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RESUMEN. Las defensinas y lisozimas son moléculas pertenecientes al sistema inmune de los insectos. Trabajos
previos, identificaron isoformas de éstas moléculas en triatominos sudamericanos. El objetivo de este trabajo fue
demostrar por primera vez, la presencia de defensina 3 y defensina 4 en el DNA gendmico y mRNA, asi como una
lisozima tipo “c” en la hemolinfa de una especie endémica y de importancia epidemioldgica en México: Triatoma
(Meccus) pallidipennis.
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Ddentification of two defensins in genome Triatoma (Meccus) pallidipennis (Hemiptera:
Reduviidae) and one lisozima in your hemolymph

ABSTRACT. Defensins and lysozymes are molecules of insect immune system. Previous works have identified
isoforms of these molecules in sudamerican triatomines. The target of the present work was demonstrate the presence
of defensin 3 and defensin 4 in genomic DNA and mRNA, also we characterize a protein with lysozyme activity in the
hemolymph of Triatoma (Meccus) pallidipennis a Mexican endemic species of epidemiological importance.

Keywords: Chagas disease, Triatoma pallidipennis, defensins, lysozymes, antimicrobial peptides.

INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una parasitosis causada por el
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). El parasito tiene diferentes vias de transmisién
sin embargo la principal es la via vectorial, la cual es ocasionada por insectos pertenecientes a la
subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Se estima que de seis a siete millones de personas
se encuentran infectadas a nivel mundial, principalmente en el continente Americano. En México
se reportan 1.1 millones de personas infectadas, de acuerdo a informacion de la OMS (WHO,
2015), sin embargo hasta el dia de hoy no se cuenta con una cifra oficial en el pais.

En México, se han reportado alrededor de 33 especies de insectos pertenecientes a la subfamilia
Triatominae, de las cuales 28 son endémicas y 23 han sido reportadas por estar infectadas de
manera natural con T. cruzi (Martinez et al., 2006). Las especies del género Triatoma se agrupan
en nueve complejos, uno de ellos es el complejo Phyllosoma, el cual es el mas distribuido en
México (Martinez et al., 2006; Espinoza et al., 2013). Triatoma (Meccus) pallidipennis (T.
pallidipennis) es una especie endémica del pais con importancia epidemiolégica, debido al alto
indice de infeccion con T. cruzi el cual ha sido reportado en algunos estados como Michoacan (con
arriba del 50 % de infeccion natural) (Martinez-Ibarra et al., 2011), aunado a su amplia
distribucion, ya que se ha reportado en 13 estados de la replblica (Martinez-Hernandez et al.,
2010).
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La respuesta inmune de los insectos vectores tiene un papel determinante en el establecimiento
del parésito. En el caso particular de T. cruzi, éste Unicamente se aloja a lo largo del tracto digestivo
no generando dafio dentro del vector. Existen estudios donde la presencia del parasito en el insecto
da como resultado la produccion de diferentes moléculas del sistema inmune, lo cual sugiere que
el insecto pudiera estar modulando la poblacion del paréasito en él para no hacerle dafio (Vieira et
al., 2016).

En insectos, la respuesta inmune se divide en: la respuesta inmune de tipo humoral y la de tipo
celular; las cuales son activadas por proteinas de reconocimiento a patégenos. La respuesta celular
se lleva a cabo por los hemocitos (células del sistema circulatorio o hemolinfa) y sus mecanismos
de accion consisten en la nodulacion, fagocitosis y la encapsulacion de agentes patdgenos (Lavine
y Strand, 2002). La respuesta humoral incluye la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO’s) y Nitrdgeno, cascadas enzimaticas que regulan la coagulacion y melanizacion de la
hemolinfa y la sintesis de Péptidos Antimicrobianos (PAM’s) y lisozimas (Tsakas and Marmaras,
2010).

Las defensinas son péptidos antimicrobianos, cationicos, poseen 6 cisteinas lo cual da como
resultado la formacion de 3 puentes disulfuro, el apareamiento entre las cisteinas es nico en
defensinas de insectos Cys!-Cys*, Cys?-Cys® y Cys®-Cys® la masa molecular de estas moléculas es
de aproximadamente 4 kDa y tipicamente constan de entre 33-46 residuos de aminoacidos en su
forma madura (Araujo et al., 2009). El principal mecanismo de accion es la generacién de poros
en la membrana citoplasmatica de bacterias Gram (+), bacterias Gram (-) y algunos hongos
filamentosos (Hetru et al., 1988) dando como resultado una lisis celular. Se han identificado
isoformas de estas moléculas en T. brasiliensis, T. infestans y T. sherlocky. (Araujo et al., 2006;
Araujo et al., 2015). Las lisozimas son enzimas con actividad de hidrolasas, que en insectos han
sido reportadas por tener una actividad digestiva, sin embargo, también son moléculas que
participan en la respuesta inmune de los insectos. Actualmente la informacion sobre la relacion
vector-parasito en la Enfermedad de Chagas estd confinada a especies sudamericanas,
principalmente a Rhodnius prolixus (especie sudamericana que no se encuentra en México), por
ello el interés de estudiar una especie endémica del pais. Este trabajo tuvo como objetivo principal
identificar y caracterizar moléculas del sistema inmune de T. pallidipennis.

MATERIALES Y METODO

Material Bioldgico. Los ejemplares utilizados para este trabajo fueron proporcionados por el
laboratorio de Tripanosomiasis Americana perteneciente al Instituto de Investigaciones
Biomédicas. Se utilizaron seis adultos machos de T. pallidipennis, tres para la extraccién de ADN
y los restantes para la extraccion de ARN. Los insectos se mantuvieron a una temperatura de 25° -
28 °C en frascos de vidrio con tapas ventiladas y se dejaron en un periodo de inanicion de 15 dias
después de que mudaron al quinto estadio.

Extraccion de ADN, ARN y hemolinfa. Para la extraccion de o6rganos, los insectos se
inmovilizaron a -20 °C durante 10 minutos, una vez inmovilizados se realizd la extraccion del
tracto digestivo y cuerpo graso, el tracto digestivo se lavo con PBS para eliminar todo el contenido
intestinal. La extraccion de ADN se realizd por la técnica de Fenol: Cloroformo y la extraccion de
RNA se realizo por la técnica de TRIZOL® (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La cuantificacion de acidos nucleicos se realizo en el Nanodrop® (ND 1000).

La extraccion de la hemolinfa se realiz6 por medio de una puncién entre el trocanter y la coxa.
Se mantuvo a -20 °C hasta el momento de su uso.

Amplificacion de genes. La amplificacion de los genes se realiz6 con los juegos de
oligonucleotidos reportados para T. brasiliensis: defensina 3 (Fw-TATTCTTGGTGGCCGCCCTG,
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Rv-CACTTCCTGCAGTGACAGAT) vy defensina 4 (Fw-ACACAGTTGAACTTGCTCCA, Rv-
CACTTCCTGCAGTGACAGAT) (Araujo et al., 2006 y Waniek et al., 2009). Las condiciones para
la amplificacion de genes fue: 95 °C-5 min, 94 °C-1 min, Tm: 60 °C para defensina 3 y 57° C para
defensina 4, seguido de 72 °C-1 min, se realizaron 30 ciclos y finalmente 72 °C-10 min. Los
productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa 1 % en TBE.

Ensayos de actividad enzimatica. Se realizaron zimogramas para identificar actividad de
lisozimas en geles de poliacrilamida SDS/PAGE al 15 %, con 2 % de Micrococcus lysodeikticus
como sustrato enzimatico. Las muestras se pusieron en presencia de buffer de carga sin -
mercaptoetanol y se hirvieron por dos minutos (Audy et al., 1989).

RESULTADOS

Para ambos juegos de oligonucleétidos se obtuvo una banda con un peso molecular de 400 pb
para def3 y def4. Para corroborar esto, se disefiaron oligonucledtidos para unicamente amplificar
la region codificante del péptido maduro, ya que al ser proteinas de secrecién, estas moléculas
sufren un proceso de corte 0 maduracion, el amplificado de la region del péptido maduro es de 160
pb en ambos casos (Fig. 1). Para los mensajeros, el peso molecular de las defensinas fue: 260 pb
para def3 y 330 pb para def4. Lo cual indica que el gen que codifica para éstos péptidos tiene al
menos un intron (Fig. 2). También se buscd la presencia de actividad de lisozimas en la hemolinfa
de estos insectos por medio de zimogramas. ldentificamos la presencia de estas enzimas en un peso
molecular de 14.5 kDa (Fig. 3).
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Figura 1. Amplificados de def3 y def4 a partir de DNA gendmico de insectos post
alimentacion. En 1y 3, amplificados de la secuencia codificante para el péptido maduro,
132 pb en ambos casos. En 2 y 4, amplificados del gen completo, se observa en ambos
casos una banda de alrededor de 400 pb. Gel de agarosa 1 % en TBE.
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Figura 2. Amplificados de def3 y def4 a partir de cDNA post alimentacion, def3 tiene un
peso molecular de 260 pb y def4 330 pb. Gel de agarosa 1% en TBE.
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Figura 3. Actividad de lisozimas tipo “c” en hemolinfa de T. pallidipennis. a) Se observa la actividad
de lisozimas en un peso de 14.5 kDa tanto en el carril control (L: lisozima comercial) como en la
hemolinfa (H). Gel de acrilamida SDS/PAGE 15 % con 2 % de M. lysodeikticus. b) Perfil proteico
de la hemolinfa en un rango de 20 a 14 kDa.

DISCUSION Y CONCLUSION

Las defensinas son péptidos antimicrobianos ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya que
se han descrito desde plantas hasta insectos. En insectos se han reportado en endopterigotos
(Diptera, Hymenoptera y Trycoptera) y en exopterygotos (Hemiptera y Odonata) (Bulet et al.,
1999). En este trabajo se reporta por primera vez la presencia de def3 y def4 en el genoma de T.
pallidipennis, nuestros resultados indican que ambas defensinas poseen al menos un intrén en su
secuencia, el cual no se encuentra dentro de la secuencia que codifica para el péptido maduro. El
peso molecular del gen completo para ambas defensinas es de alrededor de 400 pb y el peso del
péptido maduro es de 132 pb correspondiente a 44 residuos de aminoacidos. Los iniciadores para
la amplificacion de los genes se generaron a partir de las secuencias reportadas para T. brasiliensis,
en esta especie los pesos reportados para el gen completo fue de 403 pb para def3 y 358 pb para
def4 (Araujo et al., 2009). Una vez que se tenga la secuencia de estas moléculas, se podra conocer
el indice de similitud entre ellas y serd de gran interés estudiar los mecanismos de accién que
pudieran tener def3 y def4, para conocer méas sobre la respuesta inmune que puede tener T.
pallidipennis contra el parésito.

La hemolinfa es el principal almacén de agua de los insectos, la porcion celular de la hemolinfa
estd compuesta por hemocitos, los cuales participan en la defensa contra patdgenos de diferentes
formas: fagocitosis, encapsulacion de materiales foraneos y coagulacion, pero también en procesos
como el almacenamiento/distribucion de nutrientes o la sintesis de proteinas. La parte restante de
la composicion de la hemolinfa consta de iones, plasma, moléculas y una gran cantidad de
aminoéacidos libres (Paskewitz y Christensen, 1996). Por primera vez se identifica y caracteriza la
presencia de una lisozima tipo “c” en la hemolinfa de estos insectos con un peso molecular de 14.5
kDa, de la cual faltan estudios para conocer sus mecanismos de accion.
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