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Perfil electroforético de proteinas
presentes en la saliva de
Triatoma dimidiata (Hemiptera:
Reduviidae:Triatominae)

Electrophoretic profile of salivary proteins of Triatoma
dimidiata (Hemiptera: Reduviidae:Triatominae)

Monica Florez', Rocio del Pilar Nifio?, Rodrigo Gonzalo Torres?

Gerardo Mufioz*, Victor Manuel Angulo®
RESUMEN

Introduccién: Los triatominos (Hemiptera: Reduviidae:Triatominae) son insectos hematdfagos que
secretan una saliva rica en proteinas con propiedades anticoagulantes, antihistaminicas, vasodilatadoras y
antiplaquetarias que facilitan su proceso de alimentacion en el huésped vertebrado y favorecen la transmision
a éste de los protozoarios que se desarrollan en sus glandulas salivales. Estas proteinas son caracteristicas
de cada especie de triatomino y pueden ayudar a diferenciar especies, incluso aquellas fenotipicamente
similares. Objetivo: Describir los perfiles electroforéticos de las proteinas salivales de Triatoma dimidiata
encontrados en el intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio en un area endémica en Santander.
Materiales y métodos: Se disectaron las glandulas salivales de insectos adultos de 7' dimidiata de tres
municipios de Santander procedentes de colonias de laboratorio y de campo. Los perfiles de proteinas se
visualizaron realizando una electroforesis de una dimension en geles de poliacrilamida tenidos con azul de
Coomassie. Resultados: Los perfiles electroforéticos de las proteinas presentes en la saliva de 7. dimidiata
muestran hasta 33 bandas en el rango de 23,7 a 228,8 kDa, con una alta concentracion en la region 41 a
99,7 kDa. El indice de polimorfismo para 7. dimidiata fue de 0,9646. Conclusion: El perfil electroforético
de las proteinas salivares de 7. dimidiata mostrd una composicion proteica compleja, donde las bandas
mas prominentes tienen pesos moleculares menores de 45 KDa.-No se pudieron establecer agrupamientos
basados en las regiones geograficas y lugares de captura, a pesar de la gran variabilidad intraespecifica
observada. Sin embargo, se pudieron establecer diferencias claras a nivel de especie entre T dimidiata 'y el
grupo externo utilizado, P. geniculatus. Salud ULS 2009; 41: 121-127
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Introduction: The triatomines (Heteroptera, Reduviidae, Triatominae) are hematophagous insects that secrete saliva rich
in proteins with anticoagulant, antihistamine, vasodilator and platelet inhibitor properties, these facilitate its alimentary
process on the vertebrate host and facilitate transmission of the protozoa carried in the salivary glands of the triatomines.
Such proteins are characteristic of each triatomine species and might help differentiate species, including those
phenotypically similar. Objective: Describe electrophoretic profiles of salivary proteins of Triatoma dimidiata found
inside, around and outside residences in an endemic area of Santander. Materials and methods: Salivary glands from
adult insects of 7. dimidiata from laboratory colonies and field from three municipalities of Santander were dissected.
The protein profiles were viewed in a unidimensional electrophoresis of poliacrilamida gels taken with coomassie blue.
Results: The electrophoretic profiles of proteins present in saliva of 7" dimidiata showed up to 33 bands in the range of
23.7 to 228.8 kDa, with a high concentration in the region 41 to 99.7 kDa. The index of polymorphism to 7. dimidiata
was 0.9646. Conclusion: The electrophorectic profile of salivary protein of 7. dimidiata showed a complex composition,
where the most prominent bands have molecular weights lower than 45 KDa. No grouping could be established based on
geographical regions and capture places, in spite of the great intraespecific variability observed. However, clear differences
between T, dimidiata and the external group were established. Salud ULS 2009; 41: 121-127
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INTRODUCCION

Los triatominos (Heteroptera, Reduviidae, Triatominae)
son insectos hematofagos de un amplio interés médico
debido a que muchas de sus especies son hospederos de
protozoarios hemoflagelados como Trypanosoma cruzi,
lo que los convierte en vectores o potenciales vectores de
la enfermedad de Chagas'. Son conocidas cerca de 144
especies de triatominos, de las cuales 105 se encuentran
en el Nuevo Mundo***. De los 14 géneros descritos,
12 son exclusivos de América*>®. En Colombia, se han
reportado 26 especies de triatominos, los cuales tienen
una amplia distribucion en la mayoria de sus regiones
naturales por debajo de los 2000 msnm’*,

T. dimidiata, es una especie ecléctica que se alimenta
de una gran variedad de hospederos silvestres y
domésticos; y se puede adaptar a una enorme diversidad
de habitats, los cuales incluyen numerosos ecotopos de
tipo selvatico, peridoméstico y doméstico, donde se
ha encontrado colonizando® '*!!. Ademas de que se ha
reportado su presencia urbana en varios lugares, ocupa
una gran diversidad de zonas de vida y ecosistemas, que
incluyen bosques premontanos himedos y muy calidos
hasta bosques htimedos tropicales'!.

La mayoria de insectos hematofagos secretan una saliva
rica en proteinas, la cual, presenta diferentes sustancias
con propiedades anticoagulantes, antihistaminicas,
vasodilatadoras y antiplaquetarias que facilitan su
proceso de alimentacion del huésped vertebrado y a la
vez favorecen la transmision a éste de protozoarios que
se desarrollan en sus glandulas salivales'>!*. En especies
como R. prolixus se han caracterizado 9 proteinas
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salivales, todas con propiedades antihemostaticas'.
Tres son factores anticoagulantes, una es una apirasa
que bloquea la agregacion plaquetaria por hidrdlisis
de ADP, cuatro son nitroforinas con funciones
vasodilatadoras, mediante la liberacion de oxido
nitrico en el tejido del huésped'>'® y uniéon con la
histamina reduciendo asi la irritacion'’, y una proteina
antitrombina llamada rhodniin'*. En otras especies se
han caracterizado factores inhibidores de la agregacion
plaquetariay anticoagulantes'*!#,

La diversidad molecular de la saliva de insectos
hematofagos es un campo que brinda la materia
prima para el descubrimiento de nuevos compuestos
activos utiles en farmacologia; ademas pueden ayudar
a comprender los mecanismos evolutivos de la
adaptacion de los insectos con respecto a sus habitos de
alimentacion' y a distinguir especies incluso aquellas
simpatricas o fenotipicamente similares*?", En
¢éste trabajo se pretendid hacer una contribucion al
conocimiento de las proteinas salivales encontradas en
T. dimidiata, describiendo sus perfiles electroforéticos.

MATERIALES Y METODOS

Insectos

Se tomaron insectos adultos de Triatoma dimidiata
y de Panstrongylus geniculatus, como grupo externo
comparativo, procedentes de tres municipios de Santander
(Cuadro 1), pertenecientes al insectario del Centro de
Investigaciones de Enfermedades Tropicales (CINTROP)
y mantenidos en el laboratorio bajo las mismas condiciones
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de temperatura, 26-28°C, humedad relativa 85-95 %, fotoperiodicidad 12/12 horas, alimentados sobre gallina y con un
periodo de ayuno de 7 dias. De 7. dimidiata se utilizaron 9 individuos capturados en campo mediante busqueda activa
en cuevas de animales silvestres y en una casa abandonada usada como sitio de reposo nocturno de animales domésticos

(peridomicilio modificado) como se especifica en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Origen de las especies de triatominos estudiados y numero de individuos disectados.

N¢ individuos

Especie Origen Lugar de captura .
disectados
Santander — San Joaquin Intradomicilio * 8
Santander — Capitanejo Intradomicilio * 8
T dimidiata Santander — Capitanejo Silvestre * 7
Silvestre ® 2
Santander — Capitanejo . L .
Peridomicilio modificado ® 7
P, geniculatus Santander — Molagavita Intradomicilio * 8

*Colonia de laboratorio *Campo

Obtencién de la saliva y extraccion de proteinas
Se realizo diseccion de las glandulas de 40 individuos
(Cuadro 1). Las glandulas se lavaron en solucion salina
estéril 0,9 % y almacenaron en 40 pl de buffer lisis (Urea
7M, tiourea 2M, tris base 40mM, CHAPS 4 % y PMSF
ImM). Luego se homogenizaron en un sonicador por 8
segundos a 40 % de amplitud y centrifugaron a 10.000
rpm durante 5 minutos para obtener el sobrenadante?.
La concentracion de proteinas totales fue determinada
por el método de Bradford.

Electroforesis (SDS-PAGE)

Los perfiles de proteinas se obtuvieron en geles de
poliacrilamida al 12 % tefiidos con azul de Coomassie®. Los
geles fueron escaneados en un escaner UMAX Powerlook
2100 a color con una resolucion de 16 megapixeles.

Analisis de datos

Las imagenes de cada gel fueron transformadas a una
escala de grises, salvadas en un archivo de formato TIFF
y analizadas usando el programa PhotoCaptMw version
10.01 para Windows. Se calculé el indice de polimorfismo
de proteinas para 7. dimidiata segun el analisis descrito
por Soares et al”. Se elabord una matriz caracter/taxon
basada en la presencia/ausencia de bandas encontradas
en todos los perfiles por lugar y especie para construir un
fenograma usando el método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Analysis)* .

RESULTADOS

La visualizacion de los perfiles electroforéticos de las
proteinas presentes en la saliva de 7. dimidiata muestra
hasta 33 bandas en el rango de 23,7 a 228,8 kDa. Se
observo una alta concentracion de bandas en la region
412a99,7 kDa (46,9%) con un minimo de 8 y un maximo

de 16 bandas por perfil (Figura 1 y Cuadro 2). El indice
de polimorfismo sin tener en cuenta la procedencia para
T dimidiata fue de 0,9646. El indice por origen se
observa en el Cuadro 2.

En el caso de P. geniculatus se observaron hasta 29
bandas con un minimo de 21 y un maximo de 25 en el
mismo rango que para 1. dimidiata. La region con la
mayor concentraciéon de bandas también fue la de 41 a
99,7 kDa (55,1%) con un minimo de 10 y un maximo de
15 bandas por perfil. El indice de polimorfismo para P,
geniculatus fue de 0,8367 (Cuadro 2). De las 38 bandas
obtenidas entre las dos especies, 23 fueron compartidas.
De las 15 no compartidas, 9 fueron exclusivas para 7.
dimidiata y 6 para P. geniculatus (Cuadro 3).

En el fenograma se observa el agrupamiento de los
individuos de T. dimidiata, diferenciandose claramente
de P. geniculatus (Figura 2).

DISCUSION

El perfil electroforético de las proteinas salivares de los
triatominos descritos hasta el momento ha mostrado una
composicion proteica compleja, donde las bandas mas
prominentes tienen pesos moleculares menores de 45 KDa*.
El nimero de bandas identificadas para 7. dimidiata
fue menor que el encontrado por Pineda et al'®, quienes
hallaron hasta 61 bandas en una rango de 10 a 100
kDa. La diferencia posiblemente se deba a que en el
corrido electroforético no se pudieron diferenciar bandas
por debajo de los 23,7 kDa.  En contraste, el nimero
de bandas registrado en este trabajo fue mayor que el
reportado en otras especies como 7. infestans por Pereira
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et al”®, aunque las bandas mas prominentes se localizan en la misma region, por debajo de los 35 kDa. Estas proteinas
posiblemente pertenezcan a la familia de las lipocalinas, como se ha observado en 7. brasiliensis, donde la mayoria de
proteinas salivares tienen pesos moleculares de 18 a 22 kDa?!. Esta familia contiene proteinas salivales que neutralizan
eventos homeostaticos del huésped tales como la coagulacion, vasoconstriccion y agregacion plaquetaria®. Otras
proteinas de bajos pesos moleculares como el pallidipin'®, que tiene propiedades de interferencia de la agregacion
plaquetaria mediada por colageno, o las defensinas, componentes del sistema inmune contra bacterias gram positivas®,
pueden estar presentes en la saliva de 7. dimidiata, pero no se diferenciaron en el corrido electroforético.

1946 —
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116 5=

97 2=
TdCp (Ca)
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A~ Tosd

Tdci

376—

PoMi

202—
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PM TdCs TdSJi-1 TdSJi-2 TdCi-1 TdCi-2 TdCp-1 TdCp-2

Figura 2. Fenograma construido por el método UPGMA
Figura 1. Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de las (Unweighted Pair Group Method Analysis) usando distancias
proteinas salivares de 7. dimidiata (Td): TdCs: Capitanejo, euclidianas, de perfiles electroforéticos de las proteinas
Silvestre. TdSJi-1 y TdSJi-2: San Joaquin, Intradomicilio. salivares de 7. dimidiata: TdCi (Capitanejo, intradomicilio,
TdCi-1 y TdCi-2: Capitanejo, Intradomicilio. TdCp-1 TdCp- colonia), TdSJi (San Joaquin, intradomicilio, colonia), TdCs
2: Capitanejo, peridomicilio modificado. (Co) (Capitanejo, silvestre, colonia), TdCp (Ca) (Capitanejo,
peridomicilio, campo), TdCs (Ca) (Capitanejo, silvestre, campo).
Y P, geniculatus: PgMi (Molagavita, intradomicilio, colonia).

Cuadro 2. Numero de perfiles y bandas encontradas por especie, origen y lugar de captura

¢ indice Bandas
Especie Origen Lugar de captura . . -
Perfiles polimorfismo N° Minimo Maximo

Santander — San Joaquin  Intradomicilio * 5/7 0,8367 31 25 26
Santander — Capitanejo Intradomicilio * 8/8 0,8750 31 25 29
T dimidiata ~ Santander — Capitanejo Silvestre 717 0,8571 31 22 28
Silvestre ® 2/2 0,5000 29 25 25

Santander — Capitanejo Peridomicilio
. 7/7 0,8571 32 20 31

modificado ®

Consolidado 29/31 0,9646 33 20 31
P. geniculatus  Santander — Molagavita Intradomicilio * 5/7 0,8367 29 21 25

*Colonia de laboratorio. "Campo.
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Cuadro 3. Presencia y ausencia de bandas, especificando el peso molecular, de acuerdo a la especie, origen geografico y lugar

de captura
Especie T. dimidiata P. geniculatus
Municipio San Joaquin Capitanejo Molagavita
Habitat .
Banda Silvestre® Intra Peri Silvestre® Silvestre® Intra
(kDa) domicilio® domicilio® domicilio®
228,8 X X
219,6 X X X X X X
207,4 X X X X X X
1977 X
185,1 X
117,7 X X X X X
113,1 X X X X X
107,6 X X X X X X
104,6 X X X X X X
99,7 X X X X X X
95,1 X X X X X X
88,9 X X X X X X
76,8 X X X X X
73,5 X X X X X X
70,6 X
67 X X X X X X
65 X
61,7 X X X X X X
58,7 X X X X X
55,8 X X X X X X
53,6 X X X X X X
48,7 X X X X X X
46,5 X X X X X
44 X X X X X X
43 X
42,7 X X X X X X
41,6 X X
41,1 X X X X X
40 X X X X X
39,5 X X X X X X
38,8 X X X X X
36,9 X X X X X
34,7 X X X X X
31,5 X X X X X
29,5 X X X X X
27,6 X X X X X X
254 X X X X X X
23,7 X X X X X X

2 Colonia de laboratorio. ® Campo. ‘Peridomicilio modificado
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Al igual que en los perfiles obtenidos para P. megistus
por Barbosa et a/*, donde estudiaron la variabilidad
en 20 poblaciones de Brasil, y para T. dimidiata por
Pineda et a/'® en Guatemala, no se pudieron establecer
diferencias claras por area geografica, o por lugar de
captura como lo observaron Ramirez et al’, usando
RAPD, en poblaciones domesticas, peridomésticas
y silvestres de T. dimidiata provenientes de Boavita,
Boyaca, localidad contigua a las poblaciones de
Capitanejo por cerca de 20 Km, a pesar de la gran
variabilidad intraespecifica observada. Bargues et al*’
sugieren que en Colombia las poblaciones silvestres
tienen una alta similaridad genética con las domésticas
porque son formas autoctonas y no introducidas. Se
observan ciertas diferencias entre los perfiles de las
cepas de campo y las de laboratorio posiblemente por
el tipo de alimentacion, como se ha descrito para otros
hemiptera?®. Como se ha demostrado anteriormente?!?2,
se pudieron establecer diferencias entre especies.

El indice de polimorfismo encontrado para 7. dimidiata
es mas alto que el observado para otras especies de
Rhodnius como R. colombiensis® y R. prolixus*?*, entre
otras®. Soares et al*® consideraron que estos indices de
variabilidad genética para las especies de Rhodnius que
estudiaron, pudieron ser reducidos por mecanismos de
deriva génica y efecto fundador, ya que solo utilizaron
insectos provenientes de colonias de laboratorio. A pesar
de esta consideracion la variabilidad encontrada para 7.
dimidiata fue alta, incluso teniendo en cuenta el valor
obtenido seguin su origen. La alta variabilidad genética
de T. dimidiata también se ha evidenciado en poblaciones
de Guatemala usando marcadores moleculares®.

CONCLUSIONES

Este trabajo es una aproximacion al sialoma de T
dimidiata que muestra un gran potencial farmacologico
por laenorme complejidad y variabilidad en las proteinas
presentes en su saliva. Construccion de librerias de
ADNCc y caracterizacion de estas proteinas son estudios
necesarios para profundizar en el conocimiento de la
evolucion de los habitos de alimentacion de los insectos
hematéfagos y en el descubrimiento de compuestos
activos utiles en farmacologia.

Esta técnica se constituye en una herramienta alternativa
de facil aplicacion que puede ser utilizada como
marcador para diferenciar especies y poblaciones de
la misma especie cuando los programas de prevencion
y control vectorial de la enfermedad de Chagas lo
requieran, aunque requiere el uso de individuos vivos.
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