011).
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En los triatominos se han descrito microorganismos simbiéticos en el lumen del
intestino medio anterior, los que pueden proporcionar nutrimentos adicionales y que

favorecen el desarrollo de las ninfas al estadio adulto (Lehane, 2005).

3.4 Trypanosoma cruzi en el transmisor.
Cuando el vector ingiere la sangre de un hospedero infectado, la almacena en el

estbmago, donde comienza a digerirse inmediatamente, algunos tripomastigotes
sanguineos son lisados y otros comienzan a diferenciarse en epimastigotes.
Posteriormente, pasan a los tubulos de Malpighi e intestino medio posterior donde
los epimastigotes se unen a la MPM por formacion de glicoconjugados y se dividen

por fision binaria longitudinal (de Souza et al., 2010; Schaub et al., 2011).

Se ha descrito que alrededor de 1-2 semanas después, los epimastigotes en la
superficie del epitelio rectal se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, que son
la forma infectante y son eliminados en las heces (Figura 10) (Schaub et al., 2011).

Ingesta de tripomastigotes
sanguineos

Diferenciacion a epimastigotes

Anclaje y replicacion por fision
binaria

Diferenciacion a tripomastigotes
metaciclicos

Figura 10. Desarrollo de Trypanosoma cruzi en el intestino del vector.
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La forma de asociacion del parasito al epitelio del tracto digestivo difiere en el
intestino medio y posterior del transmisor. En el intestino medio posterior los
epimastigotes estan en contacto con la MPM y en el recto por interacciones

hidrofébicas o con lectinas (Kollien et al., 1998; Schaub et al., 2011).

En 1985, los resultados obtenidos por Lammel al pasar tres cepas de origen humano
por Triatoma infestans, muestran que la virulencia es independiente del nUmero de
parasitos. Se ha observado que la virulencia de algunas cepas de T. cruzi se ve
afectada cuando pasan por el intestino de diferentes vectores. Magalhdes en 1996,
observo que al infectar Triatoma infestans y Panstrongylus megistus con tres cepas
de T. cruzi de origen humano, la virulencia del parasito se incrementd (Lammel et
al., 1985; Perlowagora & Moreira, 1994; Magalhaes et al., 1996).

Garcia en 1984 reportd que las enzimas intestinales que favorecen la digestion en
el insecto pueden afectar el desarrollo de Trypanosoma cruzi, el cual podria
modificar sus caracteristicas; por otro lado el parasito requiere de proteinas y
metabolitos productos de la digestién para su desarrollo, lo que implica competencia

entre el insecto vector y T. cruzi (Garcia et al., 1984; Schaub et al., 2011).
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3.5 Glicoproteinas.

Las glicoproteinas son el resultado de la union covalente de grupos de carbohidratos
a una cadena polipeptidica por medio de una modificacion postraduccional en
eucariontes llamada glicosilacion. Dicho proceso generalmente se lleva a cabo en
el Aparato de Golgi (AG) y en el reticulo endoplasmico (RE), aunque algunas
proteinas son glicosiladas en el citoplasma. La N-glicosilacion se lleva a cabo en el
RE y continda en el AG, mientras que la O-glicosilacion es exclusiva del AG. Las
unidades de carbohidratos que se unen a las proteinas son llamados glicanos y
generalmente son oligosacaridos en especial hexosas (manosa, galactosa, acido
sidlico y L-fucosa) (Cole, 1989; Varki, 2009).

Los tipos de enlace entre la proteina y el glicano pueden ser del tipo N- u O-
glicosidicos. Cuando un oligosacarido se une al nitrogeno de un residuo de
Aspargina (Asn) se forma la N-glicosilacion (Figura 11A) y por otra parte, la O-
glicosilacion se lleva a cabo cuando un oligosacarido se une al OH de un residuo de
Serina (Ser) o Treonina (Thr) (Figura 11B) (Varki et al., 2009).

oL Sel'/ Manosa (Man)

Thr - N-acetilglucosamina (GIcNAc)

(13 B4 BS 63 ’ Acido N- acetil neuraminico (Neu5Ac)
o3 O N-acetilglucosamina (GIcNAc)

[:] N-acetilglucosamina (GIcNAc)

AFucosa (Fuc)

Figura 11. Ejemplos de glicoproteinas. A) N-glicano. B) O-glicano (Modificado de Varki et al., 2009).

Las funciones que pueden tener las glicoproteinas en los organismos son diversas
en los eventos especificos de reconocimiento (proteccion contra proteasas,
mantenimiento de la solubilidad, conformacién de proteinas, funciones hormonales
y de barrera) dando como resultado la modulacion de procesos biolégicos; como

cuando la glicosilacién de algunos receptores cambian su afinidad a los ligandos y



25

la glicosilacion de algunos ligandos cambia su afinidad al receptor (Varki, 1993;
Rehm, 2006).

3.5.1 Glicoproteinas en los insectos vectores.
Se ha determinado que los artrépodos tienen N-glicanos del tipo alto en manosa y

O-glicanos en proteinas de superficie, intracelulares y de secrecion (Varki et al.,
2009).

Con anterioridad se ha propuesto la unién de Trypanosoma cruzi a glicoproteinas
del intestino de los vectores para iniciar la diferenciacion en tripomastigotes
metaciclicos; en estudios realizados en Rhodnius prolixus han determinado la
presencia de residuos de N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina en
componentes de la MPM y la presencia de N-acetilglucosamina en el intestino del
mismo vector por medio de histoquimica (Alves et al., 2007; Albuquerque et al.,
2009).

En otros transmisores de enfermedades como Anopheles stephensi transmisor de
Plasmodium sp., se ha observado la presencia de glicoproteinas en el intestino que
pueden participar como receptores para la union del oocineto de Plasmodium sp. al
intestino del mosquito. En Aedes aegypti se observé la presencia de N-
acetilgalactosamina mediante histoquimica de lectinas, en condiciones de
laboratorio (Zieler et al., 2000; Wilkins & Billingsley, 2001).

Dinglasan en 2005, con el uso del anticuerpo monoclonal MG96 bloqueé residuos
de a-D-manosa en el intestino de diferentes especies de vectores, entre ellos M.
pallidipennis, que presentd reconocimiento de diferentes glicoproteinas. Por otro
lado, Gonzalez en 2006, realizé un estudio con suero anti MPM y anti tejido intestinal
de Rhodnius prolixus demostrando la disminucion del indice de infeccion por
Trypanosoma cruzi en insectos adultos y de 5° estadio (Dinglasan et al., 2005;
Gonzalez et al., 2006).
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4  Justificacion.
En México existe una amplia variedad de especies de transmisores de

Trypanosoma cruzi distribuidos a lo largo del territorio nacional. Meccus
pallidipennis y Triatoma barberi, son dos especies que representan un riesgo para
la poblacion debido a su contacto cercano con los seres humanos. En las cepas de
Trypanosoma cruzi aisladas de M. pallidipennis y T. barberi se han presentado

diferencias en la virulencia y patogenia.

Una parte importante del ciclo bioldgico de T. cruzi ocurre dentro del tracto digestivo
de los triatominos, pasando de la forma de tripomastigote sanguineo a la forma
replicativa (epimastigote) y posteriormente a la forma infectante (tripomastigote
metaciclico). Este proceso de replicacion y diferenciacion se lleva a cabo en
diferentes porciones del tracto digestivo del insecto e implica interacciones en las
gue pueden estar involucradas las estructuras histologicas y moléculas del tracto

digestivo.

Las principales moléculas de superficie y de secrecion presentes en el tracto
digestivo de los triatominos son glicoproteinas que participan en eventos de
reconocimiento (celular y molecular), y por lo tanto pueden afectar o modular

procesos bioldgicos que influyen en la replicacion y diferenciaciéon de T. cruzi.

El propdsito de este estudio es describir y comparar las caracteristicas histologicas,
y perfiles de proteinas y glicoproteinas del intestino medio y posterior de M.
pallidipennis y Triatoma barberi para conocer las estructuras y moléculas que
podrian estar implicadas en el desarrollo de la virulencia de las cepas de T. cruzi en

transmisores infectados y que serian candidatas para estudios futuros.
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5 Hipoétesis y Objetivos.

5.1 Hipotesis.
Se han observado diferencias en la virulencia de cepas de T. cruzi aisladas de

diferentes transmisores, y si la multiplicacién y diferenciacién del parasito ocurre en
el intestino del vector, entonces existen diferencias en la morfologia, proteinas y

glicoproteinas del intestino de M. pallidipennis y T. barberi.

5.2 Objetivo general.
Comparar la morfologia, proteinas y glicoproteinas del intestino medio y posterior

de hembras y machos de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi, en ayuno y 10

dias postalimentacion.

5.3 Objetivos especificos.
e Observar diferencias macroscopicas y microscopicas de las porciones del

intestino con microscopia de luz.

e Conocer el patron proteico del intestino mediante SDS-PAGE.

e Observar la afinidad de las lectinas WGA, PNA y, MAA en el patrén proteico

mediante Western blot.
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6 Metodologia.
Los experimentos se realizaron en dos etapas:

Primera etapa. Caracteristicas histoldgicas del intestino medio y posterior en
diferentes periodos de alimentacion (Figura 12), se utilizaron 8 ejemplares adultos
(2 hembras y 2 machos por especie), se realizdé el andlisis histologico de los
intestinos de ambas especies en ayuno de 7 dias después de la muda a adulto y a

10 dias postalimentacion (dpa).

Segunda etapa. Determinacion de proteinas y glicoproteinas (Figura 13) se
realizaron pruebas (por triplicado) para determinar la concentracién de proteinas
totales, patron electroforético e identificacion de glicoproteinas en el intestino medio

y posterior de machos y hembras de M. pallidipennis y T. barberi.

6.1 Insectos.
Se utilizaron triatominos de las especies Meccus pallidipennis y Triatoma barberi

provenientes de las colonias del laboratorio de Biologia de Parasitos del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM. Se seleccionaron ninfas de 5° estadio y se mantuvieron en observacion
hasta la realizacién de la muda al estadio adulto, se separaron lotes para llevar a

cabo condiciones de alimentacion planteadas en el estudio.

6.2 Alimentacion.
Los ejemplares fueron separados en dos lotes; un lote de insectos se mantuvo en

ayuno de 7 dias después de la muda al estadio de adulto, el otro lote se alimenté
sobre ratones CD-1 hembras de 35-40 gramos durante 30 minutos en oscuridad
para evitar estimulos externos que exciten a los ratones y a los insectos. Los ratones
utilizados para la alimentacion fueron manejados de acuerdo a la NOM-062-Z0O0O-
1999.
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1a. Etapa

Caracterizacion histolégica del intestino medio y posterior en diferentes condiciones de alimentacion

Adultos de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi

[

ALIMENTACION

10 dias
postalimentacion

Ayuno

EXTRACCION DEL INTESTINO

PREPARACION HISTOLOGICA DE LAS MUESTRAS
Preservacion en Formol Amortiguado al 10% y
preparacion de intestinos en espiral plano

Inclusion en parafina

ESTUDIO HISTOLOGICO
Cortes histoldgicos
Tincién con PAS

[

ANALISIS DE
RESULTADOS

Figura 12. Caracterizacion histolégica del intestino medio y posterior en diferentes condiciones de
alimentacion.
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2a. etapa

Determinacion de proteinas y glicoproteinas

Adultos de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi

I ! 1
' Machos | ! Hembras |
I - 1
' Ayuno |

10 dias postalimentacién 10 dias postalimentacién

|

EXTRACCION DEL INTESTINO

EXTRACCION DE PROTEINAS

CUANTIFICACION DE
PROTEINAS

DETERMINACION DEL PATRON
ELECTROFORETICO

IDENTIFICACION DE GLICOPROTEINAS POR WESTERN-
BLOT

ANALISIS DE
RESULTADOS

Figura 13. Segunda etapa. Determinacién de proteinas y glicoproteinas.
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6.3 Extraccion del intestino.
Se fij6 el ejemplar y se abri6 el conexivo del insecto para exponer la cavidad

abdominal (Figura 14). Observando al microscopio estereoscopico y en bafio frio,
se retird el tejido conectivo, tubulos de Malpighi y génadas; se extrajo el intestino y

se coloco en una caja Petri con PBS IX pH 7.2.

Figura 14. Triatoma barberi hembra con 10 dpa. Flecha amarilla: Intestino medio. Flecha roja: Intestino posterior.

6.4 Preparacion histologica de las muestras.
Para el estudio histoldgico se utilizaron los intestinos de 4 ejemplares adultos por

especie (2 hembras y 2 machos). El intestino extraido se coloc6 en formol
amortiguado (100 ml de formol al 40%, 900 ml de agua destilada, 4 g de fosfato de
sodio monobasico monohidratado, 6.5 g de fosfato de sodio dibasico anhidro) y con
ayuda de un hisopo se enrollé formando un espiral plano para que al centro de éste
se ubicara el estbmago y en la parte externa el intestino posterior. Los intestinos asi

enrollados se incluyeron en parafina (Ross, 2008).

6.5 Estudio histoldgico.
Se realizaron los cortes histolégicos en micrétomo Leica "M 2025. Las preparaciones

se tifieron con Acido Peryddico de Schiff (PAS) (Ross, 2008).

6.6 Descripcion de morfologia histologica.
La observacion y registro fotografico de las imagenes se realizaron en microscopio

Leica DM2000 LED. Para el analisis de las microfotografias, el intestino se dividio

con base a su anatomia en intestino medio (anterior y posterior) e intestino posterior.
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6.7 Preparacién de muestras para determinacion de proteinas y
glicoproteinas.
Mediante la técnica previamente descrita se extrajeron los intestinos de 8

ejemplares adultos de Meccus pallidipennis 4 en ayuno y 4 con 10 dias
postalimentacion (2 machos y 2 hembras por cada condicion de alimentacion) y 12
ejemplares adultos de Triatoma barberi 6 en ayuno y 6 con 10 dias postalimentacion
(3 machos y 3 hembras por cada condicion de alimentacion), se realiz6 diseccién

para separar el intestino medio y el intestino posterior; se formaron dos grupos:

Grupo 1. mezcla de porciones del intestino medio, de la misma especie, sexo y
condiciones de alimentacion.
Grupo 2: mezcla de porciones del intestino posterior, de la misma especie, sexo y

condiciones de alimentacion.

Cada mezcla se coloco en un tubo Eppendorf, ambos con PBS pH 7.2 e inhibidores
de proteasas (Complete mini Roche ®) en concentracién 50ul/ml y se mantuvieron
en bafio frio. Se realizaron 3 lavados de la muestra a 4°C en centrifuga refrigerada
(BECKMAN COULTER Allegra™ 64R) a 14,000 rpm durante 30 segundos. Este

ensayo se realizo por triplicado.

6.8 Extraccién de proteinas.
Las muestras sonicaron con un procesador ultrasénico (Vibra Cell VC50); se

aplicaron 5 pulsos de 1 segundo a 60 W/25 KHz en bafio frio (hielo/etanol). Se
centrifugd a 14, 000 rpm por 10 min a 4°C en centrifuga refrigerada (BECKMAN
COULTER Allegra™ 64R), al finalizar se separé el sobrenadante y se conservé en

tubos de 1.5 ml a -40°C hasta su empleo.

6.9 Cuantificacion de proteinas.
La cuantificacion de proteinas totales se realizO por el método del acido

bicinconinico con un reactivo comercial (Pierce ® BCA Protein Assay Kit, Thermo
Scientific). Las reacciones se realizaron en placas de poliestireno de 96 pozos con

fondo plano (Costar). Para las determinaciones, se construy6 una curva patron con
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albumina sérica bovina con rango entre 25 y 1000 pg/ml; las muestras se midieron
concentradas y en diluciones 1:2 y 1:3 (PBS IX pH 7.2), se determiné la densidad
optica (DO) en un espectrofotdmetro para microplacas con filtro de 580 nm
(Microplate reader Bio Rad * modelo 550). Se graficaron los resultados (DO) de la
curva patron, se obtuvo la regresion lineal y se calculé la concentracion de la

muestra con la ecuacion de la recta (y=mx+b).

6.10 Determinacion del patron electroforético.
El patron electroforético y el peso molecular de los componentes de los extractos

de intestino medio y posterior se realiz6 en condiciones reductoras por electroforesis
en geles discontinuos de poliacrilamida, en presencia de dodecil-sulfato de sodio
(SDS-10%). Se prepararon los geles separadores con acrilamida / bisacrilamida
(30% / 0.8%) en concentracion de 12.5%, amortiguador Tris 1.5 M (Tris [hidroximetil]
aminometano) (Bio-Rad) pH 8.8, H20 destilada, SDS (Sigma) al 10%, persulfato de
amonio (Bio-Rad) al 10% y como catalizador Tetrametilendiamina TEMED (Bio-
Rad). Para la preparacion de la muestra se utilizé el amortiguador de muestra con
B-mercaptoetanol en una relacion 4:1 sometiéndose a ebullicibn en bafio maria
durante 10 min. El marcador de peso molecular empleado, consistié de 10 proteinas
con pesos entre 10 y 250 kDa (Precision Plus Protein, Bio-Rad). Se colocaron la
cantidad de muestra necesaria para tener 12 ug de proteina en cada pozo y se
utilizé un amortiguador de corrida constituido por Trizma base 0.025 M (Bio-Rad),
glicina 0.192 M (Sigma) y SDS al 0.1%, pH 8.3. La electroforesis se llevé a cabo con
una diferencia de potencial constante de 120V/=1.5 h en un equipo Mini-Protean |l
Electrophoresis Cell (Bio-Rad). Al finalizar, los geles fueron fijados en una solucién
de metanol, agua, acido acético en proporcién de 5:4:1, y se tifieron con azul de
Coomassie G-250 (Bio-Rad) para la determinacién de los pesos moleculares de los

componentes

Debido a que el laboratorio no cuenta con un equipo fotodocumentador de geles,
para el analisis de resultados se utilizé una escala de color que permiti6 comparar
la intensidad de tincion de los componentes en el gel y asi evaluar la relevancia de
estos (Tabla 1).
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Tabla 1. Escala de colores para la intensidad de sefial en SDS-PAGE.

Escala | Intensidad del componente

+

++
+++
++++

6.11 Identificaciéon de glicoproteinas.
Para identificar las glicoproteinas presentes en el intestino de ambas especies

mediante Western-blot, se utilizaron lectinas conjugadas con peroxidasa (Sigma-
Aldrich) de union especifica a distintos residuos de carbohidratos (WGA-Triticum

vulgaris, PNA-Arachis hypogoea y MAA-Mackia amurensis)(Tabla 2).

Después de transferir los geles a membranas de nitrocelulosa (Amersham™
Hybond ECL) a 15 Volts durante 30 minutos en el equipo Trans Blot Turbo de Bio
Rad; las membranas se bloquearon con PBS 1X pH 7.2 -Tween 20 al 0.05% durante
1 hora a temperatura ambiente bajo agitacion orbital. Se incubaron por 1 hora a
37°C con lectinas marcadas con peroxidasa a una concentracion de 2.5 pg/ml en
PBS 1X pH 7.2 -Tween 20 al 0.05% con CaClz, MgCl2, MnCl2 1 mM. Se lavaron
durante 10 minutos con 5 cambios de solucidén de bloqueo. Se revelaron con 3’3-
diaminobencidina (DAB) en PBS 1X pH 7.2 (1:2) y peréxido de hidrégeno al 30%
(1:2) para la determinacion de los pesos moleculares de los componentes. Para el
analisis de resultados se utilizé una escala de color que permiti6 comparar la
intensidad de tincion de los componentes en la membrana y asi evaluar su

relevancia (Tabla 3).



Tabla 2. Lectinas utilizadas para el reconocimiento de carbohidratos.
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Lectina

Carbohidrato que reconoce

WGA

(Aglutinina de germen de trigo)

a-D-GIcNAc

N,N’,N”-triacetilquitotriosa

PNA

(Aglutinina de cacahuate)

B-gal(1-3)-GalNAc

MAA

(Aglutinina de Maackia Amurensis)

NeuAc-a-2,3

Tabla 3. Escala de color para indicar la intensidad de los componentes reconocidos por lectinas en Western

blot.
Escala Intensidad del componente
+
++
+++
! ++++
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7 Resultados.

7.1 Caracteristicas histologicas del intestino medio y posterior en
diferentes condiciones de alimentacién.

7.1.1 Meccus pallidipennis, macho en ayuno y 10 dias postalimentacién.
En el ejemplar sin alimentar, el intestino medio anterior presento un epitelio cilindrico

pseudoestratificado de 80 um de alto con invaginaciones en diferentes
profundidades, que pueden alcanzar a las células basales. Las células presentaron
granulacion gruesa PAS positiva principalmente en el extremo apical globoso. Fue
notable la presencia de un material PAS positivo que corresponderia a la MPM,
cubriendo las microvellosidades (Figura 15A). A los 10 dpa el intestino medio
anterior presento epitelio cilindrico pseudoestratificado de aproximadamente 85 um
de altura con granulos PAS positivos en todo el citoplasma y algunos de coloracion
azul pero mas finos. La secrecién PAS positiva, se observd mas abundante que en

la muestra en ayuno (Figura 15B).
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Figura 15. Fotomicrografias del intestino medio anterior de Meccus pallidipennis macho. A) Epitelio intestinal de
ejemplar en ayuno (40x). Flecha amarilla: granulos PAS positivos; flecha negra: secrecion PAS positiva; flecha
verde: células mioepiteliales. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los 10 dias postalimentacion (40x). Flecha
negra: granulacion PAS positiva; flecha amarilla: secrecion PAS positiva; flecha verde: granulacién fina de

coloracién azul.

En el intestino medio posterior del ejemplar sin alimentar, el epitelio es cilindrico

pseudoestratificado de aproximadamente 50 um de alto. A diferencia del intestino
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anterior, el epitelio no cuenta con granulos citoplasmaticos PAS positivos, las
invaginaciones y la MPM son escasas (Figura 16A). Por otra parte, a 10 dpa el
epitelio del intestino medio posterior es cilindrico pseudoestratificado de
aproximadamente 77 um de altura con liberacion de citoplasma al lumen (secrecion
apocrina) e invaginaciones menos marcadas que en el intestino medio anterior. El
citoplasma present6 granulos de tamafio heterogéneo principalmente PAS positivos
aunque se observan algunos de coloracion azul. Las microvellosidades estan

cubiertas por una secrecion PAS positiva abundante (Figura 16B).

Figura 16. Fotomicrografias del intestino medio posterior de Meccus pallidipennis macho. A) Epitelio intestinal

de ejemplar en ayuno (40x). Flecha amarilla: microvellosidades; flecha roja: invaginaciones epiteliales; flecha
verde: células mioepiteliales. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los 10 dias postalimentacion (40x). Flecha
anaranjada: liberacion de citoplasma; flecha amarilla: microvellosidades y MPM PAS positivas; flecha roja:
invaginaciones epiteliales; flecha negra: granulos PAS positivos; flecha azul: granulos de coloracién azul; flecha
verde: células mioepiteliales.

En el ejemplar en ayuno, el epitelio del intestino posterior es cubico de altura
heterogénea (25 um en promedio), pseudoestratificado con muy escasas
invaginaciones en comparacion con las dos secciones del intestino medio. Al igual
que el intestino medio posterior, no se presentan granulos PAS positivos y el
glicocalix y la MPM PAS positivos son muy delgados. Hay presencia de resto celular
en el lumen intestinal (Figura 17A). A los 10 dpa el intestino posterior posee epitelio
plano simple, con células grandes y 25 um de altura. Al contrario del ejemplar en
ayuno, las células no tienen citoplasma claro pero tampoco poseen granulos y hay
escasa secrecion PAS positiva. (Figura 17B).
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Figura 17. Fotomicrografias del intestino posterior de Meccus pallidipennis macho. A) Epitelio intestinal de
ejemplar en ayuno (40x). Flecha negra: descamacion celular; flecha amarilla: MPM y glicocélix PAS positivos y
delgados; flecha roja: resto celular; flecha verde: células mioepiteliales. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los
10 dias postalimentacion (40x). Flecha verde: descamacién celular; flecha roja: alimento en el lumen; flecha
amarilla: secrecion PAS positiva.

7.1.2 Meccus pallidipennis, hembra en ayuno y 10 dias postalimentacion.
El intestino medio anterior del ejemplar en ayuno presenté epitelio cilindrico

pseudoestratificado de 50 um de altura, en una porcion gastrica se observo diferente
epitelio en las dos paredes. Una de las paredes presento6 células delgadas y largas
con cumulos de granos finos principalmente en la parte apical adosados a la
membrana citoplasmatica, ademas la superficie presenta invaginaciones profundas
con abundante cantidad de MPM PAS positiva. La pared intestinal del lado opuesto
presentd un epitelio con células mas anchas y con menor cantidad de granulos
citoplasmaticos PAS positivos. En esta porcidn del intestino se encontraron células
fusiformes PAS positivas (Figura 18A). A los 10 dias postalimentacion el intestino
medio anterior presenta epitelio cilindrico pseudroestratificado de aproximadamente
115 um de grosor con invaginaciones de diferente profundidad. Hay presencia de
granulos PAS positivos de tamafio heterogéneo, de los cuales, los mas gruesos
aparentemente se secretan hacia las invaginaciones que estan cubiertas por MPM
PAS positiva. En la superficie del epitelio casi no se observaron microvellosidades
(Figuras 18B).
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Figura 18. Fotomicrografias del intestino medio anterior de Meccus pallidipennis hembra. A) Epitelio intestinal

de ejemplar en ayuno (40x). Flecha negra: granulacion PAS positiva; flecha roja: invaginaciones del epitelio;
flecha amarilla: microvellosidades y MPM PAS positivas; flecha verde: células mioepiteliales; flecha anaranjada:
células basales; flecha azul: células fusiformes. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los 10 dias postalimentacion
(10x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio; flecha negra: granulaciéon PAS positiva; flecha amarilla: glicocalix
y MPM PAS positivos; flecha anaranjada: descamacion celular; flecha azul: extremo apical débilmente PAS

positivo; flecha verde: células mioepiteliales; M: fibras musculares; V: vasos hemolinfaticos.

En ayuno, el epitelio del intestino medio posterior tiene un grosor de 100 um
aproximadamente, con invaginaciones de diferente profundidad. Se observan
abundantes granulos finos PAS positivos en el extremo apical de las células, y se
observan las microvellosidades y MPM con intensa tincion PAS positiva. En el
extremo basal se pueden observar algunos pliegues PAS positivos (Figura 19A). A
los 10 dpa el epitelio del intestino medio posterior es cilindrico pseudoestratificado
de 75 um de altura con invaginaciones de diferente profundidad. En la superficie
adluminal las células poseen MPM PAS positiva, principalmente en las
invaginaciones del epitelio. Las células presentan granulos citoplasméaticos PAS

positivos supranucleares de tamafio homogéneo (Figura 19B).

Con respecto al intestino posterior de la hembra en ayuno de M. pallidipennis debido
a dificultades técnicas (enrollamiento inadecuado del intestino) no se observo esta

porcion del intestino.

El intestino posterior a los 10 dpa, esta conformado por células cubicas y cilindricas
de aproximadamente 50 um de altura con invaginaciones poco profundas; algunas

células presentan granulacion ligera PAS positiva supranuclear. La MPM aumenta
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en la superficie de las invaginaciones y es menos evidente que en las dos porciones

del intestino medio (Figura 20).

Figura 19. Fotomicrografias del intestino medio posterior de Meccus pallidipennis hembra. A) Epitelio intestinal
de ejemplar en ayuno (40x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio; flecha amarilla: MPM y microvellosidades
PAS positivas; flecha negra: granulacion fina PAS positiva: flecha azul: pliegues del epitelio basal PAS positivos;
flecha anaranjada: células basales; flecha verde: células mioepiteliales. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los
10 dias postalimentacion (40x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio; flecha azul: microvellosidades PAS
positivas; flecha amarilla: MPM PAS positiva; flecha negra: granulacion PAS positiva; flecha anaranjada:
descamacion celular; flecha verde: células mioepiteliales.

Figura 20. Fotomicrografia del intestino posterior de Meccus pallidipennis hembra a los 10 dias postalimentacion
(40x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio; flecha amarilla: MPM PAS positiva; flecha negra: granulacion

PAS positiva; flecha verde: células mioepiteliales.

7.1.3 Triatoma barberi, macho en ayuno y 10 dias postalimentacién.
En el ejemplar sin alimentar, el epitelio del intestino medio anterior mide 100 um de

grosor aproximadamente, es cilindrico con ligera pseudoestratificacion. La
superficie esta cubierta por el glicocalix y escasa MPM, pero aumenta en las zonas
donde presenta invaginaciones. Las células presentan granulacién citoplasmatica
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PAS positiva de tamafio heterogéneo, los granulos mas gruesos se encuentran
principalmente en la parte supranuclear y adosados a la membrana (Figura 21A). A
los 10 dias postalimentacion, el epitelio del intestino medio anterior fue cilindrico
pseudoestratificado, de 120 pum de grosor, con invaginaciones de diferente
profundidad. No se observaron granulos citoplasmaticos PAS positivos y la MPM

fue muy escasa (Figura 21B).
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Figura 21. Fotomicrografias del intestino medio anterior de Triatoma barberi macho. A) Epitelio intestinal de
ejemplar en ayuno (40x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio: flecha negra: granulacion PAS positiva; flecha
amarilla: MPM PAS positiva; flecha anaranjada: células basales; flecha verde: células mioepiteliales; M: células
musculares en disposicién helicoidal; V: vasos hemolinfaticos. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los 10 dias
postalimentacion (40x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio; flecha amarilla: secrecion extracelular PAS

positiva; flecha verde: células mioepiteliales; flecha anaranjada: células basales.

En el ejemplar en ayuno, el epitelio del intestino medio posterior es cilindrico simple
con un grosor 70 um, presenta escasas invaginaciones que estan cubiertas por la
MPM. Distribuidos en todo el citoplasma se observan granulos PAS positivos.
(Figura 22A). A los 10 dpa el epitelio del intestino medio posterior es cilindrico
pseudoestratificado de aproximadamente 75 um de altura con invaginaciones de

diferente profundidad. No se observaron granulos citoplasmaticos, la superficie

adluminal esta cubierta de una secrecion PAS positiva (Figura 22B).

El epitelio del intestino posterior en ayuno, es simple con células cubicas y planas,
y mide aproximadamente 25 um de alto. En esta porcion del intestino es muy notable

la presencia de una secrecidon PAS positiva cubriendo la superficie, que puede
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corresponder a la MPM, ademas, en esta porcion intestinal destaca la ausencia de
granulos citoplasmaticos PAS positivos (Figura 23).

Con respecto al intestino posterior del macho a los 10 dpa de T. barberi debido a

dificultades técnicas (enrollamiento inadecuado del intestino) no se observo esta

porcion del intestino.
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Figura 22. Fotomicrografias del intestino medio posterior de Triatoma barberi macho. A) Epitelio intestinal de
ejemplar en ayuno (40x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio; flecha amarilla: MPM PAS positiva; flecha
negra: granulacion PAS positiva; flecha verde: célula mioepiteliales; flecha anaranjada: células basales. B)
Epitelio intestinal de ejemplar a los 10 dias postalimentacion (40x). Flecha roja: invaginaciones del epitelio;
flecha amarilla: glicocalix con secrecion PAS positiva; flecha anaranjada: células basales; flecha verde: células
mioepiteliales.

Figura 23. Fotomicrografia del intestino posterior de Triatoma barberi macho en ayuno (40x). Flecha amarilla:
secrecion abundante PAS positiva.
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7.1.4 Triatoma barberi, hembra en ayuno y 10 dias postalimentacién.
El epitelio del intestino medio anterior del ejemplar en ayuno es cilindrico simple

pseudoestratificado de 100 um de altura, con nucleos en la parte media de las
células y algunos en la parte basal. Se observa granulacion fina basdfila y PAS
positiva supranuclear apical. Las células son largas y delgadas, con glicocalix y
secrecion PAS positivas abundantes (Figura 24A). A los 10 dias postalimentacion
el epitelio del intestino medio anterior muestra epitelio cilindrico simple de 50-100

um de altura, con granulos de tamafo heterogéneo PAS positivos. Presenta

invaginaciones en la superficie y secrecion PAS positiva muy abundante (Figura
24B).

Figura 24. Fotomicrografias del intestino medio anterior de Triatoma barberi hembra. A) Epitelio intestinal de
ejemplar en ayuno (40x). Flecha roja: células basales; flecha negra: granulos PAS positivos; flecha amarilla:
glicocalix y secrecion PAS positivos; flecha verde: células mioepiteliales; flecha anaranjada: restos celulares en
el lumen. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los 10 dias postalimentacion (40x). Flecha roja: invaginaciones del
epitelio; flecha amarilla: secrecién PAS positiva; flecha verde: célula binucleada; flecha anaranjada:
descamacion celular; flecha negra: granulacién PAS positiva.

En ayuno, el intestino medio posterior presenta epitelio similar al del intestino medio
anterior con granulacién y secrecion PAS positivos, con altura de 70 um (Figura
25A). Esta porcion de intestino a los 10 dpa esta conformado por epitelio cilindrico

simple de 50 um de altura que presenta invaginaciones, el lumen presenta resto

celular. El epitelio no presenta granulacion PAS positiva (Figura 25B).
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Por otra parte, el intestino posterior presenté epitelio simple plano y cubico de 25
um de altura, con granulos de tincion heterogénea, la mayoria de éstos ubicados en
la parte apical y PAS positivos. Abundante cantidad de glicocalix y secrecion PAS
positivos cubriendo las microvellosidades (Figura 26A). A los 10 dpa, la porcién
posterior del intestino posee epitelio plano y cubico simple de 25um de altura, las

células estan cubiertas por una capa abundante y gruesa PAS positiva (Figura 26B).

K '\" r\;’ *‘: .,‘.

T, i

V‘l '\‘-
¥ 4

Figura 25. Fotomicrografias del intestino medio posterior de Triatoma barberi hembra. A) Epitelio intestinal de
ejemplar en ayuno (40x). Flecha negra: granulos PAS positivos; flecha amarilla: secrecion y glicocalix PAS
positivos; flecha verde: descamacion celular. B) Epitelio intestinal de ejemplar a los 10 dias postalimentacion
(100x). Flecha amarilla: borde adluminal PAS positivo; flecha roja: invaginaciones del epitelio; flecha anaranjada:

masas de citoplasma en la luz intestinal.

Figura 26. Fotomicrografias del intestino posterior de Triatoma barberi hembra. A) Epitelio intestinal de ejemplar

en ayuno (100x). Flecha negra: granulos PAS positivos; flecha verde: granulos de coloracion azul; flecha
amarilla: glicocdlix y secrecion PAS positivos; flecha roja: descamacion celular. B) Epitelio intestinal de ejemplar

a los 10 dias postalimentacion (100x). Flecha amarilla: secrecion gruesa PAS positiva.
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En la tabla 4 se resumen las caracteristicas observadas en los cortes histologicos
de ambas especies, sexos y condiciones de alimentacion.

Tabla 4. Caracteristicas de los cortes histologicos de intestino medio anterior, medio posterior y posterior de
hembras y machos de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi en ambas condiciones de alimentacion

+++

Ayuno 80 ++++

IMant
10 dpa 85 ++++ +++
Ayuno 50 - -
Machos IMpost
10 dpa 7 + 4+
15 Ayuno 25 - +
10 dpa 25 - +
Ayuno 50 ++ ++
IMant
10 dpa 115 +++ +++
Hembras Ayuno 100 +++ +++
IMpost
10 dpa 75 ++++ +++
IP 10 dpa 50 - ++
Ayuno 100 - b
IMant
10 dpa 120 - +
Machos Ayuno 70 +++ ++
IMpost
10 dpa 75 - +
IP Ayuno 25 - ++++
Ayuno 100 ++++ o+
IMant
10 dpa 100 ++++ S
Ayuno 70 ++++ ++++
Hembras IMpost
10 dpa 50 +++ ++++
Ayuno 25 ++++ ++++
IP
10 dpa 25 - 4+

IMant: intestino medio anterior. IMpost: intestino medio posterior. IP: intestino posterior. dpa: dias
postalimentacion. ++++:Muy abundantes. +++: abundantes. ++ poco abundantes. +: escasos, -:ausentes.
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7.2 Determinacion del perfil electroforético.
Como se menciond en la metodologia, debido a la falta de un equipo documentador

de geles, para el analisis del perfil electroforético se utilizd una escala de color para

compararla con los componentes observados en el gel (Tabla 1).

En las tablas 5 y 6 se muestran los componentes observados en la electroforesis
para cada una de las muestras de intestino medio y posterior de machos (Tabla 5)

y hembras (tabla 6) de Meccus pallidipennis, en ambas condiciones de alimentacion.

Tabla 5. Peso molecular de componentes observados en el gel SDS-PAGE de las muestras de intestino
medio y posterior de machos de Meccus pallidipennis. Resultados por triplicado.

Meccus pallidipennis

Macho

Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
96 77
61 70
60

dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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Tabla 6. Peso molecular de componentes observados en el gel SDS-PAGE de las muestras de intestino
medio y posterior de hembras de Meccus pallidipennis. Resultados por triplicado.

Meccus pallidipennis
Hembra
Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
84 80 84 42 56 85 85 56 50 50
18 42 4 56 43 43
15 34 34 0 0 0 43

28 28 4 4

26 26 9 9

23 23

20 21

18 20
22 24 21 15 18 21
21 19 18 14 15
18 18 17 17
17 17 15 16
16 16 14 15 15
15 15
14 14

dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.

A partir de los resultados obtenidos se observo que los intestinos medios de machos
en ayuno de Meccus pallidipennis presentaron 25 componentes entre 96 y 14 kDa,
los de mayor relevancia entre 52 y 22 kDa (52, 38, 29, 27, 24 y 22) (Figura 27A); en
los intestinos posteriores se observaron 14 componentes entre 61 y 15 kDa con
mayor relevancia en el de 52 kDa (Figura 27A). A los 10 dias postalimentacion en
los intestinos medios, los componentes presentes fueron 18 entre 111y 14 kDa, con
mayor relevancia entre 54 y 14 kDa (54, 50, 43, 39, 28, 26, 17 y 14) (Figura 27B).
En el intestino posterior se identificaron 8 componentes entre 54 y 21 kDa con mayor

relevancia los de 54 y 43 (Figura 27B).

Por otra parte, los intestinos medios de hembras de Meccus pallidipennis en ayuno

presentaron 22 componentes entre 84 y 14 kDa, los de mayor relevancia entre 54 y
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14 kDa (54, 47, 40, 38 y 34) (Figura 27C); en los intestinos posteriores se
identificaron 12 componentes entre 56 y 14 kDa, con mayor relevancia el de 38 kDa
(Figura 27C). A los 10 dias postalimentacion en el intestino medio se identificaron
19 componentes entre 85y 14 kDa y los de mayor relevancia entre 54 y 39 kDa (54,
50, 43 y 39) (Figura 27D); en el intestino posterior se presentaron 3 componentes
de 56, 50 y 43 kDa, no se identific6 mayor relevancia en alguno de ellos (Figura
27D).
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Figura 27. Componentes de mayor relevancia en SDS PAGE 12.5% de intestino medio y posterior de machos
y hembras de Meccus pallidipennis en diferentes condiciones de alimentacion. Cada pozo contiene 12 pg de
proteina. A) Machos en ayuno, B) Machos con 10 dpa, C) Hembras en ayuno, D) Hembras con 10 dpa. dpa:

dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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Respecto a las muestras de Triatoma barberi, en las tablas 7 y 8 se muestran los
componentes observados en la electroforesis para cada una de las muestras de
intestino medio y posterior de machos (Tabla 7) y hembras (Tabla 8) de esta

especie, en ambas condiciones de alimentacion.

Tabla 7. Peso molecular de componentes observados en el gel SDS-PAGE de las muestras de Intestino
medio y posterior de machos de Triatoma barberi. Resultados por triplicado.

Triatoma barberi
Macho
Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
95 74 95 95 95 95 150 65 102 | 180 | 182 52
6 64 57 73 40 40
6 43 6 14 51 4 25 25
43 40 40
4 6 6 40
23 29 25 6
20 27 23 33
19 23 20
14 14

dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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Tabla 8. Peso molecular de componentes observados en el gel SDS-PAGE de las muestras de Intestino
medio y posterior de hembras de Triatoma barberi. Resultados por triplicado.

Triatoma barberi

Hembra

Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa)
79 75 64 102 102 182 52 52
63 67 40 73 73 40

61 61 4 25
43 43 61 46 22 52 52
54 40 20
37
30
25
23
21
19

29 18

26

[ = |

24

20

19

18

dpa: dias postalimentacién. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.

Con base en los resultados obtenidos se observé que los intestinos medios de
machos en ayuno de Triatoma barberi presentaron 10 componentes entre 95y 14
kDa los de mayor relevancia de 61 y 14 kDa (Figura 28A); en el intestino posterior
se identificaron 3 componentes de 95, 61, y 14 kDa, con mayor relevancia el de 61
kDa (Figura 28A). A los 10 dias postalimentacion, el intestino medio presenté 13
componentes entre 150 y 22 kDa y los de mayor relevancia fueron de 54, 40 y 36
kDa (Figura 28B); en el intestino posterior se presentaron componentes de 182, 52,

40 y 25 kDa, el de mayor relevancia fue de 40 kDa (Figura 28B).
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Las muestras de intestino de las hembras de Triatoma barberi en ayuno mostraron
22 componentes entre 95 y 14 kDa, los de mayor relevancia de 61, 54 y 43 kDa
(Figura 28C); en el intestino posterior se presentaron 15 componentes entre 79y 18
kDa y el de mayor relevancia fue el de 54 kDa (Figura 28C). A los 10 dias
postalimentacion en el intestino medio se identificaron 12 componentes entre 102 y
20 kDa, con mayor relevancia fueron 54, 35y 25 kDa (Figura 28D); en el intestino
posterior se identificaron componentes de 180, 52, 40 y 25 kDa, sin diferencias en

la relevancia (Figura 28D).
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Figura 28. Componentes de mayor relevancia en SDS PAGE 12.5% de intestino medio y posterior de machos

y hembras de Triatoma barberi en diferentes condiciones de alimentacion. Cada pozo contiene 12 ug de
proteina. A) Machos en ayuno, B) Machos con 10 dpa, C) Hembras en ayuno, D) Hembras con 10 dpa. dpa:
dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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7.3 Identificacion de glicoproteinas.

7.3.1 Reconocimiento de residuos de N-acetilglucosamina con la lectina
WGA en Western-blot en intestino medio y posterior de machos y
hembras de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi en diferentes
condiciones de alimentacion.

Como se menciono en la metodologia, para el analisis del perfil de glicoproteinas

se utilizé una escala de color para compararla con los componentes observados en

la membrana de nitrocelulosa (Tabla 3).

En las tablas 9 y 10 se muestran los componentes reconocidos por WGA en Western
blot para cada una de las muestras de intestino medio y posterior de machos (Tabla
9) y hembras (Tabla 10) de Meccus pallidipennis, en ambas condiciones de

alimentacion.
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Tabla 9. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilglucosamina reconocidos por la lectina WGA

mediante Western-blot en Intestino medio y posterior de machos de Meccus pallidipennis. Resultados por

triplicado.
Meccus pallidipennis
Macho
Ayuno 10dpa
IM P IM P
PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa)
232 | 121 [ 131 BRI 77 | 172 | 172 | 108 | 138 | 231 | 108
104 | o1 | 112 [FURUEE 6o | 114 | 114 | 58 | 114 | 124 | &4
91 | 72 | 97 | 72 | 72 | 59 | 68 | 52 | 54 | 68 | 98 | 52
65 | 59 50 | 41 | 53 | 52 | 48 | 52 | 48
59 | 50 | 69 | 50 | 36 | 46 | 48 | 37 | 18 | 42
50 | 41 | 64 | 38 | 32 | 34 | 37 | 34 37
47 59 | 36 32 | 34 34
34 | 50 | 34 31

34 43 29
:

34

32

27

24

20

18

17

dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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Tabla 10. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilglucosamina reconocidos por la lectina WGA
mediante Western-blot en Intestino medio y posterior de hembras de Meccus pallidipennis. Resultados por

triplicado.
Meccus pallidipennis
Hembra
Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
197 197 157 76 172 157 76 76
128 95 88 68 114 9 68 61
61 52 76 68 52 52
68 57 68 40 57 31 45 68 61 45 38
49 30 52 38 38 31
40 25 / 40 34 34 28
34 16 31 25 27
31 15 27 / 23
30 13 31
27
28
16

dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.

Al observar los resultados obtenidos, se identific6 que los intestinos medios de
machos de M. pallidipennis en ayuno mostraron 25 componentes entre 232 y 17
kDa con mayor relevancia en los componentes de 86 y 36 kDa, (Figura 29A); el
intestino posterior presentd 15 componentes entre 121 y 29 kDa, con mayor
relevancia en los componentes de 121 y 91 kDa (Figura 29A). A los 10 dias
postalimentacion, el intestino medio de machos presentd 12 componentes entre 172
y 18 kDa con mayor relevancia en el de 29 kDa (Figura 29B) en el intestino posterior
se encontraron 20 componentes entre 231 y 19 kDa con mayor relevancia en los de
76, 52, 29y 27 kDa (Figura 29B).

En el intestino medio de hembras de M. pallidipennis en ayuno se presentaron 18
componentes entre 197 y 16 kDa, con mayor relevancia en componentes de 83, 49,
43y 31 kDa (Figura 29C); el intestino posterior presento 11 componentes entre 155
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y 30 kDa con mayor relevancia en componentes de 95y 75 kDa. (Figura 29C). En
el intestino medio de hembras con 10 dias post alimentacion se identificaron 19
componentes entre 172 y 13 kDa, con mayor relevancia en los componentes de 68,
37 y 34 kDa (Figura 29D); el intestino posterior mostr6 componentes entre 157 y 23

kDa, con mayor relevancia en componentes de 95 y 68 kDa (Figura 29.D).
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Figura 29. Componentes de mayor relevancia con residuos de N-acetilglucosamina (WGA) en Western-blot de
intestino medio y posterior de machos y hembras de Meccus pallidipennis en diferentes condiciones de
alimentacion. Cada pozo contiene 12 ug de proteina. A) Machos en ayuno, B) Machos con 10 dpa, C) Hembras
en ayuno, D) Hembras con 10 dpa. dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP:

intestino posterior.
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Por otra parte, en las tablas 13 y 14 se presentan los componentes reconocidos por
WGA en Western blot para cada una de las muestras de intestino medio y posterior
de machos (Tabla 11) y hembras (Tabla 12) de esta especie, en ambas condiciones

de alimentacion.

Tabla 11. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilglucosamina reconocidos por la lectina WGA

mediante Western-blot en intestino medio y posterior de machos de Triatoma barberi. Resultados por triplicado.

Triatoma barberi

Macho

Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
161 161 179 165 223 165 190 165
97 97 140 | 132 | 190 | 129 | 116 | 104 64
69 69 97 80 95 87 / 69 61
32 69 80 / 64 64 53
64 69 64 37 56 41
64 61 33 47 33
61 53 30 43 30

129

55 33 47 31
43 53 43 30
39 50 39 23

47 33 20

g

39 24

35

33

24

21

20

dpa: dias postalimentacién. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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Tabla 12. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilglucosamina reconocidos por la lectina WGA

mediante Western-blot en intestino medio y posterior de hembras de Triatoma barberi. Resultados por triplicado.

Triatoma barberi

Hembra
Ayuno 10 dpa

IM IP IM IP

PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
89 89 204 | 149 86 161 | 165 | 165 | 223 80 165 | 223
64 64 98 89 80 86 95 129 | 165 69 129 | 190
86 75 104 6 129
64 104
50 6
35 31
31 29

29

26 4 25 31
24 33 22 30
23 31
20 30
14 22
13 20

dpa: dias postalimentacién. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.

Los intestinos medios de machos de T. barberi en ayuno mostraron 12 componentes

entre 189 y 39 kDa y los de mayor relevancia fueron de 60 y 70 kDa (Figura 30A);

en el intestino posterior se presentaron 6 componentes entre 179 y 32 kDa, sin

diferencias en la relevancia (Figura 30A). A los 10 dias postalimentacion, el intestino

medio presentd 24 componentes entre 223 y 20 kDa con mayor relevancia en 74,

56 y 29 kDa (Figura 30B); el intestino posterior presentd 16 componentes entre 190

y 20 kDa, con mayor relevancia del componente de 74 kDa (Figura 30B).

Los intestinos medios de hembras de T. barberi en ayuno presentaron 19

componentes entre 204 y 13 kDa y los de mayor relevancia fueron de 38 y 42 kDa
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(Figura 30C); en el intestino posterior se identificaron 15 componentes entre 161 y
13 kDa y con mayor relevancia el de 56 kDa (Figura 30C). A los 10 dias
postalimentacion, el intestino medio posterior presentd 26 componentes entre 223
y 20 kDa 6 componentes de mayor relevancia en los de 76, 64, 56,34 kDa (Figura
30D); el intestino posterior presentd 16 componentes entre 223 y 20 kDa y con

mayor relevancia el de 76 kDa (Figura 30D).
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Figura 30. Componentes de mayor relevancia con residuos de N-acetilglucosamina (WGA) en Western-blot de
intestino medio y posterior de machos y hembras de Triatoma barberi en diferentes condiciones de alimentacion.
Cada pozo contiene 12 pg de proteina. A) Machos en ayuno, B) Machos con 10 dpa, C) Hembras en ayuno, D)
Hembras con 10 dpa. dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino
posterior.
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7.3.2 Reconocimiento de residuos de N-acetilgalactosamina con la lectina
PNA en Western-blot en intestino medio y posterior de machos 'y
hembras de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi en diferentes
condiciones de alimentacion.

El analisis de la relevancia de los componentes reconocidos por PNA en Western
blot se realiz0 basandose en la misma escala de colores utilizada para los
componentes reconocidos por WGA (Tabla 3). En las tablas 15 se enlistan los
componentes reconocidos por PNA para cada una de las muestras de intestino
medio y posterior de machos (Tabla 13) y hembras (Tabla 14) de Meccus
pallidipennis, en ambas condiciones de alimentacion.

Tabla 13. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilgalactosamina reconocidos por la lectina
PNA mediante Western-blot en intestino medio y posterior de machos de Meccus pallidipennis. Resultados por
triplicado.

Meccus pallidipennis

Macho
Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
131 68 120 86 212 212 190 129 93 190
102 93 93 85 78 117

78 66 72 47 66

44 a7 39 62

35 31 49
33 44
40 38 49 49 31 31
38 34 39 33 29
34 35 28 20
24 28 25
20 25
15 24
11 23

dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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Tabla 14. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilgalactosamina reconocidos por la lectina
PNA mediante Western-blot en Intestino medio y posterior de hembras de Meccus pallidipennis. Resultados por

triplicado.
Meccus pallidipennis
Hembra
Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
78 134 225 78 85 72 161 102 149 59 114 129
67 117 155 67 67 62 |52 78 102 52 |45 93
20 (78 94 58 58 58 |35 67 85 35 |27 78
19 |67 72 49 46 40 |20 49 67 27 55
40 58 40 44 38 |19 49 24 49
36 46 27 20 17 32 17
20 40 20 19 16 27 13
19 36 19 13
34
20

dpa: dias postalimentacién. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.

Con base en los resultados obtenidos se observd que los intestinos medios de
machos de M. pallidipennis en ayuno mostraron 15 componentes entre 131 y 11
kDa, con mayor relevancia en el componente de 46 kDa (Figura 31A). En los
intestinos posteriores se presentaron 11 componentes entre 120y 34 kDa y los de
con mayor relevancia fueron los de 46 y 40 kDa (Figura 31A). A los 10 dias
postalimentacién los intestinos medios mostraron 20 componentes entre 212 y 23
kDa con mayor relevancia en 85 y 59 kDa (Figura 31B); el intestino posterior
presento 16 componentes entre 190 y 20 kDa, sin diferencia en la relevancia (Figura
31B).

El intestino medio de hembras en ayuno de M. pallidipennis presentdé 16
componentes entre 225y 19 kDa, con un mayor reconocimiento en los componentes
de 36 y 34 kDa (Figura 31C); en el intestino posterior se encontraron 14

componentes entre 85y 19 kDa, con mayor relevancia en componentes de 67 y 58
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kDa (Figura 31C). A los 10 dias postalimentacion, en el intestino medio se
presentaron 17 componentes entre 161 y 13 kDa, con mayor relevancia en el
componente de 102 kDa (Figura 31D); el intestino posterior presentd 14
componentes entre 129 y 13 kDa, con mayor relevancia en el componente 78 kDa
(Figura 31D).
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Figura 31. Componentes de mayor relevancia con residuos de N-acetilgalactosamina (PNA) en Western-blot de
intestino medio y posterior de machos y hembras de Meccus pallidipennis en diferentes condiciones de

alimentacion. Cada pozo contiene 12 ug de proteina. A) Machos en ayuno, B) Machos con 10 dpa, C) Hembras

en ayuno, D) Hembras con 10 dpa. dpa: dias postalimentacién. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP:

intestino posterior.
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Por otra parte, en las tablas 15 y 16 se presentan los componentes reconocidos por
PNA en las muestras de intestino medio y posterior de machos (Tabla 15) y hembras
(Tabla 16) de Triatoma barberi en ambas condiciones de alimentacion.

Tabla 15. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilgalactosamina reconocidos por la lectina

PNA mediante Western-blot en intestino medio y posterior de machos de Triatoma barberi. Resultados por

triplicado.

Triatoma barberi

Macho

Ayuno 10 dpa
IM P IM P
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
55 59 64 105 | 100 | 105 - - - - - -
52 55 59 100 45 57
47 47 45 39 53 - - - - - -
39 39 - - - - - -

dpa: dias postalimentacién. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.

Tabla 16. Peso molecular de componentes con residuos de N-acetilgalactosamina reconocidos por la lectina
PNA mediante Western-blot en intestino medio y posterior de machos de Triatoma barberi. Resultados por

triplicado.

Triatoma barberi

Hembra

Ayuno 10 dpa
IM IP IM IP
PM (kDa) PM(kDa) PM (kDa) PM (kDa)
58 95 114 78 114 58 - - - - - -
47 67 95 67 90 47 - - - - - -
43 58 58 58 67 33 - - - - - -
52 47 49 58 23 - - - - - -
33 40 47 20 - - - - - -
26 27 44 16 - - - - - -
23 20 20 12 - - - - - -

19 19 19 - - - - - -

15 - - - - - -

12 - - - - - -

dpa: dias postalimentacién. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino posterior.
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A partir de los resultados obtenidos, se observo que los intestinos medios de
machos en ayuno de T. barberi presenté componentes de 64, 59, 55, 52 y 47 kDa,
sin diferencias en la relevancia (Figura 31A); en el intestino posterior se identificaron
6 componentes de 105, 100, 57, 53, 45 y 39 kDa, no se identificé diferencias en la
relevancia (Figura 31A). A los 10 dias postalimentacion no se detectdé ningun
componente con residuos de N-acetilgalactosamina (Figura 31B).

El intestino medio de hembras en ayuno presenté 13 componentes entre 114y 12
kDa y los de mayor relevancia fueron los de 95, 33 y 23 kDa (Figura 31C); los
intestinos posteriores presentaron 15 componentes entre 114 y 12 kDa y los de
mayor relevancia fueron los 114, 90 y 33 kDa (Figura 31C). A los 10 dias
postalimentacion no se detectd ningdn componente con residuos de N-

acetilgalactosamina (Figura 31D).
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Figura 31. Componentes de mayor relevancia con residuos de N-acetilgalactosamina (PNA) en Western-blot de
intestino medio y posterior de machos y hembras de Triatoma barberi en diferentes condiciones de alimentacion.
Cada pozo contiene 12 pg de proteina. A) Machos en ayuno, B) Machos con 10 dpa, C) Hembras en ayuno, D)
Hembras con 10 dpa. dpa: dias postalimentacion. PM: peso molecular. IM: intestino medio. IP: intestino
posterior.
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7.3.3 Reconocimiento de residuos de a-2,3-4cido sialico con la lectina MAA
en Western-blot en intestino medio y posterior de machos y hembras
de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi en diferentes condiciones
de alimentacion.

No se identificd ningin componente con residuos de a-2,3-4cido sialico en ninguna

porcion del intestino en las diferentes condiciones de alimentacion en ambos sexos
y ambas especies, como se observa en la figura 32, la ausencia de sefal al incubar
con dicha lectina el intestino medio y posterior de un macho de Triatoma barberi con

10 dpa, el resultado obtenido fue el mismo para todas las otras muestras.

M IP

Figura 32. Western-blot de intestino medio y posterior de machos y hembras de Triatoma barberi con 10 dias
postalimentacién, para reconocimiento de proteinas con residuos de a-2,3-acido sialico (MAA) IM: intestino

medio. IP: intestino posterior.
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8 Discusion de resultados.

8.1 Caracteristicas histologicas del intestino medio y posterior en
diferentes condiciones de alimentacién.
El intestino medio anterior de Meccus pallidipennis y Triatoma barberi de ambos

sexos y en ambas condiciones de alimentacion presentd epitelio cilindrico con
invaginaciones, a diferencia del intestino posterior que presentd epitelio cubico y
plano simple. En ambas porciones de intestino, las microvellosidades estan
incluidas en un material PAS positivo, que podria tratarse de la membrana
perimicrovellosa, esta morfologia coincide con lo observado en machos de
Rhodnius prolixus, Triatoma infestans y Triatoma vitticeps (Burgos & Gutiérrez,
1976; Albuquerque et al., 2009; Rocha et al., 2010).

En el intestino medio (anterior y posterior) de machos y hembras de M. pallidipennis
y T. barberi se observé que a los 10 dias postalimentacion se incrementan las
invaginaciones del epitelio, lo que coincide con lo observado en Triatoma vitticeps.
Este aumento en la cantidad de invaginaciones puede estar relacionado con el
aumento de la superficie de absorcién de nutrimentos después de la ingesta de
alimento (Rocha et al., 2010).

En el intestino medio (anterior y posterior) de machos y hembras de M. pallidipennis
y T. barberi, el epitelio aumenté su tamafio a los 10 dias postalimentacién en
comparacion con el ayuno. Rocha en 2010, observé también, aumento del tamafio
de las células del intestino a los 20 dias postalimentacién en Triatoma vitticeps
(Rocha et al., 2010).

En el intestino medio posterior del macho de M. pallidipennis en ayuno, se
observaron pliegues en la superficie basal del epitelio, los cuales estan relacionados
con el transporte de fluidos entre las células de acuerdo a lo observado en Triatoma

infestans por Burgos en 1976 (Burgos & Gutiérrez, 1976).

En el intestino medio y posterior de machos y hembras de M. pallidipennis y T.
barberi se present6 a los 10 dias postalimentacion un incremento del glicocalix y de

la secrecion PAS positiva, sin embargo fue mas evidente en el intestino posterior, y
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especialmente en la especie Triatoma barberi. La tincion PAS positiva de la
secrecion indica la presencia de carbohidratos como glicoproteinas o glicolipidos, lo
gue podria tener importancia en la interaccion entre el parasito y el intestino de los
vectores, de igual forma Albuquerque en 2009, observo incremento de esta
secrecion en Rhodnius prolixus a los 10 dpa y ademas identificé residuos de a-D-
galactosa, manosa, &cido sidlico, N-acetil-D-galactosamina y N-acetil-D-
glucosamina. Las diferencias en la cantidad de secrecion entre las porciones del
intestino, especies y condiciones de alimentacion pueden relacionarse con el
mecanismo de interaccidon del parasito y el intestino del insecto, ya que éste tiene
contacto con la secrecion de los bordes del epitelio en el intestino medio, mientras
que en el intestino posterior, el flagelo se encuentra insertado en la secrecién
extracelular. La presencia de mayor cantidad de secrecién en el intestino posterior
podria darle al parasito las condiciones adecuadas para su anclaje y diferenciacion
hacia tripomastigote metaciclico (Burgos & Gutiérrez ,1976; Kollien et al., 1998;
Albuquerque et al., 2009).

En el intestino medio (anterior y posterior) de hembras de ambas especies se
observo a los 10 dias postalimentacion un incremento en cantidad y tamafio de
granulos PAS positivos; ademas se observaron granulos con caracteristicas de
tincion diferente (PAS negativos), los cuales no se observaron en ayuno. En el
intestino medio anterior de machos en ambas especies se observé de igual forma
el incremento de granulos PAS positivos (cantidad y tamafio); a diferencia de las
hembras no se observan granulos en el intestino medio posterior ni en ayuno ni a

los 10 dpa.

El aumento de la cantidad y diversificacién de tamafio de los granulos PAS positivos
y la aparicion de algunos con caracteristicas de tincion diferente, podria relacionarse
con el proceso de metabolismo de carbohidratos. El aumento en la cantidad de los
granulos PAS positivos se ha reportado también en Triatoma vitticeps y puede
relacionarse con la funcién de almacenamiento y digestion de carbohidratos del
intestino medio anterior. Por otra parte, en el intestino medio de Rhodnius prolixus

se ha descrito la presencia de glucosidasas con mayor actividad entre 10 y 14 dpa,
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lo que implicaria una disminucion de carbohidratos sin embargo, se observo un
incremento de los granulos PAS positivos en Triatoma barberi y Meccus
pallidipennis. Con relacién a la ausencia de granulos en el intestino medio posterior
de machos de ambas especies en condiciones de ayuno y 10 dias postalimentacion,
podria explicarse por la falta de alimento en el lumen del intestino, ya que no se
observaron residuos alimenticios y por lo tanto inferimos la ausencia de la digestion
y almacenamiento de carbohidratos (Ribeiro & Pereira, 1984; Billingsley, 1990;
Rocha et al., 2010).

En intestino posterior se observaron granulos PAS positivos en la hembra de T.
barberi en ayuno; en la hembra de M. pallidipennis se evidenciaron en la condicién
de 10 dias postalimentacion. En los machos de ambas especies y condiciones de
alimentacion no se identificaron granulos PAS positivos; Rocha y cols. en 2010
reportaron granulos PAS positivos en el intestino posterior de adultos de Triatoma
vitticeps a los 3y 20 dpa y asume que su funcion principal es el almacenamiento de
glucégeno. La ausencia de dicho tipo de granulacién en el intestino posterior podria
deberse a que en esta porcion se absorben sales y nutrimentos, se digieren
proteinas; por lo tanto la digestion de carbohidratos en esta porcion es minima,
posiblemente los carbohidratos fueron absorbidos previamente (Wigglesworth,
1942; Houseman & Downe, 1983; Billingsley, 1988; Rocha et al., 2010; Waniek et
al., 2012).

En general se observé que cuando los granulos PAS positivos eran mas gruesos se
acercaban a la membrana citoplasmética e incluso se logré observarlos adosados
a ésta, lo que indicaria que el contenido de los granulos es secretado a la superficie
adluminal. La cantidad de secrecion PAS positiva esta relacionada directamente con

la cantidad de granulacion en el intestino medio.

8.2 Determinacion del perfil electroforético.
El perfil electroforético obtenido fue muy similar entre hembras y machos de ambas

especies y condiciones de alimentacion, sin embargo, algunos componentes

mostraron diferencias.
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Se identificaron un componente de aproximadamente 64 kDa en el intestino medio
de machos y hembras de Triatoma barberi a los 10 dias postalimentacion y otro de
61 kDa en el intestino medio de machos y hembras de ambas especies en ayuno,
el cual presenté mayor relevancia en las muestras de T. barberi que en las de M.
pallidipennis. Terra en 1988 describe un componente de 64 kDa en el intestino
posterior de Rhodnius prolixus a los 7 dias postalimentacion, al cual reporta con
actividad de B-glucosidasa; de igual forma describe un componente de 61 kDa que
solo manifestod actividad de aminopeptidasa después de ser alimentado el insecto;
este componente fue reportado previamente en el intestino de Triatoma
pallidipennis. Otro componente de 14 kDa aproximadamente se encontré6 en M.
pallidipennis en el intestino medio de hembras y machos en ambas condiciones de
alimentacion y en el intestino posterior de machos y hembras solo en condiciones
de ayuno, ademas en se present6 en el intestino medio de machos y hembras de
Triatoma barberi; este componente podria corresponder al descrito en el tracto
intestinal de ninfas de 5° estadio de Triatoma infestans en diferentes condiciones de
alimentacion y que se le atribuye actividad bacteriolitica, el cual se incrementaba
después de la alimentacion (Houseman & Downe, 1981; Terra et al., 1988; Meiser
et al., 2010).

Se identificaron 24 componentes de mayor relevancia en los ensayos con diversos
patrones segun las condiciones del ensayo (especie, porciéon del intestino, sexo y
condiciones de alimentacién) de los cuales podran ser candidatos a estudios
complementarios con el propdsito de tratar de identificar su actividad en el insecto

y su relacién con el parasito.

La ausencia de algunos componentes en el intestino posterior y su presencia en el
medio o viceversa puede deberse a la compartamentalizacion de las funciones
digestivas. En el intestino anterior no se lleva a cabo la digestion de proteinas, la
funcion principal del intestino medio anterior es el almacenamiento de alimento con
funciones de digestion de carbohidratos, hemdlisis, transporte de iones vy
procesamiento de lipidos; en el intestino posterior se absorben nutrimentos y se

realiza la digestion de proteinas (Houseman & Downe, 1981; Billingsley, 1990).
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8.3 Identificacion de glicoproteinas.
Es conocido que los insectos en general sintetizan N-glicanos aunque la produccion

de los N-glicanos complejos aun permanece en controversia (Rendic et al., 2008).

De las tres lectinas utilizadas, la que presentdé mayor afinidad fue WGA-Triticum
vulgaris, que reconoce N-acetil-D-glucosamina y &cido sialico; ésta se unié a
residuos de azulcar en proteinas de ambas porciones del intestino, especies, sexos
y condiciones de alimentacion; lo que indicaria la presencia de residuos estos
carbohidratos en ambas porciones del intestino de Meccus pallidipennis y Triatoma
barberi; en Rhodnius prolixus mediante histoquimica de lectinas se identificaron
residuos de ambos carbohidratos en la totalidad del intestino. Se reconoci6 el
componente de 61 kDa en el intestino posterior de machos de ambas especies a
los 10 dias postalimentacion y en el intestino medio de las hembras de ambas
especies a los 10 dias postalimentacion lo que podria sugerir su estrecha relacion
con la actividad reportada en el intestino de R. prolixus después de la alimentacion.
Otro componente identificado fue el de 64 kDa en el intestino medio en hembras y
machos de T. barberi en ayuno y 10 dias postalimentacion, y en el intestino posterior
de machos y hembras de T. barberi a los 10 dias postalimentacion, Terra en 1988
describe un componente de 64 kDa en el intestino posterior de Rhodnius prolixus a
los 7 dias postalimentacion con actividad de B-glucosidasa (Houseman & Downe,
1981;. Albuquerque et al., 2009).

La presencia de esos residuos de carbohidratos en dichas glicoproteinas podria
estar relacionada con la unién del parasito al intestino del vector, ya que entre las
funciones de las glicoproteinas, se encuentra su participacion en procesos de
reconocimiento celular. La importancia de los residuos de NAcGIlc en las
interacciones moleculares entre el intestino del insecto y el parasito ha sido
demostrada mediante la inhibicion de la unién de epimastigotes a la MPM de
Rhodnius prolixus mediante la incubacién con NAcGIlc. En otros vectores, por
ejemplo Aedes aegypti, transmisor del dengue, se logro inhibir la unidén del oocineto
Plasmodium gallinaceum al intestino del mosquito después de la incubacion con

GIcNAc, en condiciones de laboratorio, asimismo, mediante microscopia electrénica
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se observod la union marcada a la lectina WGA al tracto digestivo de dicho vector
(Zieler et al., 1999 y 2000; Alves et al., 2007).

El aumento del reconocimiento por WGA de algunos componentes del intestino de
los vectores a los 10 dias postalimentacién, podria estar relacionado con el proceso
de digestion del alimento, ya que es necesario el aumento de secrecion de enzimas
para facilitar la obtencion de nutrimentos de la sangre ingerida y dicho incremento
esta claramente estimulado por la alimentacion (Wigglesworth, 1942).

Con la aglutinina de Arachis hypogaea (cacahuate) o PNA especifica para el
reconocimiento de galactosa o el oligosacarido N-acetil galactosamina, observamos
un reconocimiento muy bajo a proteinas del intestino medio y posterior en machos
y hembras de Meccus pallidipennis en ayuno y 10 dias postalimentacién y de igual
forma para Triatoma barberi en condiciones de ayuno; no hubo reconocimiento a
las proteinas de intestino medio y posterior de T. barberi en ambos sexos a los 10

dias postalimentacion.

Un componente reconocido por PNA fue de 46 kDa en intestino medio y posterior
de machos en condiciones de ayuno de M. pallidipennis y un componente de 45
kDa en intestino posterior de machos de T. barberi en condiciones de ayuno; Alves
en 2007, reporta un componente de 45.5 kDa identificado en la membrana
perimicrovellosa en ninfas de 5° estadio de R. prolixus a los 10 dias
postalimentacién.  Albuquerque en 2009 identific6 residuos de N-
acetilgalactosamina mediante histoquimica de lectinas en intestino medio anterior
(superficie epitelial, MPM y granulos citoplasmaticos) de adultos de R. prolixus a 10
dias postalimentacion. De acuerdo con los hallazgos este componente podria estar
involucrado en la interaccion parasito-vector y es factible identificar residuos de N-
acetilgalactosamina en condiciones de ayuno y postalimentacion (Alves et al., 2007;
Albuquerque; 2009).

Los estudios sobre la presencia de acido sialico en los insectos han arrojado
resultados contradictorios, concluyendo que las células de los insectos

generalmente no producen glicoproteinas con acido sialico. Un ejemplo de dicha
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variacion en los resultados es lo observado en el vector del dengue, Aedes aegypti,
en el que no se detectd la presencia de &cido sialico mediante HPLC (High
Performance Liquid Cromatography), sin embargo si se observa la inhibicion de la
unién de los oocinetos al intestino (Zieler et al., 1999 y 2000; Marchal et al., 2001;
Rendic et al., 2008).

Existen diferentes formas de unién del carbono en la posicion 2 a las cadenas de
azucares, entre ellas la unién a la posicién 3 0 6 de los residuos de galactosa o 6
N-acetilgalactosamina; la lectina MAA utilizada es especifica para detectar acido
sidlico con unién a-2,3, la cual no presentd reconocimiento de componentes en
ninguna de las muestras de intestino, lo que podria sugerir ausencia de acido sialico
con uniones o-2,3 en el intestino medio y posterior de Meccus pallidipennis y
Triatoma barberi o bien su presencia en concentraciones tan bajas que no

permitieron detectar el reconocimiento (Varki, 1997; Varki et al., 2009).
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Conclusiones.

Se observaron diferencias morfolégicas en el intestino medio y posterior de
machos y hembras de Meccus pallidpennis y Triatoma barberi en ayuno y 10
dias postalimentacion, siendo las mas notables la presencia de granulos y
secrecion PAS positivos en el intestino posterior de la hembra de Triatoma
barberi en ayuno.

Se identificaron dos componentes de 61 y 64 kDa en el patron electroforético y
con residuos N-acetil-D-glucosamina reconocidos por WGA, que en
publicaciones previas han sido involucrados en el proceso de digestion del
insecto.

Se identificaron proteinas de 46 y 45 kDa con residuos N-acetil-D-
galactosamina reconocidas por PNA, que podrian estar involucrados en la unién
del parasito y el intestino del insecto.

No se identificaron proteinas glicosiladas con a-2,3-acido sialico en intestino de
adultos de M. pallidipennis y T. barberi en ayuno y 10 dias postalimentacion.
Se observaron diferencias morfolégicas, en el patrén electroforético y de

glicoproteinas en el intestino de adultos de M. pallidipennis y T. barberi.
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10 Perspectivas.

e Realizar un estudio con mayor numero de insectos no infectados e incluir
insectos infectados con Trypanosoma cruzi para identificar diferencias

morfoldgicas y perfiles proteicos y glicoproteicos.

e Continuar con estudios inmunohistoquimicos para identificar la localizacion

de los residuos de carbohidratos en el intestino.
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