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RESUMEN. La composicién de la hemolinfa consta principalmente de moléculas de agua, azlcares, aminoacidos
libres y péptidos. Dentro de los péptidos, los mas abundantes son los péptidos antimicrobianos (PAM’s) que aparecen
rapidamente en el hemocele ante la presencia de algin organismo potencialmente patégeno y los neuropéptidos que
participan en procesos fisiolégicos. Se han identificado PAMSs y neuropéptidos en T. pallidipennis, sin embargo la
mayoria de los trabajos se enfocan en la expresion a nivel de mensajero y no existen datos a nivel de hemolinfa, por
ello el objetivo de este trabajo fue analizar el perfil peptidico de la hemolinfa de T. pallidipennis cuando se encuentra
infectado con diferentes microorganismos.
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Presence of peptides in the hemolymph of Triatoma pallidipennis (Hemiptera: Reduviidae)
after an infection with Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli and bacterias

ABSTRACT. The composition of the hemolymph consists of a variety of molecules like water, sugars, free amino
acids and peptides. The most abundant peptides of the hemolymph are de antimicrobial peptides (AMPs) which are
present in the hemocele after the presence of potentially pathogenic agents. Also the neuropeptides that participate in
physiological process can be found in hemolymph. AMPs and neuropeptides have been identified in T. pallidipennis,
however most of the published works focus on the expression of genes but there is not information of their presence
in hemolymph. Therefore, the aim of this work was analyze the peptide profile of hemolymph of T. pallidipennis
infected with different microorganisms.
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INTRODUCCION

Los Péptidos Antimicrobianos (PAMs) son componentes del sistema inmunoldgico de los
insectos, estas moléculas efectoras, tienen diferentes tipos de actividad antimicrobiana (contra
hongos, virus, parasitos y bacterias) y estan ampliamente distribuidas en la naturaleza (Zhang &
Gallo, 2016). Los PAMs en insectos son sintetizados principalmente por el cuerpo graso y por los
hemocitos circulantes de la hemolinfa (Bulet, et al., 1999). La sintesis de estas moléculas se da
tras el reconocimiento de los Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos, lo cual desencadena la
activacion de diferentes vias de sefializacion y con ello la sintesis de diferentes PAMs (Tsakas &
Marmaras, 2010). Triatoma (Meccus) pallidipennis (T. pallidipennis) es una especie de vector
endémica de México con importancia epidemioldgica por ser uno de los principales transmisores
de Trypanosoma cruzi (agente causal de la Enfermedad de Chagas) en el pais (Espinoza, et al.,
2013). Muchos tripanosomatidos completan su ciclo de vida en el hemocele o en el tracto digestivo
de insectos que son vectores de ellos. Los insectos vectores de T. cruzi contraen al parésito cuando
se alimentan de sangre de mamiferos previamente infectados, el parasito solo se aloja en el tracto
digestivo de los insectos y sale en las heces de este para asi propagar la infeccion (Kollien &
Schaub, 2000). Se ha reportado la sobre expresion de genes codificantes de PAMs en especies de
vectores sudamericanos cuando se encuentran en presencia de T. cruzi (Vieira, et al., 2016), sin



Entomologia mexicana, 6: 543-547 (2019)

embargo, la presencia del parasito en el insecto no provoca la muerte del insecto. Por otro lado,
Trypanosoma rangeli (T. rangeli) es un protozoario flagelado, no patégeno del humano, pero si de
vectores de T. cruzi del género Rhodnius, Panstrongylus y Dipetalogaster. A diferencia de T. cruzi,
este parésito viaja del tracto digestivo a la hemolinfa y de ahi a glandulas salivales, por lo que
infecta diferentes tipos de células (Vallejo, et al., 2015). Actualmente existe poca informacién
sobre el efecto que tiene T. cruzi en especies de triatominos mexicanas, tampoco hay reportes de
T. rangeli en Triatomas mexicanos, por lo que el objetivo de este trabajo fue examinar la presencia
de peptidos a nivel de hemolinfa de T. pallidipennis por medio de la infeccion con diferentes
microorganismos por diferentes vias.

MATERIALES Y METODO

Infeccidn con T. cruzi. Se utilizaron 14 ninfas de V estadio de T. pallidipennis, 7 insectos se

alimentaron con ratones infectados con T. cruzi (cepa Ninoa) en su punto maximo de parasitemia
y 7 se alimentaron con ratones sanos. Los insectos se pesaron antes y después de la alimentacion y
se separaron por grupos segun la cantidad de sangre ingerida. Para la extraccion de hemolinfa se
realizé una cinética a diferentes dias post alimentacion (controles) y post infeccion (3, 7, 17, 24y
31) de tal forma que se siguiera el recorrido del parasito por el tracto digestivo del insecto hasta
salir en las heces como tripomastigote metaciclico. La hemolinfa colectada por dia se junté en pool
y se mezcld en una proporcién 1:1 con buffer anticoagulante (0.098mM NaOH, 0.14M NacCl,
0.017M EDTA, 0.041M 4&cido citrico pH 4.5 (Mead, et al.,1986) e inhibidores de proteasas
(PMSF 200mM, Leupeptin 10mM y Pepstatin ImM).
Infeccion con T. rangelii: Se utilizaron 14 ninfas V estadio, 7 se infectaron intrahemocélicamente
con diferentes cantidades de T. rangelii (100,000, 500,000 y 1x10° de parasitos) y 7 se inocularon
con solucion salina como controles. Se realiz6 una cinética post inoculacién para la extraccion de
hemolinfa (1, 7 y 14).

Infeccién con bacterias. Se utilizaron las bacterias Escherichia coli, Listeria inocua y
Micrococcus luteus. Las bacterias se crecieron en medio LB a 37°C, 200 rpm por 18 hrs, al dia
siguiente se re-inocularon en LB hasta llegar a una D.O.600 0.6, 1ml se tom0 y se centrifugo por 1
minuto a 13,000 rpm, el sobrenadante se retir6 y la pastilla se resuspendié en 50 pl de solucion
salina estéril. Se infectaron tres insectos por cada bacteria y tres insectos solo con solucion salina
para los controles, cada insecto se inoculd intrahemocélicamente con 6 ul de bacterias y los
controles con 6 ul de solucién salina

Andlisis del perfil peptidico. Las proteinas presentes en la hemolinfa se cuantificaron por el
método de Lowry. Posteriormente, se realizaron electroforesis de proteinas en geles de acrilamida
(SDS/PAGE) al 14% en buffer de Tricina para separar mejor la region de pesos moleculares
menores a 100 kDa (Schagger & Von Jagow, 1987).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analiz6 el perfil peptidico (por debajo de los 11 kDa) de la hemolinfa de insectos infectados
por via oral (T. cruzi) y por via intrahemocélica (T. rangeli y bacterias).

La hemolinfa de insectos alimentados con sangre de ratones sanos e infectados con T. cruzi
poseen 7 péptidos, de estos 2 tuvieron cambios, uno de 9 kDa y otro de 8 kDa. El de 9 kDa esta
presente en el grupo de insectos no infectados (C) desde el inicio de la cinética, sin embargo, en
insectos infectados (I) se observa con claridad hasta el dia 24 post infeccion (p.i.), y baja su
abundancia para el dia 31 tanto en insectos control, como en infectados. El péptido de 8 kDa se
observa en menor concentracion en insectos control y en insectos infectados, sin embargo, en
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insectos control esta presente desde el dia 1 p.i. y en infectados se observa hasta el dia 7 p.i. (Figura
1).

2

Figura 1. Infeccidn oral de ninfas V estadio con T. cruzi. Se realizé una cinética post alimentacidn para la extraccion
de la hemolinfa, donde se tomaron dias estratégicos (1, 3, 7, 17, 24 y 31) en el recorrido de T. cruzi por el tracto
digestivo de los insectos. C= hemolinfa de insectos alimentados con ratones sanos, I= hemolinfa de insectos
alimentados con ratones infectados con T. cruzi en su punto maximo de parasitemia. Gel de poliacrilamida 15% en
buffer de Tricina, se cargaron 10 pg de proteina por carril.

Para la infeccién con T. rangeli, se utilizaron diferentes cantidades de parasitos (100,000,
500,000 y 1x10°) ya que se desconoce la cantidad de paréasitos letal para el insecto. En total se
observan seis péptidos tanto en hemolinfa de insectos infectados como no infectados. La hemolinfa
de los insectos inoculados con un millén de paréasitos presentan dos péptidos muy abundantes: el
de 11 kDa y el de 9 kDa. El péptido de ~9 kDa es el que tiene una expresion diferencial mas
evidente, ya que esta ausente al dia 1 p.i. en insectos inoculados con 100 y 500 mil parasitos y
posteriormente se observa al dia 7 p.i. en insectos inoculados con 100 mil parasitos, en la hemolinfa
de los insectos inoculados con 500 mil se observa hasta el dia 14 p.i. El péptido de 5 kDa no parece
estar presente en insectos inoculados con 500 mil a los dias 7 p.i. y 14 p.i., este péptido baja su
intensidad en todos los casos al dia 14 p.i. (Figura 2).
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Figura 2. Infeccion intrahemocélica de ninfas V estadio con T. rangeli. Una vez realizada la infeccion intrahemocélica,
se extrajo hemolinfa a diferentes dias post infeccion (1, 7 y 14), de tal forma que el parasito completara su trayecto de
tracto digestivo a glandulas salivales. C= insectos inoculados con solucidn salina, 1= hemolinfa de insectos inoculados
con 100,000 parasitos, 2= hemolinfa de insectos inoculados con 500,000 parasitos y 3 = hemolinfa de insectos
inoculados con 1x106 parasitos. Se cargaron 10 ug de proteina por carril.

La hemolinfa de insectos infectados con bacterias se analiz6 después de unas horas de la
infeccion, ya que en la literatura se ha reportado que, ante la presencia de bacterias, la sintesis de
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péptidos antimicrobianos se da a horas, de 2 a 6 hrs el perfil peptidico consta de 6 péptidos.
Nuevamente un péptido de ~9 kDa presentd cambios en su expresion en todos los tiempos a los
que se analizd la hemolinfa, los insectos inoculados con L. inocua lo expresan en muy bajas
concentraciones a todos los tiempos, mientras que los infectados con M. luteus y E. coli lo expresan
en mayor concentracion. Al dia uno post infeccion se observan dos nuevas bandas, una de ~8 kDa
y otra de ~4 kDa en insectos infectados con L. inocua y con M. luteus (Figura 3).
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Figura 3. Infeccion intrahemocélica de ninfas V estadio con bacterias. C= insectos inoculados con solucién salina, E=
hemolinfa de insectos inoculados con E. coli, L= hemolinfa de insectos inoculados con L. inocua y M= hemolinfa de
insectos inoculados con M. luteus. Se cargaron 10 pg de proteina por carril.

En general, el perfil peptidico (menor a 11 kDa) de T. pallidipennis esta constituido por 8
péptidos, cuyos pesos moleculares van de 11 kDa a 2 kDa. De los 8 péptidos que se observaron, el
de ~9 kDa parece tener un papel ante la presencia de organismos potencialmente patdgenos, ya que
fue el Unico que tuvo cambios tanto en expresion como en abundancia en todas las condiciones
experimentales.

La hemolinfa es el fluido del sistema circulatorio que irriga la cavidad del hemocele, esta
constituida principalmente por agua, iones (por ejemplo: K*, Na™ Ca"), lipidos, carbohidratos,
aminoéacidos libres, proteinas y péptidos (Punzo, 1900; Rocha, et al., 2016). Dentro de los péptidos
presentes en la hemolinfa estan los neuropéptidos, péptidos paraliticos y péptidos antimicrobianos
(Skinner, et al., 1991). En nuestro andlisis identificamos péptidos que no cambian, los cuales
podrian tratarse de neuropéptidos, péptidos involucrados en el proceso de muda o péptidos
paraliticos, estos ultimos se han observado en Lepidopteros tras las inoculacion de
microorganismos en la hemolinfa (Ishii, et al., 2013).

CONCLUSIONES

La respuesta inmune de los vectores es un componente esencial para la relacion vector-parasito,
por ello el interés de estudiar una especie de Triatomino con importancia epidemiolégica para
México. En este trabajo, presentamos de forma preliminar el perfil peptidico de T. pallidipennis
infectado con diferentes microorganismos, sin embargo, por el tipo de analisis no fue posible
identificar la naturaleza de cada uno de los péptidos, por lo que se propone a futuro identificar los
péptidos presentados aqui por espectrometria de masas y analizar su presencia a tiempos menores
después de la infeccion en el caso de tripanosomatidos.
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