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RESUMEN

En el presente estudio se establecieron las caracteristicas de la actividad proteolitica intestinal,
en insectos de la subfamilia Triatominae, pertenecientes al género Belminus (B. ferroae, B. herreri
y B. corredori). Se determiné que el pH 6ptimo en las tres especies, bajo condiciones de
alimentacion de hematofagia y hemolinfagia es de 5.5, también se observé que de las tres
especies alimentadas con hemolinfa B. ferroae fue quien obtuvo los valores mas altos de actividad
proteolitica medida sobre el sustrato azocaseina a pH 5.5 con una absorbancia de 0393.
Analizando el grupo alimentado con sangre B. corredori fue quien obtuvo la mayor hidrolisis de
azocaseina en pH 5.5 con una DO de 0,0336. En los andlisis de actividad proteolitica posingesta
se concluye que los tiempos de digestion de sangre y hemolinfa son diferentes. En las tres
especies alimentadas con hemolinfa se observa actividad proteolitica a partir del dia 1 posingesta
y el primer pico en el dia 2, por el contrario, cuando las especies son alimentadas con sangre la
hidrélisis de la azocaseina se hace notoria a partir del dia 5 en B. herreri y el primer pico se
observa en el dia 7 tanto en B. herreri como en B. ferroae. Esto sugiere que la hemolinfa es
mucho mas sencilla de digerir por estas tres especies que la sangre. Por otra parte, se establecié
gue las proteasas presentes en el intestino de las tres especies de Belminus en las dos
condiciones de alimentaciéon son proteasas cisteinicas y asparticas, para lo cual se utilizaron
inhibidores especificos como N- Tosil-L-fenilalanil Clorometil cetona (TPCK), Tosil-Lisil-clorometil-
cetona (TLCK), el Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), pepstatin A y Trans-epoxisuccinil-L-
leucilamido-(4-guanidin butano) E-64. Estas enzimas son catalogadas como proteasas acidas
por su mejor accion a pH bajo, lo cual fue coherente con el pH éptimo de accion de la actividad
proteolitica mostrado por estas especies (5.5). Por lo tanto, en este trabajo se reporta por primera
vez en especies del género Belminus la presencia de proteasa cisteinicas y aspartica, resultado
gue coincide con previas caracterizaciones en otras especies de la subfamilia con
comportamiento marcadamente hematéfago. EI conocimiento de algunos procesos fisioldgicos
relacionados con la digestion de estas dos dietas involucradas en la ruta de insectos predadores
a hematofagos o viceversa, sin duda puede aportar en el entendimiento de la evolucion de los
Triatominae. Por otra parte, ademas de actuar las proteasas en procesos vitales como la
digestion, también estan implicadas en el desarrollo de huevos e inmunidad, en la capacidad
vectora de agentes causantes de enfermedades, por esto las proteasas pueden ser un blanco
interesante en el control de vectores.

Palabras clave: Triatominae, Belminus, actividad proteolitica, proteasas, inhibidores, pH.
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1. TITULO

Caracterizacion del perfil de las proteasas intestinales de Belminus hereri, Belminus ferroae y
Belminus corredori (Hemiptera: Triatominae) en condiciones de hemolinfagia y hematofagia.

1.1 Introduccidon

Los triatominos o insectos besadores (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) son insectos
hemimetabdlicos que se alimentan de sangre y se encuentran predominantemente en todo el
continente americano (Brown et al., 2020). Estos insectos tienen gran importancia médica ya que
son el principal vector de la enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis
americana, que es una enfermedad potencialmente mortal causada por el protozoo Trypanosoma
cruzi. Esta enfermedad se encuentra principalmente en 21 paises de América Latina, se estima
que 8 millones de personas estan infectadas en todo el mundo, principalmente en América Latina.
La enfermedad de Chagas es clinicamente curable si el tratamiento se inicia en una etapa
temprana. Por lo tanto, el acceso universal a un diagnéstico y atencion rapida es esencial. Se
estima que mas de 10.000 personas mueren cada afio por manifestaciones clinicas de la
enfermedad de Chagas, y mas de 25 millones de personas corren el riesgo de contraer la
enfermedad. (WHO, 2020).

Hasta la fecha se han descrito 154 especies de triatominos (151 especies vivas y tres fésiles) con
19 géneros y cinco tribus (Oliveira & Alevi, 2017; Dorn et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Lima-
Corddn et al., 2019; Nascimento et al.,, 2019; Poinar, 2019). Las especies pertenecientes al
género Belminus, a diferencia de los demas grupos taxonémicos de Triatominae, parecen estar
mas adaptadas al consumo de fluidos corporales de artropodos, y por consiguiente al empleo de
hemolinfa como fuente de alimentacién. Esto permite abrir un primer interrogante, el cual
cuestiona, si las proteasas presentes en los intestinos de especies de este género son similares
a las presentes en el intestino de las demas especies de Triatominae que son hematofagas. Bien
cabe mencionar que el comportamiento alimentario de los Belminus ha sido utilizado por algunos
autores como evidencia del origen polifilético de la subfamilia (Schofield & Galvao, 2009). Sin
embargo, el origen de los Triatominae adn no ha sido completamente esclarecido, a pesar de los
esfuerzos realizados por los diferentes autores en esclarecer las relaciones filogenéticas del
grupo (Monteiro et al., 2018). El conocimiento de perfil de proteasas en especies de este género
podria aportar elementos en esta discusion. Las proteasas son enzimas hidroliticas y degradan
proteinas en pequefos péptidos y aminoacidos. Las proteasas se encuentran ubicuamente en
plantas, animales y microorganismos (Patel et al., 2020).

De igual manera, el peculiar comportamiento alimentario de estos pequefios triatominos, reviste
particular interés, debido a que estas especies, aunque con una menor frecuencia, pueden
también ejercer la hematofagia. Este amplio rango de alimentacion abre la posibilidad de estudiar
en un mismo sistema biolégico la actividad proteolitica del intestino con distintas dietas (hemolinfa
y sangre), lo cual no ha sido abordado hasta el momento en especie alguna de Triatominae. Un
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estudio demografiee>previo que se enfocd en el andlisis de cohortes ‘de Belminus ferroae
alimentadas con las dos dietas, mostré un menor tiempo de desarrollo desde huevo a adulto,
cuando esta especie fue alimentada con hemolinfa, y mayor cuando fue mantenida con sangre
de roedor (Sandoval et al., 2013). Este resultado permite suponer que la dindmica de la digestién
en la especie puede ser distinta y estar asociada con procesos adaptativos relacionados con la
dieta. De igual manera diferencias en la dinamica de la actividad proteolitica entre especies del
mismo género podrian ocurrir. Es importante recordar que los Triatominae pertenecen a la gran
familia de Reduviidae que alberga insectos predadores (entomoéfagos); el conocimiento de
algunos procesos fisiolégicos relacionados con la digestion de estas dos dietas involucradas en
la ruta de insectos predadores a hematéfagos o viceversa, podria también aportar en el
entendimiento de la evolucién de los Triatominae.

1.2 Preguntade investigacion

¢, Como es el patron y cuales son las proteasas implicadas en la actividad proteolitica del intestino
de tres especies de Belminus en condiciones de hemolinfagia y hematofagia?

1.3 Planteamiento del problema

Hasta el momento se desconocen detalles sobre el proceso de digestion en especies del género
Belminus. Por lo cual, es interesante determinar que proteasas participan en el proceso de
digestion de las proteinas ingeridas, asi como el rango de pH 6ptimo y el efecto de la alimentacion
sobre el tipo de proteasas presentes en el intestino. Observaciones en laboratorio y en campo de
B. peruvianus y B. herreri han indicado una dieta basada en una amplia gama de huéspedes,
incluyendo los artrépodos, reptiles, aves y mamiferos. Por otra parte, el comportamiento de
alimentacion de estas especies es variable e incluye la practica de canibalismo,
cleptohematofagia, hemolinfagia y hematofagia (Herrer et al., 1954, Gaunt & Miles 2000,
Sandoval et al., 2000, 2004). Por esta razon, es valioso aclarar ¢,como es el proceso digestivo?,
y ¢,qué proteasas estan presentes en el intestino de Belminus spp?, mantenidos en el laboratorio
en condiciones de hemolinfagia y hematofagia. Lo anterior nos conduciria a conocer mas el
género Belminus, aportar datos importantes sobre su evolucién y origen y a tener un blanco
perfecto para su control como posible vector de la enfermedad de Chagas.

1.4 Justificacion

Una de las principales caracteristicas bioldégicas de los triatominos es su condicion de
hemato6fagos obligados, lo que implica que dependen de la sangre de vertebrados para completar
su ciclo de vida (Lent & Wygodzinsky, 1979). Sin embargo, un reciente estudio demostré por
primera vez que Belminus ferroae que es una especie de Triatominae, puede concluir con éxito
(mayor capacidad biol6gica), su ciclo de vida a expensa de hemolinfa de cucaracha (Sandoval et
al., 2013). En esa misma especie se también se evidencio, a través de un estudio de la ingesta
sanguinea, y un estudio morfométrico entre los parentales y su progenie, que la dieta de los
“Formando lideres para la construccion de un nuevo pais en paz”
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s@éntro de domicilios principalmente se componia de cucarachas y no de
hospedadores vertebrados (Sandoval et al., 2010, 2015).

A estas observaciones, se suman previos trabajos de campo y de laboratorio en especies como
Belminus peruvianus y Belminus herreri, en donde, se venia sefialando que la dieta de estos
triatominos contenia una amplia gama de hospedadores, entre los cuales se incluyen: artropodos,
reptiles, aves y mamiferos. Aunado a la heterogeneidad de hospedadores, los comportamientos
documentados para estas especies han sido variables, y se ha observado el canibalismo, la
cleptohematofagia, la hemolinfagia y la hematofagia (Herrer et al., 1954, Gaunt & Miles 2000,
Sandoval et al., 2000, 2004). El estudio de la dinamica de la actividad proteolitica en este género
de Triatominae y el perfil de proteasas relacionado con dos fuentes tan disimiles de alimentacion,
puede proporcionar nuevos conocimientos sobre la ecologia evolutiva de los triatominos.

En el Suborden Heterdptera se han descrito tanto proteasas alcalinas como &cidas, involucradas
en la digestion en el intsetino medio, pero con un predominio de las protesas acidas como las
citeinicas y asparticas (Goodchild, 1952; Hori, 1970; Takanona & Hori, 1974; Cohen, 1993;
Houseman, 1978; Houseman & Downe 1982a, 1983; Houseman et al. 1984, Silva & Terra, 1994;
Terra, 1988; Terra & Ferreira, 1994). Los Hemiptera desarrollaron un sistema digestivo basado
en proteasas cisteinicas, con actividad méaxima en condiciones &cidas (Terra et al., 1996; Lopez-
Ordofiez et al., 2001.; Foissac et al., 2002). En el intestino de triatominos se han caracterizado
en mayor medida proteasas acidas como las catepsinas B, L (proteasas cisteinicas) y catepsina
D (proteasa asparartica), pero también se han descrito aminopeptidasas y carboxipeptidasas A,
B (metalocarboxipeptidasas) y carboxipeptidasa D (Carboxipeptidasa serinica), (Garcia & Garcia,
1977; Houseman, 1978; Houseman & Downe, 1980, 1981a, b, 1983a; Lépez-Ordofiez et al., 2001,
Kollien et al., 2004, Waniek et al., 2014). Por lo tanto, el presente estudio se propone determinar
el patrén de la actividad proteolitica en condiciones de hematofagia y hemolinfagia, y comprobar
si el patrén de proteasas intestinales en estas estas especies es similar al de los demas
triatominos en cuanto a la presencia de proteasas cisteinicas y asparticas, a pesar de su distintivo
comportamiento alimentario o si por el contrario contienen en su intestino proteasas serinicas o
metaloproteasas descritas en procesos digestivos de garrapatas y dipteros.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Determinar la actividad proteolitica en el intestino de tres especies de Belminus sp (B. herreri, B.
corredori y B. ferroae) bajo condiciones de hematofagia y hemolinfagia.

1.5.2 Objetivos especificos
Determinar el pH de mayor actividad proteolitica en el intestino de tres especies de Belminus.

Establecer la actividad proteolitica del intestino de tres especies Belminus medida en diferentes
tiempos pos ingesta.

Caracterizar el perfil de proteasas presente en el intestino de tres especies de Belminus
utilizando los inhibidores especificos (E64, TPCK, TLCK, pepstatin A, PMSF y EDTA).
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CAPITULO Il
2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Triatominos

Una de las principales caracteristicas bioldgica de los triatominos es su condicién de hemato6fago
obligado: dependen de la sangre de vertebrados para completar su ciclo de vida (Lent &
Wygodzinsky, 1979). La mayoria de los triatominos pueden alimentarse de sangre de una amplia
variedad de animales vertebrados, tanto salvajes como domésticos. Esta flexibilidad les permite
explorar y explotar diferentes habitats y contribuye a mantener los ciclos de infeccién con T. cruzi
en ambos ecotopos (Gorchakov et al., 2016). El género Belminus pertenece a esta subfamilia y
se compone de ocho especies: Belminus rugulosus (Stal, 1859), Belminus costaricensis (Herrer,
Lent & Wygodzinsky, 1954), Belminus peruvianus (Herrer, Lent & Wygodzinsky, 1954), Belminus
herreri (Lent & Wygodzinsky, 1979), Belminus pittieri (Osuna & Ayala, 1993), Belminus laportei
(Lent, Jurberg & Carcavallo, 1995), Belminus corredori (Galvdo & Angulo, 2006) y Belminus
ferroae (Sandoval et al., 2007). El area de distribucion geografica de estas especies incluye los
territorios de México, Costa Rica, Panama, Colombia, Venezuela, Pert y Brasil (Sandoval et al.,
2007).

A excepcion de algunas especies pertenecientes al género Belminus (figura 1), todos los
miembros de Triatominae son hemat6fagos que viven en asociacion con sus hospedadores
vertebrados, bien sea en habitats silvestres como palmas, nidos de aves, madrigueras de
roedores, cuevas, o en el habitat doméstico y peridoméstico (Lent & Wygodzinsky 1979; Sandoval
et al., 2013). Algunas especies ocupan diversos ecotopos Yy se alimentan de diferentes
hospedadores (Carcavallo et al., 1998), estudios de campo y de laboratorio han demostrado que
el género Belminus se puede alimentar de artropodos, reptiles, aves y mamiferos con
comportamientos tan variados como canibalismo, cleptohematofagia, hemolinfagia y hematofagia
(Herrer et al., 1954, Gaunt & Miles 2000, Sandoval et al., 2000, 2004), especificamente B. ferroae
parece estar mas adaptado a alimentarse de hemolinfa debido a que su ciclo de vida presento
mejores parametros reproductivos comparado con ingesta de sangre y predacién de otro
triatomino, ademas andlisis de su contenido intestinal en especimenes colectados en domicilios
demuestran su predileccion por la hemolinfa de cucaracha (Sandoval et al., 2010, 2013), No
obstante, especializaciones por huésped pueden ser observadas en otras especies de
Triatominae, tal como ocurre en el género Psammolestes cuyos miembros estan asociados a
aves de la familia Furnariidae o Triatoma delpontei (Romafia & Abalos) que esta asociada a la
especie de loros psitacidos Myiopsitta monachus (Boddaert) (Salvatella et al., 1993). Otros
ejemplos son Triatoma rubrofasciata (De Geer) y Cavernicola pilosa (Barber), especies gque se
alimentan preferentemente de roedores y murciélagos respectivamente (Lent & Wygodzinsky,
1979; Noireau & Dujardin, 2010).

El género Belminus es considerado de habito selvatico y se encuentra principalmente en
asociacion con bromelias, corteza de arboles y arboles huecos. También se encuentra asociado
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a madrigueras dezmamiferos (zariglieyas) y reptiles; mientras que es raro encontrarlos en
domicilios o peridomicilios del habitat humano (Lent & Wygodzinsky, 1979; Gaunt & Miles, 2000).
Sin embargo, casos de domiciliacion en Pert y Colombia se han reportado (Herrer, 1955;
Sandoval et al., 2010).

En la literatura, no existen estudios previos a cerca de la actividad proteolitica en el intestino de
especies del género Belminus, y es fundamental conocer este aspecto de la digestién para
aportar elementos sobre el proceso adaptativo de estas especies a sus hospedadores. Esta
informacién puede ser importante para un efectivo control de los insectos y ademas proporcionar
nuevos datos sobre la ecologia evolutiva de los triatominos.

e

Figura 1. Especies del género Belminus en su etapa adulta. (a). B. rugulosus, (b). B.
costaricensis, (c). B. peruvianus, (d). B. herreri, (). B. pittieri, (f). B. laportei, (g). B. corredori,
(h). B. ferroae. Fuente: (Sandoval et al., 2007).

m “Formando lideres para la construccioén de un nuevo pais en paz”
TQNet Universidad de Pamplona

Pamplona - Norte de Santander - Colombia 12
Tels: (7) 5685303 - 5685304 - 5685305 - Fax: 5682750

SC-CER96940




ACREDITACION INSTITUCIONAL
.o

y ;

{ wwellre opledie,

Y}
Fvasrzaiwes...]

Belminus ferroae, Belminus herreri, Belminus corredori

Reino Animalia
Filo Artrépoda
Clase Insecta
Orden Hemiptera
suborden Heterdptera
Infraorden Cimicomorfa
Superfamilia Reduvioidea
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
Género Belminus

Fuente: Elaboracion propia.

2.2 Sangre

La sangre es un tipo de tejido conjuntivo especializado, esta compuesta por el plasma y las células
sanguineas donde encontramos glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas. El plasma es la
parte liquida de la sangre y se encuentra formada por aproximadamente 80% de agua, 15-20%
de proteinas y 1% de sales, gases disueltos, glucosa, entre otros componentes. La albumina
(60% de las proteinas del plasma), es la proteina mas importante del plasma, es producida por
el higado, su funcion es mantener la presion coloidosmética del plasma, es decir mantener el
liguido dentro de los vasos sanguineos, otra funcion es transportar sustancias a través del
organismo, incluso de medicamentos para su distribucion en diferentes érganos. Las globulinas
(36% de proteinas del plasma), también son producidas por el higado, excepto las g que son los
anticuerpos, que son producidas por las células plasmaticas, las globulinas a y b se encargan del
transporte de iones metalicos, vitaminas liposolubles y lipidos unidos a proteinas, otras proteinas
presentes en el plasma son los factores de coagulacién, las proteinas de complemento y las
lipoproteinas. (Gonzalez, 2010).

Se han realizado varios ensayos para determinar la composicién de la sangre, donde la mayoria
de constituyentes son razonablemente uniformes para los huéspedes animales de insectos, las
proteinas son lejos el mayor nutriente de la sangre (Lehane, 2005), se ha reportado un porcentaje
de agua del 80 en humanos, 81 en vacas y 87 en gallinas, también se establecié la cantidad de
proteina presente con un 20 % en humanos, los carbohidratos son mucho mas escasos con un
hallazgo de 0,088 % en el hombre, 0,046% en vacas y 0.17% en gallinas, los lipidos también se
encuentran en baja proporcién con un 0,652% encontrado en el hombre (Albrinton, 1952; Almant
& Dittmer, 1971).
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2.3 Hemolinfatas

La hemolinfa circula alrededor del cuerpo de los insectos, bafiando directamente los tejidos,
consiste en fluido plasmético en el cual las células conocidas como hemocitos estan suspendidas.
El plasma tiene la funcion de mantenimiento de los tejidos en todo el cuerpo y contiene muchos
guimicos (Chapman, 1998). La hemolinfa ha sido reconocida durante mucho tiempo como un
mediador clave de la homeostasis nutricional e inmunolégica en los insectos, con el entendimiento
tacito de que la hemolinfa es un ambiente hostil para los microorganismos, y microbiolégicamente
estéril en insectos sanos (Blow & Douglas, 2019). Los principales componentes de la hemolinfa
son agua, constituyentes inorganicos, carbohidratos, lipidos, aminoacidos y proteinas.

La hemolinfa tiene un 90% de agua y un 10% de solidos (Buck, 1953). Este gran porcentaje de
agua se debe a que una importante funcion de la hemolinfa es ser un reservorio de agua para
sostener los niveles de agua en los tejidos, por ejemplo, en Onymachus el agua de los tejidos no
cambia como consecuencia de la desecacion, aunque el volumen de hemolinfa caiga
drasticamente. (Chapman, 1998).

El componente inorganico mas abundante en la hemolinfa es el anion cloruro, esta presente en
grandes concentraciones en Apterygota y hemimetabolos, pero es bajo en holometabolos, otros
aniones inorganicos presentes en la hemolinfa son el carbonato y el fosfato. El catibn mas
abundante es el sodio, aunque su cantidad varia de acuerdo a la filogenia del insecto y su dieta.
Muchos insectos fit6fagos tienen altas concentraciones de potasio y magnesio y bajas
concentraciones de sodio comparados con otros insectos que tienen otros hébitos alimenticios.
En hemiptera se han reportado 139 y 9 miliequivalentes/L para sodio y potasio respectivamente.

El principal carbohidrato en la hemolinfa de la gran mayoria de insectos es la trehalosa, en
concentraciones de 4-20 mg /ml, en R. americana se determind una concentracion de 140 mg/100
ml; la glucosa también esta presente en la hemolinfa en concentraciones menores a la trehalosa,
pero altos niveles se han reportado en Apis y Phormia, en Bombyx mori se encontré un maximo
de glucosa de 5.2 mg/ 100 ml; en R. americana se reportaron 201 mg/100 ml de carbohidratos
totales, en B. mori se establecié una maxima concentracion de carbohidratos totales de 650 mg/
100 ml (Wyatt, 1961; Florkin & Jeuniaux, 1964, Terra et al., 1974; Chapman, 1998).

La concentracion de lipidos en la hemolinfa generalmente varia entre 1 a 5 mg /ml pero valores
cercanos a 15 mg/ ml son alcanzados en insectos como Lacusta y Manduca, quienes usan estos
lipidos como combustible durante el vuelo, en R. americana se reportaron niveles de 520 mg/100
ml muy similar al encontrado en la hemolinfa de otras larvas de insectos (Buck, 1953; Wyatt,
1961; Terra et al. 1974; Chapman, 1998).

La hemolinfa de insectos contiene muchas proteinas con variedad de funciones. Los niveles de
proteina en la hemolinfa insectos varian de acuerdo a la etapa de desarrollo y a la especie, pero
picos de concentracién de proteinas se han encontrado en etapas larvales de Lepidoptera y
Diptera pudiendo alcanzar 100 y 200 mg/ml respectivamente (Chapman, 1998) otros ejemplos
son los reportados en B. mori donde el maximo nivel de proteina reportado fue de 5.3 % para un
guinto estadio tardio, muy diferente al 1,2 % reportado para un tercer estadio temprano (Wyatt et
al., 1956) y en R. americana se determind un nivel de proteina de 6.9% en una larva madura
(Terra et al.,1974). Las proteinas usualmente son clasificadas de acuerdo a su funcién, de
acuerdo a esta clasificacion tenemos proteinas de almacenamiento, transportadoras de lipidos,
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de proteasas. Las proteinas de almacenamiento han'sido estudiadas en
Lepidoptera y Dlptera, estas proteinas tienen seis subunidades y por esta razén son llamadas
hexamerinas, las proteinas transportadoras de lipidos como su nombre lo indica transportan
lipidos debido a que estos son insolubles en agua, entonces son transportados a través de la
hemolinfa envueltos en combinacion con proteinas en forma de lipoproteinas, en insectos las
lipoproteinas tienen una clasificacion muy sencilla y son llamadas lipoforinas, los mayores
componetes lipidicos de las lipoforinas son los diacilgliceroles y los fosfolipidos. Se han reportado
varias enzimas presentes en la hemolinfa entre ellas la trehalasa reportada en Periplaneta,
Lacusta y Phormia, su funcién probablemente es regular los niveles de trehalosa en la hemolinfa,
la fenoloxidasa fue reportada en Bombyx y es catalogada como una proenzima, la cual es
activada por péptidos de enzimas mediante una serie de reacciones enzimaticas, otra enzima
reportada son las esterasas y una de sus funciones es regular los niveles de hormonas juveniles.
Los inhibidores de proteasas estan presentes por lo menos en algunos insectos, su funcién mas
aceptada es la regulacién de las enzimas de la hemolinfa, por ejemplo, en Manduca los
inhibidores de proteasas son conocidos por inhibir la activacion de la proenzima fenoloxidasa
(Chapman, 1998).

El plasma de la hemolinfa se caracteriza por tener altos niveles de aminoacidos libres, en
endopterigotes es mayor a 6 mg/ml pero es menor en exopterigotes a los cuales pertenecen los
hemipteros. La concentracion de aminoacidos en la hemolinfa de insectos puede cambiar en las
diferentes etapas del ciclo de vida, esta concentracion probablemente se incrementa en muchos
insectos después de la alimentacion, en Locusta, la concentracion retorna a sus niveles normales
después de una hora, pero en Rhodnius alimentado una vez en cada etapa de desarrollos los
niveles de aminoacidos permanecen constantes en el periodo de muda, esto parece ser por la
lenta y continua digestion de la sangre ingerida (Chapman, 1998).

2.4 Proteasas

Las proteasas denominadas también como peptidasas, enzimas proteoliticas, péptido hidrolasas
0 proteinasas, agrupan un conjunto de enzimas estructural y funcionalmente diversas. Estas
enzimas tienen la habilidad comin de catalizar la escisiobn de los enlaces peptidicos e
isopeptidicos de proteinas y fragmentos de proteinas en proceso denominado protedlisis
(Rawlings et al., 1998). Las proteasas se pueden clasificar en endopeptidasas o exopeptidasas
en funcién de la localizacion del sitio de catdlisis del enlace peptidico en la propia proteina.
Endopeptidasas son aquellas proteasas capaces de hidrolizar a nivel de proteinas enlaces
peptidicos internos. Las exopeptidasas a su vez se clasifican en aminopeptidasas, cuando la
hidrolisis del enlace peptidico ocurre en el extremo amino terminal, o en carboxipeptidasas
cuando se produce en el extremo carboxilo terminal (van der Hoorn, 2008; Vaseva et al., 2012).
Las cinco familias principales de proteasas son serinicas (S), cisteinicas (C), treoninicas (T),
asparticas (A) y metalo- (M) (Deu et al., 2012). Quien establece la clasificacién y nomenclatura
de las proteasas es el Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Bioguimica y Biologia
Molecular (NC-IUBMB).
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y homenclatura de proteasas segun el Comité de Nomenclatura de

la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB).

Sitio de accidén en la

Codigo sub-sub clase

cadena polipeptidica

(NC-IUBMB)

Exopeptidasa EC34.11 Aminopeptidasas
Exopeptidasa EC 3.4.13 Dipeptidasas
Exopeptidasa EC 3.4.14 Dipeptidil-peptidasas y
tripeptidil-peptidasas
Exopeptidasa EC 3.4.15 Peptidil-dipeptidasas
Exopeptidasa EC 3.4.16 Serin-carboxidasas
Exopeptidasa EC 3.4.17 Metalo-carboxidasas
Exopeptidasa EC 3.4.18 Cistein-carboxipeptidasas
Exopeptidasa EC 3.4.19 Omega peptidasas
Endopeptidasa EC 34.21 Serin-endopeptidasas
Endopeptidasa EC 3.4.22 Cistein-endopeptidasas
Endopeptidasa EC 3.4.23 Aspartico-endopeptidasas
Endopeptidasa EC 3.4.24 Metalo-endopeptidasas
Endopeptidasa EC 3.4.25 Treonin-endopeptidasas
Endopeptidasa EC 3.4.99 Mecanismo desconocido

https://www.gmul.ac.uk/sbcs/iubmb/enzyme/EC34/ (NC-IUBMB, 2020).

2.4.1 Endopeptidasas

Las principales endopeptidasas en la mayoria de los insectos son las proteasas serinicas, donde
encontramos las proteasas tipo tripsina y quimotripsina, que tienen serina en su sitio activo. La
tripsina rompe las uniones peptidicas que involucra los grupos carboxilos residuales de arginina
y lisina. La quimotripsina es menos especifica, rompiendo uniones que involucran el grupo
carboxilo preferiblemente de la tirosina, fenilalanina y el triptéfano, y mas lentamente uniones que
involucran a otros aminocidos residuales. Usualmente ambos tipos de enzimas estan presentes
en muchos insectos que poseen proteasas serinicas. Sin embargo, en la mayoria de Coledptera
y succionadores de sangre pertenecientes al Orden Hemiptera, la mayoria de endopeptidasas
tienen en su sitio activo cisteina o acido aspartico y ellas son llamadas catepsinas (Murdock et
al., 1987). Otro grupo de endopeptidasas son las metaloproteinasas que estan presentes en todos
los reinos de organismos vivos; son ubicuos y estdn ampliamente involucrados en la regulacion
del metabolismo a través de su capacidad de degradar ampliamente las proteinas o de hidrolizar
selectivamente enlaces peptidicos especificos, aunque no han sido descritos adn en triatominos.
Deben someterse a un control espacial y temporal estricto para evitar que este vasto potencial se
vuelva destructivo. Estas enzimas dependen principalmente del zinc y la mayoria de ellas,
llamadas zincinas, poseen una secuencia consenso corta, HEXXH, con las dos histidinas
actuando como ligandos del zinc catalitico y el glutamato como base general. Una subclase de
las zincinas se caracteriza por un motivo alargado C-terminal, HEXXHXXGXXH / D, con una
glicina adicional estrictamente conservada y una tercera histidina o aspartato de unién a zinc
(Gomis, 2003).
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2.42 Exopeptid

Las exopeptidasas se dividen en dos categorias: carboxipeptidasas que atacan péptidos con
terminal -COOH y aminopeptidasas que atacan la cadena terminal -NH2. (Chapman, 1998).

Carboxipeptidasas

Las carboxipeptidasas hidrolizan residuos individuales del extremo C-terminal de los péptidos o
proteinas, y se clasifican de acuerdo con su mecanismo catalitico (NC-IUBMB, 2020). Las
carboxipeptidasas serinicas, incluidas las carboxipeptidasas C y D contienen una triada catalitica
compuesta de residuos Ser, Asp y His y estan afectadas por inhibidores TLCK (N-a-tosyl-L-lysine
chloromethyl ketone o N-a-tosil-L-lisina clorometilcetona) o PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl
Fluoride o Fluoruro de fenil metil sulfonilo). Carboxipeptidasas Cisteinicas incluye sélo la
catepsina X que es inhibida por E-64, leupeptina y antipaina, como miembro de la familia de las
proteasas de papaina, es posiblemente activada por agentes reductores como el ditiotreitol (TDT)
0 beta-mercaptoetanol e inactivado por el acido yodo acético (IAA) o tetrationato. Las
metalocarboxipeptidasas, incluidas las carboxipeptidasas A y B y otras, poseen un ion zinc en su
region catalitica y, por lo tanto, su actividad es inhibida por el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) u otros agentes quelantes (Rawlings et al. 2010). Las carboxipeptidasas también
muestran diferentes especificidades de sustrato, especialmente en relaciéon con el residuo en el
extremo C-terminal del sustrato P1° numeracion de Schechter y Berger, 1967. Las
carboxipeptidasas A y C prefieren péptidos con residuos hidréfobos (como Phe o Tyr) en P1’' y
carboxipeptidasas B y D prefieren sustratos con residuos basicos (Arg o Lys), en esta posicion
Catepsina X tiene amplia especificidad de sustrato, pero carece de accién sobre la prolina C-
terminal. (Waniek et al., 2014).

Las carboxipeptidasas que participan en el proceso de digestidn descrito en los insectos son
principalmente  metalocarboxipeptidasas, caracterizadas con frecuencia como la
carboxipeptidasa A. Hay algunos ejemplos de enzimas carboxipeptidasa del tipo B, pero parecen
ser menos activos y no esta bien descrito (Terra & Ferreira, 1994, 2005). En triatominos, las
enzimas digestivas de R. prolixus (Garcia & Guimaraes, 1979; Houseman & Downe, 1981a, 1983)
y T. p. pallidipennis (Houseman & Downe, 1981b) fueron parcialmente caracterizadas y
clasificadas inicialmente como carboxipeptidasa A o B. Terra y Ferreira (1994) consideran estas
enzimas como carboxipeptidasas cisteinicas, ya que fueron activados por TDT, inhibida por IAA
y no afectado por EDTA.

Aminopeptidasas

Las aminopeptidasas pertenecen a la familia de las exoproteasas, que pueden catalizar la division
del enlace peptidico que conecta el aminoacido N-terminal con el penultimo residuo en una
proteina. Las aminopeptidasas catalizan el proceso de eliminacién de los aminoacidos N-terminal
de los sustratos objetivo mediante la escision secuencial de un residuo de aminoacido a la vez.
Las aminopeptidasas se usan ampliamente para la sintesis de biopéptidos y aminoéacidos. Estas
enzimas son capaces de hidrolizar compuestos organofosforados, por lo que tienen importancia
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(Nandan & Madhavan, 2020). Ejemplos de aminopepdidasas son
aminopeptidasa leucilica, tripeptidica, aspartilica, B, Y, S, y E (NC-IUBMB, 2020).

2.4.3 Proteasas en la digestion de insectos del orden Hemiptera

Diversas proteasas estan involucradas en la digestién de proteinas sanguineas como un medio
para obtener la energia necesaria para los procesos bioldgicos vitales, garantizando la
supervivencia, el desarrollo biologico y la reproduccién de los artropodos hematofagos (Sojka et
al., 2013).

La digestion de proteinas en insectos incluye endopeptidasas que atacan los enlaces peptidicos
en la molécula de proteina y exopeptidasas que remueven el aminoacido terminal de la molécula.
Dentro de esta categoria general, las enzimas son clasificadas de acuerdo a la naturaleza de su
sitio activo y al sitio donde ellas rompen la molécula de proteina (Chapman, 1998).

Otra forma de clasificar las proteasas es de acuerdo al pH 6ptimo de accion, de esta manera se
clasifican en &cidas y alcalinas. Dentro de las proteasas acidas encontramos las proteasas
cisteinicas (catepsina B) y asparticas (catepsina D) y dentro de las proteasas alcalinas las
serinicas (tripsina y quimotripsina).

Tanto proteasas alcalinas (Goodchild, 1952; Hori, 1970; Takanona & Hori, 1974; Cohen, 1993)
como proteasas acidas (Houseman, 1978; Houseman & Downe 1982a, 1983; Houseman et al.,
1984; Silva & Terra, 1994; Terra, 1988; Cohen, 1993), se han detectado en el intestino medio de
los insectos del Suborden Heteroptera. Sin embargo, se considera que en este grupo las
proteasas cisteinicas y asparticas estan presentes con mayor frecuencia (Terra & Ferreira, 1994).

La evidencia que apoya el predominio de las proteasas acidas incluye la naturaleza acida de los
intestinos de insectos dentro de los heteropteros (Terra & Ferreira, 1994), que es mas adecuado
para proteasas cisteinicas y asparticas que para las proteasas serinicas (Colebatch et al., 2001).
Ademas, la actividad de la proteasa cisteinica, caracterizada como catepsina B, se ha observado
en los intestinos de los insectos pertenecientes a cuatro familias Heteroptera (Houseman, 1978;
Houseman & Downe, 1982b; Houseman et al.,, 1984, 1985), y proteasas asparticas,
caracterizadas como catepsina D, se han encontrado en los intestinos de los insectos de siete
familias Heteréptera (Houseman & Downe 1982a, 1983).

El predominio de las proteasas acidas en los intestinos de insectos dentro del Suborden
Heterdptera contrasta con las proteasas serinicas, por lo general similares a la tripsina, que se
encuentra en los intestinos de la mayoria de los otros grupos de insectos. Como una explicacion,
se ha propuesto que los hemipteros ancestrales perdieron la actividad de las proteasas serinicas
en el intestino, debido a los bajos niveles de proteina en la dieta de los fitéfagos (Houseman &
Downe, 1983). A partir de estos ancestros surgieron los Heterdptera, que eran principalmente
predadores (Goodchild, 1966; Cobben, 1978). Houseman y Downe (1983) sugieren que, al
regresar a una dieta predadora, alta en proteinas, los heter6pteros se adaptaron mediante la
secrecion previa de proteasas lisosomales en el intestino medio para completar la digestion de
proteinas.
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Las adaptacioneszeé”los ‘insectos hemipteros hematéfagos exhiben una fisiologia digestiva
diferente de las de otras 6rdenes de insectos hematéfagos. A diferencia de dipteros y anopluros
(piojos), la digestion de la sangre en triatominos se produce en el transcurso de varios dias
(Lehane, 1991). Los mosquitos y piojos poseen proteasas serinicas, mientras los triatominos
utilizan las proteasas cisteinicas y asparticas (Lehane, 1994). El valor de pH del lumen del
intestino medio de los mosquitos y piojos es alcalino; el lumen del intestino medio de los
triatominos suele ser &cido (Schaub, 2009).

Las proteasas acidas como la catepsina B, L y D, carboxipeptidasas A y B
(metalocarboxipeptidasas), carboxipeptidas D (carboxipeptidasa serinica), carboxipeptidasas
lisosomales (catepsina X o catepsina B,) y aminopeptidasas se han caracterizado en el intestino
delgado de R. prolixus, Triatoma pallidipennis y T. infestans por técnicas bioquimicas, utilizando
sustratos sintéticos e inhibidores especificos y por secuenciaciéon de cDNA (Garcia & Garcia,
1977; Houseman, 1978; Houseman & Downe, 1980, 1981a, b, 1983a; Terra y Ferreira, 1994,
2005 Kaollien et al., 2004, Waniek et al., 2012, 2014).

Los insectos del Orden Hemiptera desarrollaron un sistema digestivo basado en proteasas
cisteinicas, con actividad maxima en condiciones acidas (Terra et al., 1996; Lopez-Ordofiez et
al., 2001.; Foissac et al., 2002). Los Reduviidae evolucionaron a partir de hemipteros chupadores
de plantas. Probablemente, durante el proceso adaptativo perdieron la capacidad de sintetizar
proteasas como la tripsina en el intestino medio. Es ampliamente conocido que, durante la
digestion, en el intestino de los triatominos se activan principalmente proteasas acidas como la
catepsinas (Garcia & Garcia, 1977; Schofield, 1996). Sin embargo, en otros érganos, por ejemplo,
las glandulas salivales, los triatominos sintetizan proteasas serinicas alcalinas (Amino et al., 2001;
Meiser et al., 2010).

2.5 Intestino y digestion de la sangre en triatominos
2.5.1 Tracto intestinal y valores de pH

El tracto intestinal de los triatominos es un tubo relativamente simple y no contiene diverticulos
como otros insectos. El intestino anterior en la cabeza y el térax se modifica como una fuerte
bomba cibarial y faringea, responsable de la ingestion de sangre y la liberacion de saliva, y
termina en el eséfago (Wenk et al., 2010). El intestino anterior esta cubierto por una cuticula, de
este modo, el intestino medio se separa claramente, comenzando con un cardia corto, seguido
de un estomago fuertemente distensible y el intestino delgado. Una regién central estrecha
subdivide el intestino delgado en el intestino delgado anterior, medio y posterior. En el borde del
intestino posterior, en una region corta del piloro / ileon, terminan los tdbulos de Malpighian. La
mayor parte del intestino posterior forrado con cuticula es el recto en forma de saco (Balczun et
al., 2012b). (Figura 2).
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Figura 2. Regiones del tracto digestivo de triatominos. Escala ---- 2mm. (Kollien & Schaub
2000).

La digestion de la sangre en triatominos es excepcional ya que usan proteasas similares a
catepsinas activas a un pH acido (Lehane, 1991), y en una caracterizacion de catepsina D, la
hidrolisis maxima de hemoglobina ocurrié a pH 2.8 (Houseman y Downe 1982a). Sin embargo, al
usar soluciones indicadoras universales, el estbmago y el intestino delgado de R. prolixus poseian
variaciones dependientes de la alimentacion entre pH 5.5 y 7.4 (Balczun et al., 2012b). En las
ninfas de T. brasiliensis de quinto estadio no alimentadas, el valor del pH del estbmago y el
intestino delgado era de aproximadamente 7 y 5,5, respectivamente, con un limite agudo entre
los diferentes tejidos (Waniek et al., 2012). Usando microelectrodos, el valor de pH en la luz de
T. brasiliensis fue de 7.16 a las 2 h después de la alimentacion de sangre y permanecié a este
nivel durante 24 h (7.02) (Barros et al., 2009). En una investigacion mas exhaustiva, los valores
de pH del estbmago y las tres secciones morfoldégicamente distinguibles del intestino delgado de
Triatoma infestans se determinaron por separado mediante microelectrodos hasta 20 dias
después de la alimentacion. En las ninfas de quinto estadio no alimentadas, los valores de pH
fueron aproximadamente 6.3 para el estbmago y la regién posterior del intestino delgado y 6.7 y
6.6 para la region anterior y media del intestino delgado, respectivamente (Balczun et al., 2012a).
Inmediatamente después de la alimentacion, el valor del pH del estbmago aumenté hasta pH 7,4,
probablemente debido a la sangre ingerida, y alcanz6 su valor inicial, 1 dia después de la
alimentacion. Los contenidos del estdbmago y las diferentes regiones del intestino delgado se
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acidificaron contidua#iente hasta 8 y 10 dias después de la alimentacion, alcanzando valores
minimos de aproximadamente pH 5.2. Después de 15 dias después de la alimentacion, los
valores de pH del estdmago y el contenido del intestino delgado aumentaron, pero a los 20 dias
después de la alimentacion, estaban considerablemente por debajo de los valores de los insectos
no alimentados (Balczun et al., 2012b). Por otra parte, un hallazgo que demuestra la importancia
de conocer el intestino de los triatominos y sus componentes es la presencia de quitina en
intestino de R. prolixus, que tiene la funcion de proteger el intestino del insecto frente al dafio
mecanico y de patdgenos, esta quitina esta presente en PMM (membrana perimicrovillar), esta
membrana juega un rol en la interaccién entre T. cruzi y el epitelio intestinal, que facilita la
replicacion de los protozoos. Cuando la PMM es atacada y modificada por drogas u hormonas,
el desarrollo de los protozoarios es inhibido. La presencia de quitina en el intestino medio de R.
prolixus pueden sugerir un blanco para controlar los vectores de la enfermedad de Chagas
(Burgos et al.,1989; Gonzalez et al., 1998; Gonzalez et al., 1999; Isola et al., 1986, 1981; Kollien
et al., 1998, Nogueira et al., 1997, Alvarenga et al., 2015).

2.5.2 Digestion de la sangre en triatominos y su interaccion con T. cruzi

En habitats domésticos o peridomésticos, los triatominos pueden alimentarse de perros, gallinas,
gatos y humanos (Castillo et al., 2015) e incluso de otros insectos (Sandoval et al., 2004). Sin
embargo, la preferencia por un recurso especifico puede influir en la dinamica de la enfermedad
de Chagas vy la interaccion con T. cruzi. En este sentido, los ciclos de transmision de T. cruzi
podrian depender del tipo de fuente de alimentacion (Jansen et al., 2017). Por ejemplo, la
prevalencia de la enfermedad de Chagas cae en sitios donde los insectos se alimentan solo de
sangre de aves (Quintal & Polanco, 1977; Christensen et al., 1988). En un estudio de laboratorio
se estim6 que T. cruzi no era tan letal para ratones, cuando el vector Triatoma dimidiata Latreille
era alimentado con sangre de ave. (Calderon et al. 2003). Esto sugiere que en los triatominos
con comportamiento ornitofilico, esta fuente de ingesta podria regular la virulencia del protozoo
(De fuentes-Vicente, et al., 2018), pero cabe aclarar que la sangre de ave no detiene la
proliferacién de T. cruzi en el tracto digestivo de los triatominos, pero si puede reducir en gran
medida la prevalencia de la enfermedad de Chagas en humanos (Calderén et al., 2003).

Inmediatamente después de la ingestion, la sangre es concentrada mediante la extraccién de
iones y agua (Schaub, 2008). Los principales ingredientes de la sangre como fuente de alimento
son las proteinas derivadas del plasma y de los eritrocitos. Las proteinas de la sangre pasan al
estbmago de las triatominos esencialmente sin digerir, mientras que las glucosidasas, las
fosfatasas alcalinas y 4acidas, las sialidasas, las lipasas y las amilasas (derivadas de los
simbiontes) actlan sobre sus respectivas moléculas diana en la sangre (Schaub et al., 2011).
Solo se encontré una ligera actividad de aminopeptidasa en el estbmago que es mucho mas débil
en el intestino delgado (Kollien & Schaub, 2000). Al igual que en el estbmago, también las
glucosidasas, las fosfatasas alcalinas y &cidas, las lipasas y las amilasas (derivadas de
simbiontes) estan activas en el intestino delgado (Balczun et al., 2012b). (Tabla 3).

En todos los estadios de ninfas y adultos, la sangre se procesa por lisis de los eritrocitos
(Azambuja et al., 1983). Esta actividad hemolitica en el estbmago es mas alta de 2 a 4 dias
después de la alimentacién. Los eritrocitos de diferentes fuentes de sangre se lisan
eficientemente por el contenido estomacal de Rhodnius prolixus, lo que ilustra un mecanismo de
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lisis similar para'" plio espectro de huéspedes (Azambuja et al., 1983). La mayor tasa de
hemodlisis fue inducida por la alimentacion con sangre completa, mientras que se observaron
actividades similares, pero considerablemente menores al alimentar con hemoglobina pura o
eritrocitos. Después de la purificacion parcial y la caracterizacion bioquimica, el factor hemolitico
de R. prolixus se clasific6 como un péptido basico que se libera a la luz del estbmago y se activa
al ingerir sangre. Esta actividad hemolitica esta restringida a la luz (lumen) del estémago y no
esta asociada con el tejido de la pared del estomago o el intestino delgado (Balczun et al., 2012b).

Por el contrario, la actividad proteolitica solo se encontr6 en el intestino delgado después de un
transporte de pequefias porciones de sangre. Usando azocaseina como sustrato, no se detectd
actividad en el estbmago de R. prolixus (Azambuja et al., 1983). Sin embargo, las altas tasas de
expresion de genes similares a la catepsina, sugeridos para codificar enzimas digestivas, también
son evidentes en el tejido del estomago (Balczun et al., 2012a). Ademas, el pH en la luz del
intestino nunca poseia condiciones acidas que fueran 6ptimas para las actividades de la
catepsina D. Es necesario un analisis cuidadoso de la actividad tipo catepsina D del contenido
del estbmago para dilucidar si las proteinas de la sangre no se procesan en el estbmago de
triatominos, ni por catepsina D ni por catepsinas By L. (Balczun et al., 2012a).

Usando homogenatos del intestino delgado de R. prolixus y Triatoma phyllosoma pallidipennis,
se identificaron actividades de diferentes exopeptidasas y endopeptidasas (Houseman 1978;
Houseman y Downe 1980, 198la, b; Terra et al.,, 1988). La carboxipeptidasa A y B
(metaloproteasas) y la carboxipeptidasa lisosomica B (catepsina X O catepsina B una
carboxipeptidasa cisteinica) se detectaron en homogeneizados del intestino medio y el intestino
delgado (Garcia & Guimardes, 1979; Houseman & Downe, 1981b), y al menos tres
aminopeptidasas se localizaron entre las membranas microvillar o en la superficie de las células
del intestino delgado (Ferreira et al. 1988). La proteasa aspartica catepsina D y proteasa cisteinica
catepsina B de R. prolixus se identificaron en los contenidos luminales del intestino delgado por
su pH 6ptimo y utilizando sustratos especificos (Houseman & Downe, 1983a, b). Para la catepsina
B, D y la carboxipeptidasa lisos6mica B, se midieron las altas actividades 6 dias después de la
alimentacion, y se produjo un segundo pico de actividad de catepsina B en el momento de la
ecdisis (Billingsley & Downe 1988; Houseman & Downe, 1983b). En R. prolixus, se sugirié la
catepsina B como la proteasa digestiva principal, mientras que la catepsina D deberia contribuir
solo en menor medida a la actividad proteolitica general (Terra et al., 1988).

Sin embargo, las investigaciones bioldégicas moleculares de R. prolixus, Triatoma brasiliensis y
Triatoma infestans identificaron las secuencias de nucleétidos no solo de la proteasa cisteinica
llamada catepsina B, sino también de otra proteasa cisteinica, la catepsina L (Lopez et al., 2001;
Kollien et al., 2004; Waniek et al., 2012). Dado que las mediciones previas de las actividades de
las proteasas cisteinicas cubrieron las actividades de la catepsina B y la catepsina L sin
diferenciacion, el impacto relativo de ambas proteasas en la digestion de la sangre es una
cuestién abierta. A pesar del motivo comin de GCDGG, las proteasas cisteinicas de triatominos
comparten motivos caracteristicos de la respectiva familia C1 de las proteasas cisteinicas, en
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(Schaub et al., 2011).

Otro estudio de identificacion de alto rendimiento del proteoma de R. prolixus revela la presencia
de diez transcriptos de proteasas asparticas que en el intestino medio anterior (estomago) y en
en intsetino medio posterior (intestino delgado), pero con mayor actividad en el estomago, lo
anterior sugiere que puede existir una actividad proteolitica temprana en este compartime nto.
También se identificaron nueve proteasas cisteinicas en el intestino medio posterior (intestino
delgado) de las cuales comparte seis con el intestino medio anterior y tres son exclusivas del
intestino medio posterior. Estos patrones presentan un alto nimero de isoformas de proteasas
asparticas en el intestino medio anterior y un alto numero de proteasas citeinicas en el intestino
medio posterior. (Ouali et al., 2020). Lo que nos indica que hay que realizar estudios mas
minuciosos para establecer con claridad que proteasas acttan, cual es el tiempo de inicio de su
accion luego de la alimentacién y en que cantidad estan presentes en las diferentes partes del
tracto digestivo de los triatominos.

Aunque generalmente se han descrito proteasas cisteinicas y asparticas en el intsetino de los
triatominos, en un estudio en T. brasilensis se encontarron dos isoformas de genes que codifican
para carboxipeptidasas serinicas, estos genes son tbscp-1 y tbscp-2, y por medio del
modelamiento molecular de tbscp-1 indic6 que esta enzima puede actuar como una
carboxipeptidasa D (waniek et al., 2014). Lo anterior sugiere que queda mucho por descubrir en
cuanto a las enzimas implicadas en la digestion en el intestino de los triatominos.

Tabla 3. Enzimas digestivas del intestino de los triatominos

pE - d D OCa A O
R. prolixus B-Acetilglucosaminidasa | 4.5 Estémago
R. prolixus a-Galactosidasa 4.5 Estémago, intestino medio
R. prolixus a- Glucosidasa 4.5 Estémago, intestino medio
R. prolixus B-Glucosidasa 4.5 Intestino medio
R. prolixus a-manosidasa 4.5 Estémago, intestino medio
R. prolixus B-manosidasa 4.5 Intestino medio
R. prolixus Fosfatasa alcalina 10.4 Estémago, intestino medio
R. prolixus Fosfatasa acida 4.5 Estdmago, intestino medio
R. prolixus Aminopeptidasa 8.0 Estémago, intestino medio
R. prolixus Carboxipeptidasa A n.d. Intestino medio
R. prolixus Carboxipeptidasa B (h) n.d. Intestino medio
T. pallidipennis Carboxipeptidasa 3.8 Intestino medio

lisosomal B (g)

T. brasiliensis Carboxipeptidasa D (i) n.d. Intestino medio
R. prolixus; T. infestans | Catepsina D (a,b) 3.5 Intestino medio (c)
R. prolixus; T. infestans | Catepsina B (d) 5.5 Intestino medio
R. prolixus; T. infestans | Catepsina L (d,e) 5.5 Intestino medio
R. prolixus; T. infestans | Lipasas (f) 7.0-7.5 | Estdmago, intestino medio
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La mayoria de |a slel7imas son resefiadas en Terra y Ferreira (1994) excepto por (a) Borges et
al. (2006), (b) Balzczun et al. (2012), (d) Kollien et al. (2004), (e) Lopez et al. (2001), (f) Rimoldi
etal. (1985) y Grillo et al. (2007), (g) Houseman y Downe (1981b), (h) Garcia y Guimaraes (1978),
(i) Waniek et al (2014), (c) Transcriptos de genes de catepsina D presentes en el tejido del
estémago. (nd) no determinado.

2.6 Inhibidores

Los inhibidores de proteasas se utilizan ampliamente para prevenir la degradacion de las
proteinas durante su aislamiento y purificacion, otra aplicacién es su potencial uso para el control
de insectos, porque las proteasas digestivas de insectos se distribuyen ampliamente entre
diferentes 6rdenes. Se pueden clasificar en dos grupos basados en el mecanismo de accién: uno
que facilitan la inhibicién por fuerza de union sobre el sitio activo de las proteasas a través de
interacciones no covalentes, tales como aprotinina, leupeptina o Inhibidor 2 de quimiotripsina
(CI2); y la otra clase que incluye a los grupos que se unen de forma covalente al sitio activo de
las proteasas serinicas por lo tanto la modificacion es irreversible del sitio activo de la enzima,
por lo tanto pierden su actividad. PMSF y AEBSF (4 - (2-aminoetil) benceno sulfonilo fluoruro) son
ejemplos de la segunda clase de inhibidores de proteasas que se unen de forma covalente en el
residuo del sitio activo de la enzima por sulfonilacion (Sharma et al., 2011; Napole&o et al., 2019)
El PMSF es un inhibidor general de las proteasas serinicas (Turini et al.,1969), como la
guimotripsina, la tripsina y la trombina (Sigma, 2018). PMSF inhibe las proteasas serinicas
sulfonando los grupos hidroxilo de los residuos de serina del sitio reactivo (Gold & Fahrney, 1964;
Gold, 1967; Hedstrom, 2002; Powers et al., 2002).

Las proteasas serinicas participan en una amplia variedad de procesos celulares vy fisiologicos
gue incluyen la digestion (Gutschmidt et al., 1984), la coagulacién (Morrissey et al., 1987), la
presentacion de antigenos (Goldberg et al., 1992), la transduccién de sefiales (Solomon et al.,
1985) y la destruccion celular (Quan et al.,, 1982). Ademas, los inhibidores de las proteasas
serinicas tienen profundos efectos supresores sobre las respuestas inmunes celulares y
humorales (Ghilchik & Morris, 1971; Bleackley et al., 1988), el inhibidor de las proteasas serinicas
del tipo tripsina, TLCK, tiene un peso molecular bajo, es derivado del aminoacido que inhibe
irreversiblemente las proteasas serinicas y es inmunosupresor in vitro (Pasternack et al., 1983).
TLCK actua en el residuo de histidina-46 ubicado en el sitio activo de la enzima el cual es alquilado
por TLCK (Shaw et al., 1965; Shaw & Glover 1970).

Aunque el compuesto TPCK fue disefiado originalmente como una etiqueta de afinidad del sitio
activo de la quimiotripsina (Schoellmann & Shaw, 1962), en las ultimas décadas también se ha
utilizado ampliamente en la investigacion de la apoptosis. Dependiendo de las condiciones
experimentales, TPCK puede ya sea inducir o inhibir la apoptosis (Zhu et al., 1997; Huang et al.
1999; Rokhlin et al., 2004). TPCK inhibe irreversiblemente la proteasa serinica a-quimotripsina
(Schoellmann & Shaw, 1963; Hara et al., 1996; Pong et al., 1975; Bond & Butler, 1987). Se ha
demostrado que TPCK alquila especificamente el resto histidina-57 en el centro activo de
guimotripsina y serina proteasas similares a la quimotripsina (Schoellmann & Shaw 1963; Ong et
al., 1965; Shaw & Glover 1970).
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Los inhibidores desptoteasas asparticas son relativamente poco frecuentes'y se encuentran en
lugares especializados. Ejemplos incluyen proteinas de las plantas tales como patata, calabaza,
y un inhibidor pleuripotente de la anémona de mar, que es un polipéptido de 8 kDa que inhibe la
levadura por la inhibicion de la sacaropepsina (Christeller et al., 1998; Kreft et al., 1997; Lenarcic
& Turk, 1999). Pepstatin A, es un inhibidor de bajo peso molecular aislado de diversas especies
de Streptomyces, es un inhibidor universal de proteasas asparticas (Umezawa et al. 1970;
Umezawa et al. 1978). Pepstatin A forma un complejo 1:1 con proteasas tales como pepsina,
renina, catepsina D, quimosina bovina, y la proteasa B (Aspergillus niger) (Umezawa, 1976;
Marciniszyn, 1977; takahashi & Chang, 1976). El inhibidor es altamente selectivo y no inhibe las
tiol proteasas neutras o proteasas serinicas. (Dunn, 1989; Sigma-aldrich, 2001).

El E-64 es un inhibidor irreversible de las proteasas cisteinicas. Este es producido por el hongo
Aspergillus japonicus y su actividad como un inhibidor de las proteasas cisteinicas se ha descrito
y caracterizado (Barrett et al, 1982). El E-64 ha sido ampliamente utilizado como un inhibidor
especifico de las proteasas cisteinicas tanto in vitro como in vivo. (Govrin & Levine, 1999). Dos
conclusiones bésicas han sido extraidas de las estructuras primarias y secundarias del inhibidor
E-64 y su asociacién con las proteasas cisteinicas. En primer lugar, la actividad inhibidora es el
resultado de la unién de hidrégeno y de las interacciones hidréfobas entre el inhibidor y la
proteasa. En segundo lugar, la irreversibilidad de la accion inhibidor es debido a la reaccién del
grupo epoxi en la posicion C-2 en la molécula de inhibidor con el residuo de cisteina del sitio
catalitico de la proteasa (Matsumoto et al. 1989). El grupo trans-epoxisuccinilo (resto o fraccién
activo) de E-64 se une irreversiblemente a un grupo tiol activo de muchas proteasas cisteinicas
como papaina, actinidasa y catepsinas B, H y L para formar un enlace tioéter (Katunama &
Kominami, 1995; Sreedharan et al., 1996).

El EDTA es un acido organico tetracarboxilico derivado del etano por aminacion de sus dos
grupos metilo y posterior diacetilacion de cada uno de los grupos amino. La principal propiedad
guimica del EDTA es su capacidad de actuar como agente quelante de iones metélicos (Segura
et al., 1997). Las sales de EDTA son muy utilizadas como anticoagulantes. La concentracion
Optima es de 1,5 mg por ml de sangre. EI EDTA previene la agregacion plaguetaria y, por lo tanto,
es el anticoagulante preferido para el recuento de plaquetas (Lotspeich et al., 1992). ElI EDTA
también es un inhibidor de metaloproteasas y actia como un quelante del ion zinc en el sitio
activo de éstas (Beynon & Bond, 2001).

2.7 Importancia de la caracterizacion de proteasas en insectos y animales

Definir el perfil proteico intestinal en insectos y animales sigue siendo una técnica muy utilizada
en la actualidad, ya sea para generar conocimiento, para utilizar las enzimas presentes en el
intestino a nivel industrial o generar nuevos productos para controlar plagas. Un estudio realizado
en Plutella xylostella L. que es una peste de plantas cruciferas, indico que todas las proteasas
presentes en el intestino medio de esta plaga son inhibidas por STI (Inhibidor de la tripsina de
soya), por lo cual este inhibidor puede ser utilizado como potencial control efectivo contra esta
plaga (Zhao et al., 2019). Otro ejemplo, es la determinacién del perfil proteolitico digestivo de
Apodiphus amygdali utilizando varios sustratos e inhibidores especificos, también se establecié
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el pH y temperatiita® timos, mostrando una actividad enzimética mas alta en el intervalo de pH
de 6-7 y temperatura de 40°C cuando se us6 azocaseina como sustrato. Los resultados indicaron
gue la determinacion de la actividad proteolitica digestiva podria ser Gtil para esclarecer el
proceso de digestibn en estos insectos. Ademas, la comprension de la naturaleza de las
proteasas digestivas se puede utilizar para desarrollar varios inhibidores para proporcionar
variedades de cultivos resistentes contra las plagas (Ramzi & Zibaee, 2014). Otro ejemplo es la
determinacién de las enzimas digestivas de Apolygus lucorum en el complejo de glandulas
salivales y el intestino medio y el efecto del sexo, la edad y la fuente de alimento en la actividad
de estas enzimas. La amilasa y la proteasa estaban presentes en el complejo de las glandulas
salivales y el intestino medio, pero eran mas abundantes en el complejo de las glandulas
salivales. La enzima tipo tripsina también estaba presente en ambos 6rganos, pero la enzima de
tipo quimotripsina estaba presente solo en el intestino medio. El insecto A. lucorum, una especie
omnivora que se alimenta de plantas y animales, se ha convertido en una plaga importante en
China, para cultivos de algodon. Es probable que su omnivorismo sea critico para su éxito, pero
el mecanismo o mecanismos digestivos subyacentes al procesamiento y la absorcién de
alimentos tan diversos es relativamente desconocida. Los resultados de los experimentos de
cambio en el tipo de alimento confirmaron que la actividad de amilasa podria ser inducida por
fuentes vegetales, y las fuentes animales indujeron actividad de proteasas. Asi, los tipos y las
actividades de las enzimas digestivas en A. lucorum proporcionan la base fisiol6gica del
omnivorismo de la plaga. (Li et al., 2016). También se realizd un trabajo de la caracterizacion
bioguimica y proteébmica comparativa de las proteasas y nucleasas del intestino, la glandula
salivar y la saliva del insecto denominado chinche verde del sur, Nezara viridula. El pH 6ptimo
para la actividad de las proteasas en el intestino era acido (5 a 6), siendo las proteasas cisteinicas
las principales y para la saliva y la glandula salivar el pH 6ptimo fue alcalino (8 a 9), siendo las
proteasas serinicas las mas importantes. Las proteasas serinicas en la saliva difieren
bioquimicamente de la tripsina y la quimotripsina, y las catepsinas en el intestino y la saliva
mostraron propiedades distintas en ensayos de inhibidores. La comprension de la fisiologia
digestiva de N. viridula facilitara el disefio de nuevas estrategias para el manejo de esta plaga
significativa. (Lomate & Bonning, 2016). Un estudio de importancia econdémica es el desarrollado
sobre Diaprepes abbreviatus que es una plaga importante que causa dafios extensos a los
citricos en los Estados Unidos. El andlisis de una biblioteca de etiqueta de secuencia expresada
(EST) del tracto digestivo de larvas y adultos de D. abbreviatus identificé catepsinas como las
enzimas digestivas putativas principales. Una de estas catepsinas comparte la identidad de la
secuencia de aminodcidos con la catepsina L, y fue la mas abundante en el conjunto de datos
EST representando 14,4% y 3,6% de las secuencias totales en larvas de alimentacion y adultos,
respectivamente. (Ben-Mahmoud et al., 2014). Otro estudio que destaca la utilizacién de los
perfiles proteicos en el intestino de insectos es el realizado en Rhynchophorus ferrugineus, ya
gue este gorgojo rojo de la palma es una plaga grave de palmeras datileras en muchos paises
de Oriente Medio. El objetivo del estudio fue obtener una buena comprensién de la actividad
proteolitica intestinal de R. ferrugineus. Por lo tanto, se aislaron las enzimas en el tracto
alimentario y se investigaron sus propiedades usando sustratos generales de proteasa
(azocaseina y hemoglobina) asi como sustratos especificos de tripsina, quimotripsina, elastasa,
catepsina L y catepsina B. Los resultados mostraron que en el intestino R. ferrugineus tanto las
proteasas serinicas como las cisteinicas estan presentes, aunque con diferentes actividades.
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Entre las proteasasiactivas, la tripsina fue la mas activa en el intestino seguido de quimotripsina
y elastasa (Darvishzadeh et al., 2015).

Los perfiles proteicos en el intestino son utilizados adicionalmente en insectos para ver
comportamientos evolutivos, es el caso del estudio realizado en Periplaneta americana donde se
investiga la fisiologia de la digestion y se caracteriza molecularmente las principales enzimas
digestivas, las cucarachas estan entre los primeros insectos que aparecen en el registro fosil y
este trabajo es parte de la investigacion en curso sobre los insectos en puntos criticos en el arbol
evolutivo para revelar tendencias evolutivas en las caracteristicas digestivas de los insectos. Los
datos cromatogréaficos y enzimoldgicos identificaron 4 tripsinas, una quimotripsina (también
encontrada en el transcriptoma) y una proteinasa no identificada. (Tamaki et al., 2014).

Estudios con transcriptdémica y prote6mica del tracto digestivo de triatominos han determinado
proteasas intestinales, y algunos componentes que son importantes en la relacion de triatominos
y T. cruzi, por ejemplo, en R. prolixus se reportd una expresion alta de todas las proteasas
digestivas, con una preponderancia de proteasas cisteinicas y asparticas, también se encontraron
transcriptos de proteasas en el intestino medio anterior con una posible activaciéon de los mismos
en el intestino medio posterior (Ribeiro et al., 2014). Otro trabajo basado en construccién y analisis
de librerias de cDNA a partir de RNA aislado del intestino medio de T. infestans infectado y no
infectado con T. cruzi sugiere el aumento de lisozima, la catepsina D y una proteina similar a la
nitroforina después de la infeccién, mientras que la tiorredoxina reductasa disminuy06, lo que
indica que la expresién de algunas enzimas dependen de factores externos, actualmente
desconocidos y que requieren ser investigados (Buarque et al., 2013 ), también se han reportado
aumentos en la velocidad de desarrollo de T. cruzi y de su metaciclogénesis con la secrecion de
catepsina D (Borges et al., 2006; Waniek, 2014).

En animales también se ha realizado el perfil de proteasas intestinales como el caso del estudio
gue describe la caracterizacion de un extracto de proteasa cruda de rayas espinosas (Raja
clavata) y su evaluacion en detergente liquido y en la desproteinizacion de residuos de camaron.
Se observaron al menos cinco bandas caseinoliticas claras en un zimograma. La proteasa bruta
mostré una actividad 6ptima a pH 8,0 y 50 °C, y fue altamente estable en un intervalo de pH de
8,0 a 11,0. Las enzimas proteoliticas fueron muy estables en tensoactivos no ibnicos y en
presencia de agentes oxidantes, manteniendo el 70% de su actividad después de incubacién
durante 1 h a 30 °C en presencia de perborato sddico al 1%. Los resultados sugieren que la
desproteinizacion enzimatica de residuos de camardn por proteasas alcalinas enddgenas de
peces podria ser aplicable al proceso de produccion de quitina. (Lassoued et al., 2015). Otra
investigacion que se pude destacar en animales es en la que se identifica y se caracteriza un
homologo de la catepsina D en Lampetra japdnica, los resultados revelaron que la catepsina D
de lamprea puede desempefiar papeles clave en la respuesta inmune a patdégenos exdgenos y
podria servir como agente antibacteriano potencial en un futuro préximo. La catepsina D
recombinante de lamprea podria degradar la hemoglobina, el fibrindgeno y la albumina sérica,
gue son los principales componentes de la sangre, sugiriendo que la catepsina D de la lamprea
también puede actuar como una enzima digestiva durante la adaptacién a un estilo de vida de
alimentacion de sangre (Xiao et al., 2014). También se ha desarrollado un estudio en el pepino
de mar Stichopus japonicus donde se purifica y se caracteriza parcialmente una proteasa del tipo
catepsina L (CPL) y se establece su distribucién en el cuerpo, la enzima mostré una actividad
Optima a pH 5,0-5,5 y 50°C, y mostr6 una termoestabilidad de hasta 40°C. La actividad enzimatica
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fue inhibida porz e?*y Cu?*, drasticamente reducida por los inhibidores de proteasas
cisteinicas, pero ligeramente reforzada por los agentes activadores de tiol. La enzima hidroliz6
eficientemente el sustrato especifico de la catepsina L, pero apenas hidrolizé los sustratos
especificos para la catepsina B, la catepsina H y la catepsina K. Los estudios
inmunohistoquimicos indicaron que el CLP era mas abundante en la epidermis que en la dermis
de la pared del cuerpo de S. japonicus (Zhou et al., 2014). Un estudio de importancia industrial
fue el realizado en Lophiosilurus Alexandri, donde se purifica y caracteriza una tripsina, la
purificacibn se hizo usando sélo dos procesos: precipitacion con sulfato de amonio y
cromatografia liquida de cambio anidnico en DEAE-sefarosa. La masa de tripsina se estimé como
24 kD a través de SDS-PAGE. Se considera a la tripsina como una prometedora enzima para
procesos industriales, debido a su estabilidad en una amplia gama de pH y temperatura y
actividad incluso bajo inmovilizacién (Dos Santos et al., 2016).
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CAPITULO Il
3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Muestras de insectos

Todos los ensayos se hicieron con ninfas de 5 estadio de B. herreri, B. corredori y B. ferroae
alimentadas con cucaracha (hemolinfagia) y ratén (hematofagia), estos insectos fueron aportados
por el laboratorio de entomologia médica de la universidad de Pamplona de colonias ya
establecidas.

En el grupo alimentado con sangre, las ninfas fueron expuestas a un roedor sedado con Ketalar®
75 mg/Kg por un periodo de dos horas, estos ratones albinos pertenecen a la especie Mus
musculus (Rodentia: Muridae) y proceden del bioterio de la Universidad de Pamplona. En el
grupo alimentado con cucaracha, las ninfas se expusieron a dos adultos atrapados por seprado
en una celda de cartulina con orificios por un lapso de 4 horas, las cucarachas adultas (Blattodea)
pertenecientes a la especie Blaberus giganteus fueron aportadas por el laboratorio de
entomologia médica de la Universidad de Pamplona, las ninfas de Belminus spp fueron
alimentadas con ratén y cucaracha cuando fue necesario basados en su distencion abdominal.

3.2 Reactivos

La azocaseina, E-64 (trans-(epoxysuccinyl)-Lleucylamino-4-guanidinobutane), PMSF (Phenyl
Methyl Sulfonyl Fluoride), TLCK (N-a-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone), TPCK (N-a-tosyl-e-
phenylalanyl chloromethyl ketone), EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt
dihydrate), tripsina, cloruro de sodio, tris base, acetato de sodio, acido tricloroacetico son
productos de la casa comercial Sigma-aldrich, el Pepstatin A se es de la marca Fisher Scientific,
el hidréxido de sodio, y el acido acético glacial y el &cido clorhidrico son productos Mallincrod,
todos de grado molecular.

3.3 Extraccién de proteasas del intestino de Belminus spp.

Se tomaron el nimero de ninfas indicado para cada ensayo por especie y por tipo de alimentacion
(12 para determinar el pH éptimo y para caracterizar las proteasas y 3 ninfas para la actividad
proteolitica posingesta por dia analizado), las ninfas utilizadas para determinar el pH 6ptimo se
mantuvieron en ayunas hasta su almacenamiento 8 dias después de su muda, las utilizadas en
actividad proteolitica posingesta y caracterizacion de proteasas se alimentaron a replecion 8 dias
después de la muda, todas fueron congelados en un freezer a -80°C (IU1786A-Thermo Fisher
Scientific) en viales eppendorf hasta su procesamiento. Posteriormente, sobre una base fria, se
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extrajo el contenidadhtestinal a cada ninfa, y el total de los intestinos se almacenaron en un vial
de 1.5 ml, para conformar un pool. Estas muestras se congelaron y maceraron tres veces para
obtener la mayor cantidad de proteasas, finalmente se les adiciono un volumen de 100 pL de
solucion salina (0,9%). Una vez terminado este paso, se centrifugd la muestra en centrifuga
refrigerada (Universal 320R, Hettcich Zentrifugen) a 13.000 RPM (revoluciones por minuto) a 4°C
por 10 minutos, inmediatamente se extrajo el sobrenadante y se midié el volumen del
sobrenadante, el cual se dividio en el nimero de intestinos que conformaron el pool, para obtener
la medida exacta que corresponde al volumen de medio intestino. (Sarath et al., 1989). (Ver
flujograma en apéndice K).

3.4 pH 6ptimo de accién de las proteasas

Para medir el pH 6ptimo de la actividad proteolitica se utilizaron buffers con un rango de 3.5 a
9.5. Buffers Acetato de Na pH 3,5, 4.5, 5,5y 6.5 100 mM. Buffers Tris — HCL pH 7.5, 8,5y 9,5
100mM. Se realizaron ensayos por separado para cada uno de los buffers y para cada una de
las especies alimentadas por hematofagia y hemolinfagia de la siguiente manera: En un tubo
eppendorf se dispenso 54 UL de azocaseina a la cual se le adiciono 136 pL de los diferentes
buffers y posteriormente el extracto de proteasas (equivalente medio intestino) de ninfas de las
tres especies alimentadas por hematofagia y hemolinfagia, para un volumen final de 200 uL. Esta
mezcla se incubo durante cinco horas a 37°C, una vez culminada la incubacion, se adicioné 200
uL de ATC frio (Acido tricoloro acético, 10%), luego se colocaron en hielo por 15 minutos,
posteriormente los tubos fueron centrifugados a 10000 RPM por 5 minutos. Inmediatamente, se
extrajo el sobrenadante (aprox. 350 uL), al cual se le adicionaron 150 pL de NaOH 1My se
pasaron 200 pL de la mezcla final a una placa de Terasaki de 96 pozos fondo plano y se midi6 la
absorbancia a 440 nm en un espectrofotometro (Epoch, Biotek Instruments, Inc). Los controles
positivos fueron preparados sustituyendo el extracto intestinal de los insectos por tripsina
comercial y en los controles negativos el extracto de proteasas por solucion salina. Todos los
ensayos se hicieron por triplicado. (Sarath et al., 1989). (Ver flujograma en apéndice L)

3.5 Actividad proteolitica a diferentes tiempos pos ingesta

La actividad proteolitica total posingesta fue determinada usando el mismo procedimiento descrito
para establecer el pH 6ptimo, con la diferencia que solo se utilizé el pH éptimo (5.5) seleccionado
previamente para cada especie de Belminus spp y los picos mas significativos de actividad
proteolitica pos ingesta, el homogenato contenia 3 ninfas alimentadas a replecibn maxima el
primer dia y mantenidas en ayuno hasta su procesamiento. En este caso se evaluaron los
homogenatos de intestinos que contienen una dieta sanguinea del dia 1 al 22 y en la dieta de
hemolinfa del dia 1 al 15, en las tres especies. La cantidad de extracto que se adicion6 en cada
prueba equivalia a medio (1/2) intestino Todas las pruebas se realizaran por triplicado, junto con
los controles negativos y positivos. (Ver flujpgrama en apéndice M). Ademas, se pesaron
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diarimente las PAS de los tres insectos vivos hasta el dia de su almacenamiento a -80°C,
para establecer porcentaje de pérdida de peso diario.

3.6 Caracterizaciéon de proteasas

La caracterizacion de las proteasas presentes en el intestino de las tres especies de Belminus
spp se realizé utilizando inhibidores especificos para las distintas proteasas (E-64, Pesptatin A,
PMSF, TLCK, TPCK y EDTA) y se midié con el mismo procedimiento utilizado para determinar el
pH Optimo de la actividad proteolitica con la diferencia que al realizar el ensayo se incubd
previamente el volumen del extracto intestinal equivalente a 1/2 intestino con cada inhibidor 10
pL (durante 15 minutos a 30°C); y luego si se agreg6 el buffer y el substrato azocaseina,
posteriormente se incubd por 5 horas a 37°C y se determiné el porcentaje de inhibicion. La
caracterizacion de las proteasas se realizd en el pH 6ptimo (5.5) y en los dos picos de mayor
actividad proteolitica posingesta para cada especie y cada alimentacion. Las concentraciones de
los inhibidores utilizadas fueron elegidas para caer dentro de sus rangos efectivos (Beynon &
Bond, 2001). (Ver flujograma en apéndice N). Todos los ensayos se hicieron por triplicado, junto
a controles positivos y negativos y una muestra control sin inhibidores, pero con extracto
intestinal. Las soluciones de inhibidores que fueron analizados se describen a continuacion:

Tabla 4. Soluciones de inhibidores

BIDOR DIO DE DISO O O RACIO
E-64 Agua desionizada 50 uM
Pepstatin A Agua desionizada 1uM
PMSF Etano absoluto (100% etanol) 3 mM
TPCK Metanol 100 pM
TLCK Agua desionizada 100 pM
EDTA Agua destilada pH 8.5 40 uyM

3.7 Andlisis estadistico

Para determinar diferencia entre los resultados de las absorbancias en los diferentes pH de una
misma especie y de una misma alimentacion, se utilizé el programa R donde se corri6 la prueba
de ANOVA de una viay el test de Tukey, luego se coorrieron las mismas pruebas con el pH que
tenia diferencias significativas frente a los demas, para determinar diferencias significativas en
cuanto a tipo de alimentacién y especie.

Se utilizé el programa estadistico R para establecer comparaciones entre las absorbancias
obtenidas en los diferentes dias en la actividad proteolitica pos ingesta en una misma especie y
en un tipo de aliementacién especifica, donde se uso el Test de ANOVA de una via y prueba de
Tukey, esto con el fin de establecer diferencias entre los distintos dias pos ingesta en una misma
especie y un mismo tipo de alimentacién hemolinfagia 6 hematofagia. Tambien se compararon
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las absorbancia fels tres especies bajo un mismo tipo de alimentacion, empleando el mismo
paquete estadistico, la prueba de ANOVA y el test de Student-Newman-Keuls con el objeto de
observar diferencias entre los diferentes dias analizados, bajo un mismo tipo de alimentacion en
las tres especies de Belminus.

Para establecer diferencias significativas entre las absorbancias obtenidas al utilizar diferentes
inhibidores frente a la muestra control, por especie y tipo de alimentacién en los dias con los picos
de mayor actividad proteolitica pos ingesta, se emple6 el paquete estadistico R, en el cual se
usaron las pruebas de ANOVA de una via y el test de Tukey.
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CAPITULO IV
4. PRESENTACION E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1 Determinacion de pH 6ptimo

Los valores maximos de absorbancias en los diferentes pH se obtuvieron en el pH 5.5 y los
menores en los pH 3.5 y 9.5. El valor maximo se obtuvo en B. ferroae en pH 5.5 alimentado con
hemolinfa con una absorbancia de 0.0393 y el valor minimo se presento en B. herreri alimentado
con hemolinfa en pH 3.5, 4.5 y 9,5 con una absorbancia de 0.0010.

Se determind que el pH éptimo de accion de las protesas presentes en el intestino de B. herreri,
B. ferroae y B. corredori alimentadas con hemolinfa y sangre es el de 5.5 (Tabla 5, figura 3), en
B. herreri y B. corredori comparando la sumatoria de absorbancias de todos los pH se nota que
son mejores los resultados de hidrolisis de la azocaseina en el grupo alimentado con sangre
0,0513 y 0,1113 respectivamente, en B. ferroae se ve que son mayores las absorbacias totales
en el grupo alimentado con hemolinfa con una sumatoria de absorbancia total de 0,1086.

Analizando especificamente los resultados en el pH 5.5 B. ferroae es el que presenta las
absorbancias mas altas en el grupo alimentado con hemolinfa (0,0393), seguido por B. corredori
con el grupo alimentado con sangre (0,0336), B. herreri en este pH (5.5) presenta las
absorbancias mas bajas de las tres especies bajo los dos tipos de alimentaciéon 0,0126 bajo
condiciones de hemolinfagia y 0,0210 con hematofagia.

TABLA 5. Promedios de absorbancias de actividad proteolitica de Belminus spp a
diferentes pH.

3,5 0,0010 0,0040 0,0096 0,0076 0,0066 0,0106

(DS 0,0010) (DS 0,0020) (DS 0,0058) (DS 0,0005) (DS 0,0010) DS (0,0032)

4,5 0,0010 0,0036 0,0100 0,0083 0,0070 0,0120

(DS 0,0042) (DS 0,0006) (DS 0,0034) (DS 0,0005) (DS 0,0026) (DS 0,0005)

5,5 0,0126 0,0210 0,0393 (DS 0,0313 0,0316 0,0336

(DS 0,0015) (DS 0,0010) 0,0030) (DS 0,0005) (DS 0,0063) (DS 0,0011)

6,5 0,0030 0,0100 0,0160 0,0143 0,0166 0,0200

(DS 0,0045) (DS 0,0010) (DS 0,0020) (DS 0,0015) (DS 0,0068) (DS 0,0049)

7,5 0,0025 0,0063 0,0155 (DS 0,0073 (DS 0,0120 0,0146

(DS 0,0063) (DS 0,0006) 0,0051) 0,0010) (DS 0,0026) (DS 0,0028)

8,5 0,0020 0,0040 0,0111 0,0066 0,0100 0,0133

(DS 0,0037) (DS 0.0010) (DS 0,0015) (DS 0,0005) (DS 0,0056) (DS 0,0010)

9,5 0,0010 0,0023 0,0070 0,0053 0,0046 0,0070

(DS 0,0028) (DS 0,0006) (DS 0,0007) (DS 0,0005) (DS 0000) (DS 0,0015)

Total Abs. a 0,0231 0,0513 0,1086 0,0810 0,0886 0,1113
440nm

Abs. (absorbancia), HL (hemolinfagia), HM (hematofagia). DS (desviacién estandar). Fuente:
Elaboracion propia.
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Figura 3. Promediss de absorbancias de actividad proteolitica de " Belminus spp a
diferentes pH
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Abs. (absorbancia), HL (hemolinfagia), HM (hematofagia). Fuente: Elaboracién propia

4.2 Actividad proteolitica pos ingesta

En las tres especies de Belminus bajo los dos tipos de alimentacion, se presentan 2 picos de
hidrolisis de la azocaseina (tabla 6, figura 4), pero en diferentes tiempos, en las tres especies
alimentadas con hemolinfa el primer pico se da en el dia 2 y el segundo en B. hererri y B. ferroae
en el dia 11, en B. corredori este pico se observa en el dia 8. En el grupo alimentado con sangre
el primer pico se observa en el dia 7 tanto en B. herreri como en B. ferroae, en B. corredori este
pico se observa en el dia 14, el segundo pico se observa en B. hereri en el dia 13, en B. ferroae
en el dia 19 y en B. corredori en el dia 20. Lo anterior demuestra que la hemolinfa es digerida
mas rapidamente que la sangre.

La mayor actividad proteolitica pos ingesta en un dia especifico se observa en B. ferroae
aliementado con hemolinfa en el dia 11 con una absorbancia de 0,799 a 440 nm, seguido por el
dia 2 de esta misma especie y bajo las mismas condiciones de alimentacién con una absorbancia
de 0,522. La mayor absorbancia en el grupo alimentado con sangre en un dia especifico se da
en B. ferroae en el dia 7 (0,462), seguido por B. herreri en el mismo dia con una absorbancia de
0,458.

Basados en los promedios por dia, la mejor actividad proteolitica de las tres especies bajo los
dos tipos de alimentacién la obtiene B. ferroae alimentado con hemolinfa, con un promedio de
absorbancia diaria de 0,299, seguido por B. herreri alimentado con sangre con un promedio diario
de 0,205.
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Tabla 6. Promethaside absorbancias de actividad proteolitica de Belminus spp pos ingesta

B. herreri B. ferroae B. corredori
Abs. 440 nm HL Abs. 440 nm Abs. 440 nm HL Abs. 440 nm Abs. 440 nm HL | Abs. 440 nm HM
HM HM
1 0,232 0,069 0,375 0,003 0,239 0,052
(DS 0,040) (DS 0,027) (DS 0,019) (DS 0,004) (DS 0,053) (DS 0,003)
2 0,263 0,137 0,522 0,042 0,28 (DS 0,006) 0,049
(DS 0,022) (DS 0,029 ) (DS 0,110) (DS 0,012) (DS 0,017)
3 0,132 0,119 0,272 0,082 0,201 0,045
(DS0,012) (DS 0,007) (DS 0,036) (DS 0,008) (DS 0,006) (DS 0,011)
4 0,179 0,145 0,199 0,050 0,159 0,087
(DS 0,024 ) (DS 0,008) (DS 0,028) (DS 0,011) (DS 0,019) (DS 0,026 )
5 0,182 0,258 0,173 0,040 0,178 0,126
(DS 0,016) (DS 0,040) (DS 0,040) (DS 0,020) (DS 0,056) (DS0,011)
6 0,242 0,263 0,159 0,189 0,14 0,101
(DS 0,007 ) (DS 0,043) (DS 0,010) (DS 0,015) (DS 0,017) (DS 0,004 )
7 0,158 0,458 0,197 0,462 0,142 0,117
(DS 0,021) (DS 0,041) (DS 0,014) (DS 0,048) (DS 0,020) (DS 0,015)
8 0,218 0,153 0,266 0,163 0,349 0,125
(DS 0,008) (DS 0,038) (DS 0,006) (DS 0,025) (DS 0,012) (DS 0,019)
9 0,201 0,283 0,379 0,193 0,254 0,147
(DS 0,008) (DS 0,052) (DS 0,024) (DS 0,018) (DS 0,009) (DS0,012)
10 0,216 0,259 0,398 0,172 0,211 0,152
(DS 0,019) (DS 0,022) (DS 0,010) (DS 0,016) (DS 0,031) (DS 0,006)
11 0,406 0,246 0,799 0,162 0,195 0,156
(DS 0,082) (DS 0,011) (DS 0,023) (DS 0,035) (DS 0,004) (DS0,021)
12 0,191 0,258 0,401 0,201 0,201 0,174
(DS 0,008) (DS 0,007) (DS 0,010) (DS 0,014) (DS 0,031) (DS 0,017)
13 0,163 0,335 0,192 0,205 0,091 0,205
(DS 0,014) (DS 0,001) (DS 0,007) (DS 0,060) (DS 0,019) (DS 0.011)
14 0,140 0,265 0,106 0,161 0,106 0,244
(DS 0,006 ) (DS 0,008) (DS 0,005) (DS 0,021) (DS 0,006) (DS 0,053)
15 0,148 0,159 0,061 0,162 0,103 0,172
(DS 0,006) (DS 0,010) (DS 0,009) (DS 0,046) (DS 0,007) (DS 0,006 )
16 0 0,201 0 0,171 0 0,192
(DS 0,028) (DS 0,030) (DS 0,037)
17 0 0,189 0 0,203 0 0,172
(DS 0,007) (DS 0,019) (DS 0,053)
18 0 0,158 0 0,198 0 0,231
(DS 0,006) (DS 0,075) (DS 0,042)
19 0 0,146 0 0,216 0 0,257
(DS 0,021) (DS 0,041) (DS 0,010)
20 0 0,130 0 0,140 0 0,277
(DS 0,001) (DS 0,009) (DS 0,038)
21 0 0,136 0 0,15 0 0,183
(DS 0,005) (DS 0,032) (DS 0,060 )
22 0 0,144 0 0,163 0 0,192
(DS 0,0005) (DS 0,011) (DS 0,008)
Total Abs. 3,071 4,511 4,499 3,528 2,849 3,456
Prom 0,20473333 0,20504545 0,29993333 0,16036364 0,18993333 0,15709091
Abs./dia

Fuente: Elaboracion propia. DS (desviacion estandar)
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Figura 4. Pro »s de absorbancias de actividad proteolitica de Belminus spp pos
ingesta bajo condiciones de hemolinfagia y hematofagia.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA POS INGESTA DE Belminus spp
BAJO CONDICIONES DE HEMOLINFAGIA'Y HEMATOFAGIA

0,9
0,8
E o7
S
3 0,6
©
P 0,5
04
©
203 /\\
o
202 : wo——e
<C
01 . e — s
0o &
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Dias
=@==B. herreri HL ==@==B_ herreri HM B. ferroae HL
==@==1B. ferroae HM ==@==B. corredori HL B. corredori HM

Fuente: Elaboracion propia.

4.3 Caracterizacion de las proteasas en Belminus spp

Se observa que en las tres especies de Belminus y bajo los dos tipos de alimentacion
hemolinfagia y hematofagia los mayores porcentajes de inhibicion los produce E-64 con un
porcentaje minimo de inhibicion de 30 y un maximo de 62, comparandolo frente a la muestra
control, lo cual nos indica que las proteasas con las que se dessarrolla la digestion de hemolinfa
y sangre en estas tres especies son en su gran mayoria protesas cisteincas. El otro inhibidor que
presenta porcentaje de inhibicidon de proteasas es Pepstatin A, tanto en las tres especies como
en los dos tipos de alimentacion, pero con porcentaje de inhibicion menores a los registrados con
E-64, Pepstatin a tiene un porcentaje minimo de inhibicién de 13 y uno maximo de 28. Los demas
inhibidores PMSF, TLCK, TPCK y EDTA no presentan porcentajes de inhibicion frente a la
muestra control, lo anterior nos denota que proteasas serinicas y metaloproteasas posiblemente
tengan menor relevancia en la digestién en Belminus spp, bajo condiciones de alimentacién de
hemolinfagia y hematofagia, aunque cabe destacar que nunca se alcanzé una inhibicén de 100%
en ninguno de los ensayos, por lo cual queda abierta la discusién si hay otras proteasas ademas
de las cisteinicas y asparticas.
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Tabla7.% dei On de Belminus spp para caracterizar las proteasas frente a muestra
control.
INHIBIDOR B. herreri B. ferroae B. corredori
% Inh. % Inh. % Inh. % Inh. % Inh. % Inh. % Inh.
HL P1 HL P2 HM P1 HM P2 HL P1 HL P2 HM P1 HM P2 HL P1 HL P2 HM P1 HM P2
(dia2) | (dia11) (dia 7) (dia 13) (dia 2) (dia 11) (dia 7) (dia 19) (dia 2) (dia 8) (dia 14) (dia 20)
E-64 45,18 54,12 54,57 47,49 30,08 62,63 56,32 33,81 45,62 55,91 36,43 55,48
PA 15,41 14,51 15,68 15,64 13,97 28,05 17,04 11,79 18,31 25,22 13,00 21,36
PMSF -4,12 -2,98 -3,20 1,25 2,34 -1,62 0,82 2,67 0,34 0,60 -0,71 0,11
TLCK -2,59 -2,59 -0,38 2,22 1,69 0,88 0,67 -0,31 -0,22 1,39 -3,86 -1,24
TPCK -2,24 -3,61 -0,53 2,90 1,43 2,32 1,34 -1,26 0,00 1,09 -1,43 -1,58
EDTA -0,59 -3,53 -3,35 2,99 1,04 0,79 -2,16 -3,30 1,35 -2,28 2,71 0,23

Inh. (inhibicion), HL (hemolinfagia), HM (hematofagia), P (pico). Fuente: Elaboracién propia.

Figura 5. % de inhibicion en B. herreri para caracterizar proteasas
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Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 6. % de tehibi¢ion en B. ferroae para caracterizar proteasas
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Fuente: Elaboracién propia.

Figura 7. % de inhibicion en B. corredori para carcterizar proteasas
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Fuente: Elaboracién propia.
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4.4 siGride analisis estadistico
4.4.1 Determinaciéon de pH éptimo de accién de las proteasas

Segun el analisis realizado en R con la prueba de ANOVA por especie y por tipo de aliemntacion
por separado, en B. hereri, B. ferroae y B. corredori alimentados con hemolinfa y sangre, hay
diferencias significativas entre los distintos pH de 3.5 a 9.5 con un p de (5.203 E®), (1.641 E*?)y
(2.839 E8) respectivamente, los valores anteriores de p son < 0.001, esto se comprueba con el
andlisis de Tukey <0,05, donde se observa que hay diferencias significativas en el pH 5.5 respecto
a los demas pH en las tres especies y en los dos tipos de alimentacion.

Comparando los valores del pH 5.5 de las tres especies bajo los dos tipos de alimentacion, el
analisis de ANOVA revela que hay diferencias significativas p de 0,0001391, lo cual se comprueba
con la prueba de Tukey, donde se observa que hay diferencias significativas en la actividad
proteolitica de B. ferroae y B. corredori frente a B. herreri, con valores menores a 0.05, lo que
indica que al pH de 5.5 son mas eficientes estas dos especies tanto en la alimentacién con
hemolinfa como con sangre frente a B. herreri.

4.4.2 Actividad proteoliitica pos ingesta

Segun test de ANOVA analizando por separado las tres especies de Belminus bajo las dos
fuentes de alimentacién hemolinfagia y hematofagia también por separado, presentan diferencias
significativas entre los dias analizados en la actividad proteolitica pos ingesta con un p<0.001.
Basados en la prueba de Tukey p<0.05 B. herreri alimentado con hemolinfa presenta diferencias
significativas en los siguientes dias: El dia 11 presenta diferencias significativas frente a los otros
14 dias, el dia 2 presenta diferencias significativas frente a 4 dias. Por cual se sugiere que hay
una tendencia con dos picos de actividad proteolitica en el proceso de digestion de la hemolinfa
en B. herreri uno al comienzo en el dia 2 y otro en el dia 11. La misma especie alimentada con
sangre basados en el test de Tukey p<0.05, arroja diferencias significativas en los siguientes dias:
El dia 7 presenta diferencias significativas frente a los otros 21 dias y el dia 13 frente a 14 dias.
Por lo cual se sugiere que hay una tendencia con dos picos de actividad proteolitica en el proceso
de digestion de la sangre en B. herrerri, uno al en el dia 7 y otro entre el dia 13.

B. ferroae alimentado con hemolinfa y basado en los resultados del test de Tukey p<0.05 muestra
diferencias significativas en el dia 11 frente a los otros 14 dias, el dia 2 presenta diferencias
significativas frente a 13 dias, los dias 9, 10, 12 frente a 9 dias y el dia 1 frente a 8 dias. Por cual
se sugiere que hay una tendencia con dos picos de actividad proteolitica en el proceso de
digestion de la hemolinfa en B. ferroae uno al comienzo en los dias 1y 2 y otro entre el dia 9 al
12. Esta especie alimentada con sangre y aplicando la misma prueba estadistica mencionada
anteriormente exhibe diferencias p<0.05 significativas en los siguientes dias: El dia 7 presenta
diferencias significativas frente a los otros 21 dias, y el dia 19 frente a 5 dias. Por cual se sugiere
gue hay una tendencia con dos picos de actividad proteolitica en el proceso de digestiéon de la
sangre en B. ferroae uno en el dia 7 y otro entre el dia 19.
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B. corredori bajo‘canéiciones de alimentacion de hemolinfagia de acuerdo'a la prueba de Tukey
p<0.05, presenta diferencias significativas en los siguientes dias: El dia 8 presenta diferencias
significativas frente a los otros 13 dias, el dia 2 presenta diferencias significativas frente a 10 dias,
los dias 9 y el dia 1 frente a 6 dias. Por cual se sugiere que hay una tendencia con dos picos de
actividad proteolitica en el proceso de digestion de la hemolinfa en B. corredori uno al comienzo
en los dias 1y 2 y otro entre el dia 8 y 9. Esta especie bajo condiciones de hematofagia y
aplicando la prueba de Tukey p<0.05, se encuentran diferencias significativas en los siguientes
dias: El dia 20 presenta diferencias significativas frente a 14 dias, el dia 19 frente a 11 dias, el
dia 14 frente a 10 dias, dia 13 frente a 5 dias. Por cual se sugiere que hay una tendencia con dos
picos de actividad proteolitica en el proceso de digestion de la sangre en B. corredori uno entre
los dias 13 y 14 y otro entre el dia 19 al 20. Se nota en las tres especies de Belminus que el
proceso de digestion de la sangre es mas lento que el de la hemolinfa.

Comparacion de absorbancias pos ingesta de las tres especies de Belminus alimentadas
bajo condiciones de hemolinfagia

Basados en test de ANOVA, si hay diferencias significativas entre las tres especies de Belminus
alimentadas bajo condiciones de hemolinfagia con p<0.001 y utilizando el test de Student-
Newman-Keuls donde se compara dia por dia las absorbancias de las tres especies, se observa
gue B. ferroae obtiene los mejores resultados y tiene deferencias significativas frente a B. herreri
y B. corredori en 8 de los 15 dias medidos, lo cual nos muestra una tendencia a que B. ferroae
podria estar mas adaptado y digiere mas facilmente la hemolinfa.

Comparacion de absorbancias pos ingesta de las tres especies de Belminus alimentadas
bajo condiciones de hematofagia

Basados en test de ANOVA, si hay diferencias significativas entre las tres especies de Belminus
alimentadas bajo condiciones de hematofagia con p<0.001 y utilizando el test de Student-
Newman-Keuls donde se compara dia por dia las absorbancias de las tres especies, se observa
gue B. hereri, obtiene los mejores resultados y tiene deferencias significativas frente a B. ferroae
y B. corredori en 12 de los 22 dias medidos, lo cual nos muestra una tendencia a que B. hererri
podria estar mas adaptado y digiere mas facilmente la sangre.
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De acuerdo a la prueba de ANOVA hay diferencias significativas entre los seis inhibidores
utilizados para caracterizar las proteasas presentes en el intestino de las tres especies de
Belminus bajo condiciones de alimentacién de hemolinfagia y hematofagia con un p<0.001 en los
dos picos de mayor actividad proteolitica evaluados.

El inhibidor E-64 tiene diferencias significativas segun el test de Tukey p<0.05, frente a los otros
cinco inhibidores (PA, PMSF, TLCK. TPCK y EDTA) y frente a la muestra control (tabla 8) en las
tres especies bajo los dos tipos de alimentacion hemolingagia y hematofagia en los dos picos de
actividad proteolitica analizados, lo anterior nos sugiere que la mayoria de proteasas son
cisteinicas.

El PA presenta diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey p<0.05, frente a la
muestra control y frente a 2, 3 6 4 inhibidores (PMSF, TLCK. TPCK y EDTA), en las tres especies
de Belminus y bajo condiciones de alimentacion de hemolinfagia y hematofagia en los dos picos
de actividad proteolitica evaluados (tabla 8), excepto en el pico uno de B. corredori alimentado
con sangre donde no hubo diferencias significativas ni frente a la muestra control, ni frente a los
demas inhibidores. Los hallazgos tanto del inhibidor E-64 y PA se comprueban con los
porcentajes de inhibicién que causan.

Los porcentajes de inhibicién de PA son mas bajos comparados con los de E-64 (30 a 62% de
inhibicion), desde un 13% hasta un 28%, lo que nos indicaria que, si hay presencia de proteasas
asparticas, pero en una cantidad menor a las cisteinicas

Tabla 8. Valores de significancia de los inhibidores comparados entre ellos y frente a la
muestra control en el test de Tukey.

D. Nerre B. Terroae » orredo
P1HI P2HL | PIHM | P2HM | P1HI P2HL | PIHM | P2HM | P1HI | P2HL | P1HM | P2HM
E-64 Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig.
<0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 | <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 | <0.05 <0.05 <0.05
PA Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. Sig. No Sig. | Sig.
<0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 | <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 | <0.05 >0.05 <0.05
PMSF No sig. | No No No Sig. | No Sig. | No No No Sig. | No Sig. | No No No Sig. | No Sig.
>0.05 sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05
>0.05 >0.05 >0.05 | >0.05 >0.05 | >0.05
TLCK No sig. | No No No Sig. | No Sig. | No No No Sig. | No Sig. | No No No Sig. | No Sig.
>0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05
>0.05 >0.05 >0.05 | >0.05 >0.05 | >0.05
TPCK No sig. | No No No Sig. | No Sig. | No No No Sig. | No Sig. | No No No Sig. | No Sig.
>0.05 sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05
>0.05 >0.05 >0.05 | >0.05 >0.05 | >0.05
EDTA No sig. | No No No Sig. | No Sig. | No No No Sig. | NoSig. | No No No Sig. | No Sig.
>0.05 sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05 Sig. Sig. >0.05 >0.05
>0.05 >0.05 >0.05 | >0.05 >0.05 | >0.05
Inh. (inhibidor), M (muestra), Sig. (significativo), No sig. (No significativo). Fuente: Elaboracion

propia.

@ f\ “Formando lideres para la construccion de un nuevo pais en paz”

OB Universidad de Pamplona
P V Pamplona - Norte de Santander - Colombia 41
Tels: (7) 5685303 - 5685304 - 5685305 - Fax: 5682750

SC-CER96940

I Y



ACREDITACION INSTITUCIONAL

'( ool /[’

weetl '* ,.{ .r,

5. DISCUSION

5.1 pH 6ptimo de accién de las proteasas

Se observa que el pH 6ptimo de accién de las proteasas para las tres especies de Belminus es
5.5 tanto para el grupo alimentado en condiciones de hemolinfagia como de hematofagia (Tabla.
5, figura 3), lo que concuerda con estudios previos realizados en triatominos donde el pH del
lumen del intestino medio es acido (Schaub, 2009). Ademas, se han reportado la disminucién del
pH en ninfas de R. prolixus, inicialmente después de la alimentacion con sangre el pH aumenta
a 7.4 y luego de una semana disminuye a 6.5 y en el intestino medio cambia de 7.2 a 5.55
(Balczun et al. 2012b). En las ninfas de T. brasiliensis de quinto estadio no alimentadas, el valor
del pH del estbmago y el intestino delgado era de aproximadamente 7 y 5,5, respectivamente,
(Waniek et al., 2012). En una investigacion mas exhaustiva, los valores de pH del estémago y las
tres secciones morfolégicamente distinguibles del intestino delgado de Triatoma infestans se
determinaron por separado mediante microelectrodos hasta 20 dias después de la alimentacion.
En las ninfas de quinto estadio no alimentadas, los valores de pH fueron aproximadamente 6.3
para el estbmago y la region posterior del intestino delgado y 6.7 y 6.6 para la regién anterior y
media del intestino delgado, respectivamente (Balczun et al.,, 2012a). Los contenidos del
estbmago y las diferentes regiones del intestino delgado se acidificaron continuamente hasta 8 y
10 dias después de la alimentacién, alcanzando valores minimos de aproximadamente pH 5.2.
Después de 15 dias después de la alimentacion, los valores de pH del estdmago y el contenido
del intestino delgado aumentaron, pero a los 20 dias después de la alimentacion, estaban
considerablemente por debajo de los valores de los insectos no alimentados (Balczun., et al 2012
b).

De las tres especies de Belminus quien obtuvo los valores méas altos de actividad proteolitica
medida sobre azocaseina con ingesta de hemolinfa a pH 5,5 fue B. ferroae con una absorbancia
a 440 nm de 0,0393, seguido por B. corredori con valores de 0,0316 y B. herreri de 0,0126, en
cuanto a la actividad proteolitica con ingesta de sangre bajo las mismas condiciones B. corredori
obtuvo la absorbancia mas alta con 0,0336, seguido por B. ferroae con 0,0313 y B. herreri con
0,021, estos datos sugieren la gran versatilidad en cuanto a fuentes de alimentacién que posee
el género Belminus y que las tres especies no se comportan de la misma manera al realizar
hidrolisis de la azocaseina con proteasas extraidas de su sistema digestivo en condiciones de
alimentacion de hemolinfa y sangre, lo que parece indicar que la digestion de hemolinfa y sangre
es muy diferente en estas especies.

Comparando la suma total de absorbancia a 440 nm de los diferentes pH de 3.5 a 9.5 utilizados
para determinar el pH Optimo de accién en las tres especies de Belminus bajo dos tipos de
alimentacion se nota que la mayor hidrélisis de azocaseina la realiza B. corredori alimentado con
sangre con una absorbancia total de 0,111, seguido muy de cerca por B. ferroae alimentado con
hemolinfa con una absorbancia total de 0,108 (absorbancia total de 0,081 alimentado con sangre)
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y en tercer Iuga""-" amente B. corredori alimentado con hemolinfa con una absorbancia de
0,0886 por lo cual se propone que B. corredori esta adaptado tanto a la ingesta de sangre como
a la hemolinfa y que B. ferroae tiene la tendencia a ser mucho mas eficiente al digerir hemolinfa
gue sangre, un estudio previo establecié que estadisticas vitales como longevidad, tasa de
eclosion de huevos y mortalidad en estadios ninfales fue mucho mejor en B. ferroae alimentados
con hemolinfa de cucaracha comparado con alimentacion con sangre de raton y con R. prolixus
(Sandoval et al., 2013). Por su parte B. herreri muestra los valores de actividad proteolitica mas
bajos al digerir sangre y hemolinfa a diferentes pH pero se nota una clara diferencia a favor de la
hidrolisis de sangre con un absorbancia total de 0,0513 comparado con un absorbancia total de
0,0231 con hemolinfa, lo que sugeriria que tiene la tendencia a estar mas adaptado a alimentarse
con sangre, un estudio previo propone que B. herreri puede extraer sangre directamente de
vertebrados (Sandoval et al., 2004), otras observaciones en laboratorio y en campo de B.
peruvianus y B. herreri han indicado una dieta basada en una amplia gama de huéspedes,
incluyendo los artrépodos, reptiles, aves y mamiferos. Por otra parte, el comportamiento de
alimentacion de estas especies es variable e incluye la practica de canibalismo,
cleptohematofagia, hemolinfagia y hematofagia (Herrer et al., 1954, Gaunt & Miles 2000,
Sandoval et al., 2000, 2004). Cabe resaltar que las tres especies de Belminus utilizadas en este
estudio provienen de colonias establecidas hace varios afios en el laboratorio de entomologia
médica de la Universidad de Pamplona, lo cual puede establecer alguna diferencia en cuanto a
comportamiento alimenticio con especies silvestres.

5.2 Actividad proteolitica pos ingesta

Las tres especies de Belminus bajo condiciones de alimentacién con hemolinfagia ya presentan
actividad proteolitica el primer dia posingesta (tabla 6, figura 4) y se observa un primer pico en la
digestion de la azocaseina entre el dia 1 y 2 (B. ferroae absorbancia 440 nm primer dia 0,375,
segundo dia 0,522, B. corredori 0,239 y 0,28 y B. herreri 0,232 y 0,263 respectivamente), muy
diferente a lo observado en las tres especies alimentadas bajo condiciones de hematofagia donde
la actividad proteolitica es notoria solo a partir del 5 dia en B. herreri con una absorbancia a
440nm de 0,258 y B. corredori 0,126, B. ferroae en este dia presenta una actividad proteolitica
baja con una absorbancia de tan solo 0,04 y el primer pico de digestion de la azocaseina en las
tres especies se observa hasta el dia 7 en B. ferroae con un absorbancia de 0,462 y B. herreri de
0,458, el primer pico de B. corredori solo se observa hasta el dia 14 con una absorbancia de
0,244, lo cual sugiere facilidad en la digestion de la hemolinfa por parte de las tres especies de
Belminus y una digestién mas lenta de la sangre. Esta facilidad en la digestion de la hemolinfa
por parte de las tres especies de Belminus se puede explicar desde varios tépicos uno de ellos
es la alimentacion de Belminus con artrépodos especialmente cucarachas en vida silvestre,
especificamente B. ferroae parece estar mas adaptado a alimentarse de hemolinfa debido a que
su ciclo de vida presento mejores parametros reproductivos comparado con ingesta de sangre y
predacién de otro triatomino, ademas analisis de su contenido intestinal en especimenes
colectados en domicilios demuestran su predileccion por la hemolinfa de cucaracha (Sandoval et
al., 2010, 2013). Otra explicacion es el pH de la hemolinfa y de la sangre, el pH de la hemolinfa
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y la sangre es ditersite., para la hemolinfa varios estudios comprueban su pH &cido, como el
reportado en algunos estadios del gusano de seda con valores entre 6.38 a 6.6 (Wyatt et al.,
1955), otros dos estudios ratifican estos hallazgos, el primero con una media de pH de 6,77
(Heimpel, 1955) y el segundo valores en el rango de 6.69 a 6.87 (Numone et al., 1955), aunque
se ha reportado un pH de 7,27 en larvas maduras de R. americana (Terra et al. 1974), que sigue
siendo inferior al pH de la sangre. La sangre tiene un pH basico y después de la ingestion por
parte de triatomino determina las condiciones en el estbmago, es decir, pH 7.4 (Billker et al.,
2000), si el pH 6ptimo de accion del genero Belminus es de 5,5 es mas sencillo y rdpido procesar
un alimento que esté mas cerca a este pH que es el caso de la hemolinfa. Ademas, la composicién
fisico-quimica de la hemolinfa y de la sangre es muy diferente, la hemolinfa tiene un porcentaje
de proteina de 6,9 (Terrra et al., 1974), agua 90% (Buck, 1953) y gran cantidad de aminoacidos
libres, muy diferente al 20% de proteina, 80 % de agua que contiene la sangre (Albritton, 1952,
Almant et al., 1971), lo anterior sugiere que para las tres especies de Belminus es mas facil y
rapido digerir la hemolinfa. Otro hallazgo significativo que el género Belminus digiere de una
manera diferente la hemolinfa y la sangre es el porcentaje de pérdida de peso diaria pos ingesta,
donde se observa que entre el dia 1 y 2 posingesta la pérdida de peso es mucho mayor en las
tres especies de Belminus alimentadas con hemolinfa, B. ferroae pierde un 32.9 %, B. corredori
30,6 %y B. hererri un 29.25 %, contra un 12 %, 6.3 % y 8.7% respectivamente en ninfas de quinto
estadio alimentadas con sangre (apéndices H, I, J). También se puede observar que la sangre
tiene una digestion mas lenta probablemente por la cantidad mayor de ingesta inicial, muy
superior a la ingesta inicial de hemolinfa, en promedio del peso después de la alimentacion con
sangre de las ninfas de quinto estadio de las tres especies de Belminus es de 0,0464 gr, con
alimentacion de hemolinfa es de 0,0271 gr (apéndice G).

El mayor pico de actividad proteolitica posingesta en un dia especifico fue encontrado en el dia
11 en B. ferroae alimentado con hemolinfa con una absorbancia a 440 nm de 0,799, seguido por
el dia 2 de la misma especie con el mismo tipo de alimentacién con una absorbancia a 440 nm
de 0,522 (tabla 6, figura 4), lo que comprueba una vez mas su adaptacion a la ingesta y posterior
digestion de hemolinfa.

En las tres especies de Belminus bajo los dos tipos de alimentacion se presentan dos picos de
actividad proteolitica, sin embargo el tiempo de aparicion de actividad proteolitica es muy
diferente en el grupo alimentado con hemolinfa que en el alimentado con sangre, en el grupo
alimentado con hemolinfa ya hay actividad el primer dia posingeta y el primer pico de actividad
proteolitica se observa en las tres especies de Belminus el segundo dia, esto podria ser por la
presencia de aminopeptidasas que actdan sobre la hemolinfa, anteriormente se ha reportado en
triatominos una ligera actividad de aminopeptidasa en el estbmago que es mucho mas débil que
en el intestino delgado (Kollien et al., 2000), aunque altas tasas de expresion de genes similares
a la catepsina, sugeridos para codificar enzimas digestivas, también son evidentes en el tejido
del estobmago (Balczun et al., 2012), adicionalmente se ha reportado actividad proteolitica
temprana en R. prolixus en el estomago mediada por proteasas asparticas (Ouali et al., 2020) o
por la lisis de hemocitos. En los grupos alimentados por hematofagia la actividad proteolitica se
inicia en el dia 5 posingeta (B. herreri) y el primer pico significativo se observa en el dia 7 (B.
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herrriy B. ferrog 8)zse’han reportado altas actividades en R. prolixus parala catepsina B, Dy la
carboxipeptidasa lisosémica B, en el dia 6 después de la alimentacion con sangre, (Billingsley y
Downe 1988; Houseman y Downe 1983b) o puede ser por lisis de hematies.

El segundo pico si corresponderia a la digestién de la proteina que llega al intestino delgado y
probablemente a la lisis de simbiontes, en este pico también hay diferencias en los tiempos de
aparicién en los grupos alimentados con hemolinfa y con sangre; en el grupo de Belminus
alimentado con hemolinfa el segundo pico de actividad proteolitica se observa en el dia 8 en B.
corredori y en el dia 11 para B. ferroae y B. herreri, muy diferente a lo observado en el grupo
alimentado con sangre donde el segundo pico se observa en el dia 13 en B. herreri, dia 19 para
B. ferroae y dia 20 para B. corredori, estas diferencias en la aparicion del segundo pico de
actividad proteolitica entre los grupos alimentados con hemolinfa y sangre podrian ser por las
diferencias en la composicion de estas dos fuentes de alimentacion y por la cantidad de alimento
ingerido, ya que la cantidad ingesta de hemolinfa (0,0271 gr promedio de las tres especies) es
muy inferior a la cantidad de ingesta de sangre (0.0464 gr promedio de las tres especies), por lo
cual el grupo alimentado con sangre realiza una digestion mucho mas lenta que el grupo
alimentado con hemolinfa; similares resultados han sido descritos anteriormente donde la
digestion de la sangre en triatominos se produce en el transcurso de varios dias (Lehane, M.J.
1991). Otro punto de vista en cuanto al segundo pico de actividad que se aprecia en B. corredori
(dia 20) y B. ferroae (dia 19) alimentados con sangre es que estan proximos a la ecdisis y la
actividad proteolitica se incrementa antes de la ecdisis y a diferencia del grupo alimentado con
hemolinfa que requiere en la mayoria de los casos varias alimentaciones para realizar el proceso
de muda el grupo alimentado con sangre solo necesita una ingesta grande; estudios previos han
reportado en R. prolixus un segundo pico de actividad de catepsina B en el momento de la ecdisis
(Houseman y Downe, 1983b).

5.3 Caracterizacién de proteasas

Las proteasas caracterizadas con inhibidores especificos en las tres especies del género
Belminus y bajo condiciones de alimentacion de hemolinfagia y hematofagia son proteasas
cisteinicas y asparticas, lo cual coincide con reportes previos como el realizado en R. prolixus
donde se hallaron proteasas cisteinicas llamada catepsina B y proteasas asparticas denominada
catepsina D, estas proteasa se identificaron en los contenidos luminales del intestino delgado por
su pH optimo y utilizando sustratos especificos (Houseman y Downe, 1983a, b). Otro reporte de
Catepsina B fue descrito en el intestino medio de R. prolixus usando un activador tiol (Houseman,
1978). La catepsina B también se ha descrito en el intestino medio de T. pallidipennis y T.
infestans utilizando activadores e inhibidores especificos (Houseman & Downe, 1981 b; Kollien
et al., 2004). Niveles de Catepsina D fueron descritos utilizando tres inhibidores 5-fluorouracilo,
cordicepina y cicloheximida en el intestino R. prolixus (Houseman y Downe, 1983a).

La mayoria de proteasas descritas en las tres espeies de Belminus bajo alimentacion de
hemolinfa y sangre corresponden a proteasas cisteinicas y en menor cantidad proteasas
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asparticas, lo c imilar a reportes hechos anteriormente donde se sugirié a la catepsina B
como la proteasa digestiva principal, mientras que la catepsina D deberia contribuir solo en menor
medida a la actividad proteolitica general en el intestino de R. prolixus (Terra et al., 1988). Aunque
falta dilucidar con mas estudios, si las proteasas citseinicas halladas son catepsina B y las
asparticas catepsina D.

En los triatominos se han descrito otras proteasas como La carboxipeptidasa A y B
(metaloproteasas) y la carboxipeptidasa lisosémica B (catepsina X 6 catepsina B2 una
carboxipeptidasa cisteinica), Catepsin L y una carboxipeptidasa serinica entre otras, lo que nos
indica la gran variedad de proteasas que intervienen en la digestion de estos insectos, lo anterior
unido a los resultados obtenidos en nuestra caracterizacion en la cual él % de inhibicion no
alcanza el 100% en ningun ensayo nos indicaria que posiblemente alun quedan proteasas por
describir en Belminus spp bajo condiciones de alimentacion de hemolinfagia y hematofagia.

6. CONCLUSIONES

Se establece que el pH éptimo de accion de las proteasas es 5.5 para las tres especies de
Belminus, bajo condiciones de alimentacion de hemolinfagia y hematofagia.

Los tiempos de digestion de la hemolinfa y la sangre, en las tres especies de Belminus es muy
diferente, ya que la hidrélisis de la hemolinfa empieza el primer dia de alimentacién y se halla el
primer pico de actividad proteolitica el segundo dia, mientras en las tres especies alimentadas
con sangre el primer pico solo se encuentra el séptimo dia. La digestion de la de la hemolinfa es
mas rapida que la digestion de la sangre.

Basados en los datos obtenidos de las absorbancias en los ensayos de determinacion de pH
Optimo y de actividad proteolitica pos ingesta se sugiere la tendencia que tiene B. ferroae a estar
mas adaptado a la alimentacién con hemolinfa, B. herreri tiene la tendencia a estar mas adaptado
a la sangre y B. corredori tiene resultado muy parecidos con los dos tipos de alimentacion.

Las proteasas presentes en las tres especies de Belminus bajo condiciones de alimentacion de
hemolinhagia y hematofagia son las cisteinicas y asparticas, pero las mas abundantes son las
proteasas cisteinicas. Se recomienda hacer mas investigaciones sobre las proteasas presentes
en estos insectos bajo estos dos tipos de alimentacién, porque en ningudn ensayo de
caracterizacion de proteasas con inhibidores especificos se logré el 100% de inhibicién y para
caracterizar especificamente estas proteasas.
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7. RECOMENDACIONES

Es fundamental medir el pH con microelectrodos o soluciones indicadoras universales del
intestino completo y de las diferentes secciones del intestino para establecer si son &cidas,
neutras o basicas, en insectos de las tres esepcies de Belminus alimentados y no alimentados
con hemolinfa y sangre.

Seria importantisimo medir la actividad proteolitica pos ingesta en las diferentes partes del tracto
digestivo por separado: intestino anterior, intestino medio (estbmago y el intestino delgado con
sus diferentes secciones) y el intestino posterior, para cuantificarla.

Es necesario hacer pruebas mas especificas y con procedimientos mas actuales, como
secuenciacién, cromatografia liquida de alta eficacia de perfusion, electroforesis (Western Blot y
SDS PAGE) e inmunodifusion en las diferentes partes del tracto digestivo por seprado, para
detectar que proteasas ademas de las reportadas en este estudio existen en los intestinos de las
tres especies de Belminus alimentados con hemolinfa y sangre, ya que en todas las pruebas de
caracterizacién nunca se alcanz6 un porcentaje de inhibicion del 100% lo que nos sugeriria que
puede haber proteasas que no fueron detectadas, también es necesario realizar mas ensayos
para determinar especificamente que proteasas cisteinicas y asparticas son las que estan
presentes en las tres especies de Belminus.

Realizar pruebas de caracterizacién de proteasas utilizando una gama mas amplia de inhibidores
gue puedan detectar otras proteasas diferentes a las halladas en el presente estudio.
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9. APENDICES

Apéndices A. B. herreri sin alimentar, alimentado con hemolinfagia y alimentado con sangre.

B. herreri, sin alimentar (alto 1 mm, largo 6.3 mm, ancho 2,3 mm, peso 0,0065 gr).
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Apendice C. B. terredori sm allmentar alimentado con hemolinfagia y allmemgdo con sangre.

B. corredori, sin alimentar (alto 1 mm, largo 7.3 mm, ancho 2 mm, peso 0,0074 gr).

B. corredori, alimentado con hemolinfa (alto 2 mm, largo 8,2 mm, ancho 3 mm, peso 0,0264 gr).
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Apéndice D. Pruéhad 6 actividad proteolitica pH.

Columna 1. (Control positivo); Columna 2 (Control negativo); Columna 3 (pH 3.5); Columna 4 (pH
4.5), Columna 5 (pH 5.5), Columna 6 (pH 6.5), Columna 7 (pH 7.5), Columna 8 (pH 8.5), Columna
9 (pH 9.5).

Apéndice E. Prueba de actividad proteolitica pos ingesta.

Fila C. Control positivo; fila D. Contol negativo; A1-3. Muestra X; A4-6. Muestra X. B1-3. Muestra
X, B4-6. Muestra X.
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Apéncice F. Prueba®é inhibidores

Columna 1A-C (Control positivo); Columna 2 A-C (Control negativo); Columna 3 A-C (Muestra
control, sin inhibidores y con extracto intestinal); Columna 4 A-C (E-64); Columna 5 A-C (PA),
Columna 6 A-C (PMSF), Columna 7 A-C (TLCK), Columna 8 A-C (TPCK), Columna 9 (EDTA).

=S|

Apendice G. Pesos totales y en promedio por ninfa al inicio de la actividad proteolitica pos ingesta.

B. corredori 1,1895 0,0264 3,1464 0,0476
B. ferroae 1,4212 0,0315 3,2891 0,0498
B. herreri 1,0636 0,0236 2,8365 0,0429
Peso Total: 3,6743 0,0815 9,272 0,1403
Promedio por ninfa: 0,027166667 0,046766667

HL: hemolinfagia, HM: hematofagia, n: ninfa.
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-29,2522513

-8,7893864

1.2

2.3 -11,4263323 -5,67450914
3.4 -7,52051918 -5,07860303
4.5 -4,86883059 -2,99649013
56 -3,23834197 -2,80983153
6_7 -2,29537904 -2,15619907
7.8 -2,65551109 -2,11987809
8.9 -2,58255715 -1,18887393
9_10 -2,00445434 -2,20195547
10_11 -1,90664037 -1,94693471
11_12 -1,34281201 -2,0321073
12_13 -1,83673469 -0,75488963
13_14 -2,60586319 -3,15518352
14_15 -1,27596439
15_16 -1,55475824
16_17 -1,41557128
17_18 -1,13093742
18_19 -0,62833805
19_20 -0,53696819
20_21 -0,30902349
2122 0
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Apéndice I. pesy perdido de B. ferroae bajo condiciones de hemolinfagia y hematofagia

1.2 -32,9623223 -12,0179458

2.3 -11,4115604 -6,20101955
34 -5,52663809 -3,55934381
45 -8,17675713 -2,80035709
56 -5,46907005 -3,83230453
6_7 -4,34993925 -1,72219085
7_8 -5,13269175 -1,48067237
89 -5,01089325 -1,80239878
9 10 -3,04164717 -1,39212828
10_11 -4,11036036 -1,20462576
11_12 -4,02046784 -2,73496659
12_13 -2,93542074 -1,27792312
13_14 -3,81231672 -2,30829862
14_15 0,0356 -1,6831556
15_16 -1,44295806
16_17 -1,04017217
17_18 -1,07739666
18_19 -1,19577308
19 20 -0,63813814
20_21 -0,67873303
21_22 -2,29357798
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-30,6731374

-6,35063207

1.2
2.3 -11,4531846 -4,89035657
3 4 -8,32893115 -4,93038965
4 5 -3,60729658 -3,75548618
5.6 -2,70655271 -2,07458632
6_7 -2,59914255 -2,19425621
7_8 -2,15711526 -1,8034424
8_9 -3,56195529 -1,57115261
910 -2,14614205 -2,04900718
10_11 -4,25937699 -2,29181383
11_12 -2,5261324 -1,44606104
12_13 -1,77935943 -2,46359465
13_14 -1,42095915 -1,78450418
14_15 -1,3559322 -1,33122446
15_16 -2,62062587
16_17 -1,54562384
17_18 -1,21225984
18_19 -0,34722222
19_20 -0,80353556
20_21 -0,81812461
21 22 -2,37797247
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dﬁé'metodologia de extraccion de proteasas
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