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. RESUMEN

Meccus pallidipennis (Reduviidae, Triatominae) es un hematéfago estricto, vector del
parasito Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas siendo
esta enfermedad un problema de salud publica en Latinoamérica. Su sistema
digestivo estad dividido en intestino medio anterior (estbmago), intestino medio
posterior y recto, compartimentos esenciales para el ciclo biologico del parasito. En el
estbmago, ocurre la diferenciacion de tripomastigote sanguineo a epimastigote,
ademas, los parésitos estan expuestos al sistema inmune y componentes del
metabolismo del insecto, sin embargo, la informacién sobre los mecanismos
moleculares asociados con la interaccion de T. cruzi en el estbmago del vector es
escasa. En este trabajo, se analizé el perfil proteico del estbmago de M. pallidipennis
infectado con T. cruzi. Se utilizaron hembras de M. pallidipennis a los 5 dias
postalimentacion, el grupo experimental fue alimentado con sangre de ratén BALB/c
infectado con T. cruzi (Cepa NINOA), el grupo control se alimentd con sangre libre de
T. cruzi. Se obtuvieron extractos de proteinas totales de los estémagos de los dos
grupos y fueron analizados por electroforesis bidimensional. El analisis comparativo
de los geles 2D se realiz6 mediante el software PDQuest 2D, se evidenciaron 356
manchas proteicas que representan el mapa proteico del estbmago infectado por T.
cruzi, en contraste, el mapa proteico libre de infeccion revel6 295 manchas proteicas,
60 proteinas presentaron expresion diferencial (p<0.05) de las cuales 5 no se
encontraron en el perfil proteico del estobmago infectado con T. cruzi, sin embargo, 23
fueron especificas para el mapa proteico experimental y 32 proteinas presentaron
cambios cuantitativos en la relacion de intensidad relativa. Se demostré que la
presencia del parasito T. cruzi en el estbmago de M. pallidipennis induce expresion
diferencial de proteinas a los 5 dias postinfecciéon, modificando el proteoma del

estomago.

Palabras clave: Meccus pallidipennis, Trypanosoma cruzi, Proteoma, Expresion

diferencial de proteinas, Estomago.



II. ABSTRACT

Meccus pallidipennis (Reduviidae, Triatominae) is a strict hematophagous, vectors of
the Chagas disease parasite Trypanosoma cruzi and public health problem in Latin
America. Triatomine bugs digestive system is divided in anterior midgut (stomach),
posterior midgut and the rectum sections essential for the life cycle of the parasite. In
the stomach, blood trypomastigote differentiates into epimastigote, and parasites are
exposed to the immune system and metabolism components of the insect, however,
information about the molecular mechanisms associated with the interaction of T.
cruzi in the vector’s stomach is limited. In this work, we analyzed the protein profile of
M. pallidipennis stomach infected with T. cruzi. Stomachs from M. pallidipennis
females were used at 5 days after blood feeding, the experimental group was fed with
the blood of BALB/c mice infected with T. cruzi (Ninoa strain), the control group was
fed with blood free of T. cruzi. Total protein extracts were analyzed by two-
dimensional electrophoresis and comparative analysis of 2D gels was performed
using PDQuest 2D software. We found 356 protein spots representing the stomach
protein map of bugs infected with T. cruzi. In contrast, the protein map of the stomach
from infection free bugs revealed 295 protein spots, 60 proteins showed differential
expression (p <0.05), 5 were not found in the protein profile of infected bugs,
compared with stomach from uninfected bugs, however, 23 are specific to the
experimental protein map also 32 protein spots showed quantitative changes in the
relative intensity ratio. It was shown that the presence of T. cruzi parasite in the
stomach of M. pallidipennis induced differential expression of protein at 5 days post-

infection, modifying the proteome of the stomach.

Keys words: Meccus pallidipennis, Trypanosoma cruzi, Proteome, Differential

Expression of Proteins, Stomach



[Il. INTRODUCCION

Los triatominos (Reduviidae, Triatominae), son hematéfagos estrictos (Tartarotti et
al.,, 2006). Meccus pallidipennis, pertenece a esta familia, es responsable de
aproximadamente el 74% de la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas en
México (Martinez-lbarra et al., 2012). Las 3 regiones del sistema digestivo del vector
son importantes para el desarrollo de T. cruzi; el intestino medio anterior (estbmago),
es donde los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes y esferomastigotes; en el
intestino medio posterior, los epimastigotes se adhieren a la membrana
perimicrovellosa (PMM) y se dividen por fision binaria; y en el recto, los epimastigotes
se adhieren a la cuticula y se diferencian en tripomastigotes metaciclicos los cuales
son eliminados en las heces y la orina, siendo estos la fuente de infeccién para el
huesped vertebrado (Azambuja et al., 2005; Garcia et al., 2010a). El estudio de
Henriques et al., (2012) reportaron el desarrollo de T. cruzi en el tracto digestivo de
Rhodnius prolixus, mediante un ensayo de bioluminiscencia, a los 7, 14, 21 y 28 dias
postinfeccion, estos resultados sugieren que a los 7 y 14 dias predominan
epimastigotes, localizados en el estbmago e intestino medio posterior
respectivamente, para el dia 21 y 28 dias predominan tripomastigotes metaciclicos y
la infeccion se estable en el recto.

M. pallidipennis presenta un desarrollo hemimetabdlico con fases de huevo, 5
estadios ninfales hasta llegar a adulto, su ciclo biolégico se desarrolla en un periodo
aproximado de 6 meses, todos los estadios ninfales y adultos de ambos sexos son
hematofagos estrictos (Martinez-lbarra et al., 2014). Sin embargo, el epitelio
intestinal no esta en contacto directo con el bolo sanguineo, debido a la presencia de
una membrana perimicrovellosa (PMM) que recubre las microvellosidades de las
células epiteliales del intestino medio, promueve la compartimentalizacion de los
procesos enzimaticos en el microambiente intestinal, esta membrana (Albuquerque-
Cunha et al., 2009; Valente et al., 2010). Su desarrollo y composicion estan
relacionados con la alimentacién, es mas evidente a los 15 dias después de haber

ingerido alimento, en contraste, bajo condiciones de inanicidbn no hay desarrollo de



PMM (Gutiérrez-Cabrera et al., 2014). Después de la ingesta, la sangre permanece
en el estbmago, donde los eritrocitos son lisados, las hormonas diuréticas son
liberadas que eliminan el exceso de iones y el agua los cuales son transportados a
través de la pared del estbmag; la hemolinfa es conducida hacia los tubulos de
Malpighi, para pasar al recto donde inicialmente son excretados los restos de la
digestion seguido de gotas de orina clara que contienen un gran nimero de esferas
de &cido urico (Kollien y Schaup, 2000; Silva-Neto et al., 2010). Las proteinas de la
sangre pasan parcialmente digeridas, mientras que las glicosidasas, fosfatasas
alcalinas y acidas, sialidasas, lipasas y amilasas (derivados de simbiontes) actlan
sobre sus respectivas moléculas blanco de la sangre (Kollien y Schaup, 2000). La
sangre concentrada se libera desde la parte anterior a la posterior del intestino
medio, donde las proteinas son finalmente digeridas, por la secrecion de catepsinas
L, B y D, carboxipeptidasa lisosémica y aminopeptidasa (Sojka et al., 2011; Balczun
et al., 2012).

La interaccion de T. cruzi en los triatominos inicia tras la ingesta de sangre infectada,
donde los parasitos se enfrentan a componentes como enzimas digestivas,
hemolisinas, aglutininas, la microbiota y factores antimicrobianos (Garcia et al,
2010a). Se ha sugerido que la unién a la PMM es importante para la division del
parasito. Aparentemente este proceso involucra moléculas de fosfolipidos de
glicoinositol (GIPLs) que se encuentran en gran cantidad en la superficie de los
epimastigotes. Nogueira et al., (2007) reportaron que los GIPLs son uno de los
componentes implicados en la uniéon de T. cruzi a la superficie del intestino medio
posterior, observaron que tras la ingesta de sangre infectada mas GIPLs en R.
prolixus, se inhibe el desarrolla del parasito, mientras que los alimentados con sangre
infectada sin GIPLs, la poblacién de parasitos incrementa. Este mecanismo, parece
ser determinante para el establecimiento del parasito en el insecto vector, por lo que
se sugiere que receptores de superficie del parasito son activados por ligandos
presentes en los tejidos del vector (Nogueira et al., 2007; Silva-Neto et al., 2010). En
lo que respecta a enzimas digestivas, Borges et al., (2006) destacaron que la

actividad de la catepsina D, en el intestino medio posterior, es mayor entre uno tres



dias después de la infeccion con T. cruzi en comparacion con los insectos no
infectados. En cuanto a los factores derivados de la microbiota intestinal Azambuja et
al., (2004) lograron aislar la bacteria Serratia marcescens biotipo Ala del estbmago de
R. prolixus, una bacteria con actividad hemolitica y tripanolitica productora del
pigmento prodigiosina que mata epimastigotes de la cepa Y de T. cruzi. Otro
determinante del establecimiento del parasito es el sistema inmune del vector, hasta
el momento se han reportado lisozimas y defensinas (Garcia et al., 2010b). Ursic-
Bedoya et al., (2008) caracterizaron e identificaron 2 nuevos genes que codifican a
lisozimas, A (RpLys-A) que se expresa en el tracto intestinal a los 7 y 14 dias
postinfeccion con T. cruzi y lizosima B (RpLys-B) que se expresa principalmente en
la grasa corporal a las 8 y 24 h después de una infeccion bacteriana. Mientras que
isoformas de defensinas se han reportado en R. prolixus al menos tres y T.
brasiliensis cuatro (Lopez et al., 2003; Araujo et al., 2006; Waniek et al., 2009).
Araujo et al., (2006) demostraron un incremento en la expresion de mRNA de los
genes defl y Lysl en el tracto digestivo de Triatoma brasiliensis, a los 5 dias
después de la alimentacion, pero la expresion fue mayor en el estbmago que en el
intestino medio posterior. Por el contrario, el gen Def3 se expresa en la grasa
corporal e intestino posterior pero no en el estbmago, pero el gen de la def4 se
expresa en el estomago (Waniek et al., 2009).

Hasta la fecha se ha publicado poca informacion en relacion con los perfiles de
expresion diferencial de genes bajo la infeccion por T. cruzi en el tracto digestivo de
los principales vectores de la enfermedad de Chagas, aunado a esto, las
investigaciones realizadas se dirigen a la cuantificacibon de mRNA y el uso de
etiquetas de secuencia expresada (EST) (Whitten et al., 2007; Buarque et al., 2013).
Sin embargo los mecanismos moleculares asociados con la interaccion de T. cruzi en
el estbmago de M. pallidipennis no estan definidos, ademas esta fraccion del sistema
digestivo constituye el primer depésito de sangre después de la ingesta de sangre,
por lo tanto, los parasitos estaran expuestos al sistema inmune y componentes
digestivos del insecto. En este trabajo, se realizé un analisis protedmico mediante

electroforesis bidimensional (2D-PAGE) para la obtencion de perfiles de expresion



diferencial de proteicas del estbmago de M. pallidipennis, modificadas por la presencia
del parasito T. cruzi.

El conocimiento obtenido puede aplicarse para identificar las moléculas participantes
en el reconocimiento, sistema de sefalizacion y en general para conocer las
interacciones especificas parasito-vector y con ello el desarrollo de herramientas
precisas y eficaces que permitan prevenir la transmisiéon o bien interrumpir el ciclo

biolégico de este parasito en el vector (LOopez-Ordodiiez et al., 2009).



IV. MATERIALES Y METODOS

Insectos. Hembras de Meccus pallidipennis, su desarrollo fue monitoreado en el
laboratorio de Parasitos y Vectores de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla (BUAP), bajo condiciones de temperatura 27+/- 1 °C y humedad de 75 +/- 5%
(Martinez-Ibarra et al., 2012). Se utilizé un total de 30 triatominos en condiciones de
ayuno. El grupo control (10 triatominos) se alimentd con sangre de raton BALB/c libre
de infeccién y el grupo experimental (10 triatominos) se alimentd con sangre de ratén
BALB/c previamente infectado con T. cruzi, para efectuar el analisis por SDS-PAGE
del estbmago a las 12h, 24h, 3, 5 y 7 dias postalimentacion (se utilizaron 2
estdbmagos por tiempo). Los 10 triatominos restantes se utilizaron para el analisis de
electroforesis 2D del estbmago a los 5 dias postalimentacién con infeccion por T.
cruzi (5 estobmagos) y 5 dias postalimentacion libre de infeccion por T. cruzi (5
estdmagos).

Paréasitos: Se utilizo la cepa NINOA de T. cruzi proporcionada por el Centro Nacional
de Cardiologia, México, D. F. Para conservar la viabilidad de la cepa se realizaron
pases mensuales en medio LIT (Infusién de Higado y Triptosa) y se preservo a 28
°C.

Cinética de crecimiento in vitro de la cepa Ninoa de Trypanosoma cruzi. Se
evalud por triplicado el cultivo in vitro de la cepa Ninoa de T. cruzi en medio LIT,
iniciando con una concentracién de 5x10° parasitos/mL a 28°C, cada 2 dias se
cuantificé el nimero de parasitos con el uso de la camara de Neubauer, ademas, se
realizaron frotis teflidos con solucion Giemsa, para la observacion microscopica de
los parasitos (Monteon et al., 2009).

Infeccion de los ratones BALB/c con la cepa NINOA de T. cruzi. Se utilizaron 20
ratones BALB/c machos con un peso entre 25 a 30g de 5 semanas de edad,
proporcionados por el Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP. 10 ratones BALB/c
fueron inoculados via intraperitoneal, previo conteo y estandarizacion del inoculo de

parasitos de T. cruzi en la camara de Neubauer, se realizaron diluciones hasta



obtener 1X10’ paréasitos/mL. La parasitemia fue monitoreada para un lote de 5
ratones BALB/c, cada semana se tomo una gota de sangre periférica de la cola del
ratbn, seguido de frotis por deslizamiento tefiidos con Giemsa y posterior
observacion al microscopio con el objetivo de 100X, el nimero de parasitos se
contaron en 100 campos (Brener Z, 1962; Monteon et al., 2009). 10 ratones se
utilizaron para la alimentacion del grupo control de triatominos libres de infeccion.
Durante todo el proceso experimental se respetaron los principios éticos para la
investigacion con animales de laboratorio, establecidos en la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.

Infeccién experimental del modelo de estudié Meccus pallidipennis. Hembras
de Meccus pallidipennis (n=30), se mantuvieron en inanicion durante 21 dias para
mantener limpio el tracto digestivo y estimular su alimentacion. Diez insectos, se
infectaron por via oral mediante la ingesta de sangre de raton BALB/c (infectado con
la cepa Ninoa de T. cruzi), los ratones se colocaron recipientes metalicos para
facilitar la alimentacion de los triatominos hasta su retiro voluntario, finalmente 2
insectos por tiempo, fueron sacrificados para la diseccién del estdbmago, para el
andlisis mediante SDS-PAGE. Para el grupo control (n=10), se repiti6 el mismo
procedimiento con la diferencia que los triatominos fueron alimentados con sangre de
ratdbn BALB/c libre de infeccidén por T. cruzi. Para el analisis de electroforesis en 2D,
se consideré el tiempo de 5 dias postalimentacion, se repitié el procedimiento
previamente descrito de alimentacion del triatomino y se considerd un “pool” de 5
estdmagos por condicion.

Diseccion del intestino medio anterior (estémago) de Meccus pallidipennis. Los
triatominos se colocaron en cajas de Petri estéril, que contenia un algodon impregnado con
acetato de etilo para su sacrificio seguido, en seguida se decapito y se agregdé 5 mL de PBS
1X pH 7.4. Mediante el uso de pinzas entomldgicas, bisturi y bajo la observacion al
microscopio estereoscopico (4X), se sujetd al insecto y se separaron ambas alas,
posteriormente se retird la cuticula abdominal dejando a la vista la capa de tejido graso que
recubre el sistema digestivo, la cual es retirada y finalmente se realizaron los cortes para
separar el intestino en sus diferentes secciones; intestino medio anterior, intestino medio

posterior y recto, se tomd la fraccién del intestino medio anterior (estbmago) para realizar



una serie de lavados con 2mL de PBS 1X pH 7.4 y asi eliminar los restos de sangre. Los
estdmagos se guardaron en un tubo “Eppendorf” con 1 mL de PBS 1X pH 7.4 a -80 °C hasta

Su uso.

Extraccion y procesamiento de proteinas totales del estomago de Meccus
pallidipennis. Para la extraccion de proteinas totales de la fraccién del estbmago y
andlisis por SDS-PAGE a las 12h, 24h, 3, 5, y 7 dias postalimentacion, se utiliz6 1mL
de “buffer” de lisis frio (250 mM sacarosa, 2 mM KH;PO4, 8 mM K;HPO,4, 1 mM
EDTA) suplementado con inhibidores de proteasas ( 10 mM IA, 10mM PMSF, 10mM
TLCK, 10mM NEM; SIGMA), cada tiempo contenia un “pool” de 2 estdbmagos,
posteriormente, se macero el tejido en un tubo “Eppendorf’” con un pistilo de plastico
estéril (Bio-Rad), durante 15 min. El extracto celular se guardé a -80 °C hasta su uso.
Para el analisis de electroforesis en 2D, la extraccion de proteinas totales del “pool”
de 5 estdbmagos a los 5 dias postinfeccion con T. cruzi, asi como postalimentacion
libre de infeccidn, se utilizaron 200 uL de “buffer” de muestra (7M Urea, 2M Tiourea,
4% (p/v) CHAPS, 40Mm DTT) suplementado con 100 pL de un “cocktail” de
inhibidores de proteasas (serina, cisteina, metaloproteinasas y calpainas: complete
Mini, Roche), posteriormente se realiz6 una serie de 3 ciclos de congelacion y
descongelacién de la muestra con nitrégeno liquido y se macero el tejido en el tubo
“Eppendorf” utilizando un pistilo estéril (Bio-Rad) hasta su homogenizacion, cada
alicuota fue centrifugada (Thermo scientific Sorvall ST 16 R) a 1500 rpm durante 5
min, se utilizé el sobrenadante y la muestra finalmente fue procesada utilizando el kit
2-D Clean-Up (GE Healthcare), el “pellet” se resuspendié en 150 pL de “buffer” de
hidratacion para isoelectroenfoque (7M Urea, 2M Tiourea, 2% (p/v) CHAPS, 0.5%
(v/v) Anfolitos 3-10 pH (GE Healthcare), 0.002% Azul de bromofenol) y
suplementado con 50 pL del “cocktail” de inhibidores de proteasas (complete Mini,
Roche).

Cuantificacion de proteinas totales del estémago de Meccus pallidipennis. La
cuantificacion para el andlisis por SDS-PAGE, se efectud por el método de Bradford

mediante el uso de un biofotometro marca Eppendorf (Bradford, 1976). Para el



andlisis de electroforesis 2D, las muestras fueron cuantificadas mediante el uso del
kit 2-D Quant (GE Healthcare).

Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. Se utilizaron 25ug de
muestra para cada tiempo postalimentacion, procesada con relacion 1:1 del “buffer”
de muestra Laemmli (2X) y se sometio a ebullicibn durante 5 min. La electroforesis
se realizd, en geles de poliacrilamida en presencia de duodecil-sulfato de sodio
(Laemmli UK, 1970) al 10%, el corrimiento electroforético se efectué a 100 V por 2h.
Los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 (500 mL de metanol, 400
mL de agua desionizada, 100 mL de acido acético y 2.5 gramos de Azul de
Coomassie R-250) en agitacion suave por 12h. Posteriormente se lavo, destifio y se
secO a temperatura ambiente en papel celofan. Para calcular el peso molecular se
utilizé el estandar “Prestained SDS-PAGE Standards” (Bio-Rad; # 161-0318).

SDS-PAGE bidimensional (2D)

Primera dimension isoelectroenfoque. 150 ug de proteinas totales se aplicaron en
tiras de 7 cm con gradiente de pH inmovilizado de 3-10 no lineal (GE Healthcare).
Las tiras se rehidrataron con “buffer” de rehidratacion (7M Urea, 2M Tiourea, 2% (p/v)
CHAPS, 0.5% (v/v) Anfolitos 3-10 pH (GE Healthcare), 0.002% Azul de bromofenol)
en un volumen final de 140 uL durante 16 horas a temperatura ambiente. Después,
se llevdé a cabo el isoelectroenfoque sobre el sistema IEF Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare) a 20 °C, usando el siguiente programa: 30 minutos a 300 V seguido de
30 minutos a 1000 V, 1.5 a 2 horas hasta alcanzar 5000 V seguido de 12-30 min a
5000 V.

Segunda dimension SDS-PAGE. Tras el isoelectroenfoque y previo a la separacion
de las proteinas para la segunda dimension, las tiras IPG se sometieron a reduccion
(10 mg/mL de DTT) y alquilacion (25 mg/mL de iodoacetamida) en 2.5 mL de un
“buffer” de equilibrio ( 75 Mm, pH 8.8 Tris-HCI, 6M Urea , 29.3% (v/v) Glicerol, 2%
SDS y azul de bromofenol 0.0002%) durante 15 min en cada paso, al finalizar las

tiras fueron lavadas con “buffer” de corrida 1X Tris-glicerina-SDS.
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Una vez preparados los geles de poliacrilamida al 12% de 1.5 mm de espesor, cada
tira IPG se col6 sobre la superficie del gel (evitando la formacién de burbujas), para
fijar ambos geles se agrego6 una solucion de agarosa al 2% (p/v) disuelta con “buffer”
de corrida 1X Tris-glicerina-SDS que contenia azul de bromofenol 0.0001%. La
electroforesis se llevé a cabo usando el sistema Miniprotean (Bio-Rad) a un voltaje
de 100 V a 25 °C. Posteriormente los geles se fijaron en una solucion (30% etanol,
10% &cido acético, agua Mili-Q) por 1 h.

La visualizacion se realizd por tincion con azul brillante de Coomassie G-250
(Research Organics) por 5 dias en agitacion suave a temperatura ambiente,
finalmente se documentaron los geles usando el densitometro GS-800 (Bio-Rad).

Andlisis bioinformatico de los geles 2D. El andlisis se realizd con la ayuda del
programa bioinforméatico PDQuest 2D versién 8.1 (Bio-Rad). Se compararon las
manchas proteicas de réplicas de geles para cada condicién. La densidad de la sefial
se calculo teniendo en cuenta el area y la intensidad de cada mancha seguida por
normalizacion, y se expresé como la intensidad total en pixeles de cada mancha,
respecto a la intensidad total de todas las manchas presentes en el gel.

Se consider6 la expresion diferencial cuando el andlisis cuantitativo de la relacion
“ratio” de la intensidad de la mancha fue > 6 < a 2 veces tomando como referencia el
perfil proteico control libre de infeccidén por T. cruzi y se realizé un andlisis estadistico
mediante la prueba t de Student, solo se consideraron significativas aquellas

manchas con valores p <0.05.
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V. RESULTADOS
Cinética de crecimiento in vitro de la cepa NINOA de Trypanosoma cruzi.

El seguimiento del desarrollo in vitro de la cepa NINOA de T. cruzi en medio LIT
reveld que a partir de los dias 4-12 se presenta la fase de crecimiento exponencial, la
fase estacionaria comprende los dias 12-16 de cultivo. La mayor concentracion fue
de 9x10’ parasitos/mL (Gréfica 1). El estadio infeccioso de tripomastigote metaciclico
se evidencio en el dia 12 de crecimiento in vitro y se realizaron las diluciones a 1x10’

parasitos/mL, para la inoculacién via intraperitoneal del lote de 5 ratones BALBI/c.

Infeccién de los ratones BALB/c con la cepa NINOA de Trypanosoma cruzi.

El examen microscopico de muestras frescas de sangre periférica del lote de 5
ratones BALB/c, evidencié la presencia de tripomastigotes sanguineos (estadio
infeccioso) fusiformes, nicleo central y cinetoplasto de ubicacion subterminal (Figura
1), a partir del séptimo dia postinoculacién via intraperitoneal, estableciéndose la
parasitemia aguda a partir de la tercera semana de infeccion hasta la séptima
semana de estudio (Grafica 2). Los valores mas altos de parasitemia, de 1649
tripomastigotes sanguineos/100 Campos a 100X de sangre periférica, fueron
observados a los 28 dias post-inoculaciéon. Con base a este antecedente, se decidi6
realizar la infeccion de los triatominos via oral, mediante la ingesta de sangre
infectada con el parasito tripomastigote sanguineo, a los 28 dias post inoculacién de
los ratones BALB/c.
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Grafica 1. Curva de crecimiento in vitro de la cepa Ninoa de T. cruzi en medio
LIT. Cada punto representa la media *+ ES de tres repeticiones evaluado cada 2 dias.

Figura 1. Frotis de sangre periférica de raton BALB/c infectado por T. cruzi.
La flecha negra sefiala el parasito T. cruzi. Tincion de Giemsa 100X.
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7 14 21 28 35 42 49
Tiempo (d)

Gréfica 2. Curva de parasitemia en ratones BALB/c inoculados con la cepa Ninoa de
T. cruzi. Cada punto representa la media = ES de 5 repeticiones evaluados cada 7 dias.
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SDS-PAGE de proteinas totales del estbmago de Meccus pallidipennis

inducidas o modificadas en su expresion debido a la infeccion por T. cruzi.

La ingesta de sangre infectada con T. cruzi indujo cambios en el patron de expresion
de proteinas totales en el estdbmago del triatomino. Sin embargo, el andlisis
electroforético sugiere que a las 12h de infeccion por T. cruzi el perfil de bandas de
proteinas totales del estbmago de M. pallidipennis no se modificd al ser comparado
con el perfil del grupo control (libre de infeccion) (Figura 2). Pero los tiempos
posteriores evidencian diferencias con respecto al perfil de bandas de proteinas de la
condicién control. Los asteriscos rojos, en la Figura 2, muestra un grupo de bandas
de aproximadamente 124 kDa (evidente a los 5 y 7 dias postinfeccién), de 145 kDa
(evidente a las 24h), y una de 178 kDa (evidente a los 3 y 5 dias) que se encuentran
ausentes en el perfil de proteinas de estdbmago infectado por T. cruzi. El perfil
experimental no evidencié cambios cualitativos, pero si se evidenciaron bandas de
proteinas que se ven modificadas en su nivel de expresion, comparado con el perfil
de proteinas de la condicién libre de infeccion, en la figura 2 se representan con
flechas negras. Estos resultados permitieron definir que el analisis de electroforesis
2D se realizaria a los 5 dias postalimentacién, donde se evidencian diferencias
cualitativas (asteriscos rojos), asi como cuantitativas en el nivel de expresién (flechas

negras).
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Figura 2. Perfil de proteinas totales del estbmago de Meccus pallidipennis infectado con T.
cruzi y estado libre de infeccién. Las proteinas totales del estbmago (25ug) fueron analizadas
por SDS-PAGE al 10% vy tefiidos con Azul de Coomassie R-250. Carril 1.- Marcador de peso
molecular. Carriles 2C, 4C, 6C, 8C y 10C.- Proteinas totales de los estdbmagos libres de infeccion
obtenidos a las 12h, 24h, 3d, 5d y 7d postalimentacion. Carriles 3E, 5E, 7E, 9E y 11E.- Proteinas
totales de estdbmagos infectados con T. cruzi obtenidos a las 12h, 24h, 3d, 5d y 7d postinfeccion.
Los asteriscos indican proteinas observadas Unicamente en la condicion control libre de infeccién.
Las flechas sefialan las proteinas que modifican su expresién en los diferentes tiempos de estudio.
Se sefiala con un rectangulo rojo el tiempo de 5d, donde se observan mayores diferencias en el
patrén de expresion de proteinas del estdbmago infectado por T. cruzi.
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Mapa proteico bidimensional del estbmago de Meccus pallidipennis asociado a

la infeccion por T. cruzi.

Se compararon los mapas proteicos de réplicas de geles para cada condicion. Tras
la deteccién automética de las manchas proteicas y el emparejamiento de las
mismas en todos los geles, se realizé una revision detallada de forma manual, esto
permiti6 obtener perfiles reproducibles en términos del numero de manchas
proteicas, posiciones e intensidades relativas. EI mapa proteico de la condicion
experimental del estbmago de M. pallidipennis a los 5 dias postinfeccion con T. cruzi
evidencié un promedio de 356 manchas proteicas (Figura 3A). En contraste, el mapa
proteico del estbmago de M. pallidipennis de la condicion control libre de infeccion
por T. cruzi evidencié un promedio de 295 manchas proteicas, ambas condiciones
enfocadas en el rango de peso molecular entre ~10-~150 kDa aproximadamente, pl
entre ~4.5-10 (Figura 3B), estos datos permiten observar que entre los mapas
proteicos 275 manchas empalmaron, coincidiendo en las dos condiciones control y
experimental, lo que indica que el resto de las proteinas presentan expresion

diferencial.
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Figura 3. Perfil proteico 2D del estbmago de Meccus pallidipennis 5 dias postinfeccion por T. cruzi (A) y estado libre de infeccion (B).
Las proteinas (150 pg) fueron separadas en geles de poliacrilamida-SDS al 12% en un rango de pH 3-10, tefiidas con azul de Coomassie G-250.
Manchas proteicas de la condicidon experimental se destacan con circulos rojos, para la condicién control se indican en circulos azules y los
cambios cuantitativos se muestra en cuadros amarillos.
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Expresion diferencial del mapa proteico bidimensional del estbmago de
Meccus pallidipennis infectado por T. cruzi y estado libre de infeccion.

El analisis comparativo de los mapas proteicos evidencié diferencias cualitativas y
cuantitativas de manchas en el perfil proteico del estomago de Meccus
pallidipennis a los 5 dias postinfeccion con T. cruzi al ser comparado con el mapa
control libre de infeccion. Las manchas proteicas con expresion diferencial son
sefaladas en el gel maestro, el cual consiste en una imagen digital que determina
la totalidad de manchas proteicas que constituyen el experimento (grupo control y
el grupo experimental), la posicion en el gel y la calidad de la mancha (Figura 4).
Evidenci6 que 60 manchas proteicas presentaron expresion diferencial con
significancia estadistica con valores de p<0.05.

Cinco proteinas estan ausentes en el perfil proteico del estomago infectado,
mientras que 23 manchas proteicas solo fueron detectadas en el mapa proteico
del estdbmago infectados con T. cruzi. Ademas, 32 manchas proteicas presentaron
cambios cuantitativos en la relacion de intensidad relativa, es decir cambios + o -
a 2 veces tomando como referencia el perfil proteico control (Tablal). El analisis
bioinformético de los geles 2D permitié seleccionar 23 proteinas candidatas para

su analisis por espectrometria de masas resaltadas en el gel maestro (Figura 4).
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Figura 4. Gel maestro obtenido por superposicién de réplicas de perfiles proteicos 2D del estbmago de Meccus pallidipennis
a los 5 dias postinfeccién por T. cruzi y libre de infeccién. Las proteinas (150 pg) fueron separadas en geles de poliacrilamida-
SDS al 12% en un rango de pH 3-10, visualizadas por tinciéon de azul de Coomassie G-250. Se resaltan las proteinas en color rojo, de
la condicién experimental con circulos rojos (11 manchas), y la condicién control circulos azules (2 manchas) asi como los cambios
cuantitativos, en cuadros amarillos (10 manchas) que se proponen como candidatas para andlisis por MALDI-ToF.
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Tabla 1. Diferencias cualitativas y cuantitativas del perfil proteico del estbmago de Meccus
pallidipennis infectado con T. cruzi. n=3 p<0.05. En negritas se destaca las proteinas candidatas
a MALDI-ToF.

Diferencias cualitativas Diferencias cuantitativas
Experimental Experimental Control
No. Densidad CV No. | Densidad CVv Densidad CV Ratio
Spot (%) spot (%) (%)
2511 | 2.32E+06 22.5 | 8403 1.21E+07 56.1 2.65E+08 24.1 -20
3320 | 2.27E+06 6.7 | 8706 2.04E+07 9.2 1.78E+08 3.9 -9.09
3712 | 2.64E+06 24.8 | 8105 1.08E+08 7.6 8.74E+08 27.1 -8.33
4421 | 5.16E+07 45 | 8414 1.53E+07 115 1.31E+08 22.8 -8.33
4422 | 1.89E+08 5.9 | 8807 3.54E+06 16.1 2.80E+07 19.8 -7.69
4506 | 2.06E+06 16.3 | 8305 9.58E+07 35 6.92E+08 18.2 -7.14
4510 | 4.53E+07 1.3 | 8503 2.66E+07 81  1.40E+08 13 -5.26
5615 | 9.85E+06 24.6 | 8505 9.06E+07 10.8 3.11E+08 16.5 -3.45
5715 | 3.92E+06 9.3 | 8514 3.10E+07 16.3  9.52E+07 6.3 -3.13
5719 | 2.37E+06 15.9 | 5710 5.44E+05 34.7 158E+06 11.1 -2.94
6613 | 6.00E+06 22.8 | 2312 7.78E+06 7.6 2.03E+07 135 -2.63
6711 | 9.45E+06 25.5| 8410 8.80E+07 1 2.20E+08 18.6 -2.50
6712 | 1.92E+06 14.3 | 3124 4.35E+08 7.8 2.02E+08 13.2 +2.15
7109 | 1.29E+08 20.8 | 6502 2.07E+08 35 9.12E+07 259 +2.26
7310 | 5.13E+07 31.4 | 4420 1.40E+07 4.2 5.98E+06 6 +2.34
7424 | 5.20E+06 16 | 7416 7.84E+07 16.8 3.11E+07 11.1 +2.53
7514 | 5.00E+06 7.2 | 6202 8.12E+07 8.6 3.00E+07 486 +2.71
7614 | 1.02E+07 7.8 | 5612 4.63E+07 18.2 1.68E+07 12.1 +2.76
7626 | 1.26E+07 0.2 | 7303 7.22E+07 12.2  2.45E+07 1 +2.095
8213 | 3.01E+07 12.5| 6615 3.67E+07 16.2  1.23E+07 0.6 +2.98
8611 | 3.65E+07 24.3 | 3318 2.83E+08 2  7.12E+07 05 +3.98
8717 | 6.00E+07 15.1| 6203 6.85E+07 8.8 1.71E+07 17.7 +4.02
9805 | 1.06E+07 21.7 | 4214 1.90E+07 129 4.66E+06 49.8 +4.08
Control 3207 8.50E+08 12 2.05E+08 29.6 +4.14
2107 3.16E+08 12.2  6.84E+07 11  +4.63
2308 | 8.61E+06 18.7 | 5213 2.99E+07 13.8 4.26E+06 10.7 +7.02
2710 | 4.87E+06 19.8 | 8101 1.06E+09 125 1.47E+08 11  +7.25
3902 [ 1.35E+07 17.9 | 3319 9.67E+07 26 1.27E+07 96 +7.59
3903 | 3.75E+07 18.6 | 5705 1.45E+08 2  1.55E+07 5 +9.35
4902 | 4.15E+07 25.6 | 3323 2.29E+07 19 1.92E+06 10.6 +11.93
5714 2.00E+07 5.1 1.20E+06 10.6 +16.68
5512 1.96E+07 75 8.24E+05 62.8 +23.80




VI. DISCUSION

El intestino medio anterior (estdmago) de Meccus pallidipennis, es el primer depdsito
de sangre después de la ingesta, por lo tanto, representa el primer sitio de respuesta
en contra del parasito T. cruzi. El analisis protedmico constituye una herramienta
fundamental para la obtencion de perfiles de expresion diferencial de proteinas,
modificadas diferencialmente por la presencia del parasito T. cruzi o proteinas que
desemperfien un papel importante en el mecanismo de digestion de la sangre (Berth
et al., 2007; Dowsey et al., 2010).

En el trabajo realizado por Henriques et al., (2012) evaluaron el ciclo biologico del
parasito y la progresion de la infeccion por T. cruzi en las diferentes fracciones del
tracto intestinal de Rhodnius prolixus, evidenciando que a los 7 y 14 dias predominan
epimastigotes, alojados en el estbmago (intestino medio anterior) e intestino medio
posterior respectivamente, para el dia 21 y 28 la infeccion se establece en el recto,
predominando tripomastigotes metaciclicos que constituyen la forma infecciosa,
concluyendo el ciclo biolégico del parasito en el vector.

Con base en estos hallazgos se programé realizar el analisis electroforético de
proteinas totales del estbmago a las 12h, 24h, 3, 5y 7 dias postinfeccion (periodo
durante el cual se encuentra el parasito en el estbmago de este vector). Los
resultados sugieren que a las 12h no hay diferencias en los perfiles de proteinas de
ambas condiciones (Figura 2). Sin embargo en los tiempos posteriores fue posible
observar diferencias de los 2 grupos analizados, se destacan algunas bandas que no
fueron observadas en la condicidbn experimental (representadas con asteriscos)
proteinas de aproximadamente 124 kDa (evidente a los 5y 7 dias postinfeccion), 145
kDa (evidente a las 24h), y una de 178 kDa (evidente a los 3 y 5 dias). Sin embargo
se evidenciaron bandas de proteinas que se ven modificadas en su nivel de
expresion en el perfil experimental en comparacién con el control (Figura 2). Este
primer analisis evidencid que la presencia del parasito T. cruzi en el estobmago
modifica el perfil de proteinas, principalmente a los 5 dias postinfeccion, lo que
parece estar relacionado con los antecedentes que proponen que la dinamica de

interaccién de T. cruzi en triatominos comienza tras la ingesta de sangre infectada,
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donde los parasitos se enfrentan a componentes como enzimas digestivas,
hemolisinas, aglutininas, la microbiota y factores antimicrobianos presentes en el
tracto digestivo del insecto vector, por lo que este insecto no actia como un anfitrion
pasivo (Garcia et al, 2010a). Ademas, se ha reportado que el tracto digestivo de los
triatominos constituye un tejido inmune competente (Ursic-Bedoya y Lowenberger,
2007). Destacando que el contenido del estbmago posee actividad antibacteriana
superior en comparacion con el intestino medio posterior (Castro et al., 2012; Vieira
et al., 2014). Castro et al., (2012) observaron un aumento significativo de la actividad
antibacteriana a los 9 dias en comparaciéon con los 5 y 16 dias postinfeccion por T.
cruzi en el estbmago de R. prolixus, ademas, del aumento de la activacion de
fenolaxidasa (PO) y la reduccién de o6xido nitrico (NO), relacionado con la
disminucién de la microbiota y el aumento de la poblacion de T. cruzi en el tracto
digestivo. Por su parte Whitten et al., (2007) sugieren que la expresion del gen NO
sintetasa y la produccion de NO puede ser modulada de manera diferencial y
patégeno especifico en diversos tejidos de R. prolixus. Sus hallazgos mostraron que
a los 1-2 dias postinfeccién por T. cruzi en el estbmago se incrementa la expresion
del gen NO sintetasa y la produccion de NO.

Uno de los principales componentes de la inmunidad innata en estos insectos, es la
sintesis de péptidos antimicrobianos (AMP), expresados en respuesta a diferentes
tipos de infeccion en el tracto digestivo (Boulanger et al., 2006). Vieira et al., (2014)
revelaron que la infeccion oral con bacterias Gram-positivas (S. aureus) y Gram-
negativas (E. coli) a diferentes dias postinfeccion (1 y 7 dias) altera diferencialmente
los patrones de expresion de mRNA codificantes para AMP en el estbmago. Durante
el 1° dia de infeccion con E. coli se incrementa la expresion DefC, mientras que LysB
disminuye significativamente, en contraste, la infeccibn con S. aureus mostré un
incremento de DefA, DefB, LysA y Prolixin en comparacién con los insectos control,
sin embargo, a los 7 dias postinfeccién disminuye la transcripcion de DefB, DefC,
prolixin y LysB en los insectos infectados con E. coli o S. aureus. Por su parte Ursic-
Bedoya et al., (2008) caracterizaron e identificaron 2 genes que codifican lisozimas;
la lisozima A (RpLys-A) evidencié un aumento en la expresion de mRNA en el tracto

intestinal a los 7 y 14 dias postinfeccién con T. cruzi, la lizosima B (RpLys-B) se
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expresod principalmente en la grasa corporal a las 8 y 24 h después de una infeccién
bacteriana. Mientras que Araujo et al., (2006) demostraron que los genes defl y Lysl
incrementan la expresion de mRNA en el tracto digestivo de Triatoma brasiliensis, a
los 5 dias después de la alimentacion, pero la expresion fue mayor en el estbmago
que en el intestino medio posterior.

Estos antecedentes evidencian cambios de expresion de genes a nivel de mRNA en
el estbmago e intestino medio posterior, modificados en respuesta a la infeccion por
el parasito T. cruzi e infecciones bacterianas. Sin embargo, hasta la fecha se ha
publicado poca informacién en relaciéon con los perfiles de expresion diferencial bajo
la infeccion por T. cruzi en el tracto digestivo de los principales vectores de la
enfermedad de Chagas, aunado a esto, las investigaciones realizadas se dirigen a la
cuantificacion de mRNA y el uso de etiquetas de secuencias expresadas (EST)
(Whitten et al., 2007; Buarque et al., 2013).

Buarque et al., (2013) evidenciaron la expresion diferencial de genes en el intestino
medio de T. infestans a las 24h después de la infeccion por T. cruzi, mediante
etiquetas de EST, genes participantes en muchos procesos, como metabolismo
energeético, desintoxicacion, inmunidad y el control de proteinasas, etc. de los cuales
fueron seleccionados un grupo de genes con expresion diferencial, para cuantificar
mediante gRT-PCR. Estos resultados confirman los cambios de expresion, tal es el
caso de la tiorredoxina que disminuye la cantidad de mRNA bajo la infeccion por T.
cruzi, mientras que, nitroforina, una proteina de 14 kDa, lisozima y catepsina D
aumentan su expresion significativamente.

Con base a lo anterior, la cuantificacion del mRNA no siempre refleja el nivel de
proteina correspondiente a la expresion genética, por lo que se realizé un analisis
protedbmico mediante electroforesis bidimensional, con el propdsito de observar el
proteoma del estbmago de M. pallidipennis a los 5 dias postinfeccién con T. cruzi,
tiempo de estudio que presentd una mayor diferencia en el perfil proteico observado
en los corrimientos de SDS-PAGE (Figura 2). El analisis comparativo de geles 2D
permite determinar perfiles de proteinas modificadas diferencialmente (Dowsey et al.,
2010). El andlisis del mapa proteico del estbmago infectado por T. cruzi, revelé 356

manchas proteicas, mientras que el mapa proteico del estbmago libre de infeccion
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evidencio 295 manchas proteicas, ambas condiciones enfocadas en el rango de peso
molecular entre ~10 a ~150 kDa y pl entre ~4.5 a ~10, de las cuales 60 presentaron
expresion diferencial (p<0.05) (Figura 3). Contrastando ambas condiciones, se
observo que 5 proteinas estdn ausentes en el perfil del estdmago infectado por T.
cruzi y presentes en el control sano, en contraparte, 23 manchas se encontraron
especificamente en el mapa proteico del estbmago infectado por T. cruzi ademas, 32
manchas proteicas manifestaron cambios cuantitativos en su relacion de la
intensidad relativa que refleja sus niveles de expresion segun la condicion (Tabla 1).
Estos resultados exhiben una similitud en la resolucion de las manchas proteicas que
constituyen el mapa del intestino medio de Ae. Albopictus alimentado con azucar,
donde se resolvieron 340 manchas proteicas (Saboia-Vahia et al., 2012). Sin
embargo, la discrepancia entre los diversos estudios se debe probablemente a las
diferencias fisiolégicas de intestino medio y el método utilizado para la separacion y
tinciéon de las proteinas. En el presente estudio, el analisis comparativo de los geles
2D evidencié que la presencia del parésito T. cruzi en el estbmago de M.
pallidipennis induce la expresion diferencial de 60 proteinas a los 5 dias
postinfeccién, revelando cambios cualitativos y cuantitativos. Otras investigaciones
han evidenciado que el proteoma del intestino medio de insectos vectores
hematofagos, es modificado diferencialmente ante la presencia de un agente
infeccioso.

Tchankouo-Nguetcheu et al., (2010) reportaron que el perfil proteico 2D constituido
por un promedio de 840 manchas proteicas del intestino medio de Aedes aegypti, es
modificado diferencialmente a los 7 dias después de la infeccién oral con virus del
dengue-2 (DENV-2) y Chikungunya (CHIKV), el analisis comparativo del perfil
bidimensional demostré que 18 proteinas son moduladas diferencialmente por
DENV-2, 12 proteinas por CHIKV, mientras que 20 fueron reguladas por ambos
virus ya sea de forma similar o diferente. Sus hallazgos sefialan que el CHIKV y
DENV-2 son capaces de modular la expresion de proteinas con funcion estructural
(Citoesqueleto), redox, proteinas reguladoras, y las enzimas de varias rutas
metabdlicas. Ambos virus inducen una sobreexpresion de proteinas implicadas en la

proteccion celular, respuesta antioxidante y desintoxicacion. La investigacion
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realizada por Serrano-Pinto et al., (2010) evidenciaron la expresion diferencial de 21
proteinas que incrementan su expresion en el intestino medio de Anopheles
albimanus después de 24h de la ingesta de sangre infectada con Plasmodium
berghei, la identificaciébn por espectrometria propone homologia con proteinas de
diversos grupos funcionales participantes en la inmunidad (34.78%), la digestion de
la sangre/proteasas de inmunidad (15.21%), proteinas implicadas en
redox/mitocondrial y el metabolismo de proteinas (8.69%), proteinas de regulacion
transcripcional y proteinas con funciones desconocidas (6.52%), seguido por las
proteinas implicadas en el transporte, la respuesta gustativa, el proceso de
traduccion, la biogénesis y proteinas con actividad enzimatica (2.17%).

Por su parte, Zhang et al., (2013) destacaron que después de 8 dias postinfeccion
viral con DENV-2 es modificado el perfil proteico del intestino medio de mosquito
Aedes albopictus, enfatizando la expresion diferencial de 23 manchas proteicas, de
las cuales 21 disminuye su expresion significativamente, sin embargo, 2 manchas
proteicas incrementan su expresion. La identificacion de 10 proteinas propone una
variedad de funciones correspondientes a chaperonas, citoesqueleto, enzimas de
varias rutas metabdlicas y proteinas multifuncionales.

Por lo anterior, se destacan 23 proteinas con expresion diferencial como candidatas
para su identificacion por espectrometria de masas (MS) (Figura 4) para deducir sus
caracteristicas funcionales correspondientes a la dinamica de interaccion parasito-
vector. Considerando que el enfoque proteébmico se ha convertido en una
herramienta fundamental en la investigacién en salud, util para la identificacién de
proteinas que intervienen en diversas etapas de una enfermedad, ayuda a
comprender las bases moleculares de dicha anomalia, asimismo, la identificacién de
biomarcadores de diagnéstico o prondstico, nuevos blancos terapéuticos,
conocimiento de la biologia del sistema, por lo que constituye una de las
herramientas idoneas para el control de las enfermedades infecciosas (Pando-
Robles y Lanz-Mendoza, 2009).
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VII. CONCLUSIONES

1.- Se demostré que la presencia del parasito T. cruzi en el estbmago (Intestino
medio anterior) de las hembras de M. pallidipennis modifica el perfil proteico a las
24h, 3, 5y 7 dias postinfeccion; siendo estas diferencias méas marcadas a los 5 dias
de infeccion.

2.- El analisis comparativo del mapa proteico bidimensional del estbmago de M.
pallidipennis infectado con T. cruzi confirmd la expresion diferencial de 60 proteinas
con cambios cualitativos y cuantitativos a los 5 dias postinfeccion.

3.- Se capturé el mapa proteico bidimensional del estbmago de M. pallidipennis
asociado a la infeccion con T. cruzi y mapa proteico bidimensional del estbmago libre
de infeccion, lo que constituye un andlisis primario para estudios futuros con el

interés de esclarecer la interaccion parasito-vector.

VIIl. PERSPECTIVAS

Se propone la identificaciébn de 23 manchas proteicas, que presentaron expresion
diferencial significativa asociado a la infeccion con T. cruzi en el estbmago de M.
pallidipennis, por espectrometria de masas MALDI-ToF, para deducir sus
caracteristicas funcionales correspondientes a la dinamica de interaccion parasito-
vector. Ademas, seria muy importante la busqueda de proteinas modificadas
diferencialmente en el estbmago de machos de M. pallidipennis bajo la infeccién con
T. cruzi asi como en los diversos estadios de desarrollo de este insecto. De igual
forma la bausqueda de estas proteinas en los diversos géneros de insectos vectores
de la enfermedad de Chagas con la finalidad de encontrar blancos moleculares sobre
los cuales se puedan desarrollar métodos de control biolégico dirigidos a la
interrupcion del ciclo bioldgico de este parasito en el insecto vector.
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