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Resumen

Meccus pallidipennis son insectos del orden Hemiptera, mismos que son vectores de la enfermedad de Chagas.
Estos insectos son hematofagos estrictos y su sistema digestivo estd dividido en tres regiones: anterior (estdmago),
media y posterior. Hasta el momento no se han identificado proteinas en el estdomago de estos organismos involucra-
das en la digestion de la sangre que ingieren durante su alimentacion. En este trabajo mediante estrategias protedomi-
cas identificamos una proteina que mostrd expresion diferencial en los diferentes tiempos analizados. Se utilizaron
estomagos de machos alimentados con sangre de conejo siendo disectados a los 7, 15, 50 y 70 dias postalimentacion.
Las proteinas totales fueron separadas por SDS-PAGE en geles al 10%. Se seleccioné una banda de ~100 kDa para
su identificacion por Quadrupolo-ToF MS/MS, identificando una proteina de la familia de las miosinas, la Paramiosi-
na, proteina que tiene actividad motora y se encuentra involucrada en procesos de contraccion y relajacion, hasta el
momento solo se puede sugerir su funcion en base a la homologia que presenta con las proteinas identificadas en Sar-
coptes scabiei, Dermatophagoides farinae y Boophilus microplus, organismos que tienen contacto con sangre duran-
te su alimentacion. .
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Abstract

Meccus pallidipennis are insects of order Hemiptera which are vectors of Chagas disease. These insects are strict
hematophagous and their digestive system is divided into three regions: anterior (stomach), middle and posterior. So
far, proteins involved in the digestion of the blood they ingest during their feeding have not been identified within the
stomach of these organisms. In this study, by mean of use of proteomic strategies we identified a protein that showed
differential expression in different times analyzed. Stomachs of males fed with rabbit blood were dissected at 7, 15, 50
and 70 days post-feeding. Total of proteins were separated by SDS-PAGE in 10% gels. A band of ~ 100 kDa was se-
lected for identification by Quadrupolo-ToF MS / MS, identifying a protein of the family of myosins known as Para-
miosina, a protein that has mobile activity and is involved in processes of contraction and relaxation. At this moment,
we can suggest its function based on the homology that this proteint presents with proteins identified in Sarcoptes sca-
biei, Dermatophagoides farinae and Boophilus microplus, organisms that have contact with blood during their fe-

eding.

Keywords: Meccus pallidipennis, proteomics, hematophagy

Introduccion

La subfamilia Triatominae estd organizada en 6 tribus
con 19 géneros, se encuentra integrada por insectos hema-
tofagos capaces de transmitir el parasito Trypanosoma
cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas. En Mg¢-
xico se piensa que esta enfermedad es poco comun, debido
a los pocos casos documentados, sin embargo es probable
que al igual que en otras enfermedades exista un subregis-
tro por falta de un diagnostico adecuado (Rodriguez Do-
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minguez, 2002). Los triatominos presentan un desarrollo
hemimetabolico con fases de huevo, cinco estadios ninfa-
les y adulto, siendo hematofagos estrictos. A nivel de di-
gestion se requiere de una completa serie de adaptaciones
fisiologicas para los hematofagos obligados, debido a que
la sangre es una fuente nutricionalmente rica, pero es alta-
mente alcalina, y muchas de las proteinas estan dentro de
las células sanguineas. La saliva de los insectos hemat6fa-
gos contiene sustancias anticoagulantes, antihistaminicas,
vasodilatadoras y antiplaquetarias que facilitan el proceso
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Figura 1.- Proteinas totales de los estomagos de Meccus pallidipennis. Carril 1.- Marcadores de peso mo-
lecular. Carril 2.- a los 7 dias. Carril 3.- a los 15 dias. Carril 4.- a los 50 dias. Carril 5.- a los 70 dias. Se
sefiala con un asterisco la banda seleccionada para su identificacion por Quadrupolo-TOF.
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Tabla 1.- Identificacion por Quadrupolo-TOF/MS de la proteina de interés.

Nombre P.M* (Da) Cobertura” Mowse score”  Organismo Localizacion©  Funcion celular
(%)
Paramiosina’  102.455 62 166 Sarcoptes scabiei
Citoplasma Actividad motora
Lo Miosina

Paramiosina® 81,372 62 165 Dermatophagoi-  Filamentos Contraccion/

des farinae gruesos relajacién muscu-

lar.

Paramiosina’  101.992 75 143 Boophilus mi-

croplus

de alimentacion sobre el huésped vertebrado, que en pro-
medio tarda entre 10 y 20 minutos, el volumen de sangre
que pueden ingerir las ninfas oscila entre 8 y 9 veces su
peso corporal, y en los adultos de 2 a 4 veces. Los triato-
minos requieren una hemolisina para lisar las células san-
guineas y un sistema para acidificar la sangre ingerida an-
tes de poder ser digerida. Estos insectos deben hacer uso
de catepsinas como proteasas, las cuales solo son activas a
pH écido (Schofield y Galvao, 2009).

Los hemipteros, no presentan una membrana peritrofi-
ca verdadera, sin embargo, su epitelio intestinal no esta en
contacto directo con el bolo sanguineo, debido a la presen-
cia de una membrana perimicrovellosa (Albuquerque-
Cunha, Gonzalez, Garcia, Mello, Azambuja, Almeida, de
Souza, et al., 2009). Una vez que los Triatomas han ingeri-
do sangre, esta permanece sin ser digerida en el estdbmago,
como es conocida la region anterior del intestino, el cual
estd dividido en tres regiones: anterior, medio y posterior.
Durante la ingesta se liberan hormonas diuréticas que eli-
minan el exceso de agua e iones los cuales son transporta-
dos a través de la membrana del estdmago; la hemolinfa es
conducida hacia los tibulos de Malpighi y posteriormente
al recto, mientras que la sangre concentrada entra en pe-
quefias porciones en la region digestiva del intestino
(Kollien y Billingsley, 2002).

Las nuevas técnicas de espectrometria de masas se ba-
san en la digestion de las proteinas separadas en gel y el
analisis de los péptidos para determinar con gran precision
su masa y/o obtener su secuencia de aminoacidos. La téc-
nica mas utilizada por sencillez y capacidad de procesa-
miento de multiples muestras es la identificacion de la
huella peptidica, que se realiza por digestion con tripsina y
analisis de la masa de los péptidos resultantes por espectro-
metria de masas MALDI-TOF. (Casado-Vela, Cebrian,
Goémez del Pulgar, Sanchez-Lopez, Vilaseca, Menchén,
Diema et al., 2011).

Materiales y métodos.

Insectos

Meccus pallidipennis, fueron proporcionados por el
Laboratorio de Parasitos y Vectores de la escuela de Biolo-
gia dependiente de la Benemérita Universidad Auténoma
de Puebla [BUAP]. Se utilizaron 90 machos adultos que se
alimentaron con sangre de conejo durante 20 minutos al
inicio del estudio, para posteriormente ser sacrificados a
los 7, 15, y 70 dias postalimentacion, descartando los que
no se alimentaron. El estdbmago se coloco en una caja de

Petri y se agregaron 5 mL de PBS frio 1X pH 7.4 para eli-
minar los restos de sangre. Los estdbmagos se guardaron en
un tubo Eppendorf junto con 1 mL de PBS 1x pH 7.4 y se
almacenaron -20 °C hasta su uso.

Extraccion de proteinas.

Se agregd 1 mL de PBS frio 1X pH 7.4 junto con 5 mL
de regulador de lisis frio (250 mM sacarosa, 2 mM
KH2PO4, 8 mM K2HPO4, I mM EDTA) (Fruttero, Ru-
biolo y Canavoso, 2009) y una solucion de inhibidores de
proteasas (IA 10 mM, PMSF 10mM, TLCK 10mM, NEM
10 mM; SIGMA) a los estomagos, posteriormente fueron
macerados en un tubo Eppendorf con un pistilo homogeni-
zador de plastico y estéril, dando golpes durante 5 minutos.
El homogenado celular se guard6 a — 20°C hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas.

Las proteinas se cuantificaron utilizando el método de
Bradford (Bradford, 1976)

SDS y espectrometria de masas.

El analisis se realizé mediante la separacion de las pro-
teinas en relacion a su peso molecular, utilizando geles de
poliacrilamida en presencia de duodecil-sulfato de sodio
(PAGE-SDS) unidimensional al 10 %. Para las proteinas
de cada una de las secciones se colocd 40 pg de proteina y
se tifieron con azul de Coomassie coloidal. Para calcular el
peso molecular de las proteinas se utilizé un grupo de pro-
teinas conocidas usadas como marcadores de peso molecu-
lar (Invitrogen). Para la identificacion de las proteinas de
interés resueltas por PAGE-SDS, se selecciond una banda
que al ser tefiida con azul de Coomassie mostrd una mayor
concentracion y una expresion diferencial. La banda se
cortd con una navaja estéril, portando guantes para evitar
contaminacion, y se colocéd en un tubo para microcentrifu-
ga de 1.5 mL, se etiqueto y almaceno a -20 °C. La banda
se envio para su identificacion por Quadrupolo-TOF MS/
MS al Departamento de Biotecnologia y Bioquimica del
Centro de Investigacién y Estudios Avanzados del IPN,
Unidad Irapuato. El coeficiente carga/masa (m/z) obtenido
por Quadrupolo-TOF se analizo en bases de datos accesi-
bles en los sitios del National Center for Biotechnology
Information [NCBI] (2014) y Expasy Proteomics Server
(Swiss Institute of Bioinformatics [SIB] 2014). La proteina
identificada se analiz6 mediante el programa computacio-
nal MASCOT (Matrix Science, 2014)
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Resultados

La alimentacién con sangre indujo cambios en el pa-
tron de expresion de proteinas de los estomagos de la chin-
che, los cuales fueron analizadas mediante SDS-PAGE al
10 % a diferentes tiempos postalimentacion (véase figura
1).

En el espectro de la banda de 100 kDa se observo un
patron de 28 péptidos de los cuales 4 alinearon con los
péptidos de las bases de datos identificando a una proteina
de la familia de las paramiosinas, proteinas implicadas en
funciones como: contraccion y relajacion muscular, con
actividad motora y en algunos casos como un alérgeno
importante (véase tabla 1), mientras que 6 péptidos no
alinearon con ninguna proteina conocida.

Discusion y conclusiones

En el trabajo realizado por Silva, Mury, Oliveira, Oli-
veira, Silva y Dansa-Petretski en 2007, reportaron que el
ciclo digestivo en estos insectos comprende aproximada-
mente 21 dias, tiempo en el cual degradan toda la sangre
ingerida. Una vez que los triatomas han ingerido alimento,
la sangre permanece sin digerirse en el estobmago, poste-
riormente la sangre concentrada entra en pequefias porcio-
nes en la region digestiva del intestino (Kollien y Bi-
llingsley, 2002; Balczun, Siemanowski, Pausch, Helling,
Marcus, Stephan, Meyer et al., 2012). Esto es lo que se ha
reportado que ocurre en el estdmago de los triatomas, al
que Unicamente se le considera como un sitio de almace-
namiento, sin embargo en el presente trabajo se aporta
evidencia que sugiere que en el estdbmago se expresan pro-
teinas que pueden tener como finalidad la digestion del
alimento ingerido. En este trabajo se reporta por primera
vez, en Meccus pallidipennis, una proteina que pertenece a
la familia de las paramiosinas, proteinas filamentosas pre-
sentes en el musculo de los invertebrados, con una estruc-
tura secundaria de o-hélice superenrrollada que forma
homodimeros. Es una proteina reportada en organismos
como: Sarcoptes scabiei, Dermatophagoides farinae,
Boophilus microplus, siendo los dos primeros acaros y el
ultimo la garrapata comiin quienes tienen contacto con
sangre durante su alimentacion, sugiriendo que dicha pro-
teina esta relacionada con la digestion de la sangre ingeri-
da, ya que hasta el momento no se han reportado trabajos
que describan la expresion de proteinas en el estdmago
relacionadas con la hematofagia en este organismo.
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