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Resumen

Meccus pallidipennis son insectos del orden Hemiptera y son vectores de la enfermedad de Chagas. Estos insec-
tos son hematdfagos estrictos y su sistema digestivo esta dividido en tres regiones: anterior (estdomago), media y pos-
terior. Hasta el momento no se han identificado proteinas en el estbmago de estos organismos involucradas en la di-
gestion de la sangre que ingieren durante su alimentacion. En este trabajo, mediante estrategias protedmicas se identi-
ficaron un grupo de proteinas que mostraron expresion diferencial en los diferentes tiempos analizados. Se utilizaron
estomagos de machos alimentados con sangre de conejo para ser analizados a los 7 y 70 dias postalimentacion. Las
proteinas totales fueron separadas por electroforesis bidimensional en geles al 10%. Se encontraron 7 “spots” en el
dia 7 postalimentacion que no se encuentran en el dia 70 que representa el ayuno prolongado.

Palabras clave: electroforesis bidimensional, Meccus pallidipennis, protedmica, hematofagia

Abstract

Meccus pallidipennis are insects belonging to the Hemiptera order and they are kwon as vectors of Chagas dis-
ease. These insects are strictly hematophagous and their digestive system is divided into three regions: anterior
(stomach), middle and posterior. So far, no proteins ingested during their feeding and involved in digestion of blood
have been identified within the stomach of these organisms. In this study, by means of proteomic strategies, a group of
proteins that showed differential expression were identified. Using stomachs of males that fed with rabbit blood, this
group of proteines were analyzed at 7 and 70 days post-feeding,. Total of proteins were separated by two-dimensional
electrophoresis in 10% gels. 7 "spots" were found on day 7 of post-feeding that were not found on day 70, which rep-
resents prolonged fasting.
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Introduccion

Los triatominos son insectos hematofagos capaces de
transmitir el parasito Trypanosoma cruzi, agente causal de
la enfermedad de Chagas. En México se han identificado al
menos 34 especies de triatominos; de estas, 6 son conside-
radas dentro del complejo Phyllosoma, que en conjunto son
responsables de aproximadamente el 74% de la transmision
vectorial (Santos, Ribeiro, Lehane, Figueiredo Gontijo,
Botelho Veloso, Sant'Anna, Nascimento Araujo, et al.
2007).

Estos insectos presentan un desarrollo hemimetabdlico
o metamorfosis incompleta con fases de huevo, cinco esta-
dios ninfales y adulto. Todos los estadios ninfales y adultos
de ambos sexos son hematdfagos estrictos. A nivel de di-
gestion se requiere de una serie de adaptaciones fisiologi-
cas para los hematofagos obligados, debido a que la sangre
es una fuente nutricionalmente rica, pero es altamente alca-
lina, y muchas de las proteinas estan dentro de las células
sanguineas, por lo que estos insectos requieren una hemoli-
sina para lisar estas células y un sistema para acidificar la
sangre ingerida antes de poder ser digerida. Estos insectos
deben hacer uso de catepsinas como proteasas, las cuales
generalmente solo son activas a pH acido (Schofield,
2000). Durante la hematofagia la sangre es bombeada de
los vasos sanguineos del hospedero hacia el canal alimenta-
rio de los triatominos por medio de movimientos contracti-
les de un complejo de musculos presentes en la cabeza del
insecto. Parte de la saliva secretada durante la alimentacion
es ingerida con la sangre favoreciendo la alimentacion evi-
tando la formacion de codgulos en el tracto intestinal

(Paim, Araujo, Soares, Dhom, Tanaka, Gontijo, Lehane, et
al., 2011). Una vez que los triatomas han ingerido sangre,
esta permanece sin ser digerida en el estdmago, como es
conocida la region anterior del intestino, el cual esta dividi-
do en tres regiones: anterior, medio y posterior.

Se han identificado proteinas implicadas en la digestion
de la sangre en la porcion digestiva del intestino. Sin em-
bargo, hasta el momento no se han descrito proteinas que
estén involucradas en el proceso de digestion de la sangre
en el estbmago de estos organismos. En este trabajo, me-
diante el uso de un enfoque protedmico, se identificaron
proteinas que presentaron un patron de expresion diferen-
cial en el estbmago de Meccus pallidipennis durante la
hematofagia. Estos resultados serviran para comprender
mejor el proceso de la hematofagia, asi como para conocer
que moléculas pueden ser utilizadas como blanco para el
desarrollo de estrategias de control bioldgico en estos orga-
nismos.

Materiales y métodos

Insectos

M. pallidipennis fueron proporcionados por el Labora-
torio de Parésitos y Vectores de la escuela de Biologia
dependiente de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla y del Area de Entomologia Médica, Centro Univer-
sitario del Sur de la Universidad de Guadalajara. Se utiliza-
ron 90 machos adultos que se alimentaron con sangre de
conejo durante 20 minutos al inicio del estudio, para poste-
riormente ser sacrificados a los 7 y 70 dias postalimenta-
cion, descartando los que no se alimentaron. El estomago

Figura 1.- Perfil protedmico de extractos de proteinas totales del estomago de M. pallidipennis. Electroforesis bidimen-
sional usando un gradiente de pH lineal de 3 a 10 en geles de poliacrilamida al 10 %. A) Perfil protedmico del estoma-
go a los 7 dias postalimentacion. B.- Perfil proteémico a los 70 dias. Tincion Azul de Coomassie G -250.
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Figura 2.- Comparacion de los perfiles protedmicos de extractos de proteinas totales del estdbmago de M. pallidipennis a
los 7 y 70 dias postalimentacion realizados como se describe anteriormente. A) Perfil protedmico a los 7 dias. B) Perfil
protedmico a los 70 dias. Se sefialan con un circulo morado los spots presentes tinicamente en el dia 7 postalimentacion.

se coloco en una caja de Petri y se agregaron 5 mL de PBS
frio 1X pH 7.4 para eliminar los restos de sangre. Los
estomagos se guardaron en un tubo Eppendorf junto con 1
mL de PBS Ix 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, 1 mM EDTA) (Fruttero, Ru-
biolo y Canavoso 2009) y una soluciéon 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)

Electroforesis 2-D en geles de poliacrilamida (PAGE-

SDS).

Isoelectroenfoque

Se utilizaron 150 ug de proteina por muestra y fueron
resuspendidas en 150 pL de un tampdn de rehidratacion
compuesto de urea 9 M, 4% p/v CHAPS, Tris base 10
mM, 1,2% v/v agente reductor, 1% v/v anfolitos y trazas
de azul de bromofenol. Se utilizaron tiras IPG de 7 cm con

intervalo de pH 3-10 lineal, las tiras fueron rehidratadas
por 1 hora en una bandeja de ceramica, posteriormente se
colocaron en una unidad “Bio-Rad PROTEAN IEF cell”
donde se realizo el isoelectroenfoque a 20 °C, de acuerdo
con el siguiente programa: 20 min a 250 V, 2 horas a 4000
V, y a 4000 Volts hora hasta alcanzar los 10000 V/h tota-
les.

Equilibrio

Tras el isoelectroenfoque y previo a la separacion de
las proteinas mediante SDS-PAGE, las tiras IPG fueron
equilibradas en un tampoén compuesto de Tris-HCI 1,5 M
pH 8.8, urea 6 M, 30% v/v glicerol, 2% p/v SDS y trazas
de azul de bromofenol, realizandose en dos pasos, em-
pleando en cada uno 5 mL de solucion de equilibrado por
tira; en el primero de ellos se anade al tampdn de equilibra-
do descrito anteriormente un 1% p/v de DTT, permane-
ciendo en esta solucion durante 20 minutos en agitacion y
a temperatura ambiente. En el segundo paso se afiade un
2,5% p/v de iodoacetamida al tampon de equilibrado, repi-
tiéndose la incubacion de 20 minutos en agitacion a tem-
peratura ambiente, una vez finalizado el procedimiento de
equilibrado se realiza un lavado con agua bidestilada.

2a Dimension

Una vez preparados los geles al 10%, cada tira IPG se
coloco sobre la superficie de un gel. Para fijar ambos se
agregd una solucion de agarosa 0,5% (p/v). La electrofore-
sis tiene lugar a 25 °C, aplicando 180 v durante 60 minu-
tos aproximadamente. Al finalizar los geles fueron tefiidos
con Azul de Coomassie.

25



Tlamati (2017) 8(2), 23-26

Andlisis de geles SDS-PAGE en 2D

La evaluacion de las diferencias en la expresion de
proteinas (densidad de spots) se realizd mediante el soft-
ware de analisis de imagenes: Delta 2D, version 4.3, consi-
derandose la expresion de proteinas significativamente
diferente cuando p<0.05 y los cambios en la expresion
fueron < 6 > a 1.5 veces.

Resultados

Hasta el momento se ha reportado que en los triatomas
al ingerir sangre, esta permanece sin ser digerida en el es-
tdmago, considerandose a este érgano como un sitio exclu-
sivamente de almacenamiento (Kollien y Billingsley,
2002), en el trabajo realizado por Silva, Mury, Oliveira,
Oliveira, Silva y Dansa-Petretski en 2007 en el que anali-
zan la formacion de la membrana perimicrovellosa a dife-
rentes dias después de la ingesta de sangre, reportan que el
ciclo digestivo en estos insectos comprende aproximada-
mente 21 dias, tiempo en el cual degradan toda la sangre
ingerida. En la figura 1 se muestran los perfiles proteicos
obtenidos a los 7 y 70 dias postalimentacion mediante
electroforesis bidimensional.

Al realizar el empalme y analisis informatico de las
imagenes obtenidas de los 2 tiempos postalimentacion se
encontrd un patrén de 7 “spots” (véase figura 2), que pre-
sentan una expresion diferencial, encontrandose inicamen-
te en este tiempo postalimentacion el cual corresponde a
los dias en que el estomago del insecto se encuentra abun-
dante en contenido y procesando el alimento ingerido. No
se observaron los mismos “spots” en tiempo posterior co-
rrespondiente a los 70 dias, tiempo en el cual el insecto ha
transcurrido por un largo periodo de ayuno y deberia de
carecer de proteinas relacionadas con su alimentacion en el
sistema digestivo.

Discusion y conclusiones

Por muchos afios el control de estos organismos se ha
basado en la utilizacion de pesticidas, lo cual ha originado
que estos insectos desarrollen resistencia y aun no se ha
podido evitar su proliferacion, siendo lo mas grave la con-
taminacion ambiental que ha originado (Mehlhorn, Al-
Rasheid, Al-Quraishy y Abdel-Ghaffar, 2011). Actualmen-
te se necesitan realizar mas estudios en areas como son: la
captacion y propagacion de agentes de enfermedades por
parte de los vectores cuando estos ingieren o chupan san-
gre; investigacion bioldgica molecular y genética sobre la
relacion entre las especies de vectores, asi como el desa-
rrollo de nuevos métodos de control bioldgico. Existen
trabajos concretos relacionados con estrategias de combate
en contra de algunos vectores, como la garrapata y la pulga
donde se describe la posibilidad de utilizar proteinas pro-
pias del sistema digestivo del vector como inductor de la
respuesta inmune en el hospedador (Loew-Baselli, Poella-
bauer, Pavlova, Fritsch, Firth, Petermann, Barrett y Ehr-
lich, 2011).

En el presente trabajo se muestra informacion que apo-
ya la idea de que el estobmago de M. pallidipennis juega un
papel importante en la digestion de la sangre ingerida y no
es unicamente un sitio de almacenamiento como ha sido
reportado hasta el momento (Kollien y Billingsley, 2002;
Balczun, Siemanowski, Pausch, Helling, Marcus, Stephan,

Meyer et al., 2012). Se observo un patréon de 7 “spots”
con una expresion diferencial que representan proteinas
que se estan expresando Unicamente en el tiempo en el que
el estomago de este insecto contiene sangre. Las proteinas
diferenciales posteriormente seran identificadas por espec-
trometria de masas. Estas moléculas podrian ser candidatas
para utilizarlas como blanco para el desarrollo de estrate-
gias de control bioldgico en estos organismos.
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