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I. RESUMEN

Los insectos pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) son los vectores de
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), parasito flagelado agente causal de la Tripanosomiasis Americana, una de las
principales enfermedades parasitarias en el continente Americano. Hoy en dia las enfermedades transmitidas
por vectores siguen siendo un problema de salud a nivel mundial, debido principalmente a que existen pocos
estudios sobre la biologia y fisiologia de estos insectos y por lo tanto no se han desarrollado programas
efectivos de control. Trabajos previos demostraron que la hemolinfa de Triatoma pallidipennis es muy rica en
proteinas de altos pesos moleculares, sin embargo, la zona de péptidos menor a 20 kDa (<20 kDa) no habia
sido estudiada a detalle. Por lo que, en este trabajo se estudiaron los cambios que tiene el sistema
circulatorio (hemolinfa) a nivel peptidico de T. pallidipennis, vector de importancia epidemioldgica en México,
provocados por la ingesta de sangre y por la presencia de T. cruzi en el tracto digestivo, asi como la
caracterizacidon de dichos péptidos por medio de lectinas biotiniladas. En este trabajo se identificé la
presencia de 11 péptidos menores a 20 kDa de 20, 18, 17,15 14, 13, 12, 11, 10, 9y 2 kDa de los cuales sélo 3
tuvieron alglin cambio en su presencia y/o abundancia a lo largo de los dias en los que se analizé la hemolinfa:
El de 10 kDa que se comenzd a observar en insectos no infectados al dia 41 post alimentacién y en insectos
infectados un péptido de ese mismo peso molecular, al dia 31 post infeccién. El péptido de 20 kDa aument?é la
intensidad de su concentracidon en ambos grupos de insectos (infectados y no infectados) justo después de
que fueron alimentados, sin embargo, ese aumento solo fue significativo al dia 10 p.a. en ambos grupos de
insectos. El péptido de 18 kDa tuvo una disminucidn significativa en su concentracién en ambos grupos al dia
1 post alimentacidn, tal disminucién tiene una correlacién entre la presencia del parasito y los dias post
alimentacién. La caracterizacién de péptidos se realizdé por medio de 5 lectinas biotiniladas, de las cuales
todas reconocieron al menos un péptido glicosilado. De éstas, la lectina de Artocarpus integrifolia (que
reconoce residuos de galactosa, galactosil y N-acetilgalactosamina) reconocié un total de 6 glicopéptidos de
los pesos moleculares de 9, 10, 11, 14, 17 y 18 kDa; la lectina de Psophocarpus tetragonolobus (que reconoce
N-acetil y D-galactosamina) reconocié 3 péptidos de 11, 17 y 18 kDa; la lectina de Triticum vulgaris que
reacciona con N-acetilglucosamina, reconocié 1 glicopéptido de 14 kDa; la lectina Concanavalina A (reconoce
residuos de glucosa y manosa) reconocié 2 péptidos glicosilados de 20 y 18 kDa; y la lectina de Arachis
hypogaea, que reacciona con residuos de N-acetilgalactosamina y galactosa sélo reconocid un péptido de 13
kDa. Finalmente, identificamos la presencia de una lisozima de tipo “c” en hemolinfa de insectos 15 dias post
alimentacién con un peso molecular aproximado de 14 kDa por medio de ensayos de actividad de lisozimas.
Este trabajo concluye que la alimentacion es un factor que influye sobre la concentracion de 2 péptidos (20 y
18 kDa) y que la presencia del parasito en el tracto digestivo de los insectos afecta la glicosilacion de algunos

péptidos.




Il. INTRODUCCION
I.L1. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR VECTORES

Las Enfermedades Transmitidas por Artrépodos (ETA’s) han sido durante miles de afios una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en los seres humanos. Los artrépodos son los principales
vectores de algunas de las enfermedades infecciosas mas devastadoras a nivel mundial (Tabla 1).
Enfermedades tales como la malaria, que tiene como vector a insectos pertenecientes al género
Anopheles; el dengue transmitido por mosquitos del género Aedes; la leishmaniasis transmitida por
dipteros de la familia Psychodidae y Phlebotomus o la Tripanosomiasis Americana, que tiene como
vectores a hemipteros pertenecientes a la subfamilia Triatominae. Hoy en dia, todas ellas siguen siendo

un problema de salud mundial (Colwell, et al., 2011; Elston, et al., 2004).

Tabla 1. Principales Enfermedades Transmitidas por Vectores (ETA’s).

Enfermedad Prevalencia Cantidad de Distribucion Vectores
personas en riesgo

Malaria 273 millones 2100 millones Trépicos y Mosquitos del
subtrépicos género
Anopheles
Tripanosomiasis 0.5 millones 50 millones Africa Moscas tse-
Africana tse
Tripanosomiasis  16-18 millones 120 millones América Insectos
Americana centraly triatominos

Latinoamérica

Leishmaniasis 12 millones 350 millones Africa, Asia y Moscas de la
Latinoamérica arena
Dengue 50 millones 300 millones Asia, Africay Diferentes
América mosquitos

Tomado de Lehane, 2005.

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una zoonosis (se transmitida entre
animales y humanos) parasitaria transmitida por vectores que tiene por agente causal al protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Esta enfermedad fue descrita por primera vez en 1909 por el brasilefio

Carlos Chagas (Rassi, et al., 2010).




1.2. AGENTE CAUSAL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS: Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado perteneciente al orden de los Kinetoplastidos,
familia Trypanosomatidae. Una de las principales caracteristicas del orden de los Kinetoplastidos es la
presencia de DNA extranuclear localizado en una regidn conocida como kinetoplasto. Trypanosoma cruzi
posee una mitocondria sola con un genoma condensado en una estructura semejante a una gran red
formada topoldgicamente por minicirculos y maxicirculos, dando como resultado al DNA del kinetoplasto

(kDNA) (Schamber- Reis, 2011).

La posicién taxondémica de T. cruzi es la siguiente (Lavine, et al., 1980):

Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora

Subphylum  Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma

Especie Trypanosoma cruzi

El pardsito presenta diferentes morfologias durante su ciclo de vida, tanto en el insecto vector
como en el hospedero mamifero, reconociéndose en total 4 formas: epimastigotes y tripomastigotes

metaciclicos, tripomastigotes sanguineos y amastigotes.

e Tripomastigote metaciclico: Tienen un tamafio aproximado de 20-25 pm y un didmetro de 2 um,
el kinetoplasto se localiza posterior al nucleo y es voluminoso (De Souza, 2002).
Morfolégicamente son muy semejantes a los tripomastigotes sanguineos (Figura 1-a). Los
tripomastigotes metaciclicos se diferencian a partir de epimastigotes por el proceso de
metaciclogénesis.

e Tripomastigote sanguineo: Esta forma se localiza en tejidos y en torrente sanguineo de los
hospederos vertebrados infectados. Este estadio se desarrollan a partir de amastigotes

intracelulares, cabe destacar que tienen capacidad infectiva (Figura 1-a).
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e Epimastigote: Mide de 20-40 um de longitud, el nicleo se encuentra en el centro de la célula y el
kinetoplasto se localiza en la parte anterior al nucleo (Figura 1-b), de ahi se forma el flagelo,
guedando una parte en la porcién anterior dando inicio a la membrana ondulante. Este estadio
tiene capacidad replicativa, pero no infectiva (Almeida-de-Faria, et al., 1999; De Souza, 2002).

e Amastigote: También llamado esferomastigote o forma aflagelada, es la forma replicativa en el
hospedero vertebrado, tiene un diametro aproximado de 2-5 um. El kinetoplasto se observa
como un cuerpo obscuro muy cerca del nucleo, en la regién media de la célula (Figura 1-c). Es la
forma intracelular, practicamente es inmdévil ya que carece de flagelo y membrana ondulante,
tiene alta capacidad de replicacién por division binaria dentro del citoplasma de células de
diferentes tejidos como: corazén, musculo, higado y bazo (Almeida-de-Faria, et al., 1999;

Carrada-Bravo, 2004).
A \ a
Tryponzastigote

D b)

Epimastigote

kt C)
@ ' Amastigote

Figura 1. Formas morfoldgicas de T. cruzi, mostrando la posicion del Kinetoplasto (kt) y nucleo (N) (Rossi, et al.,
2003).

I.2.a. CICLO DE VIDA DEL PARASITO

El ciclo de vida de T. cruzi consiste de 4 estadios de desarrollo (Figura 2). El parasito entra al
hospedero mamifero cuando el insecto vector defeca en la cercania de su picadura. Las heces contienen
los estadios infectivos (tripomastigotes metaciclicos), los cuales son internalizados al rascarse o a través
de las membranas mucosas, para luego infectar células cercanas. Una vez adentro de las células, el
tripomastigote metaciclico se diferenciard a amastigote y se replicara en el citoplasma de las células.
Después de varias rondas de replicacion, se diferenciard en tripomastigotes sanguineos, los cuales
tendran acceso al torrente sanguineo y eventualmente infectaran nuevas células, para asi perpetuar la

infeccién (Alvarez, et al., 2011).
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Figura 2. El ciclo de vida de T. cruzi se desarrolla en un hospedero vertebrado y un vector artrépodo. El ciclo
comienza cuando el insecto triatomino no infectado se alimenta de un mamifero infectado con T. cruzi, ingiriendo
tripomastigotes presentes en el torrente sanguineo, éstos pasaran al trato digestivo del insecto (A) donde en el
Intestino medio se transformaran a epimastigotes (B). Posteriormente, los epimastigotes comenzaran a duplicarse
por fisidn binaria en el intestino posterior y finalmente llegaran al recto, donde sufrirdan metaciclogénesis y saldran
en las heces, siendo éste el estadio infectivo de T. cruzi (C). Los tripomastigotes metaciclicos son el estadio que
pueden infectar cualquier tipo de célula nucleada del vertebrado y convertirse en amastigotes, estadio replicativo
que terminara por lisar la célula. Algunos amastigotes infectardn células contiguas y otros se transformaran a
tripomastigotes sanguineos. El principal érgano que se dafia es el corazén, causando arritmias ventriculares,
trombosis y/o aneurisma apical; aunque también se pueden dafiar otros drganos como: tracto digestivo
Megaesofago, megacolon y bazo. Modificado de Garcia, et al., 2007; Rassi, et al., 2010 y Rassi, et al., 2012.
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Durante la alimentacion de los insectos, los tripomastigotes sanguineos encontrados en el
mamifero infectado son ingeridos por el insecto. Después de algunos dias en el estémago (parte anterior
del intestino medio) de los insectos, la mayoria de los tripomastigotes sanguineos se transformaran a
epimastigotes (Figura 2-A). Principalmente en el intestino (parte posterior del intestino medio), los
epimastigotes se dividiran rapidamente por division binaria (Figura 2-B) y se adherirdn a la membrana
perimicrovellosa, la cual es secretada por la células del epitelio intestinal de la region posterior (De
Souza, et al., 2010). Posteriormente, en el recto, una proporcion de epimastigotes se uniran a la cuticula
rectal y se transformaran en tripomastigotes metaciclicos (Figura 2-C), los cuales seran excretados con
las heces y la orina, para posteriormente ser capaces de infectar hospederos mamiferos (Azambuja, et

al., 2005).

I.3.  MECANISMOS DE TRANSMISION

La infeccion por T. cruzi puede darse por diferentes vias. La transmision hacia humanos y otras 150
especies de mamiferos ocurre principalmente y de forma natural por el insecto vector, coloquialmente
conocido como chinche. Sin embargo, también se puede adquirir por otras vias no vectoriales, como la
transfusidon sanguinea o transplante de érganos de personas infectadas, asi como por via congénita,
ingestion de sustancias contaminadas y mas raramente, por la infeccion accidental en el laboratorio

(Rassi, et al., 2010).

La donacion de drganos y sangre, asi como la infeccidon por via congénita son los principales modos
de transmisién en paises no endémicos, sin embargo, debido a la migracién de pobladores originarios de
regiones donde reside el vector hoy en dia se ha generado en un problema de salud a nivel mundial

(Figura 3).

En muchos paises, la transfusién sanguinea es reconocida como la segunda via mas importante,
después de la vectorial; este tipo de transmisidon es la via mas importante para paises industrializados
(Wendel, 2010). El riesgo de transmisidn del pardsito por una transfusion de una unidad de 500 ml de

sangre total oscila entre 12 y 20% (WHO, 2002).

En el caso de la transmisién por via congénita, en afios pasados se limitaba a zonas rurales
endémicas del vector, hoy en dia se notifica en mayor medida en ciudades donde no hay transmision
vectorial y a donde han migrado desde zonas rurales, mujeres infectadas y en edad reproductiva (Ghul,

2009). Cabe destacar que el riesgo de transmisidn varia segun la cepa de T. cruzi, la parasitemia de la




madre, la existencia de lesiones en la placenta y la regidén geografica. Este riesgo de transmisidn se ha

estimado en un promedio de 5% (WHO, 2002).

La transmisidon por via oral, involucra a los vectores de manera indirecta. Ocurre al consumir
alimentos que contienen Triatominos o sus heces y también por consumir carne de hospederos
mamiferos silvestres infectados. Esta via de transmisién es responsable de la mayoria de los brotes
reportados, principalmente en areas donde residen los insectos vectores (Nébrega, et al., 2009; Rassi, et

al., 2010).

1.4. FASES DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad se caracteriza por las presencia de 2 fases: aguda y cronica (Figura 2).

FASE AGUDA:

Esta fase dura aproximadamente 2 meses a partir de contraer la infeccién por el parasito y se define
como la fase en donde el parasito puede encontrarse en la sangre. Durante esta fase una gran cantidad
de parasitos circulan en la sangre. En la mayoria de los casos no hay sintomas o son muy leves; cuando se
presentan pueden incluir fiebre, dolor de cabeza, hinchazdn de las glandulas linfaticas, dolor muscular,
dificultad al respirar, dolor abdominal o en pecho. Aproximadamente un 50% de las personas que han
sido picadas por los insectos vectores, presentan lesiones cutdneas (Figura 2) como inflamacién local,
presente justo donde el insecto introdujo su probdscide (Chagoma) o hinchazén de los parpados de un

ojo (signo de Romafia), cuando la inoculacién del parasito se dio via mucosa conjuntival (WHO, 2002).

FASE CRONICA:

Esta fase comienza de 2 a 3 meses después de haber iniciado la infeccién y se divide en: Fase crdnica
asintomatica y crdnica sintomatica. La fase asintomatica es el momento de la infeccién en donde los
pacientes tienen serologia positiva para Chagas, pero carecen de sintomas clinicos, ya que el nimero de
pardsitos en circulacién es reducido y no se puede detectar con facilidad al parasito. La duracidn de esta
fase aun no estd determinada. Por otro lado, durante la fase crdnica sintomatica, el pardsito permanece
oculto principalmente en corazén y musculos del tracto digestivo. Se caracteriza por una disfuncion de
los tejidos de los drganos afectados, debido a una hipertrofia de las capas musculares, asi como fibrosis,
gue trae como consecuencia un engrosamiento de la pared de los érganos (Rassi, et al., 2010). Mas de
un 30% de los pacientes sufren desdrdenes cardiacos y aproximadamente un 10% desérdenes digestivos

(generalmente alargamiento del eséfago o coldn), neuroldgicos o una combinacion de ambos. Afios




después de la infeccién se puede conducir a una muerte repentina o a ataques al corazén debido a la

destruccién progresiva del musculo cardiaco (WHO, 2002).

I.5. EPIDEMIOLOGIA

La Tripanosomiasis Americana es endémica de 22 paises del continente Americano. Segun la
Organizacion Panamericana de la Salud y la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que de 7.7 a 10
millones de personas estan cronicamente infectadas con T. cruzi, con un aproximado de 10 a 14 mil

muertes al afio (WHO, 2006 y OPS, 2006).

Figura 3. Principales rutas migratorias de Latinoamericanos, los nimeros indican un estimado del total de personas
infectadas en zonas no endémicas (Rodriguez Coura & Albajar Vifias, 2010).

Inicialmente se trataba de una enfermedad autdctona de zonas rurales y célidas, donde habitaba el
vector de forma natural y el cual se ocultaba en las grietas de las casas hechas de adobe y palma,
picando a sus habitantes por las noches. Era una zoonosis que afectaba sdélo a comunidades marginales
de Latino-América. Actualmente, la epidemiologia de la enfermedad ha cambiado, ya que la urbanizacion
ha provocado que la enfermedad se volviera una infeccidon en ciudades de Latinoamérica vy la reciente
migracion ha llevado a personas infectadas con el parasito a paises donde no existia (Figura 4) dando

como resultado que la Enfermedad de Chagas se convirtiera en un problema de salud principalmente en




E.U.A., Canadad y otros paises de Europa, donde un importante nimero de casos de personas infectadas

se han identificado (Rassi, et al., 2010).
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Figura 4. Distribucién mundial de la Tripanosomiasis Americana, se presenta el nimero estimado de personas
infectadas con Trypanosoma cruzi por pais. Modificado de Rassi, et al., 2010.

1.L6. VECTORES TRIATOMINOS

Los vectores de T. cruzi son insectos que pertenecen al orden Hemiptera. Actualmente, a nivel
mundial se conocen 137 especies de Triatominos (Martinez-Hernandez, et.al., 2010). Cabe destacar que
solo algunas especies de 3 géneros (Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus) fungen como vectores de T.
cruzi entre humanos y animales domésticos en zonas endémicas, siendo también esos 3 géneros los que

presentan una mayor riqueza en especies (Carcavallo, et al., 2000; WHO, 2002).

I.6.a TAXONOMIA

Los Triatominos pertenecen al orden Hemiptera, el cual se caracteriza por poseer un aparato bucal
de tipo succionador. En el suborden Heteroptera se encuentra la familia Reduviidae y la subfamilia
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), la Unica hematdfaga en ese grupo (Dujardin, et al., 2002). Esta
subfamilia contiene 6 tribus con 18 géneros, siendo el género Triatoma, que pertenece a la tribu
Triatomini, el mas distribuido, con un aproximado de 70 especies (Panzera, 1997; Hypsa, et al., 2002). La

clasificacién se muestra a continuacion (citado en Carcavallo, et al. 2000).




Reino: Animalia
Phyllum: Artrépoda

Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Hemiptera

Suborden: Heteroptera
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Triatominae

- Triatomini
- Linshcosteini
Tribus - Rhodniini
- Cavernicolini
- Bolboderini
- Alberproseniin

La clasificacion de los Triatominos estd basada principalmente en sus caracteristicas morfoldgicas.
Las especies del genero Triatoma se agrupan en 9 complejos, uno de ellos es el complejo Phyllosoma
(Figura 5), el cual es el mas distribuido en México (Martinez, et al., 2006). El complejo Phyllosoma ha sido
revalidado como género Meccus, ya que dentro de sus caracteristicas externas poseen testiculos muy
diferentes tanto en tamafio como en forma a los de otros miembros de la subfamilia Triatominae
(Carcavallo, et al., 2000). Las especies pertenecientes a este complejo son: Triatoma pallidipennis,
Triatoma longipennis, Triatoma bassolsae, Triatoma phyllosoma, Triatoma mazzottii, Triatoma mexicana

y Triatoma picturata (Martinez, et.al., 2006).

I.6.b. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La mayoria de las especies de estos insectos vectores se distribuyen entre los paralelos 45°S y 40°N
y a una altitud mayor de 1500 metros sobre el nivel del mar. Estos insectos prevalecen en areas
localizadas entre los trdpicos, sin embargo, algunas especies se localizan en zonas templadas con

inviernos frios (WHO, 2002).

En México se han reportado alrededor de 33 especies de esta subfamilia. Estas especies han sido
distribuidas en 7 géneros: Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma, Panstrongylus, Belminus, Triatoma y
Rhodnius. Es importante mencionar que 28 de estas especies son endémicas y 23 han sido reportadas

por estar infectadas de manera natural con T. cruzi (Martinez, et al., 2006). De las especies presentes en
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México, la mayoria son genéticamente muy cercanas. Cabe destacar que todas las especies han sido
detectadas entre las latitudes 32°43°5" y 14°32'45"” (Guzman-Bracho, 2001). Entre las especies
endémicas del pais, se encuentran las pertenecientes al complejo Phyllosoma, el cual esta distribuido
desde el centro hasta el sur del pais. Debido al alto porcentaje de infeccién de éstas especies, este

complejo es de gran importancia epidemiolédgica (Martinez-Hernandez, et.al., 2010).

M Meccus pallidipennis
’ Meccus bassolsae

@ Meccus phyllosomus
I Meccus picturatus

£X Meccus mazzottii

& Meccus longipennis

0 150 300 1,050
L 1 L

Scale 1:15,000,000
One centimeter represents 150 km.

Figura 5. Mapa de México mostrando la distribucidn de las especies de Triatominos pertenecientes al complejo
Phyllosoma (Martinez-lbarra, et.al., 2008).

11.6.c. CICLO DE VIDA DE LOS TRIATOMINOS

Los Triatominos presentan un desarrollo de tipo hemimetdbolo (también conocido como
metamorfosis incompleta o simple). En este tipo de desarrollo, los insectos después de la eclosién del
huevo, pasan por 5 estadios ninfales antes de llegar al estado adulto o imago (Figura 6). Las ninfas
difieren de los adultos por el tamafo y por poseer un desarrollo incompleto tanto de alas como de
aparato reproductor. El desarrollo completo del insecto puede durar de 6 meses a un afo, dependiendo
de la especie, de los factores abidticos y del suministro de alimento que tengan. Las hembras pueden
poner de 100 a 600 huevos en la mayoria de las especies y cabe mencionar que estos insectos son

hematdfagos en todos los estadios del ciclo de vida. En cada uno de los estadios, estos insectos
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requieren una ingestion de alimento de alrededor de 6-12 veces su propio peso corporal (aunque en
ocasiones es menor), tal ingestidn activa receptores de hormonas (ecdisona) que llevan al desarrollo de
una nueva cuticula (ecdisis) y con ello el origen de la muda del siguiente estadio ninfal o adulto

(Noireau, et al., 2009; Schaub, 2009).

Ciclo de vida

L
HUEVO NINFAS ADUILTOS

Figura 6. El ciclo de vida de T. pallidipennis consta de 5 estadios ninfales después de la eclosién del huevo, para
finalmente llegar al estado adulto. Las hembras se logran diferenciar de los machos, por tener el extremo final del

“

térax en forma de “v”. Folleto realizado por la Secretaria de Salud.

1.6.d. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS

Los Triatominae tienen una probdscide rectilinea, de calibre estrecho, sus mandibulas estan
adaptadas para perforar superficies suaves, presentando una membrana articular entre el segundo y
tercer segmento del rostro, que permite la rectitud del mismo (Figura 7). El tamafio de estos insectos
varia dependiendo de su estadio ninfal, desde unos pocos milimetros (recién que eclosiona el huevo),
hasta aproximadamente 3 cm o mas (adulto), dependiendo de la especie (Dujardin, et al., 2002;

Noireau, et al., 2009).

La adaptacién a la hematofagia, que marca la apariciéon de los Triatominae, estd asociada a la
costumbre de frecuentar los nidos de aves y madrigueras de pequefios mamiferos, construidos de
materiales vegetales donde abundan fitofagos y predadores (Dujardin, et al., 2002). Esta adaptacién es
una de sus caracteristicas bioldgicas, incluyendo a todos los estadios ninfales y adultos. La hematofagia
es la habilidad para obtener y digerir sangre proveniente de vertebrados. Dicha habilidad ha sido un
evento clave en la evolucidon de las ETA’s, debido principalmente a que la capacidad reproductiva de los

artrépodos aumenta con ésta fuente de nutrientes.
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Figura 7. Morfologia externa de la porcion dorsal y acercamiento a la cabeza de un insecto triatomino. Tomado de
Lent & Wygodzinsky, 1979.

La hemoglobina (Hb) es la proteina mas abundante en la sangre de los vertebrados, alcanzando
concentraciones por arriba de 150mg/mL y comprende el 60% del total de las proteinas de la sangre; por
tal motivo, la degradacién de la Hb en el sistema digestivo de insectos hematéfagos, da como resultado
la liberacion de grandes concentraciones de grupos hemo (grupo prostético de la Hb). El grupo hemo es
una molécula téxica, debido a su capacidad para formar especies reactivas de oxigeno (ERO’s) (Graca-
Souza, et al., 2006). Por ello, la adaptacidon a la hematofagia es un proceso complejo que propicid
cambios anatdmicos, fisioldgicos e inmunoldgicos en los insectos que presentan esta caracteristica. Las

alteraciones mas significativas ocurren en:

1. Las partes del aparato bucal, para facilitar el acceso de sangre.

2. En las glandulas salivales, para producir moléculas capaces de bloquear la hemostasia en
vertebrados.

3. En el intestino medio, para neutralizar la lesion inmune mediada por la sangre de vertebrados,
asi como para optimizar la digestidén y absorcién de los componentes sanguineos (Mejia, et al.,

2006).

En los insectos hematdfagos, la sangre es almacenada en la parte anterior del intestino medio sin
que la digestidn suceda y poco a poco pasard a la parte posterior, donde hay una secrecién de enzimas

digestivas y es ahi donde se llevara a cabo la absorcién de nutrientes. Asi, s6lo una pequefia cantidad de
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alimento es digerida cada vez y por ello, estos insectos pueden sobrevivir durante largos periodos de
inanicidn (Kollien & Schaub, 2000). Debido a que estos insectos presentan esta caracteristica en todos los
estadios de su ciclo de vida, su dieta carece de algunas vitaminas y nutrientes. Para contrarrestar dicha
carencia de nutrientes, en el lumen del intestino anterior habitan simbiontes, los que producen y
proveen nutrientes faltantes, los cuales se pasan de generacién en generacién. Cabe destacar, que sin
estos microorganismos las ninfas no podrian mudar satisfactoriamente al siguiente estadio del ciclo de

vida (Beard, et al., 2001; Lehane, 2005).

Otra caracteristica que tienen estos insectos, es que durante el proceso de alimentacién, la
endocuticula abdominal de los insectos se plastifica, dando como resultado la distencion abdominal y
produciendo asi el proceso de defecacidn, ocasionando que los insectos puedan ingerir cantidades de
sangre equivalentes a varias veces su peso corporal, como ya se menciond anteriormente (Carcavallo, et

al., 1985).

I.6.e. SISTEMA CIRCULATORIO

Los insectos tienen un sistema circulatorio abierto, el cual consta de un fluido llamado hemolinfa
que recorre toda la cavidad corporal, mejor conocida como hemocele. La hemolinfa es el principal
almacén de agua de los insectos, y debido a que la respiracion de estos organismos se da de forma

traquelear, la hemolinfa no participa en el transporte de O, o CO, (Paskewitz & Christensen, 1996).

La porcién celular de la hemolinfa estd compuesta por hemocitos, los cuales participan en la
defensa innata contra la invasién de patdgenos de diferentes formas: fagocitosis, encapsulacion de
materiales foraneos y coagulacidn, pero también en procesos como el almacenamiento/distribucién de
nutrientes o la sintesis de proteinas. La parte restante de la composicion de la hemolinfa consta de iones,
plasma, moléculas y una gran cantidad de aminodcidos libres (Paskewitz & Christensen, 1996). Los tipos
de hemocitos mayormente reportados en la literatura segln sus caracteristicas morfoldgicas,
histoquimicas y funcionales son: prohemocitos, células granulares (granulocitos), plasmatocitos, células
esferulares (esferulocitos) y oenocitoides. Estos hemocitos han sido descritos en especies de diferentes
ordenes, tales como: Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria, Coleoptera, Hymenoptera, Collembola

y Hemiptera (Lavine & Strand, 2002).

La hemolinfa también consta de una gran cantidad de iones inorganicos. Trabajos en insectos

lepidépteros de las especies Hyalophora cecropia y Manduca sexta demostraron la presencia de sodio,
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calcio, potasio y magnesio (Jungreis, et al., 1972). Otra reportada es el azucar trehalosa, la cual se
encuentra en altas concentraciones en la hemolinfa, convirtiéndola en el principal azlcar de la hemolinfa

(Gu, et al., 2009).

Por otro lado, la porcidn proteica comprende un rango muy amplio de proteinas de diferentes
pesos moleculares. Las proteinas mas abundantes en la hemolinfa de insectos triatominos son las
lipoforinas y las proteinas de almacenamiento, ambas involucradas en procesos de metamorfosis y
desarrollo; en el caso de las hembras, también se encuentran proteinas precursoras de vitelogenina
(Downer & Chino, 1985; Chinzei, et al., 1993). Otro tipo de proteinas que se encuentran en la hemolinfa
son las proteinas que se unen a grupos hemo, las cuales cruzan el epitelio del intestino (Paiva-Silva, et
al., 2002). Otras proteinas presentes en la hemolinfa son las lectinas, éstas son proteinas multivalentes
que pueden aglutinar células, uniéndose a los residuos de azlcares de las superficies de las membranas

(Mello, et al., 1999).

La hemolinfa contiene en gran cantidad péptidos de bajos pesos moleculares, entre ellos
neuropéptidos, lisozimas y péptidos antimicrobianos. Los neuropéptidos son secretados por medio del
sistema nervioso hacia la hemolinfa, desempefiando principalmente un papel de hormonas y mediando
diferentes procesos fisioldgicos; sin embargo, se encuentran en tan bajas concentraciones que es dificil

detectarlos (Chen, et al., 2009).

La porcion humoral de la hemolinfa estd conformada por la rdpida sintesis y liberaciéon de
diferentes tipos de péptidos antimicrobianos (AMP’s) después de una infeccion microbiana. Estos
péptidos han sido desarrollados por los insectos para combatir agentes patégenos y mediar una
respuesta inmunoldgica. Estas moléculas tienen bajos pesos moleculares, generalmente son catiénicos y

estan conformados por menos de 100 residuos de aminodcidos (Ravi, et al., 2011).

Es importante destacar que cuando los insectos hematdfagos estan en contacto con
microorganismos presentes en el aire y en la superficie de donde se estén alimentando, tendran un tipo
de respuesta inmunoldgica. Reportes previos indican que el ingerir parasitos lleva a un tipo de respuesta
local (por ejemplo, en el tejido del intestino) y que puede ser llevada via sistémica (hemolinfa),
provocando asi, una respuesta inmune generalizada; de igual forma, el sélo ingerir sangre puede ser un

factor acarreador de infecciones bacterianas (Boulanger, et al., 2006).
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lll. ANTECEDENTES

lll.1. Perfil proteico de T. pallidipennis

En el trabajo titulado “Perfil proteico de la hemolinfa de Triatoma pallidipennis infectado con
Trypanosoma cruzi” (Espinoza-De Aquino, 2010), se realizaron cinéticas de infeccion (se examind la
hemolinfa a diferentes dias post alimentacidn y post infeccién), para detectar si existian cambios en
hemolinfa a nivel proteico debido a la presencia del parasito en el tracto digestivo. En ese trabajo, se
observaron una gran cantidad de proteinas principalmente de altos pesos moleculares, siendo las mas
abundantes y constantes las correspondientes a los pesos moleculares de: 241, 196, 110, 70, 59, 47, 43,
21, 15 y 14 kDa. Por medio de anticuerpos policlonales, se detectaron los cambios en la expresion de las
proteinas con mayor expresién (200, 110, 73, 64 y 45 kDa), observando una mayor cantidad de cambios
para el dia 41 post infeccién, ya que en el grupo de insectos no infectados se observd una mayor
cantidad de proteinas a diferencia de la hemolinfa de insectos infectados con el parasito. Por otro lado,
también se detectaron péptidos menores a 20kDa, entre ellos uno de 13 kDa que presentd una
disminucién en el grupo de insectos infectados para el dia 3 y que fue disminuyendo a lo largo de la
cinética de infeccion. Un péptido mas pequeiio de 6-5 kDa se expresdé Unicamente en insectos
infectados y finalmente se detectd un péptido de 4 kDa que aparecié y aumentd su presencia al dia 31y
41 post infeccidn respectivamente. Ese trabajo concluye que T. cruzi podria estar afectando de manera
indirecta a los componentes de el sistema circulatorio de T. pallidipennis, lo que podria estar relacionado

con componentes del sistema inmune de los insectos, principalmente AMP’s.
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IV. JUSTIFICACION

La relevancia de estudiar a los péptidos producidos por los insectos con importancia médica, radica
en el interés de conocer mds sobre las formas en que los insectos median su relacidon con agentes
patégenos del humano. Algunas de las moléculas importantes en la fisiologia de los insectos se
encuentran en el sistema circulatorio (hemolinfa), por ello el interés de enfocarnos en este fluido. Hoy
en dia, la informacion existente sobre proteinas de bajo peso molecular presentes en la hemolinfa de
insectos Triatominos es escasa y en especies mexicanas, es nula. Por ello, la importancia de trabajar con

especies mexicanas de esta subfamilia.

V. HIPOTESIS

Los péptidos menores a 20 kDa (péptidos antimicrobianos y lisozimas) tienen un papel
determinante dentro del sistema inmune de insectos ante la presencia de algun patdgeno, por lo que
debe de existir una modificacion en la expresion de éstas cuando T. pallidipennis se alimente y/o se

exponga a la presencia de T. cruzi.
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VI. OBJETIVO

Analizar si la alimentacion y la infeccidn con T. cruzi modifica la presencia y naturaleza de los péptidos

menores de 20 kDa en la hemolinfa de T. pallidipennis.

VI.1. Objetivos Particulares

g

Estudiar la presencia de péptidos menores a 20 kDa en la hemolinfa de insectos alimentados e
infectados con T. cruzi.

Identificar los cambios en la abundancia de los péptidos en la hemolinfa de insectos durante
cinéticas de post alimentacion y post infeccién.

Determinar si existen cambios en la glicosilacién de los péptidos en la hemolinfa de T.
pallidipennis durante una infeccion con T. cruzi.

Determinar la presencia de lisozimas en la hemolinfa de T. pallidipennis.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VII.1. Insectos Triatominos utilizados

El modelo de estudio de este trabajo consistid en ninfas de 52 estadio de T. pallidipennis, debido a
gue en este estadio los insectos contienen una mayor cantidad de hemolinfa, a diferencia de los otros 4
en el ciclo de vida (Nation, 2008). Los insectos se mantuvieron a una temperatura de 25° - 28°C en
frascos de vidrio con tapas ventiladas y se dejaron en un periodo de inanicidn de 15 dias después de que

mudaron a 52 estadio.

Se realizaron 2 experimentos independientes (cinéticas de infeccidn), cada una consistié en 2
grupos de insectos: grupo control, insectos sin infeccion con T. cruzi (C) y grupo experimental, insectos
infectados con el pardsito (E). El laboratorio ya contaba con la hemolinfa correspondiente a otro
experimento independiente y con este se tuvo un total de 3 experimentos independientes (3 cinéticas de

infeccidn), el nimero de insectos por cada cinética fue:

e Cinética 1: Un total de 10 insectos, 5 correspondientes al grupo control y 5 al experimental.
e (Cinética 2: Un total de 14 insectos, 7 insectos control y 7 experimentales.

e (Cinética 3: Un total de 16 insectos, 8 insectos control y 8 insectos experimentales.

Los insectos utilizados para éste trabajo fueron obtenidos de una colonia de insectos, establecida
en el laboratorio del Dr. Ricardo Alejandre del Laboratorio de Entomologia de la Escuela Nacional de

Ciencias Bioldgicas, del Instituto Politécnico Nacional.

VII.2. Alimentacion de los insectos

Los insectos fueron alimentados con sangre de ratones cepa BALB/c. Los ratones fueron
proporcionados por el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los insectos se pusieron en
recipientes de plastico tapados con una malla de poro fino (3 insectos por recipiente). Los ratones se
metieron a redes hechos con malla metélica, a modo de inmovilizar al ratén y permitir que los insectos

pudieran alimentarse.

En el caso de los grupos experimentales, la primera alimentacién consistid de sangre de ratén

infectado con T. cruzi cepa Ninoa (MHOM/MX/1994/Ninoa), aislada a partir de un caso agudo en Oaxaca
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(Montedn, et.al., 1996), en su punto maximo de infeccion (2.5x10° parasitos por ml de sangre), mientras

que los grupos control se alimentaron de ratones sin infectar.

Los insectos pertenecientes a las cinéticas 1y 3 se alimentaron 2 veces mas (posterior a la primera
alimentacién) con ratones sanos: el dia 17 y el dia 31 post la primera alimentacion. Mientras que los
insectos de la cinética 2, sélo se alimentaron al dia 43 posterior a la primera alimentacién. La diferencia
entre los tiempos de la alimentacidn se debe a que hubo problemas para conseguir los ratones con los
gue se alimentarian los insectos. Por lo que, para el andlisis de los resultados se consideraron 3
experimentos independientes hasta los 10 dias post alimentacién y dos experimentos independientes

para el dia 17 a 41 post alimentacidn.

La presencia de T. cruzi a lo largo de las cinéticas se comprobé revisando las heces a partir del dia
17 post infeccidn (p.i.) y después de este dia, cada vez que se extrajo hemolinfa. Para revisar parasitos
en heces, se colectaron las heces con ayuda de una pipeta y se diluyeron en PBS (dilucién 1:50), 10ul de
esa mezcla se utilizé para hacer el conteo de parasitos por medio de la cdmara de Neubauer al

microscdpio dptico.
VII.3. Extraccion de hemolinfa

La extraccion de la hemolinfa se realizé a diferentes dias: 0 (antes de alimentar a los insectos), 1
(justo después de que los insectos se alimentaran), 3, 10, 17, 31 y 41 post alimentacion (p.a.). Para la
extraccién de la hemolinfa, se realizd una puncidén en la membrana localizada entre la coxa y el
trocdnter, justo en la unién entre la tercera extremidad con el térax. Se ejercié un poco de presién en el

abdomen para que la hemolinfa fluyera en mayor cantidad.

La hemolinfa se colecté con una micropipeta y se mezclé inmediatamente en relaciéon 1:1 con
buffer anticoagulante: 0.098mM NaOH, 0.14M NaCl, 0.017M EDTA, 0.041M Acido citrico pH 4.5 (Mead
et.al., 1986) e inhibidores de proteasas (EDTA 0.5M, PMSF 200mM, Leupeptin 10mM y Pepstatin 1ImM).
Una vez colectada la hemolinfa, se centrifugd durante 6 minutos a 10 000 rpm para separar el paquete
celular del plasma, el sobrenadante se colocé en nuevos viales y se mantuvo en congelacion a -20°C

hasta el momento de su uso.
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VII.4. Cuantificacion de proteinas

Se realizé una cuantificacién de proteinas en cada muestra de hemolinfa basada en el método de
Lowry, usando el kit DC Protein Assay de BioRad, utilizando una curva estandar con concentraciones

conocidas de Albumina de Suero Bovino (BSA). La absorbancia se leyé a 655nm.

VII.5. Separacidon de proteinas por Electroforesis

Para la separacidn de proteinas se empleo electroforesis en geles de acrilamida en presencia de
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS/PAGE) y buffer de Tricina en el catodo. La metodologia para los geles de
Tricina SDS/PAGE es utilizada para separar de manera mas eficaz las proteinas presentes en un rango de
1-100 kDa, teniendo como donador de iones a la Tricina en lugar de la glicina (Schagger & Von Jagow,
1987). Para la preparacion de los geles se utilizaron vidrios de 0.75 mm de grosor y acrilamida al 15 %
para el gel separador y al 4% para el concentrador (48.5% acrilamida, 1.5% bisacrilamida). Los geles se
prepararon con un amortiguador de Tris-Cl/SDS con pH 8.45, glicerol 80%, agua bidestilada, persulfato
de amonio al 10% v/v y N, N, N, N'-tetrametilen-diamina (TEMED). La preparacién de las muestras
consistid en hervirlas por 5 minutos en presencia del amortiguador de muestra de Tricina (150 mM
Tris/HCI pH.7, 6% SDS, 6% B-mercaptol, 30% glicerol, 0.05% Coomasie blue G-250). Los geles se
corrieron con 2 amortiguadores de corrida: amortiguador del cdtodo ubicado en la parte superior de la
camara (Trizma base 0.1M, Tricina 0.1M y SDS 0.1%) y amortiguador del anodo (Trizma base 0.2M pH
8.9) ubicado en la parte inferior de la cdmara. Los geles corrieron a 30 V por 1 hr, luego se cambié el
voltaje a 150 V por 2 hrs. Finalmente, los geles se fijaron en solucion fijadora (50% metanol, 10% acido
acético) por 30 minutos, transcurrido ese tiempo se tifieron en Coomasie blue (0.025% Coomasie blue G-
250, 10% acido acético) y se quito el excedente con acido acético 10%. Se utilizaron marcadores de peso

pretefiidos, para bajos pesos moleculares (“Dual Xtra Standar”, BioRad 161-0377).

VII.6. Analisis con lectinas

El andlisis de la identificacion de péptidos glicosilados se realizé por medio de Western Blot (WB) y

se utilizaron 5 lectinas biotiniladas:

1. Concanavalina A (ConA): reconoce residuos de glucosa y manosa (Pierce 39302).
2. Lectina de Psophocarpus tetranogonolus (PT): reconoce N-acetil y D-galactosamina (Sigma L-3014).

3. Lectina de Arachis hypogaea (PNA): reconoce N-acetilgalactosamina/galactosa (Sigma L-6135).
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4. Lectina de Artocarpus integrifolia (JACALINA): reacciona con galactosa, galactosil y N-
acetilgalactosamina (Sigma L-4650).
5. Lectina de Triticum vulgaris (Wheat Germ Agglutinin, WGA): reconoce N-acetilglucosamina. (Sigma

L-5142).

Para el analisis con lectinas, sélo se utilizaron algunas muestras de las hemolinfas de los insectos
pertenecientes a la cinética 3 (debido a que era la cinética de la cual se tenia una mayor cantidad de
hemolinfa con respecto a las otras 2). Las muestras utilizadas abarcaron puntos clave dentro de las
cinéticas de infeccion: antes de alimentar a los insectos (tiempo 0), justo después de la alimentacién
(tiempo 1), al dia 17 y al dia 41 post alimentacion del grupo control y del grupo de insectos infectados. Se
cargaron 6 ug de proteina por carril en geles de Tricina 15% acrilamida, con peines de 15 pozos. Una vez
terminado el tiempo de corrida, se realizé la transferencia de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell de poro 20um) en un sistema de transferencia himeda (BioRad). La
transferencia se realizé a 100 V por 1 hr 10 minutos en presencia de un amortiguador de transferencia
(trizma base 0.025 M, glicina 0.2 M y metanol 20%), las membranas se tifieron con Rojo Ponceau (Sigma
P7170) para corroborar que la transferencia se haya realizado correctamente (con ésta tincion temporal

se logran observar las proteinas) y se destifié con PBS.

Para el Western Blot, las membranas se bloquearon por 2 hrs en PBS-Tween20 al 0.5%,
transcurrido ese tiempo se agregaron las lectinas a una concentracion de 5 pg/ul para WGA y JACALINA
y 10 pg/ul para PT, PNA y ConA, y se dejaron incubando durante 12 hrs a 4°C en agitacion constante.
Posteriormente, se hicieron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween20 al 0.5%. Terminados los
lavados, se les agregd la estreptavidina peroxidasa en una dilucion de 1:2000 en PBS-Tween al 0.5% y se
dejé incubando por 2 hrs, después se repitieron los lavados como se menciond anteriormente y
finalmente se agregd 3,3-diaminobenzidina (0.5 mg/ml) en PBS y perdxido de hidrégeno al 0.02%, para

revelar la reaccion.

VIl.7. Determinacion de la actividad proteolitica por el método de SDS/PAGE con gelatina como

sustrato

Se determind la actividad proteolitica en geles de acrilamida-bisacrilamida copolimerizados con
gelatina como sustrato enzimatico, la actividad proteolitica se visualizd por la presencia de bandas claras
en el fondo azul del gel (Heussen & Dowdle, 1980). La técnica se llevd a cabo de la siguiente forma: se

preparé un mini gel de acrilamida-bisacrilamida en buffer de Tricina al 15% con 2% (p/v) de gelatina
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como sustrato. Se utilizé extracto de epimastigotes como control positivo y hemolinfa de T. pallidipennis
extraida al dia 15 p.a., las muestras se diluyeron en amortiguador de muestra (relacion 1:1) sin B-
mercaptoetanol (0.5 M Tris-HCI pH. 6.8, Glicerol 20%, SDS 2% y azul de bromofenol 1%), el gel corrié a
30 V por 1 hr y posteriormente a 150 V. Una vez que termind la electroforesis, el gel se lavd 2 veces
(cada lavado de 30 minutos) en Triton X-100 al 2.5% (v/v) en agitacidn constante. Una vez terminados
los lavados, se retird la solucidn anterior del gel y se incubd en una solucidon amortiguadora de acetatos-
DTT 1M (4cido acético 0.2 M, acetato de sodio 0.2 M) y se ajustd el pH a 7.2, tratando de igualar al pH de
la hemolinfa en condiciones naturales, se dejé al gel incubando durante 18 hrs. Finalmente, el gel se tifié
con una solucién de azul coomassie (azul coomassie 0.2%, metanol 45% y acido acético 10%) durante 2
hrs y el excedente se quitd con destefiidor (acido acético 10%/metanol 40%), el gel se dejé en esta

solucidn hasta lograr observar un contraste entre el fondo azul y las bandas.

VII.8. Determinaciéon de la actividad de lisozimas en hemolinfa, después de una electroforesis

SDS/PAGE

Las lisozimas son enzimas digestivas que hidrolizan el enlace B -1,4 glicosidico del enlace entre el
acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano de la pared celular de bacterias (Fiolka,
et al., 2005). El método utilizado se basa en colocar como substrato a la bacteria Micrococcus
lysodeikticus (M. lysodeikticus) disuelta en acrilamida y correr en la electroforesis a la molécula con
probable actividad de lisozima (Audy, et al., 1989). Por medio de esta técnica determinamos la actividad
digestiva de esta enzima mediante la presencia de zonas transparentes en el fondo blanco del gel de
poliacrilamida. La metodologia que se siguié consistio en: preparar mini geles de acrilamida-
bisacrilamida 15% en presencia de SDS, a la mezcla se le agregd 0.2 % (m/v) de M. lysodeikticus (Sigma
7070) partiendo de un stock de 2% (m/v) que previamente se esterilizd en la autoclave (15 min, 16psi a
121 °C); una vez que el gel polimerizd, se cargaron las muestras de hemolinfa, una vez cargadas se
agregd el amortiguador de corrida a la cdmara (SDS 1%, Trizma base 0.12 M y glicina 1 M) y justo en la
parte donde se encuentra el catodo se agregd de 20 a 30 ml de L-4cido ascdrbico (Sigma A-7506) en una
concentracion final de 0.8%, el gel se corrié a 200 V por aproximadamente 50 minutos. Terminada la
electroforesis, el gel se incubd de 16-18 hrs en una solucidn renaturalizante (Triton X-100 1% (v/v) y
acetato de sodio 25 mM a pH 4.5), terminado el tiempo de incubacidn, el gel se puso en acido acético
10% (Audy, et al., 1989). Como control positivo se utilizdé lisozima de huevo (HEWL) tipo “c” (Sigma L-
7651).
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Para inhibir la actividad de las lisozimas, se utilizé Imidazol (Sigma 1-0250). El protocolo original
para la inhibicién de lisozimas consistia en medir en suspension M. lysodeikticus en presencia de
lisozimas de tipo “c” con Imidazol, la medicidn se realizaba por espectro de absorcidn y densidad dptica
(Shinitzky, et al., 1966). Sin embargo, modificamos el protocolo original, para probar al Imidazol como
inhibidor de lisozimas en geles de poliacrilamida SDS/PAGE, por lo cual la preparacion del gel con 0.2%
de Micrococcus se realizé como se describié anteriormente, lo Unico que cambid fue la preparacién de
las muestras, ya que se les agregd diferentes concentraciones de Imidazol. Las muestras se prepararon
de la siguiente forma: se cargaron 5 ug de proteina de hemolinfa (extraida al dia 15 p.a.) y de lisozima
HEWL 1.25 pg/ul de proteina, ambas llevaron amortiguador de muestra sin mercaptoetanol en relacién
1:1 y se llevaron a un volumen final de 8 pl. Para el caso de las muestras que llevaron inhibidor, se
prepararon igual pero se les agregé 0.8 M de imidazol partiendo de una concentracion de 0.9 M diluido

en agua bidestilada. Finalmente todas las muestras se hirvieron por 2 minutos y se cargaron en el gel.

VII.9. Deteccién de Pesos Moleculares, Densitometria y pruebas estadisticas

El analisis para detectar los pesos moleculares (PM) se hizo con el equipo Gel Logic 200 Imaging
System de Kodak, con el programa Molecular Imaging Kodak. EI PM de los péptidos se determind en base

a su frente de corrida o movilidad relativa (Rf).

El andlisis de densitometria cuantitativo se realizd utilizando el programa de anadlisis de fotos
Imagel y se tomd como control de carga la proteina correspondiente a 40 kDa, la cual se encuentra de

forma constitutiva en la hemolinfa de estos insectos en 52 estadio ninfal.

Para la estadistica utilizamos el programa SPSS y Statistica versién 10. Se realizaron andlisis de
varianzas de 2 factores (ANOVA de 2 vias) para identificar las interacciones entre la presencia del
pardsito y los dias a los que se extrajo la hemolinfa. En caso de que si hubiera interaccién, se realizaron
pruebas de T para identificar en que dias se daba dicha interacciéon. En caso de que no existiera una
interaccion, se realizaron pruebas post hoc de Tukey para identificar los dias a los que habia una

diferencia significativa en la densitometria.
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VIIl.  RESULTADOS

VIIL.1. Perfil peptidico de la hemolinfa de T. pallidipennis durante las cinéticas de infeccion

Para conocer la composicion de los péptidos en las diferentes muestras de hemolinfa de T.
pallidipennis de 52 estadio, la hemolinfa se separdé por medio de electroforesis (SDS/PAGE). Se
observaron en general 11 péptidos en ambos grupos de insectos de los pesos moleculares siguientes:
20, 18, 17, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9 y 2 kDa. De estos, los mas abundantes fueron los de 20 y 18 kDa, a
estos les siguieron en intensidad los de 17, 15, 14, 11 y 9 kDa; siendo los de menor intensidad los
correspondientes a los pesos moleculares de 13, 12, 10 y 2 kDa (Figura 8). Los péptidos de 17 y 14 kDa
se encuentran muy pegados a los péptidos superiores (18 y 15 kDa, respectivamente) por lo que en
algunos geles si se logré separar con mayor eficacia ambas bandas y en otros no. En los geles
presentados parece haber una pequefa variacidn en la concentracion de proteina cargada (sobre todo
en el grupo de insectos no infectados), sin embargo, al analizar los 3 experimentos independientes

observamos la misma composicidn peptidica que la presentada en la Figura 8.

De los péptidos de 15, 11, 9 y 2 kDa se analizd su abundancia por medio de densitometrias
cuantitativas. Estos péptidos no tuvieron cambios en su concentracion a lo largo de los dias en los que
se analizd la hemolinfa, tampoco parecen variar en la condicién de no alimentados (tiempo O de las
cinéticas) y alimentados, ni entre los grupos no infectado e infectado. Para su analisis se calculd la media
de todos los dias analizados. Observamos que en ambos grupos de insectos (no infectado e infectado) el
péptido de 9 kDa es el mas abundante de los 4 que analizamos y el de 2 kDa el menos concentrado, sin
embargo, no hay una diferencia estadistica entre las concentraciones de los péptidos entre los grupos

infectados y no infectados (Figura 9).

La alimentacién de los insectos fue una de las variables analizadas en éste trabajo, aqui
observamos que cuando los insectos ingieren sangre de ratones no infectados e infectados con el
parasito (primera alimentacion después de 15 dias de inanicion), no parece afectar la presencia y/o
secreciéon de péptidos a la hemolinfa (Figura 8). Sin embargo, detectamos un ligero aumento en la
densidad del péptido de 20 kDa en ambos grupos y una disminucién del de 18 kDa justo después de que
los insectos se alimentaron. Los insectos también se alimentaron a los dias 17 y 31 post la primera

alimentacién, ambos grupos con ratones sanos.
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Grupo No infectado b) [ Grupo Infectado ]

Figura 8. Andlisis del perfil peptidico de la hemolinfa de insectos en SDS/PAGE con buffer de Tricina. Hemolinfa
(6 ug de proteina) extraida a diferentes dias (0, 1, 3, 10, 17, 31 y 41 post alimentacidn). a) Grupo de insectos no
infectado, b) grupo de insectos infectado y ¢) Fragmento de un gel donde se aprecia mejor el péptido de 10 kDa al
dia 31 p.i. en el grupo infectado. Hemolinfa separada en geles de poliacrilamida al 15% con buffer de Tricina.
Debajo de incisos a y b hay una flecha que muestra la zona menor de 4 kDa, donde se aumentd el contraste y se
bajo el brillo para tener una mejor resolucion del péptido de 2 kDa. Se utilizé la proteina de 40 kDa como control de
carga. Los asteriscos sefalan un péptido de 10 kDa que comienza a verse al dia 41 p.a. en el grupo control y al dia
31 p.i. en infectados. M.P.= marcador de peso, P.M.= peso molecular aproximado de los péptidos detectado con el
programa de analisis de fotos Gel Logic 200 Imaging System de Kodak, d.p.a.= dias post alimentacidn.
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Figura 9. Densitometria cuantitativa de 4 péptidos (15, 11, 9 y 2 kDa) presentes en la hemolinfa de T.
pallidipennis. Resultados de 3 experimentos independientes. Se muestra la Media de las 3 cinéticas de todos los
dias analizados + SD, la prueba estadistica aplicada fue una T de Student .

VIIl.2. Deteccién de cambios en la presencia de los péptidos a lo largo de una cinética de infeccién

De los 11 péptidos menores de 20 kDa detectados por electroforesis, sélo 3 mostraron algun

cambio en su presencia y/o abundancia a lo largo de las cinéticas de infeccidn.

El péptido de 10 kDa tuvo un cambio en su presencia, ya que se comenzé a observar en los ultimos
tiempos de las cinéticas. Aparecié en el grupo de insectos no infectados al dia 41 p.a. (Figura 8-a,
asterisco), mientras que en insectos infectados se observé un péptido de tamafio similar antes, al dia 31
p.i. En el perfil peptidico del experimento del grupo infectado mostrado en la Figuera 8-b no se logra
apreciar claramente al péptido de 10 kDa, por lo que en la Figura 8-c se muestra la zona de 10 - 9 kDa de

otro experimento similar, donde vemos claramente la presencia de este péptido al dia 31 p.i.

Los péptidos de 20 y 18 kDa que resultaron ser los mas abundantes, mostraron un cambio en su
concentracién a lo largo de los dias en los que se analizé la hemolinfa. El péptido de 20 kDa tiende a
aumentar en ambos grupos (infectados y no infectados), después de que los insectos se alimentaron por
primera vez. Para detectar si el aumento de dicho péptido era mayor en alguno de los 2 grupos de
insectos analizados, se aplicd una prueba estadistica ANOVA de 2 vias, sin embargo, no hubo una
diferencia significativa (p>0.05). Para comparar la hemolinfa de insectos sin alimentar con la hemolinfa
de insectos después de su primera alimentaciéon de ambos grupos de insectos, se realizaron pruebas post

hoc de Tukey y obtuvimos que en ambos grupos de insectos (infectados y no infectados) hay un aumento
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significativo para el dia 10 posterior a la primera alimentacién (Tabla 2). Al dia 41 p.a. en el grupo de
insectos no infectado se observa un mayor aumento en la densidad del péptido, sin embargo, no es

significativo debido a que la desviacién estandar es muy grande (Figura 10).

El péptido de 18 kDa tuvo una disminucidn en su abundancia a lo largo de las cinéticas. Al analizar
la media de las muestras (aplicando una ANOVA de 2 vias) encontramos una diferencia significativa entre
los insectos no infectados e infectados (F= 16.3, p<0.001, N=38) y también una diferencia significativa
entre los dias a los que se extrajo la hemolinfa post la primera alimentacion (F=27.126, p<0.001, N=38).
Para detectar en que dias de las cinéticas se encontraba ese efecto de la interaccidn entre la presencia
del parasito y los dias post alimentacion, se aplicé una prueba de T, donde se obtuvo que sélo al dia 1
posterior a la primera alimentacién existe dicha diferencia significativa asumiendo varianzas iguales

(p>0.05) entre el grupo de insectos no infectados e infectados (Figura 11).

Tabla 2. Pruebas post hoc de Tukey para el péptido de 20 kDa.

No Infectados Infectados

d.p.a 0 1 3 10 17 31 41 0 1 3 10 17 31 41
098 084 003 001 000 O 1 096 003 001 O 043
1 | 098 099 0.6 006 002 0 1 1 036 019 006 0.52
0.84 0.99 040 020 008 0 |09 1 038 0.14 003 063
10 | 003 016 0.40 1 092 002|003 036 038 1 087 094
17 | 001 006 020 1 099 005|001 019 014 1 099 0.97
31 0 002 008 092 0.99 032 | 0 006 003 087 099 0.99

41 0 0 0 002 005 032 043 052 063 094 097 099

d.p.a. = Dias post alimentacién
Diferencias significativas en los dias post alimentacion. En rojo se marcan los dias donde se encontré una p<0.05
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Figura 10. Densitometria cuantitativa de la banda de 20 kDa a diferentes dias post alimentacion. Datos de 3
experimentos independientes, se graficaron las medias + Error estandar. Se aplic6 una ANOVA de 2 vias. El 1
representa al grupo no infectado y el 2 al grupo infectado.
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Figura 11. Densitometria cuantitativa de la banda de 18 kDa a diferentes dias post alimentacion. Datos de 3
experimentos independientes, se graficaron las medias + Error estandar. Se aplicd una ANOVA de 2 vias. El 1
representa al grupo no infectado y el 2 al grupo infectado. El asterisco muestra que al dia 1 post alimentacidn hay
una diferencia significativa entre el grupo de insectos infectado y el no infectado.

VIII.3. Caracterizacidn de glicopéptidos por medio de lectinas biotiniladas

Para este ensayo, utilizamos muestras de hemolinfa correspondientes a los tiempos: 0 (sin
alimentar), 1 (justo después de la alimentacién), 17 y 41 d.p.a. De las 5 lectinas utilizadas, todas

reconocieron al menos un glicopéptido menor o igual a 20 kDa.

La lectina que reconoce residuos de azucar de tipo galactosa, galactosil y N-acetilgalactosamina
(JACALINA) reconocié un total de 6 glicopéptidos de los pesos moleculares de 18, 17, 14, 11, 10 y 9 kDa;
de los cuales los menos abundantes fueron los de 18 y 17 kDa. De los 6 glicopéptidos reconocidos, 5
fueron detectados en todas las muestras de hemolinfa analizadas, sin embargo, el de 10 kDa sdlo
reaccioné en la hemolinfa correspondiente al dia 41 p.a. del grupo control (C-41) (Figura 12-a). Es

importante destacar que en el perfil peptidico de la hemolinfa (Figura 8-a) se identificd que un péptido
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de 10 kDa comenzaba su expresion para éste dia en insectos control y al dia 31 p.i. en insectos

infectados.

La lectina que reconoce N-acetil y D-galactosamina (PT) reconocid 3 glicopéptidos de los pesos
moleculares de 18, 17 y 11 kDa; de los cuales, los péptidos de 18 y 17 kDa reaccionaron en todas las
muestras analizadas, mientras que el péptido de 11 kDa sélo fue reconocido en la hemolinfa de insectos

extraida justo después de la alimentacion (C-1) (Figura 12-b).

La lectina que reacciona con N-acetilglucosamina (WGA) identificd 1 glicopéptido de 14 kDa, este
se encuentra glicosilado en todas las muestras de hemolinfa pertenecientes al grupo control (no
infectado) y Unicamente al dia 41 p.i. en hemolinfa del grupo infectado. Como podemos observar, la
intensidad de la reaccién de la glicosilacion de éste péptido va aumentando conforme avanzan los dias

en el grupo no infectado (Figura 12-c).

Residuos de glucosa y manosa (Con A), se observaron sélo en 2 péptidos correspondientes a los
pesos moleculares de 18 y 20 kDa en todas las muestras analizadas, sin cambios aparentes en la
intensidad de su glicosilacion (Figura 12-d). Finalmente, la lectina de Arachis hypogaea (PNA), que
reacciona con residuos de N-acetilgalactosamina y galactosa, reconocio un péptido de 13 kDa sélo en la
muestra de hemolinfa que corresponde al dia 41 p.a. (C-41). Para el caso de esta lectina, no se corrié la
muestra correspondiente a hemolinfa de insectos sin alimentar debido a la falta de material para éste

ensayo (Figura 12-e).

En resumen, el péptido que presentd una mayor variedad de residuos de azucares fue el de 18 kDa,
ya que reaccion6 con 3 diferentes lectinas JACALINA, P.T. y Con A. Por otro lado, el péptido de 14 kDa
fue reconocido por 2 lectinas, teniendo residuos de tipo galactosa, galactosil, N-acetilgalactosamina y N-
acetilglucosamina; el péptido de 11 kDa también reacciond con 2 lectinas (JACALINA y PT) estando
glicosilado Unicamente al dia 41 p.a. con N-acetil y/o D-galactosamina. Los péptidos de 20, 13, 10 y 9 kDa

solo fueron reconocidos por una lectina (Tabla 2).
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Figura 12. Ensayos de deteccion de glicopéptidos por medio de lectinas biotiniladas. a) Reconocimiento de
galactosa, galactosil y N-acetilgalactosamina (JACALINA), b) Deteccion de N-acetil y D-galactosamina (PT), ¢) N-
acetilglucosamina (WGA), d) glucosa y manosa (Con A) y e) N-acetilgalactosamina y galactosa (PNA). Las muestras
utilizadas para éste ensayo corresponden a los dias: 0 (sin alimentar), 1 (justo después de la alimentacién), 17 y 41
d.p.a. del grupo control (C) e infectado (I). En cada ensayo de lectina se presenta una membrana de nitrocelulosa
con 6 g de proteina por carril, del lado izquierdo el marcador de pesos (M.P.) y de lado derecho una flecha con el

peso molecular del glicopéptido detectado en kDa (P.M.).
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Tabla 2. Presencia de residuos de azlcares en péptidos menores a 20 kDa.

Lectina JACALINA P.T. WGA ConA PNA

Azicaral [ Galactosa, galactosil y N- N-acetil y D- N-acetilglucosamina glucosay manosa N-
QueEsEUnEn 1 acetilgalactosamina. galactosamina acetilgalactosamina
y galactosa

Dias dela {0 | | H | 07 7| G40 (WL QO] Q0707 G0 REY 0O RG] S0 | 0|00y O Or) T
cinética
20 kDa
13 kDa
1T kDa
15 kDa
4kDa |x|x | x| X | X |X|X X X|-|X|-|X|X
13 kDa -l -]-x
12 kDa
IHkDa |x|x | x| X |x | x|x|-|Xx
10 kDa
9kDa |x|x | x | x| X X |X
2kDa

VIIL.4. Deteccion de actividad proteolitica en hemolinfa

Para conocer si alguno de los péptidos detectados en la hemolinfa de T. pallidipennis presentaba
actividad proteolitica, se realizaron geles de electroforesis (SDS/PAGE) con buffer de Tricina en
presencia de gelatina como sustrato. Como control positivo se utilizé extracto de epimastigotes (E), ya
que de éste, se tienen bien caracterizadas algunas de las proteinas de superficie con actividad
proteolitica. En la Figura 13 se observan las 2 regiones con alta actividad proteolitica en las muestras de
epimastigotes, principalmente en las regiones de 40-60 kDa y otra de 70-75 kDa, mientras que en la

muestra de hemolinfa no se logra observar actividad proteolitica.
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Figura 13. Determinacion de la actividad proteolitica en péptidos de hemolinfa de T. pallidipennis. Se cargaron 50
pg de proteina tanto del extracto de epimastigotes (E) como de la hemolinfa (H). Los asteriscos muestran las 2
principales regiones donde se nota una clara actividad proteolitica en el extracto de T. cruzi. De lado izquierdo se
muestra el marcador de peso (MP).Gel representativo de 2 ensayos independientes.

VIIL.5. Deteccién de actividad de lisozimas tipo “c” en hemolinfa

La deteccidn de la actividad de lisozimas en hemolinfa de T. pallidipennis se visualizd en geles de
poliacrilamida 15% con SDS en presencia de 0.2% de Micrococcus lysodeikticus como sustrato. La
actividad de ésta enzima se observé como una region transparente en el gel con fondo blanco, pero para
tener una mejor resolucién de los geles, éstos se fotografiaron con un fondo obscuro, siendo las bandas

obscuras los lugares donde se llevd a cabo el proceso de hidrdlisis.

En la Figura 14-a observamos 2 bandas en la muestra que contenia lisozima pura (L) de pollo tipo
“c” (Sigma L-7651) utilizada como control positivo, de los pesos moleculares aproximados de 14.5 y 25
kDa. De ellas, la banda mas abundante es la de 14.5 kDa y ambas bandas se presentan en muestras cony
sin imidazol, siendo éste un inhibidor de lisozimas. También se analizé la hemolinfa de insectos extraida
al dia 15 p.a., y aqui observamos una banda de hidrdlisis muy abundante de un peso molecular de entre
14 y 15 kDa en ambas condiciones (sin y con inhibidor). Cabe mencionar que al analizar con mas detalle
la zona con tincién de Coomasie blue se observaron dos péptidos 15 y 14 kDa, por la posicion de la zona
hidrolizada se concidero que el péptido de 14kda seria el que presentara la actividad de lisozima (Figura

14-b).
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Nuestros datos indican que a una concentracién de 0.8 M de Imidazol, la actividad de lisozimas es

o"_n
C

inhibida en un 27 % para el caso de la lisozima tipo de pollo y para la lisozima de hemolinfa en un

10% (Figura 14-c).
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Figura 14. Determinacidn de la actividad de lisozimas tipo “c” en hemolinfa de T. pallidipennis. a) Gel de
acrilamida SDS/PAGE 15% con 2% de M. lysodeikticus, se cargaron 5 pug de hemolinfa (H) de insectos 15 d.p.a. y
1.25 pg/ul de lisozima tipo “c” (L) también se cargd la misma concentracion de proteinas con 0.8 M de Imidazol
como inhibidor de lisozimas. Gel representativo de 2 experimentos independientes. b) Acercamiento a la region de
14-20 kDa de un gel de acrilamida 15% en buffer de Tricina (6 pug de proteina de muestra de hemolinfa 17 d.p.i.), c)
Densitometria cuantitativa de las bandas con actividad de lisozimas con o sin la presencia de Imidazol al 0.8M.
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IX. DISCUSION

IX.1. Relacidn vector-parasito

La informacidn existente sobre los mecanismos que intervienen en la relacién vector-parasito de la
enfermedad de Chagas, asi como la informacion sobre la fisiologia de insectos triatominos, esta
practicamente confinada a especies sudamericanas, siendo Rhodnius prolixus el modelo de estudio por
excelencia. Por ello la importancia de nuestro trabajo, el cual se enfocd en una especie de triatomino
endémica de México con importancia médica, como lo es Triatoma (Meccus) pallidipennis, en el cual
determinamos el perfil peptidico de la hemolinfa y las modificaciones en dichos péptidos cuando los
insectos se alimentaron de sangre de ratones infectados con T. cruzi y cuando se alimentaron con sangre

de ratones sanos.

Durante mucho tiempo se creyd que T. cruzi no generaba patogenicidad para los insectos vectores,
sin embargo, durante las ultimas tres décadas se han reportado trabajos que demuestran que la
presencia del parasito en el tracto digestivo de los insectos genera factores de estrés (disminucién en el
tamarnio de las génadas y de la talla, asi como retardo en el desarrollo al nuevo estadio ninfal) volviendo a
los insectos vulnerables, dando como resultado un efecto patoldgico a nivel sistémico. Estos factores
estresantes indican que el pardsito genera competencia con el insecto por nutrientes, dando como
resultado que el insecto se alimente mas y con ello, haya una mayor propagacién del pardsito (Schaub,

1989; Botto-Mahan et al., 2006).

Por el contrario, algunas otras especies de tripanosomatidos, tales como T. brucei o T. rangeli se
alojan fuera del tracto digestivo, como en las glandulas salivales, pero pueden traspasar la pared del
tracto digestivo, llegando a la hemolinfa, colonizando hemocitos y regresando a las glandulas salivales

para posteriormente ser transmitidos por medio de la picadura del insecto al hospedero mamifero.

IX.2. Composicion peptidica de la hemolinfa de T. pallidipennis

Los principales péptidos reportados en la hemolinfa de insectos corresponden a péptidos
antimicrobianos (AMP’S), lisozimas (ambos con capacidad antimicrobiana) y también neuropéptidos, que
son liberados al sistema circulatorio para actuar como hormonas, regulando muchos de los procesos

fisiolégicos de los insectos.
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Los AMP’S son péptidos sintetizados principalmente por el cuerpo graso (homdlogo al higado en
vertebrados), pero también pueden ser secretados por algunos hemocitos y por el lumen intestinal hacia
el hemocele (Ganz, 2003; Bulet & Stocklin, 2005). Estas moléculas son liberadas a la hemolinfa o al lumen
intestinal para eliminar agentes patégenos adquiridos durante la alimentacidn. Se les denomina
antimicrobianos por su alta capacidad antibacterial y anti-flngica. Hoy en dia, se han caracterizado una
gran variedad de estos péptidos en diferentes especies de insectos, incluidos algunos provenientes de la

subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae).

El presente estudio demuestra principalmente un aspecto importante, éste es que, cuando los
insectos se alimentan, tienden a presentar un tipo de respuesta sistémica (ya que los parametros
medidos en este trabajo se realizaron en hemolinfa, la cual recorre toda la cavidad corporal de los
insectos), es decir, cuando se alimentan con sangre de ratones no infectados algunos de los péptidos
identificados tienden a sufrir modificaciones en la intensidad de su presencia y al alimentarse de ratones
infectados con el parasito, otros péptidos sufren modificaciones en su glicosilacidon. Estos resultados
sugeririan que los péptidos que presentaron alguna de las modificaciones mencionadas, podrian tratarse
de AMP’S, principalmente por el peso molecular, siendo el proceso de la alimentacidn lo que estimularia

su activacion.

Actualmente se conoce una gran variedad de AMP’S en los diferentes grupos de organismos
vivientes, con el paso del tiempo se han realizado diferentes clasificaciones, una de las mas estrictas
puede ser mediante sus caracteristicas estructurales y sus secuencias de aminodcidos (para conocer mas

sobre la clasificacion de estos péptidos ir al Anexo 1).

En una gran variedad de especies de insectos se conoce mucho sobre las caracteristicas generales
de las proteinas y/o péptidos en diferentes érganos de los insectos, tales como la estructura molecular,
el lugar de sintesis, los genes que los codifican y en algunos casos hasta las funciones que tienen en la
hemolinfa. Sin embargo, para el caso de los Hemipteros, pocos son los trabajos reportados. En los
ultimos afios se han caracterizado algunos péptidos aislados de diferentes drganos. La prolixicina, es un
AMP aislado de R. prolixus, constando de 21 residuos de aminoacidos y un peso molecular de 11 kDa,
sus principales caracteristicas estructurales son que poseen dos sitios fosforilados y no posee regiones
glicosiladas en su secuencia de aminoacidos (Ursic-Bedoya, et al., 2011). De los 11 péptidos detectados
en nuestro trabajo, uno tiene un peso molecular de 11 kDa, éste péptido no presenta cambios en los

diferentes dias a los que se analizé la hemolinfa, fue uno de los que se encontraron en concentraciones
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altas y cabe mencionar que en nuestros ensayos de identificacién de glicopéptidos, éste péptido
presenta residuos de galactosa, galactosil y/o N-acetilgalactosamina en todas las muestras de hemolinfa
analizadas y Unicamente tiene residuos de D-galactosamina en el grupo control justo después de que los
insectos se alimentaron. Con estos resultados es posible que estemos hablando de un péptido glicosilado

gue no ha sido reportado en la literatura para este grupo de insectos.

Otros AMP’s aislados de la hemolinfa de R. prolixus son las defensinas, inducidas por medio de la
inoculacion de insectos via hemocele con bacterias de tipo Gram (-) y (+), Escherichia coli y Micrococcus
luteus, respectivamente (Lopez, et al., 2003). Estos péptidos forman una super familia de AMP’S
presentes en una gran variedad de organismos, desde plantas hasta mamiferos. Tienen un peso
molecular de 4 kDa, su secuencia de aminoacidos cuenta con altas cantidades de cisteinas y prolinas,
con un aproximado de 33-46 residuos de aminoacidos (Vizioli & Salzet, 2002; Waniek, et al., 2009), cabe
destacar que las defensinas aisladas de insectos tienen una mayor eficacia contra bacterias de tipo Gram
(+) (Ravi, et al., 2011). En el presente trabajo, no se encontraron péptidos de este peso molecular, sin
embargo eso no significa que la hemolinfa que analizamos no contenga dichos péptidos, si no que

podria tratarse de que su concentracidn sea menor.

Las thanatinas son otros AMP’S también aislados de insectos Hemipteros (Podisus maculiventris),
éstos péptidos constan de 21 residuos de aminodcidos, en su estructura poseen 2 residuos de cisteina y
con ello forman un puente disulfuro, su peso molecular aproximado es de 2 kDa y cabe mencionar que
hasta el momento no se han reportado semejanzas de éste péptido con algin otro AMP de otros
insectos (Bulet, et al., 1999; Vizioli & Salzet, 2002). Todas las muestras de hemolinfa de insectos
analizada en este trabajo mostraron la presencia de un péptido de 2 kDa, el cual fue el menos
concentrado de los 11 péptidos detectados y no parecid sufrir cambios en su densidad a lo largo de los

dias a los que se analizd la hemolinfa, éste péptido tampoco se encontré glicosilado.

Las diptericinas son una familia de AMP’s originalmente aisladas de Phormia terranovae vy
actualmente encontrados en diferentes grupos de insectos, éstos péptidos estan compuestos por 82
residuos de aminoacidos, siendo ricos en residuos de glicina y prolina en su secuencia de aminodacidos,
contienen un dominio N-terminal el cual es rico en prolinas y donde se encuentra un sitio consenso para
la O-glicosilacién, en general tienen un peso molecular de entre 9 y 10 kDa. El sitio consenso para la O-
glicosilacién es propicio para la unién a azucares de tipo N-acetilgalactosamina, glucosa y galactosa; la

presencia de ese sitio de glicosilacion es lo que le permite tener actividad bioldgica contra bacterias y
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hongos. En trabajos previos, deglicosilaréon al péptido y enseguida realizaron ensayos de actividad
antimicrobiana, teniendo como resultado una nula actividad, a diferencia de cuando el péptido se
encuentra de forma natural con sus residuos de azucares (Bulet, et al., 1995; Lee, et al., 2001). En
nuestros resultados identificamos un péptido de 9 kDa que no sufre cambios en su expresién a lo largo
de las cinéticas de infeccidn y se encuentra glicosilado, éste péptido reaccioné ante la lectina de
Artocarpus integrifolia (JACALINA), la cual reacciona con galactosa, galactosil y N-acetilgalactosamina. Lo
anterior sugeriria, por el peso molecular y por los residuos de azlcares, que se podria tratar de una
diptericina. Sin embargo, faltan estudios de secuenciacidn para poder determinar con precisidon de que

péptido se trata.

Por otro lado, las lisozimas son enzimas con actividad de hidrolasas que acttan sobre el enlace B-
1,4 N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico del peptidoglicano que conforma la pared celular
bacteriana. Estas enzimas se clasifican segln su secuencia de aminodcidos en 6 tipos: tipo “c” (chicken

ao:n
|

type), tipo “g” (goose type), tipo (invertebrate type), lisozimas de plantas, bacterianas y de fagos
(Jong-Wan, et al., 2011). Los insectos tienen lisozimas de tipo “c”, las cuales ya han sido aisladas de
diferentes érdenes de insectos, entre ellos de Hemipteros (R. prolixus). Las lisozimas aisladas de estos
triatominos presentan un peso molecular de aproximadamente 15 kDa (Ursic-Bedoya, et al., 2008),
mientras que la lisozima de clara del huevo de gallina “HEWL” tiene un peso de 14.5 kDa. Nuestros datos
muestran la presencia de un péptido de entre 14 - 15 kDa, el cual esta presente de manera constante en
todas las muestras de hemolinfa analizadas y que no sufre cambios a lo largo de los dias de estudio, ni
cuando el insecto se encuentra en presencia del parasito. En los ensayos de reconocimiento de residuos
de azucares por medio de lectinas, encontramos glicosilacién en el de 14 kDa, este reaccioné ante
residuos de tipo galactosa, galactosil, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina; sin embargo, por la
proximidad a la que se encuentran los péptidos de 14 y 15 kDa, el peso molecular de dicho péptido
podria ser de 15 kDa. Por medio de los ensayos de actividad de lisozimas, pudimos corroborar que el
péptido de entre 14 - 15 kDa se trataba de una lisozima de tipo “c”. Sin embargo, al separar los péptidos
por medio de electroforesis, justamente los péptidos de 14 y 15 kDa quedaron muy juntos, por lo que es
dificil determinar el peso molecular exacto por medio de geles de acrilamida. Ya que también pudo ser
inhibido parcialmente con imidazol, en el futuro se debe de seguir caracterizando a este péptido y

también secuenciarlo.

Los neuropéptidos son mensajeros quimicos que modulan la respuesta del sistema nervioso, estas

moléculas de sefializacién estdn involucradas en procesos de iniciacion, modulacién y regulacidn de la
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mayoria de los procesos fisioldgicos; estos péptidos necesitan ser secretados via sistema circulatorio
para cumplir sus funciones hormonales en érganos distantes que participan en procesos como
alimentacién, estrés, ecdisis, entre muchos otros. Hoy en dia existe poca informacion sobre el
aislamiento y caracterizacion de neuropéptidos en insectos, sin embargo la hormona de activacién pre-
ecdisis (PETH) ha sido bien estudiada, ésta hormona se puede encontrar en concentraciones de 30 a 45
nM en hemolinfa de insectos y crustaceos que estan en etapa de pre-ecdisis (Chen, et al., 2009; Rahman,
et al., 2002). Nuestros resultados indican la presencia de 11 péptidos <20 kDa, de los cuales suponemos
gue la gran mayoria podrian tratarse de AMP, pero también inferimos que entre esos 11 péptidos podria

haber alguno de tipo hormonal. Estudios en el futuro podrian brindar mayor informacion al respecto.

En conclusidn, nuestro trabajo demuestra que la presencia del parasito en el tracto digestivo de los
insectos no estimula la secrecién de péptidos a nivel hemolinfa, sin embargo, si parece afectar de alguna
forma la glicosilacion de algunos de ellos (14, 13 y 11 kDa). Esto concuerda con que el proceso evolutivo
entre vector-parasito ha sido tan exitoso que el sistema inmune del insecto (al menos a nivel sistémico)
no logra reconocer como patdégeno al parasito. También fue posible detectar un péptido con actividad de
lisozimas con un peso molecular de entre 14 kDa. Finalmente, observamos que el proceso de
alimentacién no es un factor estimulante para la secrecion de péptidos a nivel hemolinfa ,pero si influye

en la abundancia de algunos de ellos.

Es dificil conocer la naturaleza exacta de cada uno de los péptidos identificados en este trabajo sin
contar con la secuencia de aminodcidos especifica de cada uno. Por lo que en el futuro se planea mandar
a secuenciar, principalmente a los péptidos que tuvieron algun cambio en su densidad, presencia y

glicosilacion a lo largo de los diferentes dias a los que analizamos la hemolinfa.
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El perfil peptidico de la hemolinfa de T. pallidipennis consta de 11 péptidos menores de 20 kDa.
De los 11 péptidos detectados, sélo 2 (20 y 18 kDa) tienen cambios en su abundancia a lo largo
de las cinéticas de infeccidn. El de 20 kDa aumenté y el de 18 kDa disminuyd, ambos en los dos
grupos de insectos.

Sélo el péptido de 10 kDa tuvo una variacidén en su presencia, ya que en el grupo no infectado
aparecio al dia 41 post alimentacién y en infectados al dia 31 post infeccién.

Nuestros analisis demuestran que la mayor cantidad de residuos de azlcares presentes en
péptidos y proteinas son de tipo galactosa, galactosil y/o N-acetilgalactosamina.

La hemolinfa contiene lisozimas de tipo “c” en concentraciones altas.

Los resultados de este trabajo sugieren que la presencia de T. cruzi en el tracto digestivo de los
insectos no parece afectar la secrecion de péptidos, sin embargo, si logra haber modificaciones

en la glicosilacién de algunos de ellos.

PERSPECTIVAS

Secuenciar los péptidos para conocer su naturaleza antimicrobiana o de neuropéptidos,
particularmente en aquellos que tuvieron algun cambio.

Realizar ensayos in vitro con bacterias, para determinar cuales péptidos tienen actividad
antimicrobiana.

Deglicosilar los péptidos que mostraron algun residuo de azucar, con la finalidad de determinar si

el azlcar en particular es lo que le confiere alguna actividad bioldgica al péptido.
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XIll. ANEXO
Clasificacién de los Péptidos antimicrobianos tomando en cuenta su estructura molecular y composicion

de aminoacidos, se pueden dividir en tres principales clases (Bulet & Stécklin, 2005):

i. Péptidos catidnicos lineales de a-hélice sin residuos de cisteina: Este tipo es el mas abundante
en insectos, tienen un tamaino aproximado de 29-42 residuos y actian con mayor eficacia
contra bacterias Gram (-). El primer AMP caracterizado fue una cecropina aislada de
Hyalophora cecropia.

ii. Péptidos cuya estructura esta establecida por los puentes de disulfuro (establecidos por
cisteinas): Péptidos con diferente cantidad de residuos de cisteinas, se agrupan en 3
categorias dependiendo de su secuencia homoldgica 6 de su estructura secundaria en
solucién acuosa:

a. Péptidos con a-hélicey B-lamina (appB, BapB)
b. Péptidos con 3 B-laminas entrelazados antiparalelamente.
c. Péptidos formando estructuras de B-laminas tipo horquilla.

iii. Péptidos que contienen una gran cantidad de residuos de prolinas y/o glicinas: Péptidos
lineales formados de 14-39 aminoacidos, éstos a su vez se clasifican en 2 grupos:
a. Cadena corta: Menores a 20 residuos.

b. Cadena larga: Mas de 20 residuos de aminoacidos.

48

——
| —



	Portada
	Índice
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Antecedentes
	IV. Justificación   V. Hipótesis
	VI. Objetivos
	VII. Materiales y Métodos
	VIII. Resultados
	IX. Discusión
	X. Conclusiones
	XII. Bibliografía
	XIII. Anexo

