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Resumen

Los triatominos (Triatominae, Reduviidae), son hematofagos estrictos transmisores del pardsito Trypanosoma
cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, constituyendo un problema de salud publica en Latinoamérica.
Su sistema digestivo esta dividido en tres regiones: anterior, medio y posterior sitio donde se completa el ciclo biolo-
gico de T. cruzi. La informacion sobre los mecanismos moleculares asociados con la interaccion de 7. cruzi en el
estomago del insecto vector es escasa, atribuyéndosele a este 6rgano un papel pasivo de almacenamiento alimenticio.
Sin embargo, no se debe pasar por alto que aqui ocurre la diferenciacion de tripomastigote sanguineo a epimastigote,
ademas, los parasitos se enfrentan a componentes existentes en esta fraccion como enzimas digestivas, defensinas y
aglutininas. Es por eso que el presente trabajo tiene como objetivo identificar la expresion diferencial de proteinas en
el estomago de Meccus pallidipennis que se estén expresando o modifiquen su expresion bajo la infeccion por 7.
cruzi. 20 Adultos hembra de Meccus pallidipennis, se utilizaron para la diseccion y obtencion del estomago a las 24
hrs, 3, 5, y 7 dias postalimentacion. Para el grupo experimental de triatominos se realizo la alimentacion con sangre
de raton BALB/c infectada por 7. cruzi. El extracto total de proteinas del estdomago fue analizado mediante SDS-
PAGE. Se evidencid que bajo la infeccion por 7. cruzi un importante grupo de proteinas (De aproximadamente 23.4,
124.6, 127.3, 144.5, 150.8, 160.6, 164.1 y 171.2 kDa de peso molecular) no son expresadas con respecto al grupo
control sano de cada tiempo. El analisis de electroforesis SDS-PAGE evidencia, que existe una serie de cambios en el
perfil de expresion de proteinas en el estomago de Meccus pallidipennnis bajo la infeccidon por 7. cruzi posiblemente
implicadas en el proceso de diferenciacion del parasito, por lo que es necesario seguir investigando utilizando técni-
cas de protedmicas que permitan identificar y caracterizar dichas proteinas, lo que permitira en un futuro, esclarecer
la relacion parasito-vector .
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Abstract

The triatomines (77iatominae, Reduviidae) are strict hematophagous transmitters of the parasite Trypanosoma
cruzi, etiological agent of Chagas disease. These parasites constituting a public health problem in Latin America. Its
digestive system is divided into three regions: anterior, middle and posterior. Posterior region is where the biological
cycle of T. cruzi is completed. Information on molecular mechanisms associated with interaction of 7. cruzi within
stomach of the insect vector is scarce, with a passive role of food storage attributed to this organ. However, it should
not be overlooked that here occurs the differentiation of sanguineous trypomastigote to epimastigote. In addition, para-
sites face to existing components in this fraction such as digestive enzymes, defensins and agglutinins. Due to this rea-
son,, present study aims to identify differential expression of proteins within stomach of Meccus pallidipennis that are
expressing or modifying their expression under 7. cruzi infection. 20 female adults of Meccus pallidipennis,were used
for dissection, and further obtaining from the stomach at 24 hrs, 3, 5, and 7 days post-feeding. For the experimental
group of triatomines, mouse’s blood infected with T. cruzi. was used as food with BALB/c. Total stomach protein ex-
tract was analyzed by SDS-PAGE. It was evidenced that under 7. cruzi infection an important group of proteins
(approximately 23.4, 124.6, 127.3, 144.5, 150.8, 160.6, 164.1 and 171.2 kDa of molecular weight) are not expressed
related to the healthy control group of each time . SDS-PAGE electrophoresis analysis evidences that there are a series
of changes of the expression profile of proteins within the stomach of Meccus pallidipennnis under T. cruzi infection.
These series of changes of the expression profile of proteins are possibly involved in the parasite differentiation pro-
cess, so it is necessary continue investigating using proteomic techniques that allow to identify and characterize these

proteins, which will allow in the future to clarify the parasite-vector relationship.
Keywords: Meccus pallidipennnis, Trypanosoma cruzi, proteins, infection

Introduccion

Los triatominos (Triatominae, Reduviidae), son hema-
tofagos estrictos (Tartarotti, A.-Oli y Ceron 2006). M. pa-
llidipennis es responsable de aproximadamente el 74% de
la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas en
Meéxico (Martinez-Ibarra., Nogueda-Torres, Garcia-
Benavidez, Vargas-Llamas, Bustos-Saldafia y Montafiez-
Valdez, 2012). Las diferentes regiones del sistema digesti-
vo del insecto vector son importantes para el desarrollo de
T. cruzi, en el estbmago los tripomastigotes se transforman
en epimastigotes y esferomastigotes, en la region media,
los epimastigotes se adhieren a la membrana perimicro-
vellosa [PMM] y se propagan por fision binaria, mientras
que en el recto se adhieren a la cuticula rectal y se transfor-
man en tripomastigotes metaciclicos que son eliminados en
las heces y la orina, fuente de infeccion del hospedador
vertebrado (Azambuja, Ratcliffe y Garcia; 2005; Garcia,
Genta, de Azambuja y Schaub, 2010). Se ha sugerido que
la unién a la PMM es importante para la division del para-
sito. Aparentemente este proceso involucra moléculas de
fosfolipidos de glicoinositol [GIPLs] que se encuentran en
gran cantidad en la superficie de los epimastigotes (Garcia et
al., 2010). Este mecanismo parece coordinar el crecimiento
y la diferenciacion de epimastigotes en tripomastigotes,
por lo que se sugiere que deben estar implicadas vias de
sefalizacion mediadas por receptores de superficie del
parasito, que son activados por ligandos presentes en los
tejidos de vectores, en este sentido, algunas glicoproteinas
presentes en la PMM parecen ser ligandos del parasito
(Garcia, Ratcliffe, Whitten, Gonzalez y Azambuja, 2007,
Silva-Neto, Fampa, Donato y Carneiro, 2010). Borges,
Machado, Garcia y Azambuja (2006) reportaron que la
actividad de la catepsina D en el intestino medio es mayor
entre 1 y 3 dias después de la infeccion por 7. cruzi. En
cuanto a los factores derivados de la microbiota intestinal
Azambuja, Feder, D. y Garcia (2004) aislaron la bacteria
Serratia marcescens biotipo Ala con actividad hemolitica y

tripanolitica. Otros determinantes es el sistema inmune
humoral del vector. Hasta ahora lisozimas y defensinas
han sido identificados (Garcia, Castro, Figueiredo y Azam-
buja, 2010). Ursic-Bedoya, Nazzari, Cooper, Triana,
Wolff, y Lowenberger (2008) caracterizaron ¢ identifica-
ron 2 nuevos genes que codifican a lisozimas, A (RpLys-
A) que se expresa en el tracto intestinal a los 7 y 14 dias
postinfeccion por 7. cruzi y lizosima B (RpLys-B) que se
expresa principalmente en la grasa corporal a las 8 y 24
hrs. después de una infeccion bacteriana, se han observado
isoformas de defensinas en R. prolixus, los genes de la def
1 y 4 se expresan en altos niveles en el estomago mientras
que la def2 y 3 se expresan preferentemente en el intestino
medio (Garcia, Castro et al., 2010). Estos reportes sugie-
ren que existen factores dentro del intestino de los triato-
minos que modulan la multiplicacién y diferenciacion de
los parasitos in vivo, lo que permitira el disefio de nuevos
métodos de control de la enfermedad de Chagas (Lopez-
Ordoriez, Panzera, Tun-Ku, Ferrandis y Ramsey, 2009).

Hasta la fecha no se ha dado énfasis al estudio del pro-
teoma del estomago atribuyéndole solo una funcion de
almacenamiento de sangre, sin embargo, hemos observado
que hay proteinas que se estan expresando diferencialmen-
te y que participan en la digestion de la sangre o que posi-
blemente, modulen la dindmica de interaccion de 7. cruzi
con los triatominos.

Materiales y métodos
Insectos

Hembras adultas de Meccus pallidipennis, fueron obte-
nidas del Laboratorio de Parasitos y Vectores de la BUAP,
cultivadas a 274/- 3 °C y humedad de 75 +/- 5% (Martinez
-Ibarra et al., 2012). Se utilizaran 20 insectos, en condicio-
nes de ayuno. El grupo control fue alimentado con sangre
de raton cepa BALB/c sano libre de infeccion. El grupo

34



Tlamati (2017) 8(1), 33-37

experimental fue alimentado con sangre de raton BALB/c
previamente infectado por T.cruzi.

Parasitos

Se utilizé la cepa NINOA de T. cruzi proporcionado
por el Centro Nacional de Cardiologia, DF, México, para
conservar la viabilidad de la cepa se realizaron pases men-
suales en medio LIT (Infusion de Higado y Triptosa) a 28
°C aresguardo del Laboratorio de Parasitos y Vectores.

Parasitacion de los ratones BALB/c con la cepa NINOA de
T. cruzi.

Se utilizaron 5 ratones BALB/c de 5 semanas de edad,
proporcionados por el Bioterio “Claude Bernard” de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla [BUAP].
Para la inoculacion via intraperitoneal, se realizo el conteo
de parasitos de 7. cruzi en la camara de Neubauer, poste-
riormente se realizaron las diluciones para obtener 1X10’
parasitos/ml. La parasitemia se vigilo6 cada semana, para
ello, se tom6 una gota de sangre periférica de la cola del
raton, y se realizaron frotis por deslizamiento seguido de la
tincion de Giemsa y posterior observacion al microscopio
con aumento de 100X. El numero de parasitos se estimo en
100 campos (Brener Z, 1962; Monteon, Godinez, Cruz-
Zetina, Balmes, Lopez y Hernandez, 2009).

Establecimiento del grupo experimental y control de M.
pallidipennis

Posterior al proceso de inanicion de 3 semanas, los
triatominos se colocaron dentro de recipientes individuales
de aislamiento junto con los ratones BALB/c infectados
para la alimentacion de los triatominos hasta su retito vo-
luntario, los insectos fueron pesados antes y después de la
ingesta de sangre, sirviendo como pardmetro para estable-
cer si se logré la alimentacion de los mismos y finalmente
fueron sacrificados y disectados a las 24 hrs, 3, 5, y 7 dias
postalimentacion. Se realizd el mismo procedimiento para
el grupo control con la diferencia que fueron alimentados
con sangre de raton BALB/c libre de infeccion (Montedn
et al., 2009).

Diseccion del sistema digestivo de Meccus pallidipennis
alimentados con sangre.

Se colocaron los especimenes en una caja de Petri que
contiene algodén impregnado con acetato de etilo para su
sacrificio y se agregé PBS 1X pH 7.4, con ayuda del mi-
croscopio estereoscopico se realizo la diseccion, para reti-
rar la cuticula abdominal dejando descubierta la capa de
tejido graso que recubre el sistema digestivo, esta fue reti-
rada y finalmente se realizaron los cortes para separar el
intestino en sus diferentes secciones anterior, medio y pos-
terior, se tomd la fraccion del estomago (anterior) para
realizar una serie de lavados con PBS 1X pH 7.4 y asi eli-
minar los restos de sangre. Los estomagos se guardaron en
una tubo Eppendorf con 1 mL de PBS 1X pH 7.4 a -20 °C
hasta su uso (Garibay-Garcia, Cézares-Raga, Chagolla-
Loépez, Sierra-Martinez, Rodriguez-Lopez y Hernandez-
Hernandez, 2009).

Extraccion y cuantificacion de proteinas totales del esto-
mago de Meccus pallidipennis.

Para la extraccidon de proteinas totales de la fraccion del
estomago a las 24hrs, 3, 5, y 7 dias postalimentacion se
agregd 5 mL de regulador de lisis frio (250 mM sacarosa,
2 mM KH,PO,, 8 mM K,HPO,, 1 mM EDTA) y con una
solucion de inhibidores de proteasas (IA, PMSF, TLCK,
NEM), posteriormente se macerd el tejido en un tubo
ppendorf con un pistilo homogenizador de plastico estéril,
durante 5 min. El extracto celular se guardé a -20 °C hasta
su uso (Garibay-Garcia et al., 2009). Las proteinas totales
de cada tiempo en estudio se cuantificarén utilizando el
método de Bradford mediante el uso de un biofotometro
marca Eppendorf (Bradford, 1976).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS).

Una vez realizada la cuantificacion de proteinas de
extracto total, se tomo una concentracion de 25ug de cada
tiempo y se prepar6 la muestra utilizando una relacion 1:1
de buffer de muestra reductor (2X) para ser sometida a
ebullicion durante 5 min. El analisis se realizo, utilizando
geles de poliacrilamida en presencia de duodecil-sulfato de
sodio (Laemmli UK, 1970) al 10 %, el corrimiento electro-
forético se realizé a 100 V.

Tincion con Azul brillante Coomassie.

Los geles SDS-PAGE 10%, se tifieron con azul brillan-
te de Coomassie R-250 (500 mL de metanol, 400 mL de
agua desionizada, 100 ml de 4cido acético y 2.5 gramos de
Azul de Coomassie R-250) en agitacion por 1 noche. Pos-
teriormente se destiiid y se secd al ambiente en papel celo-
fan.

Determinacion de peso molecular de proteinas.

Para calcular el peso molecular de las proteinas se utili-
76 el estandar “Prestained SDS-PAGE Standards #161-
0318” marca BIO-RAD constituido por 8 proteinas de 7.1,
20.6, 28.9, 34.8, 49.1, 80, 124, 209 kDa usadas como mar-
cador de peso molecular (Con base al inserto Precision
Plus Protein Standards, BIO-RAB). El peso molecular
desconocido de las bandas de interés se estimd por el ana-
lisis de regresion lineal o por interpolacion en la curva del
log de PM contra Rf de las proteinas estandar.

Resultados

Andalisis comparativo de las proteinas totales del estomago
de Meccus pallidipennis inducidas o modificada su expre-
sion debido a la infeccion por T. cruzi.

La ingesta de sangre infectada por 7. cruzi indujo cam-
bios en el patron de expresion de proteinas totales en el
estomago de la chinche, los cuales fueron analizados me-
diante SDS-PAGE al 10% a diferentes tiempos de postali-
mentacion. Se seflala con asteriscos rojos a las proteinas
que presentaron una expresion diferencial en la condicion
control libre de infeccion, a las 24 hrs se evidencio las pro-
teina de 23.4 y 144.5 kDa, a los 3 dias las proteinas de
164.1y 171.2 kDa, para el dia 5 se evidencia la banda de
127 kDa y para el dia 7 la banda de 124.6kDa. Las protei-
nas que se ven modificadas en su nivel de expresion en el
perfil experimental se representan con asteriscos color
negro (véase figura 1).
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Figura 1. Proteinas totales de los estdmagos de Meccus pallidipennis, correspondientes al grupo control libre de infec-
cion por T. cruzi (C)/ grupo experimental infectado por 7. cruzi (E) analizados a los tiempos 24 hrs, 3, 5 y 7 dias postali-
mentacion. Las proteinas totales del estdmago fueron analizadas en geles de SDS-PAGE al 10% vy tefiidos con Azul de
Coomassie. Carril 1.- Marcador de peso molecular. Carril 2, 4, 6 y 8 extracto total de los estdmagos libre de infeccion.
Carril 3,5, 7 y 9 extracto total de estomagos infectados por 7. cruzi. Se cargaron 25 pg/ul de proteina en cada carril. Los
asteriscos rojos muestran la expresion diferencial de proteinas en una sola condicion, los asteriscos negros muestran la
variacion en la expresion de proteinas en la condicion experimental con respecto al control.

Discusion y conclusion

La dinamica de la interaccion de 7. cruzi en triatomi-
nos comienza tras la ingesta de sangre infectada, los parasi-
tos se enfrentan a componentes como enzimas digestivas,
hemolisinas, aglutininas, la microbiota y factores antimi-
crobianos presentes en el intestino del insecto vector
(Garcia, Castro et al., 2010), de acuerdo al reporte de Hen-
riques, Castro, Gomes, Garcia y de Souza (2012) sugieren
que a los 7 dias los parasitos se alojan en el estomago, pre-
dominando epimastigotes, para los 14 dias se alojan a lo
largo del intestino medio, predominando epimastigotes y
esferomastigotes, para el dia 21 y 28 la infeccion se esta-
ble en el recto, predominando tripomastigotes metaciclicos
que constituye la forma infecciosa, concluyendo el ciclo
bioldgico del parasito, sin embargo, no se ha dado énfasis
al estudio de la fraccion del estdmago confiriendo solo una
funcién pasiva de almacenamiento de sangre. Estudios
demuestran que insecto vector no actia como un anfitrion
pasivo si no que existe una respuesta ante la infeccion por
T. cruzi (Garcia, Castro et al.,, 2010: Silva-Neto et al.,
2010; Kollien y Schaub, 2000). Hasta la fecha solo lisozi-
mas y defensivas se han identificado como péptidos anti-

microbianos (Lépez, Morales, Ursic, Wolff y Lowenber-
ger, 2003; Schaub, 2009). El presente estudio demostro
que existen diferencias en el perfil de expresion de protei-
nas totales del estomago de Meccus pallidipennis bajo la
infeccion por 7. cruzi y libre de infeccion, mediante SDS-
PAGE, evidenciando la ausencia de proteinas en la condi-
cién experimental, a las 24 hrs las proteinas de 23.4 y
144.5 kDa, al tercer dia las proteinas de 164.1 y 171.2
kDa, para el dia 5 la proteina de 127.3 kDa y a los 7 dias la
proteina de 124.6 kDa . Por su parte Aratjo, Waniek,
Stock, Mayer, Jansen y Schaub (2006) demostraron que
los genes de la def 1 y Lys 1 se expresan en el tracto diges-
tivo de Triatoma brasiliensis, a los 5 dias después de la
alimentacion, pero la expresion fue mayor en el estdbmago
que en el intestino medio. Estos resultados evidencian
cambios en el perfil de expresion de proteinas en el esto-
mago, pero la presencia del parasito 7. cruzi, en la fraccion
del estdmago modifica la expresion proteica, dando la pau-
ta para seguir investigando el fendmeno de interaccion
parasito-vector empleando técnicas de purificacion y ca-
racterizacion de proteinas.
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