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RESUMEN. Triatoma (Meccus) pallidipennis es una especie endémica de México cuyo papel como vector de
Trypanosoma cruzi (agente etiolégico de la enfermedad de Chagas) ha sido ampliamente demostrado. Muchos de los
aspectos de su biologia aln no se conocen, particularmente aquellos relacionados con las moléculas involucradas en
la eliminacién de patégenos como defensinas y lisozimas. En este trabajo se analiz6 la filogenia y caracteristicas de
una lisozima de M. pallidipennis recientemente registrada en GenBank por nuestro grupo de investigacion. Se encontrd
que dicha molécula pertenece al grupo de las lisozimas tipo-c. Esta es la primera molécula de esta familia descrita en
M. pallidipennis y estd mas emparentada con sus homélogos de T. dimidiata que con los de otras especies de triatomas
de Sudamérica.
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Phylogenetic analysis of a lysozyme from Triatoma (Meccus) pallidipennis,
Chagas disease vector in Mexico

ABSTRACT. Triatoma (Meccus) pallidipennis is an endemic species of Mexico whose role as vector of Trypanosoma
cruzi (etiological agent of Chagas disease) has been well demonstrated. Many aspects of its biology are not yet known,
particularly those related to molecules involved in the elimination of pathogens such as defensins and lysozymes. In
this work, we analyzed the phylogeny and characteristics of a lysozyme of M. pallidipennis recently registered in
GenBank by our research group. It was found that this molecule belongs to the group of type-C lysozymes. This is the
first molecule of this family described in M pallidipennis and is more related to its T. dimidiata counterparts than those
of other triatomine species of South America.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis americana) es un padecimiento causado por el
protozoario Trypanosoma cruzi. Esta parasitosis es un problema de salud relevante en paises de
Ameérica donde se estiman 6-7 millones de infectados y 50, 000 nuevos casos por afio. En la Gltima
década se han reportado casos en Estados Unidos, Europa, Asia y Oceania, debido principalmente
a los inmigrantes latinoamericanos (Schmunis y Yadon, 2010). T. cruzi es transmitido al hombre y
a otros mamiferos a través de las heces de insectos de la familia Triatominae, que al alimentarse
defecan, depositando al parasito que ingresa al organismo a través de mucosas, heridas pre-
existentes o por el sitio de picadura. En México se han reportado més 30 especies de estos vectores,
la mayoria de los cuales se han encontrado naturalmente infectados con este patdgeno (Ramsey et
al., 2015). En la ultima década se ha hecho énfasis en la importancia de tener una mejor
comprension de la fisiologia de los vectores triatominos y su relacion con el entorno, para
interrumpir la transmisién del parasito (de Fuentes-Vicente et al., 2018). Uno de los aspectos que
ha sido abordado es el sistema inmune de estos insectos, cuya posible participacion en la
eliminacién de T. cruzi lo hace muy atractivo para la investigacion biomédica (Mello et al., 1995).
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Una parte importante de dicho sistema inmune lo constituyen moléculas como defensinas y
lisozimas, que actian como péptidos antimicrobianos (Diaz-Garrido et al., 2018).

Las lisozimas son una familia de proteinas ampliamente distribuidas en vertebrados e
invertebrados, incluidos los insectos. En estos Gltimos se ha determinado que se expresan en
diversos tejidos, participan en procesos digestivos y tienen propiedades antimicrobianas (Moraes
et al., 2014). Previamente ha sido reportada la presencia de diversas lisozimas en triatominos
sudamericanos como Rhodnius prolixus, Triatoma brasiliensis y Triatoma infestans (Aradjo et al.,
2006; Kollien et al., 2003; Ursic-Bedoya et al., 2008). Sin embargo, no hay informacién sobre la
presencia o caracteristicas (secuencia de aminoacidos, de nucledtidos, sitio de unién a sustrato,
sitio catalitico de la enzima) de lisozimas de especies mexicanas. Por ello, el objetivo del presente
trabajo fue establecer la filogenia y caracteristicas de una lisozima de Meccus pallidipennis, vector
endémico de México, distribuido en la regidén centro-sur del pais, que ha sido considerada de
importancia médica por estar domiciliada y tener altos porcentajes de infeccion (Vidal-Acosta et
al., 2000).

MATERIALES Y METODO

Secuencias de lisozimas. La secuencia de lisozima de M. pallidipennis fue reportada
recientemente en GenBank por nuestro grupo de trabajo (MH005839). Para el analisis filogenético
se obtuvieron otras secuencias de nucledtidos y aminoacidos de lisozimas de la misma base:
Triatoma infestans (AY253830.1, DQ888712.1), Triatoma brasiliensis (AY692463, AAU04569),
Triatoma (Meccus) pallidipennis (MH005839.1), Triatoma dimidiata (GECL01000142,
JAP05982), Rhodnius prolixus (EU250275.1), Halyomorpha halys (XM_014434963), Cimex
lectularius (XM014388499), Aphis gossypii (KY575341), Acyrthosiphon pisum (XM00194928),
Drosophyla melanogaster (X58382, NM057480), Aedes aegypti (AJ290428), Bombyx mori
(L37416), Anopheles dirus (EU622903), Musca domestica (KY680278), Homo sappiens
(M21119, M19045) y Danio rerio (BC162644). También se obtuvieron secuencias proteicas de
lisozimas especificas tipo-c, tipo-g y tipo-i de Riptortus pedestris (BAN20103), Mythimna
separata (AZJ51072), Manduca sexta (AAB31190), Gallus gallus (AAA48943), Bombyx mori
(AAB40947), Ostrinia furnacalis (ABN54797), Hyalophora cecropia (AAA29190), Spodoptera
exigua (AAP03061), Anguilla japonica (AlZ00423), Danio rerio (NP001002706), Osmerus
mordax (ACO09746), Eisenia andrei (ABC68610), Drosophila melanogaster (AAL49382) y Apis
mellifera (XP393161).

Andlisis filogenético. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos fueron alineadas mediante
el programa Clustal W. El analisis para la identificacion de los sitios de unién a sustrato se realiz6
mediante el software BioEdit (Hall, 1999). Las secuencias alineadas, tanto de nucle6tidos, como
de aminoacidos, fueron empleadas para realizar un analisis de Neighbor joining (NJ) mediante el
software MEGAG®, considerando el modelo de p-distancia con un bootstrap de 10,000 réplicas y
una cobertura del 95% en cada sitio analizado (Tamura et al., 2013). Los arboles filogenéticos
resultantes fueron visualizados mediante Figtree v1.4.3. (Rambaut, 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia de nucleo6tidos reportada para la lisozima de M. pallidipennis en GenBank
(TpalLys) esta conformada por 367 nucleétidos (108 aminoacidos) y fue obtenida a partir del RNA
mensajero del cuerpo graso del insecto. Cuando la secuencia de TpalLys fue comparada con otras
secuencias de lisozimas se observd que TpalLys es muy parecida a su homologa en T. dimidiata,
con la cual comparte un 90 % de identidad a nivel de nucle6tidos y un 85% a nivel de aminoéacidos.
El andlisis filogenético mediante NJ mostr6 que esta molécula se agrupa con las lisozimas

574



Entomologia mexicana, 6. 573-579 (2019)

reportadas para otros triatomas (Figura 1A). Como se esperaba, se observd una alta similitud con
la misma molécula de T. dimidiata, especie distribuida en el centro-sur de México y Centro
Ameérica. Se nota un distanciamiento de las lisozimas reportadas para especies sudamericanas como
T. brasiliensis y T. infestans. Este distanciamiento es mas notorio con triatominos menos
emparentados como R. prolixus. Esta topologia en los arboles filogenéticos ha sido observada con
otros péptidos antimicrobianos como las defensinas del género Triatoma, las cuales se agrupan por
especies afines, separandose de generos como Rhodnius (De Aradjo et al., 2015; Diaz-Garrido et
al., 2018). Una topologia similar fue observada en el filograma obtenido a partir de la secuencia de
aminoéacidos (Figura 1B). A partir de esta filogenia se puede inferir que la TpalLys podria participar
en el control de la infeccion con T. cruzi y en el proceso de digestion, como se ha descrito para
moléculas similares en especies del mismo género (Araujo et al., 2006; Buarque et al., 2013).

Por otra parte, hasta ahora se han descrito 3 tipos principales de lisozimas: tipo-c (mamiferos,
insectos, aves, reptiles, anfibios, peces, aracnidos y crustaceos), tipo-i (anélidos, artrépodos,
equinodermos, moluscos, poriferos) y tipo-g (aves, peces, mamiferos, moluscos) (Callewaert y
Michiels, 2010).
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Figura 1. Filogenia de la lisozima de Meccus pallidipennis. A) Andlisis de nucle6tidos (nts) mediante NJ. B)
Anadlisis de aminoacidos (aa) mediante NJ. La filogenia fue inferida como se describe en materiales y método. El
valor de bootstrap a partir de 10, 000 réplicas es mostrado en los nodos de los brazos. Las distancias genéticas para
el analisis fueron determinadas por el método de p-distance. La escala mostrada representa el nimero de diferencias
por posicidn en la secuencia. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura fueron eliminadas. El analisis
de nts incluyd 19 secuencias y un total de 329 posiciones. El analisis de aa incluyd 18 secuencias y un total de 85
posiciones.

Las lisozimas reportadas para triatominos hasta ahora han sido tipificadas como tipo-c. Sin
embargo, se sabe que esta es una familia con varios miembros y que algunos artrépodos expresan
enzimas de tipo-c y de tipo-i simultaneamente (Callewaert y Michiels, 2010; Paskewits et al.,
2008). Para establecer la naturaleza de TpalLys, se realiz6 un andlisis de NJ comparandola con
secuencias de lisozimas tipo-c, tipo-g vy tipo-i. Se observé que la lisozima de M. pallidipennis se
agrupa con las lisozimas tipo-c (Figura 2). Esta es la primera lisozima de este tipo descrita en esta
especie mexicana, pero no necesariamente la Unica. Se sabe que algunos organismos pueden
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expresar mas de un gen de lisozimas tipo-c (Gao et al., 2012). Por lo que podria haber otros genes
por describir en esta especie. Al analizar detalladamente la secuencia de aminoacidos de TpalLys
y compararla con secuencias de Lisozima tipo-c descritas en otros organismos, se observo que en
esta secuencia parcial estan presentes 6 de las 8 Cisteinas caracteristicas de esta familia de enzimas
(Figura 3). También estan presentes los residuos de acido glutdmico (E) y acido aspartico (D)
caracteristicos del sitio catalitico. Asimismo, se identificd la presencia de los aminoacidos que

participan en la union al sustrato, la mayoria de los cuales son compartidos con la lisozima de
huevo, la molécula mejor caracterizada de toda la familia.
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Figura 2. La lisozima de M. pallidipennis pertence al tipo-c. Se analizé mediante NJ la similitud de la secuencia
de M. pallidipennis con lisozimas de los tres grupos principales. El analisis se realizé como se describe en materiales

y método. Se emplearon 17 secuencias de amino acidos y 59 posiciones. Todos los sitios con menos del 95% de
cobertura fueron eliminados. Caja roja punteada: TpalLys

Previamente se ha propuesto que la actividad enzimatica de la lisozima de huevo se encuentra
en los residuos de acido aspartico y acido glutdmico, pero que la actividad antimicrobial se
encuentra distribuida en otros segmentos de la molécula (Ibrahim et al., 2001a). A este respecto se
ha demostrado que la lisozima tipo-c de gallina cuenta con una region denominada Helix 1
(DITASVNCAKKIV) que tiene actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas como
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
(lbrahim et al., 2001b). Nosotros encontramos que la TpalLys conserva un 84.6% de la secuencia
Helix 1, con dos sustituciones Lys por Leu (hidrofilico por hidrofobico) en las posiciones 93 y 94
(Figura 3). Lo cual sugiere que podria conservar la actividad bactericida descrita para su homologo
en gallina. Asimismo, la TpalLys mantiene (con sustituciones conservativas) siete de los ocho
aminoéacidos del péptido antimicrobiano Frac A (KVFGRCEL) descrito en la lisozima de ave con
propiedades bactericidas (Ibrahim et al., 2005). La similitud observada entre la lisozima de M.
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pallidipennis y la lisozima de huevo de gallina no es rara puesto que previamente se ha descrito
una alta similitud entre las lisozimas de insectos y de vertebrados (Boman y Hultmark, 1987).

5 15 25 | 35 45
MHE@5839 M. pallidipennis EAKIFSRCEL AKELVKHGLP RQDLANWVCL 5GRNTQ IRGGNYDGSY
BAN20103 R. pedestris EGKKFSQCAL VKELLKHGIP KNEMANWICL 5GYNTK ATHRNTDGSI
AZJ51072 M. separata FGKTLSECEL VRELRKHGFP ENQLKDWVCL 5SRRTN VVGPNSDGSH
AAB3119@ M. sexta EAKHFSRCEL VHELRRQGFP ENLMRDWVCL 5SRYTD KVGRNKNGSR
AAB40947 B. mori EAKTFTRCGL VHELRKHGFE ENLMRNWVCL 5SRDTS KTNTNRNGSK
ABN54797 O. furnacalis EAKILKRCDI ARELRSQGFP ESQMRDWVCL BAGNTG KVSPNKNGSK
AAA2919@ H. secropia DAKRFTRCGL VQELRRRGFD ETLMSNWVCL 5GRFTD KIGKNKNGSR
AAP@3861 S. exigua EAKHFTRCGL VQELRRQGFP EDKMRDWVCL 5GRKTD KMGTNKNGSR
AAU@4569 T. brasiliensis  EARVFTRCGL AKELVAHGIP RRDLANWVCL 5GRNTA ARGGNHDGSY
JAP@5982 T. dimidiata EAKIFSRCEL AKELVKHGLP RQDLANWVCL 5GRNTQ IRGGNYDGSY
AAA48943 G. gallus LGKVFGRCEL AAAMKRHGLD NYRLGNWVCA SNFNTQ ATNRNTDGST
“FracA *
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MHO@5839 M. pallidipennis WWCMN-GKPG HDCNVRCEDL RTDDIRASVK CALLIKKRQG WGAWYGHW
BAN20103 R. pedestris YWCNSSGGPG KDCHVTCAAL LSDNINASVQ CAKLIKRRQG WRAWYGH
AZJ51072 M. separata YWCSATDKPG KGCNVRCKDL LLDDISKQAQ CAKTVFGVHG FEAWYGW
AAB3119@ M. sexta YWCSNGSTPG KDCNVKCSDL LIDDITKAST CAKKIYKRHK FQAWYGH
AAB40947 B. mori YWCSKGASPG KDCNVKCSDL LTDDITKAAK CAKKIYKRHR FDAWYGHW
ABN54797 0. furnacalis YWCTRSGPAG KDCHVTCAEV ITDDITKAST CAKKIYKRHG FRAWYGW
AAA2919@ H. secropia YWCSKGSTPG KDCNVTCNQL LTDDISVAAT CAKKIYKRHK FDAWYGHW
AAP@3@61 S. exigua YWCSNTSTPG KDCNVTCAQM LLDDITLASQ CAKKIYKRHK FDAWYGW
AAU@4569 T. brasiliensis  YWCTY-GKPG HVCHVRCEDL RTDDIRASVK CALLIKSRQG WKAWYGW
JAP@5982 T. dimidiata WHCMN-GKPG HDCNVRCEDL RTDDIRASVK CALLIKKRQG WGAWYGH
AAA48943 G. gallus WHCNDGRTPG SLCNIPCSAL LSSDITASVN CAKKIVDGNG MNAWVAW

Helix 1

Figura 3. Caracteristicas de TpalLys tipo-c. Se encontraron 6 de las cisteinas caracteristicas de estas lisozimas
(flechas), asi como los &cidos glutdmico y aspartico (cajas rojas) caracteristicos del sitio catalitico de la enzima.
También se identificaron 7 de los 12 sitios de unidn a sustrato (asteriscos) descritos para la lisozima de huevo
(AAA48943). Los péptidos antimicrobianos Frac A y Helix 1 identificados en la lisozima tipo-c de gallina estan
subrayados.

Por otra parte, las lisozimas tipo-c se subdividen en dos grupos: las de unién a calcio y las que
no se unen a este. Las primeras se caracterizan por la presencia de residuos de aspartico (D) en las
posiciones 101, 106 y 107. Hasta ahora éstas moléculas solo han sido encontradas en algunos
mamiferos, aves y peces, por lo que se han propuesto como un caracter ancestral que se perdio6 en
otros organismos durante el desarrollo evolutivo de las lisozimas convencionales tipo-c (Grobler
et al., 1994; Zhang et al., 2018). La lisozima de M. pallidipennis carece de estos residuos en esas
posiciones, por lo que proponemos que pertenece al grupo de lisozimas tipo-c que no se unen a
calcio.

CONCLUSIONES

Las lisozimas han sido consideradas parte importante de un mecanismo primitivo de defensa en
una gran variedad de organismos, los cuales carecen de un sistema inmunologico tipo vertebrado.
La TpalLys es una lisozima que comparte alta similitud con la misma molécula de T. dimidiata y
otras especies del mismo género. Pertenece al grupo de las lisozimas de tipo-c, de no-unién a calcio,
que conserva varios de los sitios de union a sustrato y las secuencias Frac A y Helix 1 con
propiedades antimicrobianas.
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