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“IDENTIFICACION DE PROTEINAS EXPRESADAS DIFERENCIALMENTE POR
LA HEMATOFAGIA EN EL ESTOMAGO DE Meccus pallidipennis”.



RESUMEN

Meccus pallidipennis pertenece al orden de los Hemipteros, vectores de la
enfermedad de Chagas, su sistema digestivo esta divido en tres regiones: anterior,
media y posterior. Hasta el momento, en el estbmago (como es conocida la region
anterior del sistema digestivo) de estos organismos, no se han descrito proteinas
implicadas en la digestion de la sangre ingerida. En este trabajo, mediante
estrategias protedmicas, se identificaron proteinas de expresion diferencial
relacionadas con el procesamiento de la sangre, sugiriendo la presencia de una
maquinaria bioquimica necesaria durante el proceso de la hematofagia. Para lo cual
se utilizaron estdbmagos de chinches macho, alimentados con sangre y disectados a
4 diferentes tiempos postalimentacion (7, 15, 50 y 70 dias). Las proteinas totales
fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 10 %, encontrandose un total de 15
bandas con expresion diferencial en los diferentes tiempos, de estas, dos fueron
seleccionadas una de ~180 y otra de ~100 kDa en el dia 15 postalimentacion para su
identificacién por MALDI-TOF. En la banda de ~180 kDa se encontraron péptidos que
no correspondieron con ninguna proteina conocida hasta el momento vy
necesariamente debera ser secuenciada de “de novo” para su identificacion,
mientras que en la banda de ~100 kDa, se identificé una proteina no reportada para
este organismo, la paramiosina, proteina cuya funciéon de contraccion y relajacion
muscular, con actividad motora, en este momento solo puede sugerirse con base a
su homologia con moléculas identificadas en Sarcoptes scabiei, Dermatophagoides
farinae y Boophilus microplus, organismos que tienen contacto con la sangre durante

su alimentacion.



ABSTRACT

Meccus pallidipennis are insects from the Hemiptera order, and are vectors for the
Chagas disease. They are haematophagous and their digestive system is divided into
three regions: foregut, midgut and hindgut. To date, no proteins involved in blood
digestion have been identified in the stomach (foregut) of these organisms. In this
work, using a proteomic approach, we identified a group of proteins that showed
differential expression pattern in Meccus pallidipennis stomach, at increasing times
after blood feeding, suggesting the presence of a biochemical machinery required
during haematophagy. Stomachs from M. pallidipennis males were dissected at 4
different times after bloodfeeding (7, 15, 50 and 70 days). Total proteins were
separated by SDS-PAGE on 10 % gels. We found a total of 15 differentially
expressed bands in the different times. Two major bands (one of ~180 and other one
of ~100 kDa) were selected from day 15 after-fed lane and analyzed by MALDI-TOF.
Peptides identified from the band of ~180 kDa did not match to any known protein.
For the ~100 kDa band, we identified paramyosin, a protein with motor activity
involved in muscle contraction and relaxation, at this time can only be suggested on
basis of its homology whit molecules identified in Sarcoptes scabiei,
Dermatophagoides farinae and Boophilus microplus, organisms that have contact

with the blood during its feeding.

Keys words: Meccus pallidipennis, stomach, proteomic analysis, paramyosin.



IDENTIFICACION DE PROTEINAS EXPRESADAS DIFERENCIALMENTE POR LA
HEMATOFAGIA EN EL ESTOMAGO DE Meccus pallidipennis.

INTRODUCCION

La subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) esta organizada en 6 tribus
con 19 géneros (Santos et. al., 2007), comprende insectos hematdfagos capaces de
transmitir Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas. Mas del
50% de las especies de esta subfamilia se han infectado natural o
experimentalmente con el parasito. En México existen al menos 34 especies de
triatominos, dentro de las cuales al menos seis son consideradas dentro del complejo
Phyllosoma, encontrdndose ampliamente distribuidas en el territorio mexicano
(Martinez-Ibarra et. al., 2008). En general en México se piensa que la enfermedad
de Chagas es poco comun, debido a los pocos casos documentados, sin embargo es
probable que al igual que otras enfermedades exista un subregistro por falta de un

diagnéstico adecuado (Rodriguez, 2002).

Los triatominos presentan un desarrollo hemimetabolico o metamorfosis
incompleta con fases de huevo, cinco estadios ninfales y adulto, caracterizado por
ser lento y prolongado, pudiendo durar varios meses, influenciado por la temperatura,
humedad del ambiente y por la disponibilidad de alimento. Todos los estadios
ninfales y los adultos de ambos sexos son hematéfagos estrictos. Solo la
alimentacion sanguinea en cada uno de los estadios ninfales, permite el paso a la
siguiente fase (Nation, 2002). A nivel de digestion se requiere de una completa serie
de adaptaciones fisiolégicas para los hemat6fagos obligados, debido a que la sangre
es una fuente nutricionalmente rica, pero es altamente alcalina, y muchas de las
proteinas estan dentro de las células sanguineas (Schofield, 2000a). La saliva de los
insectos hematéfagos presenta sustancias anticoagulantes, antihistaminicas,
vasodilatadoras y antiplaguetarias que facilitan el proceso de alimentacion sobre el
huésped vertebrado (Arévalo et. al., 2007a), que en promedio tarda entre 10 y 20

minutos en alimentarse totalmente. 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
(Castillo y Wolf, 2000). Consecuentemente los Triatominos requieren una hemolisina
para lisar las células sanguineas 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, 2000a,
Schofield, 2000b).

Los hemipteros, no presentan una membrana peritrofica verdadera, sin embargo, su
epitelio intestinal no esta en contacto directo con el bolo sanguineo, debido a la
presencia de una membrana perimicrovellosa, la cual es una estructura presente
sobre la superficie de las células del epitelio intestinal de los insectos hematéfagos
(Silva et. al., 2007). Esta recubre a las micro vellosidades y es especialmente
evidente a los diez dias después de haber ingerido alimento, teniendo como finalidad
proveer la compartamentalizacion de los procesos enzimaticos en el microambiente
intestinal (Albuquerque et. al., 2009). Una vez que los Triatomas han ingerido sangre,
esta permanece sin ser digerida en el estbmago, 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 eliminan el exceso de agua e
iones los cuales son transportados a través de la membrana del estomago; la
hemolinfa es conducida hacia los tdbulos de Malpigi y posteriormente al recto,
mientras que la sangre concentrada entra en pequefias porciones en la region
digestiva del intestino (Kollien y Billingsley, 2002). La digestion de la hemoglobina en
el intestino de los Triatomas, genera grandes cantidades del grupo hemo, lo cual
representa un serio cambio en el insecto, posterior a cada comida. Debido a que este
grupo es una potente toxina que puede catalizar la formacién de grupos reactivos del
oxigeno (Silva et. al., 2007), la digestion en estos es llevada a cabo por cisteina y
aspartato peptidasas, enzimas proteoliticas que permiten digerir la sangre en el

ambiente acido en que se encuentra.

Las nuevas técnicas de espectrometria de masas se basan en la digestion de las

proteinas separadas en gel y el andlisis de los péptidos para determinar con gran



precision su masa y/o obtener su secuencia de aminoacidos. La técnica mas
utilizada por sencillez y capacidad de procesamiento de multiples muestras es la
identificacién de la huella peptidica, que se realiza por digestion con tripsina y
analisis de la masa de los péptidos resultantes por espectrometria de masas MALDI-
TOF. En este equipo las proteinas son absorbidas dentro de una matriz que al ser
bombardeada con un laser, se ioniza y transfiere energia a los péptidos para su
ionizacion. Aplicando una diferencia de potencial, los péptidos cargados vuelan hasta
el detector y el tiempo de vuelo es proporcional a la masa del péptido. Con este
método se obtiene un espectro de las masas de todos los péptidos resultantes del
proceso de digestion triptica, lo cual permite la identificacion de forma rapida y

confiable de los péptidos presentes en la muestra analizada.

Hasta el momento no se han descrito proteinas que estén involucradas en el proceso
de digestion de la sangre en el estbmago de Meccus pallidipennis, que permitan
identificar cuales moléculas son las que se expresan para el procesamiento del
alimento ingerido, y de esta forma contribuir al conocimiento de la bioquimica del
proceso. Por tal motivo, mediante estrategias protedmicas en este trabajo se
identifican proteinas diferenciales que estan implicadas en el procesamiento de la
sangre ingerida, lo que amplia el conocimiento del proceso de la hematofagia, asi
como las posibles interacciones de este vector con su huésped. Estos aspectos
pudieran ser implementados como estrategias para un control integrado del vector en

relacion a la inhibicion del procesamiento de la sangre por parte del insecto.



MATERIALES Y METODOS.

Insectos. Meccus pallidipennis, fueron proporcionados por el Laboratorio de
parasitos y vectores de la escuela de Biologia dependiente de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla (BUAP). Se utilizaron 40 machos adultos que se
alimentaron con sangre de conejo durante 20 minutos al inicio del estudio, para
posteriormente ser sacrificados a diferentes tiempos (7, 15, 50 y 70 dias

postalimentacion), descartando los que no se alimentaron.

Diseccion del sistema digestivo de Meccus pallidipennis. La diseccién del
sistema digestivo de esta especia se realizo de la siguiente manera: Se coloco a la
chinche en una caja de Petri y se decapitd para su sacrificio, se agregaron 5 ml de
PBS frio 1X pH 7.4 al cuerpo del insecto. Mediante el uso de pinzas entomoldgicas,
bisturi y con ayuda del microscopio estereoscopico se sujetd al insecto y se
separaron ambas alas, posteriormente se procedio a retirar la cuticula abdominal con
el bisturi dejando descubierta 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: anterior, medio y posterior, desechandose los
tubulos de Malpighi, posteriormente las diferentes secciones se colocaron en una
caja de Petri y se afladi6é aproximadamente 5 mL de PBS frio 1X pH 7.4 para eliminar
los restos de sangre. El estbmago se coloc6 en 1 mL de PBS frio 1X pH 7.4 junto
con 5 mL de regulador de lisis frio (250 mM sacarosa, 2 mM KH,PO,4, 8 mM K;HPO,,
1 mM EDTA) y con una solucion de inhibidores de proteasas (IA, PMSF, TLCK,
NEM) y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Por otra parte, la sangre que fue
extraida de cada seccion, se guardo en el mismo volumen de PBS frio 1X pH 7.4 e

inhibidores de proteasas a -20 °C hasta su uso.

Extraccién de proteinas totales de las secciones del sistema digestivo de
Meccus pallidipennis. Para la extraccion de proteinas totales los 6rganos se

disectaron a los 7, 15, 50 y 70 dias postalimentacion como se describio, se
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homogenizaron por 5 min en un tubo Eppendorf con su pistilo de plastico. El extracto
se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C en una microcentrifuga marca
Eppendorf y el sobrenadante se coloc6 en un tubo limpio para microcentrifuga, para

posteriormente analizarlo por geles PAGE-SDS al 10%.

Cuantificacién de proteinas. Las proteinas se cuantificaron utilizando el método de

Bradford (Bradford, 1976), se utilizé un biofotbmetro marca Eppendorf.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS). El andlisis se realizd
mediante la separacion de las proteinas en relacion a su peso molecular, utilizando
geles de poliacrilamida en presencia de duodecil-sulfato de sodio (PAGE-SDS)
unidimensional (Laemmli UK, 1970) al 10 %. Para las proteinas de cada una de las
secciones se colocé aproximadamente 0.04 ug de proteina y se tifieron con azul de
Coomassie coloidal. Para calcular el peso molecular de las proteinas se utilizdé un
grupo de proteinas conocidas usadas como marcadores de peso molecular

(Invitrogen).

Identificacién de proteinas mediante espectrometria de masas (MS). Para la
identificacion de las proteinas de interés resueltas por PAGE-SDS, se eligieron
bandas que al ser tefidas con azul de Coomassie mostraron una mayor
concentracion y una expresion diferencial. Las bandas se cortaron con una navaja
estéril, portando guantes para evitar contaminacion, y se colocaron en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 ml, se etiquetaron y almacenaron a -20 °C. Las bandas se
enviaron para su identificacion por MALDI-TOF al Departamento de Biotecnologia y
Bioquimica del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN, Unidad

Irapuato.



Analisis de resultados. El coeficiente carga/masa (m/z) obtenido por MALDI-TOF
se analizd en bases de datos accesibles en los sitios del National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), San Diego Super Computer

(SDSC) Biology Workbench (http://workbench.sdsc.edu/) y Expasy Proteomics

Server (http://www.expasy.org/). Los espectros obtenidos por MALDI-TOF fueron

analizados utilizando el programa Peakerazor

(http://www.protein.sdu.dk/gpmaw/Help/PeakErazor/peakerazor.html), con la finalidad

de localizar los péptidos a analizar, asi como contaminaciones. Las proteinas
identificadas se analizaron mediante el programa computacional MASCOT

(http://www.matrixscience.com/).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://workbench.sdsc.edu/
http://www.expasy.org/
http://www.protein.sdu.dk/gpmaw/Help/PeakErazor/peakerazor.html
http://www.matrixscience.com/

RESULTADOS.

Estbmagos de chinches macho de la especie Meccus pallidipennis
alimentados con sangre. La alimentacion con sangre de conejo indujo cambios en
el tamafio del estbmago de la chinche, donde se observé su incremento durante los
dias 7 y 15 dias postalimentacion, debido al almacenamiento de la sangre ingerida,
asi también como retorna a su tamafio normal entre los 50 y 70 dias
postalimentacion, indicando que en estos tiempos ya no hay sangre almacenada que

deba ser digerida. (figural).

Figura 1.- Estémagos de chiches macho de la especie Meccus pallidipennis alimentados con sangre
a 4 diferentes dias postalimentacién. A: a los 7 dias. B: a los 15 dias. C: a los 50 dias. D: a los 70
dias (4x).



Anélisis comparativo de las proteinas totales inducidas por la hematofagia en
los estbmagos de Meccus pallidipennis. La alimentacion con sangre indujo
cambios en el patron de expresion de proteinas de los estdbmagos de la chinche, los
cuales fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 10 % a diferentes tiempos

postalimentacion (figura 2).
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Figura 2.- Proteinas totales de los estdbmagos de Meccus pallidipennis. Se obtuvieron las proteinas
totales de los estébmagos a distintos tiempos postalimentacién (7, 15, 50 y 70 dias) con sangre de
conejo y fueron analizados en geles de SDS-PAGE al 10% y tefiidos con Azul de Coomassie. Carril
1.- Marcadores de peso molecular. Carriles 2, 5, 8 y 11.- Extracto total de los estémagos a distintos
tiempos postalimentacion (ET). Carriles 3, 6, 9 y 12.- Fraccién soluble (FS). Carriles 4, 7, 10 y 13.-
Fraccion membranal (FM). Se sefialan con un rectangulo rojo las bandas que modifican su expresion
en los diferentes tiempos postalimentacién. Carril 7.- Se encuentran marcadas con un rectangulo
negro las bandas que fueron seleccionadas para su identificacion por MALDI-TOF.
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Identificacién de proteinas que modifican su expresion en los estbmagos de
Meccus pallidipennis durante la hematofagia. Uno de los objetivos del trabajo fue
observar e identificar mediante herramientas protedmicas, proteinas en el estbmago
de Meccus pallidipennis que modificaran su expresion, inducidas por la alimentacién
con sangre, se encontraron 15 bandas que cumplieron con este criterio, de las cuales
6 correspondieron a la fraccion soluble: teniendo los siguientes pesos moleculares:
90, 70, 40, 32, 15 y 8 kDa, mientras que 9 pertenecieron a la fraccion membranal:
con los pesos moleculares de 180, 115, 100, 86, 50, 37, 28, 17 y 8 kDa. De las
cuales se seleccionaron 2 bandas; las de 180 y 100 kDa para su identificacién por
MALDI-TOF (figura 2).

Espectros de las bandas de 180 y 100 kDa obtenidos por MALDI-TOF. El
espectro obtenido en la proteina de 180 kDa presenta un patron de 28 péptidos, de
los cuales 12 corresponden a péptidos que no se identificaron en ninguna de las
bases de datos analizadas, mientras que el resto pertenece a queratinas y tripsina
(figura 3). 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, mientras que 6
péptidos no alinearon con ninguna proteina conocida, el resto pertenece a queratinas

y tripsina (figura 4).
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Figura 3.- Espectro obtenido por MALDI-TOF en la banda de 180 kDa. Encerrados en un rectangulo
rojo se muestran los coeficientes carga masa de los péptidos que no alinearon con ninguna proteina

conocida en las bases de datos. Encerrados en un rectangulo negro se muestran los péptidos que
corresponden a queratinas y tripsina.
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Figura 4.- Espectro obtenido por MALDI-TOF de la banda de 100 kDa. Encerrados en un rectangulo
rojo se muestran los coeficientes carga masa de los péptidos que no alinearon con ninguna proteina
conocida en las bases de datos. Encerrados en un rectangulo azul los péptidos que alinearon con
proteinas conocidas en las bases de datos, identificando a una proteina de la familia de las
paramiosinas. Encerrados en un rectangulo negro se muestran los péptidos que corresponden a
queratinas y tripsina.
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De las dos bandas seleccionadas unicamente en la correspondiente a 100 kDa fue

posible identificar péptidos relacionados a una proteina perteneciente a 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

(tabla 1).

Tabla 1.- Identificacién por MALDI-TOF/MS de la proteina de interés.

102.455

166

Sarcoptes scabiei Citoplasma

Filamentos

gruesos
81,372 62 165 Dermatophagoides  Citoplasma
farinae Filamentos

gruesos
101.992 75 143 Boophilus Citoplasma
microplus Filamentos

gruesos

Actividad motora
Miosina
Contraccidn/relajacion

muscular.

Actividad motora
Miosina
Contraccidn/relajacion

muscular.

Actividad motora
Miosina
Contraccion/relajacion

muscular.

* PM.- peso molecular en kilodaltones (kDa).

" Cobertura.- Porcentaje de aminoacidos presentes en los péptidos identificados por MALDI-TOF/MS

gue se relacionan con las proteinas de la base de datos.

N Mowse score.- Coeficiente calculado a partir de los residuos idénticos (>80 se considera idéntico).

© Localizacion.- Localizacion de la proteina en otros organismos.

! Datos tomados de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein con numero de registro; AAK01181.1,

Q96720 y Q86RNS8.1
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el trabajo realizado por Silva, et. al., en 2007 en el que analizan la
formacion de la membrana perimicrovellosa, por medio de la actividad de la a-
glucosidasa acoplada a membranas, a diferentes dias después de la ingesta de
sangre, encontraron que el ciclo digestivo en estos insectos comprendia
aproximadamente 21 dias, tiempo en el cual degradaban toda la sangre ingerida.
Con base a sus hallazgos se planted analizar la expresion de proteinas a los dias 7 y
15 postalimentacion que correspondieron a los dias de mayor expresion de proteinas
involucradas en la digestion de la sangre, debido a la gran cantidad de alimento que
se tendria que procesar en el estomago de los insectos (figuras 1 A y B), mientras
gue a los dias 50 y 70 postalimentacion, el patron de expresion de proteinas fue
modificado debido a que en estos tiempos no se encuentra alimento que deba ser
digerido, como se confirmé al observar la morfologia de los estbmagos en animales

disectados (figuras 1 C y D).

La sangre que ingieren estos insectos, generalmente se compone de una mezcla de
plasma (55 %) y células sanguineas (45 %), las células de los mamiferos
normalmente tienen un citoplasma rico en K*, mientras que el plasma tiene una alta
concentracion de cloruro de sodio, de tal forma que cuando estos insectos se
alimentan, estan ingiriendo un fluido que contiene células sanguineas suspendidas
en un plasma rico en sodio, que es hipoosmotico en comparacion con su hemolinfa
(Martini et. al.,, 2007). Ademas generalmente es deficiente de ciertas vitaminas,
particularmente folato y vitaminas-B, asi que todos los hematéfagos obligados
requieren de simbiontes para ayudarles en la produccién de estos compuestos.
Normalmente estos simbiontes se encuentran intracelularmente o en un 6rgano
especial conocido como micetoma, pero en los Triatomas estos simbiontes se
encuentran libres en el lumen del intestino. Una vez que los triatomas han ingerido
alimento, la sangre permanece sin digerir en el estbmago, la parte anterior del
intestino. Durante la ingesta se liberan hormonas diuréticas y el agua e iones son
transportados a través de la membrana del estbmago y la hemolinfa hacia los tubulos

de Malpigi y de ahi al recto, la sangre concentrada entra en pequefias porciones en
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la region digestiva del intestino (Kollien y Billingsley, 2002). Esto es lo que se ha
reportado que ocurre en el estomago de los triatomas, al que Unicamente se le
considera como un simple recipiente de almacenamiento, sin embargo en el presente
trabajo se aporta evidencia que sugiere que en el estbmago se expresan proteinas
gue pueden tener como finalidad la digestion del alimento ingerido (figura 2)
indicando que este 6rgano juega un papel activo muy diferente al que se tenia
pensado. En un experimento adicional de analisis del contenido estomacal en los
diferentes tiempos postalimentacion se encontrd0 que existe actividad enzimatica

involucrada en la digestién de los componentes sanguineos (Anexo 1).

De la expresion diferencial de las 15 bandas identificadas y encerradas en un
rectangulo (figura 2), 6 correspondieron a la fraccion soluble y 9 a la fraccion
membranal, sugiriendo fuertemente que en estas se encuentran por lo menos 15
proteinas que se estan expresando Unicamente cuando el estbmago contiene sangre
gue debe ser procesada (a los dias 7 y 15 postalimentacion), debido a que no se
encuentran cuando el estbmago ya no contiene alimento (figura 1 C y D), como se
observa en los carriles 9, 10, 12 y 13 que corresponden a los tiempos de 50y 70
dias postalimentacion. Ademas en el presente trabajo se indagd si existia una
expresion diferencial en relacion al sexo, encontrando que hay un patrén diferencial
en los dias 50 y 70 postalimentacion en el caso de las hembras en comparacién con
los machos (Anexo 2).

En trabajos relacionados con la busqueda de proteinas que presentan expresion
diferencial inducida por la ingesta de sangre en insectos hematéfagos (Garibay et. al.
2009) utilizaron la estrategia de seleccionar las bandas expresadas en forma
diferencial al alimentar mosquitos (Aedes aegypti), con dos diferentes fuentes de
alimento y posteriormente seleccionaron aquellas bandas incrementadas en su
expresion, para ser identificadas mediante MALDI-TOF, que es una determinacion
basada en la especificidad de la tripsina para generar cortes precisos en las
proteinas, generando péptidos especificos para cada proteina de forma reproducible

y por lo tanto cada proteina tiene una huella de péptidos tripticos Unica. Los
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espectros de masas obtenidos se usan para contrastar con bases de datos con los
algoritmos adecuados para identificar las proteinas que corresponden (Siusdak,
2003). Una vez identificadas las bandas que presentaron expresion diferencial se
seleccionaron 2 de ellas: de aproximadamente 180 y 100 kDa, pertenecientes a la
fraccion membranal (figura 2, carril 7) del dia 15 postalimentacién, las cuales fueron
identificadas por MALDI-TOF. Estas bandas fueron seleccionadas con el propésito
de identificar proteinas membranales que participen en el proceso de digestion y

contribuyan al entendimiento de su bioquimica.

En la banda de aproximadamente 180 kDa (figura 3) se observa la presencia de 28
péptidos, dentro de los cuales 12 pertenecen a una o varias proteinas que no se
lograron identificar en ninguna de las bases de datos analizadas, indicando que se
trata de una o varias proteinas desconocidas, que necesitan ser secuenciadas “de
novo” para lograr su identificacion y posteriormente realizar su incorporacion a la
base de datos correspondiente. Mientras que en el espectro resultante de la banda
de aproximadamente de 100 kDa presenta de igual manera la presencia de 28
péptidos, dentro de los cuales 4 (figura 4, rectangulos azules) alinearon con
proteinas reportadas en las bases de datos analizadas, dando como resultado la
identificacibn de una proteina que pertenece a la familia de las paramiosinas.
Mientras que 6 (figura 4, rectangulos rojos) no se identificaron, lo cual indica que
puede tratarse de péptidos que pertenecen a la paramiosina pero que se encuentran
en una seccion que no es homoéloga o bien que se trata de una o varias proteinas no
reportadas hasta el momento, por lo que se necesitaria de igual forma realizar una

analisis de secuenciacion “de novo” para su plena identificacion.

En este trabajo se reporta por primera vez, en Meccus pallidepennis, una proteina
gue pertenece a la familia de las paramiosinas (tabla 1), proteinas filamentosas
presentes en el musculo de los invertebrados, con una estructura secundaria de a-
hélice superenrollada 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 comun quienes

tienen contacto con sangre durante su alimentacion, sugiriendo que dicha proteina
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esta relacionada con la digestion de la sangre ingerida, por lo que se trata de una
proteina nueva que debera ser reportada a las bases de datos de este organismo, ya
gue hasta el momento no se han reportado trabajos que describan la expresion de
proteinas relacionadas con la hematofagia en este organismo. Sin embargo, Kollien y
Billingsley, 2002, encontraron diferentes mRNAs, asociados con la ingesta de
alimento en el intestino de T. infestan. De las 14 secuencias identificadas,
Unicamente la secuencia de 265 pb es homéloga a una enzima digestiva, una
aminopeptidasa. Las demas secuencias se relacionan principalmente con proteinas
del metabolismo celular. Las secuencias de 431 y 696 pb son proteinas
mitocondriales, la secuencia de 619 pb muestra homologia con una proteina del
complejo de Golgi. La secuencia de 571 pb se relaciona con la proteina CAD, que es
una proteina de fusion que presenta cuatro actividades enziméticas de la via de las
pirimidinas, Las secuencias de 426, 531, 572, 636 y 696 son homodlogos de enzimas
parecidas a la transcriptasa reversa, deshidrogenasa, sintetasa o0 reductasa
respectivamente. La secuencia de 664 pb se relaciona con la proteina Vigelin (que es
una proteina de unién a HDL), la cual participa en el metabolismo celular de los
esteroles. La secuencia de 1009 pb muestra similitud con el factor de crecimiento
epidermal (EGF), el cual se expresa en todos los tejidos y puede unirse a multiples
blancos celulares. La secuencia de 1078 pb es una proteina que forma parte del

hemidesmosoma.

En conclusion, en el presente trabajo se muestra informacion que apoya la idea de
gue el estbmago de Meccus pallidipennis juega un papel importante en la digestidon
de la sangre ingerida y no es Unicamente un sitio de almacenamiento como ha sido
reportado (Kollien y Billingsley, 2002). Se observd un patron de 15 bandas con una
expresion diferencial respecto al tiempo postalimentacion que representan proteinas
gue se estan expresando con la finalidad de participar en la digestién de la sangre y
gue en su momento deberan ser identificadas. Se identificO una proteina no
reportada en este organismo, la paramiosina, proteina cuyas funciones en este
momento solo pueden sugerirse, con base a la homologia que existe entre esta

molécula identificada con las de Sarcoptes scabiei, Dermatophagoides farinae y
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Boophilus microplus. Agregando que en los espectros analizados se encuentra
informacion que puede conducir en un futuro a identificar nuevas proteinas que no

estan reportadas hasta este momento en ningin organismo.
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ANEXO 1

Contenido del estdmago de machos alos 7, 15,50y 70 dias
postalimentacion

7 15 50 70
1 2 3 4 5
~180kDa b
115 kDa
~ 82 kDa
E SR
~64kDa —— - — - s
~ 49 kDa
~37 kDa
- -
—
~26kba ——
~19kDa ———
~15kDa ——
~6 kDa —— -

Anexo 1.- Gel SDS-PAGE al 10 % del contenido estomacal de insectos machos en diferentes dias
postalimentacion. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: contenido estomacal a los 7 dias
postalimentacién. Carril 3: a los 15 dias. Carril 4: a los 50 dias. Carril 5: a los 70 dias. Es notoria la
ausencia de bandas que deberian corresponder a proteinas plasmaticas como es el caso de la
albumina (~70 kDa) principal proteina del plasma sanguineo, lo cual sugiere que fueron parcial o
totalmente degradadas por enzimas secretadas hacia el lumen. Por otro lada se observa la presencia
de bandas que pudieran corresponder a las enzimas secretadas, reforzando la conclusién de que el
estdmago juega un papel activo en la digestion.
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ANEXO 2

Machos Hembras

~180kDa
~115kDa  ———
~82kDa

~64 kDa T

~49kpa —

~37kba T

~26 kDa ———

~19kDa ——

~5kDa T

~6kba T

-
50 dias 70 dias 50 dias 70 dias

Anexo 2.- Proteinas totales de los estémagos de machos y hembras de Meccus pallidipennis. Se
obtuvieron las proteinas totales de los estbmagos a distintos tiempos postalimentacion (50 y 70 dias)
con sangre de conejo y fueron analizados en geles de SDS-PAGE al 10% y tefiidos con Azul de
Coomassie. Carril 1.- Marcadores de peso molecular. Carriles 2 y 5: Extracto total de los estbmagos
de machos a distintos tiempos postalimentacion (ET). Carriles 8 y 11: ET de hembras a los 50 y 70
dias. Carriles 3 y 6: Fraccién soluble de los estdbmagos de machos a distintos tiempos
postalimentacién (FS). Carriles 9 y 12: FS de hembras a los 50 y 70 dias. Carriles 4 y 7: Fraccion
membranal de los estémagos de machos a distintos tiempos postalimentaciéon (FM). Carriles 10 y 13:
FM de hembras a los 50 y 70 dias. Se sefialan con rectangulo negro las bandas con una expresion
diferencial en relacion al sexo de estos insectos.
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