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1. RESUMEN

La tripanosomiasis americana, conocida comunmente como enfermedad de Chagas; es
una infeccion cronica mortal causada por el protozoario parasito Trypanosoma cruzi. El
cual es transmitido principalmente por insectos chupadores de sangre pertenecientes a la
subfamilia Triatominae. En América Latina, ésta enfermedad afecta entre 16 -18 millones
de personas y se estima que unas 43,000 se encuentran en riesgo de contraer la
enfermedad anualmente (WHO 1999); y su principal vector en Guatemala es Triatoma

dimidiata; conocida popularmente como chinche picuda. (Schofield 1994)

La chinche picuda, es una especie que presenta una amplia distribucion dentro del
territorio nacional, ya que se encuentra reportada en 21 de los 22 departamentos. (Tabaru
et al. 1999) En Guatemala, las poblaciones de T. dimidiata, han sido estudiadas con
técnicas moleculares y morfométricas, pero hasta el momento no se habia estudiado la

variabilidad de sus proteinas salivales.

El objetivo del presente trabajo fue comparar la variabilidad proteica salival de
poblaciones de T. dimidiata y otras especies de reduvidos relacionados; mediante la
técnica de electroforesis en poliacrilamida —SDS PAGE-. Con este fin, se realizé una
comparacion de los patrones electroforéticos de la saliva de T. dimidiata y las siguientes
especies: Triatoma nitida, Triatoma ryckmani y Triatoma pallidipennis. Seguidamente se
compararon los patrones electroforéticos de las proteinas salivales de los individuos de
las poblaciones de T. dimidiata provenientes de los departamentos de Quiché, Jutiapa y
Petén. Por ultimo se compararon los patrones electroforéticos de los individuos de
acuerdo a la procedencia de colecta (Ecotopo); es decir, si es doméstico (que se colectd
dentro de la casa) y/o peri-doméstico (colecta fuera de la casa); de individuos

provenientes del departamento de Jutiapa.

Se observé una amplia variacién en cuanto al patréon electroforético; que va desde los 9
hasta los 201 kiloDaltons (kD). En el analisis de poblaciones para T. dimidiata se
observo que, los individuos de las regiones de Petén y Quiché se agrupan a poblaciones

domésticas de Jutiapa como lo son las del Carrizal, Jobo y Sillén, unido a este grupo en



la parte superior se encuentran las poblaciones del Tule y la Perla; dejando
completamente separadas a las poblaciones de Laguna Seca y Lanquin. Esta marcada
separacion de estas poblaciones del resto, hace pensar en el caso de Lanquin, la
posibilidad de un proceso de divergencia poblacional que ya ha sido expuesto por algunos
autores (Bustamante et al. 2004, Calderdn et al. 2004, Monroy et al. 2003). En cuanto a
los ecotopos (doméstico y peri doméstico), el analisis realizado no muestra ninguna

diferenciacion en cuanto al patron de bandas.

Finalmente, se sugieren como marcadores moleculares para T. dimidiata (excluyendo
dentro de este grupo a las poblaciones de Lanquin, Quiché y Petén) las bandas con
pesos moleculares de: 88.5, 19 y 18kD; para T. pallidipennis las bandas con peso
molecular de: 38, 33 y 27 kD, para T. nitida: 37 y 24 kD; y para T. ryckmani: 36 y 20kD.

Palabras clave: Proteinas salivales, Marcador molecular, Patrones electroforéticos,

Variabilidad proteica.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es un padecimiento cronico considerado como uno de los
problemas mas serios en el sistema de salud publica en Latinoamérica. (WHO 1999) Esta
enfermedad, es causada por el protozoario Tripanosoma cruzi; el cual es transmitido a
los humanos a través de las heces de los vectores; que son los insectos pertenecientes al

Orden: Hemiptera, Sub familia Triatominae.

Estimaciones de WHO (1999) indican que entre 16 -18 millones de personas en
Latinoamérica se encuentran afectadas, y se consideran a otras 43,000 de personas en
riesgo de contraer la enfermedad anualmente. En ausencia de control del vector, estas
estadisticas pueden indicar una incidencia de casi 500,000 nuevos casos al afo.
(Schofield 1995, Pinto 1991) En Guatemala, se estima que 4 millones de personas se
encuentran en riesgo de contraer la enfermedad, 730,000 personas se encuentran
infectadas y 30,000 personas se infectan anualmente. (Hayes y Schofield 1990, OPS
2000, Schofield 2000)

En el pais, existen tres vectores de importancia en la transmision de T. cruzi; los cuales
son: Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus y Triatoma nitida. De estas la primera es la que
se considera el principal vector del pais. T. dimidiata se puede encontrar en 21 de los 22
departamentos del pais, siendo los mas afectados aquellos de la regién de oriente del

pais; en donde existe un mayor riesgo de transmision. (Tabaru et al. 1999)

En el afio 2000, Guatemala inicié la Campafa Nacional de Control de los vectores de la
enfermedad de Chagas, en lo que se denomina la Iniciativa de los Paises
Centroamericanos y Belice —IPCA-, (Ponce 1999) con el apoyo econémico de la Agencia
Japonesa de Cooperacion Internacional —JICA-. El tiempo y dinero necesario para lograr
los objetivos del -IPCA- son limitados. Por esta razén el control de la enfermedad de
Chagas debe dirigirse al estudio de las poblaciones de los vectores, especialmente su
distribucion, estructuracion, y su sistematica; con el fin de comprender de una mejor
manera los movimientos poblacionales de la especie y elaborar una estrategia de control
dirigida y efectiva. (Schofield, 1994)



En Guatemala el estudio de la enfermedad de Chagas, ha tratado de establecer patrones
en cuanto a los movimientos poblacionales del vector. En afos mas recientes se han
realizado estudios utilizando técnicas morfométricas como marcador fenético y el PCR-
RAPD’s como marcador genético; para la diferenciacion de las poblaciones de T.
dimidiata (Silvestres, Domésticas y Peridomésticas). En dichos estudios existen algunas
discrepancias que hacen necesaria la utilizacion de nuevas técnicas que produzcan

nuevos marcadores que ayuden a clarificar estas discrepancias.

Varios han sido los estudios en los que se utilizan las proteinas salivales como una
herramienta para el analisis de poblaciones de la misma especie y analisis entre especies.
(Barbosa et al. 1999, Soares et al.1998 y Pereira et al.1996) Los resultados obtenidos
por estas investigaciones; sugieren que, se pueden obtener patrones electroforéticos
capaces de diferenciar grupos muy cercanos entre si; y aunque la composicion de las
proteinas de la saliva no es bien conocida, los resultados podrian estar sugiriendo
diferentes grados de adaptacion hacia las condiciones domiciliares (Barbosa et al. 1999);
o bien, deberse a caminos evolutivos resultantes de una presion de seleccion hacia los

hospederos (Pereira et al. 1996)

El objetivo del presente trabajo fue comparar los patrones electroforéticos de las proteinas
salivales de T. dimidiata a tres niveles: 1) El de especie: en el cual se compara ésta con
otras tres especies de reduvidos: T. nitida, T. pallidipennis y T. ryckmani. 2) El segundo:
en el cual se comparan Individuos de T. dimidiata provenientes de las regiones de Petén,
Quiché, Alta Verapaz (Lanquin) y Jutiapa. 3) Y el tercero: se comparan a los individuos de
acuerdo a la procedencia de colecta (ecotopo) ya sea doméstica y peri-doméstica dentro

de la regién de Jutiapa.

Los patrones electroforéticos obtenidos para T. dimidiata que aqui se presentan, van
desde los 9 a los 201 kD. Finalmente se sugieren algunas proteinas que pueden ser
utilizados como marcadores, ya que presentan una ocurrencia mayor al 35% y se
encuentran exclusivamente en esa poblacion y/o especie. Siendo estos; para T. dimidiata
(excluyendo a las poblaciones de Lanquin, Quiché y Petén) las bandas con pesos
moleculares de: 88.5, 19 y 18kD; para T. pallidipennis las bandas con peso molecular de:
38, 33y 27 kD, para T. nitida: 37 y 24 kD; y para T. ryckmani: 36 y 20kD.



3. ANTECEDENTES

3.1 Historia del Descubrimiento de la Enfermedad de Chagas

En 1909; el cientifico brasilefio Carlos Chagas, descubrid los primeros casos humanos de
un padecimiento que hasta ese momento permanecia desconocido y al que denomino
“Tripanosomiasis Americana” y posteriormente se le nombré simplemente “Mal de

Chagas” en honor a su descubridor. (Lent y Wygodzinsky 1979)

Carlos Chagas no solo descubrié la enfermedad si no comprobd que el agente causal de
este padecimiento es el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi; y que el vector del
mismo, eran los insectos pertenecientes al orden Hemiptera, conocidos comunmente en

Brasil como “barbeiros”. (Lent y Wygodzinsky 1979)

Cuando Chagas descubrid la enfermedad, este se vio limitado a investigar Unicamente
casos en pacientes humanos; sin embargo, muy poco tiempo transcurrié hasta que se
encontré el primer reservorio silvestre: un armadillo; y junto a este otras especies de
Hemipteros hematofagos (pertenecientes a la sub-familia Triatominae); capaces de
infectarse y transmitir la enfermedad a otros animales. Este otro descubrimiento dejaba

claro que la enfermedad era una zoonosis. (Lent y Wygodzinsky 1979)

3.2 Principales Caracteristicas de la sub-familia Triatominae

La principal caracteristica de la sub-familia Triatominae, es su condicién hematé6faga.

Todos los triatominos necesitan sangre de un huésped vertebrado para completar su ciclo

de vida.
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El habitat primario de estos insectos se encuentra principalmente cerca de refugios, nidos
y cuevas de animales silvestres. También pueden encontrarse en cumulos de piedra y
paredes de barro; donde, en muchos casos se alimentan de iguanas y oftros reptiles.
También han sido encontrados en troncos caidos, en bracteas de palmeras, en raices

expuestas y en bromelias. (Lenty Wygodzinsky 1979)

A raiz de la intervencion del hombre en los habitats naturales, los triatominos han sido
capaces de invadir nuevos espacios como lo son: establos, gallineros, cochiqueras, etc.;
adicionalmente, es muy comun encontrar a estos dentro de las viviendas especialmente

aquellas que poseen paredes de barro y adobe. (Lent y Wygodzinsky 1979)

Gracias a las caracteristicas del habitat en donde se encuentren pueden entonces ser
divididas las poblaciones en tres grandes grupos: los silvestres (que se encuentran
eminentemente en el bosque), los domésticos (triatominos encontrados dentro de la
vivienda) y peridomésticos (triatominos que ocasionalmente son atraidos por la luz o bien

se encuentran en gallineros, chiqueras, etc.). (Lent y Wygodzinsky 1979)

3.3 Principales vectores de la enfermedad en Guatemala

En la actualidad, la enfermedad de Chagas es un padecimiento crénico considerado como
uno de los problemas mas serios en el sistema de salud publica en Latinoamérica.
Estimaciones recientes de la OMS indican que unas 16 millones de personas se
encuentran infectadas con T. cruzi, y se consideran a otros 100 millones de personas en
riesgo de contraer la enfermedad anualmente (OMS 1991). En ausencia de control del
vector, estas estadisticas pueden indicar una incidencia de casi 500,000 nuevos casos al
afo. (Schofield 1995; Pinto 1991)

Por esta razén el control de la enfermedad de Chagas se ha dirigido al estudio de las
poblaciones de los vectores, especialmente su distribucion, estructuracién, y su
sistematica; con el fin de comprender de una mejor manera la dinamica poblacional de la

especie y elaborar una estrategia de control dirigida y efectiva. (Schofield, 1994)



Los principales vectores del mal de Chagas en Guatemala son Triatoma dimidiata® y
Rhodnius prolixus. De estas, la primera es la de mayor importancia en nuestro pais,
debido a que posee una amplia distribucion y alta capacidad para ocupar una gran
variedad de nichos ecoldgicos (viviendas, gallineros, palmeras, cuevas etc.). Asimismo,
se estima que 30% a 34% de los insectos pertenecientes a esta especie se encuentran

infectados con T. cruzi. (Monroy 1992)

Segun Tabaru y colaboradores (1999), pueden encontrarse en paredes de barro y techos
de palma en el area rural y esta relacionada a comunidades de escasos recursos. Esta
especie se encuentra distribuida en 21 de los 22 departamentos de la Republica de
Guatemala; de los cuales dieciséis, constituyen las areas de mayor riesgo. Se estima
que unas 330,000 personas se encuentran en riego de contraer la enfermedad; la mayor
parte de esa poblacién se encuentra en los departamentos de Jutiapa, Chiquimula,

Santa Rosa, Zacapa, Jalapa Quiché y Alta Verapaz.

En el pais, las condiciones de la vivienda son propicias para la adaptacion de los
triatominos: el 85% de las casas mantienen animales dentro de ella, 77% cocinan con
lefia; la mayoria de camas se encuentran localizadas en las esquinas oscuras, sin

ventanas; y el 60% de las viviendas son construidas de adobe. (Tabaru et al. 1999)

Ademas del ambiente domiciliar, T. dimidiata suele ocupar ambientes alrededor de la casa
o peridomicilio como establos, gallineros, perreras y cochiqueras (Zeleddén 1981) Existen
también poblaciones silvestres, las cuales se han encontrado en cuevas, palmeras y
chultunes (cavidades donde los mayas almacenaban los granos basicos). (Monroy et al
2003)

3.4 Campaiias de Control de los Vectores de la enfermedad de Chagas en

Guatemala

Desde 1991, los gobiernos de los paises del Cono Sur establecieron un programa, para

eliminar  poblaciones domésticas de Triatoma infestans el principal vector de la

! Descripcién de la especie en Anexo.



enfermedad en esta parte del continente. En general esta estrategia ha sido acompafada
de programas de eliminacion transfusional en éstos y otros paises Centroamericanos,

generandose iniciativas de control y eliminacion de vectores. (OMS 2002)

En el marco de salud publica, en el afio 2000, Guatemala inicié la Campafia Nacional de
control de los vectores de la enfermedad de Chagas, en lo que se denomina la Iniciativa
de los Paises Centroamericanos y Belice —IPCA-. Los principales objetivos de la -IPCA-
son la interrupcion de la transmision vectorial de la Enfermedad de Chagas por R.
prolixus, la disminucién de la infestacion domiciliar de T. dimidiata y la eliminacion de la

transmision transfusional de T. cruzi. (Ponce 1999)

Esta campafa, se ha desarrollado con el apoyo econdémico y logistico de la Agencia
Japonesa para la Cooperacion Internacional —JICA-. Durante su primera fase, se
trabajaron cinco departamentos prioritarios que corresponden a zonas de alto endemismo
del vector; como lo son: Jutiapa, Santa Rosa, Jalapa, Chiquimula y Zacapa. (Nakagawa et
al. 2003)

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social -MSPAS- con colaboracién de -JICA-;
en la actualidad utiliza como principal estrategia de control, el rociamiento (tradicional) de
las viviendas con insecticidas residuales® (Nakagagua et al. 2003). Este método, sin
embargo, resulta ser efectivo durante los primeros meses; siendo la re-infestacion una de
las consecuencias mas comunmente reportadas después de seis meses o0 un afo de

aplicado el insecticida. (Marroquin 2002)

3.5 Implicaciones de la colonizacién de las viviendas por los vectores

Los triatominos fueron originalmente poblaciones silvestres, pero por diferentes causas
algunas especies han ido acomodandose gradualmente a la vivienda humana. Las
modificaciones del medio ambiente causadas por el hombre han originado la desapariciéon

de dichos focos; lo cual ha acelerado el proceso colonizacién de las viviendas, de

? Los insecticidas residuales mas utilizados en el rociamiento de viviendas son conocidos con los siguientes
nombres comerciales: K-othine (Deltametrima formulacién: SC al 2.5%), Icon (A-Cihalotrina, formulacion: PM
al 10%) y Solfac (B- Ciflutrina, formulacion: PM al 10%) (Schofield 1994)



algunas especies de triatominos (OMS 2002). De manera que las condiciones de los
habitats domiciliares y peridomiciliares, pasan a ser ideales ya que pueden crear

microhabitats favorables y brindar proteccién contra depredadores. (OMS 2002)

Otro factor importante que promueve la colonizacion ademas de la vivienda; es el
abundante vy continuo flujo sanguineo que les brindan tanto humanos como animales
domésticos. (OMS 2002)

La principal repercusion de dicha invasidon es el aumento del riesgo de transmisién de T.
cruzi  a los seres humanos. En la actualidad algunas técnicas moleculares y
morfométricas pueden ayudar a encontrar los principales cambios genéticos y fenotipicos
relacionados con esta invasion. Dichas técnicas han demostrado que este proceso suele
asociarse a migraciones importantes; al mismo tiempo se produce una reduccién de la
variabilidad genética y una creciente inestabilidad en el desarrollo; es por esta razén que
el insecto se vuelve mas eficiente como vector, pero también es vulnerable a las
medidas de control. (OMS 2002)

Debido a que solo algunos genotipos silvestres son capaces de producir poblaciones
domeésticas duraderas, se supone que durante las primeras fases de este proceso, se
produce cierta restriccion en cuanto a la variabilidad genética y la dispersién del insecto

depende de su huésped y puede aumentar el transporte pasivo. (OMS 2002)

Todos estos cambios acelerados en la dinamica poblacional de los vectores han hecho
que se haga necesaria la implementacion de nuevos analisis, marcadores moleculares y
fenéticos. Por esta razén Schofield (2000) sugiere que es una prioridad el estudio de la

estructura genética y dinamica de las poblaciones de T. dimidiata.

En Guatemala; el estudio de las poblaciones de T. dimidiata, han sido encaminadas
principalmente a la caracterizacion de estas; en cuanto a su distribucion, abundancia y
movimientos. En afios mas recientes se han utilizado técnicas como la morfometria para
la identificacion de marcadores fenéticos y el PCR- RAPD’s para la identificacion de
marcadores genéticos. En dichos estudios existen algunas discrepancias en cuanto al

andlisis de las poblaciones, que hacen necesario la utilizacion de nuevas técnicas que
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produzcan nuevos marcadores como: analisis de Sensillas de antenas, morfometria de
huevos y genitalia de machos, proteinas de la saliva, proporcion machos/hembras: “Sex

Ratio” (por su nombre en Inglés) y asimetrias de alas.

3.6 Utilizacion de las Proteinas de la Saliva para el analisis de poblaciones de

Triatominos

En tres estudios realizados por separado (Pereira et al. 1996, Soares et al. 1998,
Barbosa et al. 1999) se utilizan las proteinas de la saliva como un nuevo marcador capaz

de distinguir entre poblaciones de la misma especie y entre especies.

El patron electroforético de la saliva en estos estudios; muestra una compleja composicion
de proteinas; ya que si bien no se conoce la composicion exacta, se sabe que posee
sustancias con actividades farmacoldgicas que ayudan durante la ingestion de sangre
como: anticoagulantes, vasodilatadores, anestésicos e inhibidores de la agregacién

plaquetaria. (Ribeiro 1981)

Segun Barbosa y colaboradores; aunque la verdadera variacion en la composicion de la
saliva de Panstrongilus megistus no es sabida (especie utilizada durante el analisis); las
poblaciones en estudio muestran diferentes grados de adaptacion a los ambientes
domiciliares (1999). De manera que es probable que dicha variacidon, se encuentre
relacionada a los diferentes huéspedes presentes en los ambientes domeésticos,
peridomésticos y silvestres. Dicho de otra manera segun Pereira et al. 1996, esta

variacion se debe a una presioén de seleccién que favorece a los huéspedes.

Esta presion, afecta de alguna manera el comportamiento de las poblaciones y de las
especies en cuanto a la concentracion de las proteinas; por lo cual se sugiere que ésta
puede ser un marcador capaz de diferenciar algunas poblaciones y especies. (Pereira et
al. 1996, Barbosa et al. 1999).
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Si los resultados obtenidos para las poblaciones y especies brasilefias, permite hacer
estas diferenciaciones, es posible que las poblaciones guatemaltecas y otras especies de
importancia para nuestro pais muestren el mismo fendmeno; pudiendo encontrar patrones
de banda unicos que permitan diferenciar a éstas, mediante técnicas relativamente
sencillas; como lo es el analisis de proteinas en geles de poliacrilamida —SDS Page-; y, a
largo plazo establecer pautas para mejorar el disefio de los programas y estrategias de

control.

3.7 Separacidn de Proteinas en Geles de poliacrilamida

La electroforesis en un método analitico semi-preparativo, en el que se separan
biomoléculas bajo la accién de un campo eléctrico. Este método fue empleado por
primera vez por Tiselius en el afio 1937; en 1959 Raymond y Weintraub emplearon como
soporte para electroforesis un gel de poliacrilamida (PAGE); posteriormente el método

fue perfeccionado por varios investigadores como Davis y Ornstein. (Garcia 2000)

La popularidad del método creci6 rapidamente y se logré un aumento en la resolucion del
mismo. El dodecil sulfato de sodio (-SDS-) se introduce en esta técnica en 1970 y ya
hacia 1972 se emplearon agentes reductores y —SDS- en la determinacion del peso
molecular de proteinas en lo que se denominé geles de poliacrilamida con -SDS- o
simplemente “SDS-PAGE” (Garcia 2000)

La poliacrilamida es un soporte empleado frecuentemente en electroforesis en gel, es
quimicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma rapida
y reproducible. Forma ademas, geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles
en agua, relativamente ionicos y que permiten una buena visualizacion de las bandas
durante tiempo prolongado. Ademas tiene la ventaja de que variando la concentracion de

polimeros, se puede modificar de manera controlada el tamafo del poro. (Garcia 2000)
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3.8 Comportamiento de las proteinas durante la electroforesis, en geles de

poliacrilamida

Como se menciono anteriormente, la electroforesis con SDS es un excelente método para
identificar y monitorear las proteinas durante un proceso de purificacion; también se
emplea para determinaciéon del peso molecular de sub-unidades de proteinas. (Garcia
2000)

La estructura del SDS empleado en esta variacion de la electroforesis en gel es
CH3(CH,)10CH,=SOsNa’, el anion se une a las proteinas por absorcién no especifica
(aproximadamente una molécula de SDS por cada dos residuos de aminoacido con una

relacion SDS/proteina maximo de 1.4g/g). (Garcia 2000)

El SDS desnaturaliza por completo las proteinas y rompe las interacciones no covalentes
que determinan la estructura terciaria y cuaternaria. Los grupos alifaticos dodecil se
colocan en el interior, mientras que los grupos sulfato en la superficie y todos los
complejos SDS- Proteina toman carga negativa (que excede la carga intrinseca de las

cadenas de aminoacidos). (Garcia 2000)

El complejo SDS-Proteina tiene forma de varilla con un diametro de 1.8A y una longitud
proporcional al peso molecular de la cadena polipeptidica. El tratamiento concomitante
con un agente reductor de puentes bisulfuro, como el beta-mercaptoetanol (BME) o el
DTT,; desnaturaliza las proteinas y las rompe en sub-unidades que la componen. Por lo
que el complejo SDS- Proteina tiene generalmente mayor densidad de carga y menor
tamafo que las proteinas nativas. Se ha determinado que con 5 min. a 100°C es

suficiente para la formacion de enlaces estables SDS- proteina. (Garcia 2000)

La migracion de los derivados proteina SDS hacia el anodo es inversamente proporcional
al logaritmo de su peso molecular (Log PM). La relacion carga/masa es
aproximadamente igual para todas las proteinas de la muestra por lo que la talla de esta
deviene en el factor determinante de la separacion. El SDS PAGE se emplea para

estimar el peso molecular de las proteinas y se compara con un patrén. (Garcia 2000)
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Bajo condiciones de pH y temperatura el SDS y las proteinas se concentran en la misma
zona, pero como la cantidad de SDS es muy grande comparada con la de proteinas y su
concentracién en el gel concentrador se puede regular, se forma una zona de
concentracion amplia caracterizada fundamentalmente por ser estable con el frente de
corrida y que continuamente aumenta durante la electroforesis dependiendo de la

cantidad de SDS introducido en el tampon. (Garcia 2000)

Se aprecia una progresiva difusion del borde de migracion en la medida en la que
aumenta la concentracion de T. estos autores demostraron que el i6n glicinato no se
concentra con el gel concentrador, o que puede ser provocado por una interaccién entre
la glicina y el SDS. La concentracion de pequefas proteinas es dificil en estas
condiciones, porque se forman complejos de proteinas y detergentes de igual talla y carga
que las micelas de SDS solas, por lo que se recomienda el empleo de una minima
cantidad de SDS. (Garcia 2000)

Las condiciones pueden ajustarse dependiendo de cdmo se necesite separar las
proteinas (en estado completamente desnaturalizada, parcialmente desnaturalizada o
nativa). Las asociaciones covalentes entre las unidades de proteinas pueden mantenerse

omitiendo el BME del tampdn de las muestras. (Garcia 2000)

En ausencia de este agente reductor, los puentes bisulfuro intercatenarios de la muestra
de las proteinas permanecen intactos; la movilidad electroforética del complejo SDS
proteina se altera bajo estas condiciones de disociacion vy durante la electroforesis la
movilidad de los Oligdbmeros-SDSproteinas es menor que con los componentes SDS
polipéptidos completamente desnaturalizados. Las proteinas pueden mostrar una
respuesta individual caracteristica a la reduccion lo que se determina al comparar los
geles corridos con BME o sin este. Adicionalmente, las proteinas no reducidas, pueden
no estar del todo saturadas SDS por lo que puede variar su relacion peso/peso en su
integracién con el detergente. Esto hace que las determinaciones de peso molecular con
estas caracteristicas no tengan la misma confiabilidad que el analisis hecho con

polipéptidos del todo desnaturalizados. (Garcia 2000)
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Es necesaria la existencia de patrones y proteinas conocidas de igual configuracion para
una comparacion valida. El SDS Page bajo condiciones reducidas y no reducidas es un
método muy util para el andlisis de los puentes bisulfuro que contienen las proteinas.
(Garcia 2000)
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4. JUSTIFICACION

En América Latina, ésta enfermedad afecta entre 16 -18 millones de personas y se
estima que unas 43,000 se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad anualmente
(WHO 1999). Este padecimiento es producido por el protozoario Trypanosoma cruzi y su
principal vector en Guatemala es Triatoma dimidiata, el cual pertenece a la subfamilia
Triatominae, Hemiptera: Reduviidae (chinches verdaderas) que se caracterizan por su

habito hematéfago y amplia distribucion (Schofield 1994).

La chinche picuda se encuentra reportada en 21 de los 22 departamentos del pais,
siendo los mas afectados aquellos de la regién de oriente; que limitan con El Salvador y
Honduras (OMS 2002). Esta gran distribucion ha hecho que en los ultimos afios se le dé
una mayor importancia a la vigilancia y control de estos vectores. Guatemala en el afio
2000 inicié la Campana Nacional de control de los vectores de la enfermedad de Chagas,
dentro de lo que se denomina la Iniciativa de los paises Centroamericanos y Belice
(IPCA). Los principales objetivos de la IPCA son la interrupcién de la transmision vectorial
de la enfermedad de Chagas por Rhodnius prolixus, la disminucién de la infestacién
domiciliar de T. dimidiata y la eliminacién de la transmision transfusional de T. cruzi
(Ponce 1999).

Esta campana, se ha desarrollado con el apoyo econdmico y logistico de la Agencia
Japonesa para la Cooperacion Internacional (JICA). Durante su primera fase, se
trabajaron cinco departamentos prioritarios dentro de los cuales se encuentra el
departamento de Jutiapa, que corresponde a una zona de alto endemismo del vector
(Nakagawa et al. 2003)

Para cumplir con los objetivos de la IPCA, el Ministerio de Salud y Asistencia Social,
utiliza como principal estrategia de control en nuestro pais, el rociamiento (tradicional) de
las viviendas con insecticidas residuales (Marroquin 2002). EIl apoyo financiero a esta
campana, es limitado en cantidad y tiempo, vy las re-infestaciones siguen constituyendo
una amenaza para el control. Al mismo tiempo existen aun vacios de informacién en

cuanto al conocimiento de las poblaciones de los vectores. Por esta razon Schofield
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(2000) sugiere que es una prioridad el estudio de la estructura genética y dinamica de las
poblaciones de T. dimidiata, al mismo tiempo, este tipo de investigaciones debe ayudar a
la identificacidon de marcadores genéticos y fenéticos eficientes que permitan analisis mas

detallados de esas poblaciones.

En este sentido, el estudio de la dinamica poblacional de los vectores en nuestro pais, ha
tratado de caracterizar a las poblaciones en cuanto a su distribucién, abundancia y
movimientos; en anos mas recientes se han utilizado técnicas como la morfometria para
la identificacion de marcadores fenéticos y el PCR- RAPD’s para la identificacion de
marcadores genéticos; que permitan la diferenciacién de las poblaciones de T. dimidiata
(Silvestres, Domésticas y Peri domésticas). En dichos estudios existen algunas
discrepancias en cuanto al analisis de las poblaciones, que hacen necesario la utilizacion

de nuevos marcadores.

Es por esta razén que el presente trabajo tiene como fin comparar poblaciones de T.
dimidiata y otras especies de reduvidos relacionadas, utilizando las proteinas salivales.
Esta técnica fue propuesta inicialmente por Pereira et al. 1996; seguido por Barbosa y
colaboradores (1999), en su trabajo con poblaciones brasilefias de Panstrongilus

megistus (Hemiptera: Reduviidae).

Los resultados obtenidos para P. megistus, sugieren que las proteinas salivales pueden
ser utilizadas como un marcador fenotipico capaz de diferenciar poblaciones domésticas,
peri domésticas y silvestres. Es por ello que consideramos que si esta técnica es lo
suficientemente sensible para diferenciar poblaciones de la misma especie y algunas
especies relacionadas, se podria proponer a éste como un marcador util para el analisis

poblacional del vector en nuestro pais.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Comparar la variabilidad de las proteinas salivales de poblaciones de T. dimidiata y otras

especies de Reduvidos relacionados, utilizando la técnica de electroforesis en geles de

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-Page).

5.2 Especificos

a) Comparar el patron de bandas de las proteinas salivales, provenientes de

poblaciones de T. dimidiata y algunas especies relacionadas.

b) Calcular el indice de similitud de Dice para comparar las proteinas salivales de las

poblaciones y especies muestreadas.

c) Determinar si existen diferencias significativas en el patréon de bandas presentado

por las poblaciones de Triatoma dimidiata.

d) Determinar la existencia de bandas de proteina Unicas, que puedan ser utilizadas
como un nuevo marcador para el analisis poblacional de T. dimidiata y especies
relacionadas.

6. HIPOTESIS

Existen diferencias en los patrones electroforéticos producido por las proteinas salivales,

entre las poblaciones de Triatoma dimidiata y otras especies de reduvidos relacionadas.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales:

7.1.1 Extraccion, Montaje y Corrida de Geles: REACTIVOS

Agua Ultrapura (Aldrich 500ml)
Acrilamida/bisAcrilamida 37:5:1 (6C) (BioRad, Sol. 500ml)
Dodecil Sulfato de Sodio —SDS- (detergente) (USB 100g)
Persulfato de Amonio (BioRad 10g)

TEMED —N,N,N,N tetrametilnediamina- (BioRad 50ml)
Buffer Tris-HCI 1M pH 8.8. (BioRad Sol. 1L)

Buffer Tris-HCI 0.5M pH 6.8. (BioRad Sol. 1L)

Buffer Tris/Glicina/SDS (BioRad 5L)

Marcador Molecular (Precision Standard® Unstained 1 ml
BioRad)

Glisina (BioRad 2509)

Colorante Azul de Coomassie Blue R-250 (BioRad Sol. 1L)
Glicerol (Sygma® 1L)

Metanol (1L)

Acido Acético Glacial (EM 500ml)

Etanol Absoluto (Merck® 1000 ml)

Dithiothreitol -DTT- (Fisher brand® 5g)

Azul de Bromofenol (BioRad 10g)

Albumina Sérica de Bovino (Standard BSA BioRad 10g)
Colorante Azul de Coomasie Blue G-250 (BioRad) 10g
Agua desmineralizada (51L)

Metanol (3 L)

7.1.2 Equipo

Mini Protean® Ill Celda. Equipo para Electroforesis (BioRad)
Power Pac Basic™ Power Supply (BioRad)

1 Secadora de Geles BioRad

1 Circuito Eléctrico de 25V

1 Orbital Shaker Daigger®
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Bano de Maria 0-110°C.

2 Termometros

1 Computadora Hurracaine®

1 Computadora Portatil Toshiba Satellite A-70®

Vortex Genie 2™ Fisher Scientific INC.

Camara fotografica Sony Cybershot®. 3.1 Mega-pixeles
Impresora Hewlett-Packard® pcs.1315

7.1.3 Programas de Computadora

Gene Profiler® (Scan-Analytics. INC.)
SPSS® Version 12.0.

PAST® Paleontological Statistics Versién 1.27
Microsoft Office® Word y Exell

PC-ORD Versién 3.12

7.1.4 Cristaleriay otros materiales

Prot/Elec.™ Pipet Tips (1000 unidades)

Tubos Eppendorf® 1.5ml

Pipeta Eppendorf® de 1-10ul

Pipeta Eppendorf® de 1-100ul

Pipeta Eppendorf® de 1-1000ul

Puntas Eppendorf® 1-1000ul (1000 unidades)
Puntas Eppendorf® 1-100ul (1000 unidades)
Puntas Eppendorf® 1-10ul (1000 unidades)
Beackers de cristal 100ml. Pyrex® (5 unidades)
Beackers de cristal 50ml. Pyrex® (5 unidades)
Frascos Pyrex® 1L (4 unidades)

Tubos Fisher brand® 15ml (25 unidades)
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7.2 Método

7.2.1 Universo de Trabajo

Insectos provenientes de tres regiones del departamento de Jutiapa (delimitadas segun su
proximidad geografica)®; Quiché, Alta Verapaz (Lanquin), Petén y especimenes de tres

especies de Reduvidos relacionados como lo son: T. nitida, T. ryckmani y T. pallidipennis.

7.2.2 Tamafo de la Muestra

En esta investigacion se plantea la necesidad de realizar tres analisis por separado; por

lo que el tamafio de la muestra varia de acuerdo a cada uno:

1. Se trabajé con 30 individuos de Triatoma dimidiata de la regién uno del
departamento de Jutiapa, 18 de la segunda regién y 13 de la tercer region.
Adicionalmente se trabajé con 13 individuos del departamento de Quiché, 6 del
departamento de Petén y 2 de Alta Verapaz (Lanquin); para el analisis de

diferenciacion de poblaciones. (figura 3 y 4 en Anexo)

2. Se trabajé con 35 individuos del ecotopo doméstico y 18 del peri doméstico de

Triatoma dimidiata del departamento de Jutiapa.

3. Para la comparacion entre especies, se utilizaron 3 individuos de Triatoma
pallidipenis; 6 individuos de Triatoma nitida 1 Individuo de Triatoma ryckmani y un

grupo de individuos de Triatoma dimidiata de los departamentos Jutiapa y Quiché.
7.2.3 Disefo Experimental
Como se menciond con anterioridad, la investigacion requirié de tres niveles de analisis: el

poblacional, de ecotopo y el de especies; con el fin de establecer la posible diferenciacion

de T. dimidiata en alguno de los tres niveles.

3 Figura 4 en Anexo.
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Cuadro No.1 Disefo experimental.
Descripcion Andlisis de Andlisis de Andlisis de Especies
Poblaciones Ecotopo
Unidad 1ul de saliva 1ul de saliva 1ul de saliva
Experimental: (aproximadamente) | (aproximadamente) | (aproximadamente) por
por individuo. por individuo. individuo.
Unidad Muestral: Individuos Individuos Procedencia de los

provenientes del
departamento de

Jutiapa, Petén, Alta

provenientes de
cada ecotopo:

Domeéstico, peri

individuos de cada

especie.

Verapaz y Quiché doméstico

Tamafio de Se trabajé con 30, 35 individuos del 3 individuos de

Muestra: 18 y13 individuos de | ecotopo Doméstico | Triatoma pallidipenis; 6
cada regién del y 18 del peri individuos de Triatoma
departamento de doméstico. nitida 1 Individuo de
Jutiapa; 6 del Triatoma ryckmani y
departamento de un grupo de individuos
Petén, 13 de Quiché de Triatoma dimidiata.
y 2 de Alta Verapaz.

Variable Region geogréfica. Ecotopo Especie

independiente:

Variable Patrones Patrones Patrones

dependiente:

electroforéticos

electroforéticos

electroforéticos

obtenidos. obtenidos. obtenidos.
Distribucién Geles de Geles de Geles de poliacrilamida
espacial: poliacrilamida al poliacrilamida al al 12%

12% 12%
Distribucién Abril-Mayo Abril-Mayo Abril-Mayo
temporal:

Las muestras se analizaron en cada caso, siguiendo cada uno de los protocolos

enumerados en la siguiente seccidn.
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7.2.4 Protocolos de Extraccion, Corriday Montaje de geles

7.2.4.1 Extraccion de saliva

Cada individuo colectado se colocd en un insectario a una temperatura aproximada de
23° +/- 2°C, y a una humedad relativa de 60-70%. Los insectos mantenidos dentro
del laboratorio se alimentaron con ratones cada 15 dias hasta obtener individuos
adultos; en caso de que estos fueran ninfas. De lo contrario los adultos obtenidos

durante las colectas se trabajaron inmediatamente.

Los individuos adultos, se colocaron, dentro de una camara (disefiada de acuerdo a
las medidas corporales de la especie). Posteriormente se coloco la probdscide del
insecto en un tubo eppendorf de 1.2ml, y se estimul6 eléctricamente la region latero

ventral, para lo cual se utilizé un electrodo®.

El voltaje utilizado para aplicar las descargas fue de aproximadamente 25 voltios® por
un tiempo no mayor de 3 minutos. Durante ese tiempo, se colecté aproximadamente

1-2 pl de saliva por individuo®.

7.2.4.2 Desnaturalizacion

Previo a la preparacion, montaje y corrida de geles; es necesario preparar el amortiguador

que se agrego6 a las proteinas a fin de desnaturalizarlas; para ello se preparoé la siguiente

solucidén 2X:

1. 0.5 M Tris pH. 6.8, 2.5 ml.
2. 4% -SDS-, 0.4q.
3. 4% Dithiothreitol -DTT-, 0.4g.

4 Figura 7 en anexo.

> Se realizé una prueba preliminar utilizando descargas aproximadas de 11V que produjeron estimulacién; sin
embargo, se utilizaron descargas de 25V. Se encuentra pendiente de confirmacion la frecuencia y amperaje
aplicado durante las descargas. (Informe Final de Investigacion —IIQB- 2003).

% Seguin ensayos previos realizados (Informe Final de Investigacion —IIQB- 2003).
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4. 20% Glicerol, 2ml.
5. 0.002g de azul de bromofenol.
6. Agua ultra pura (hasta llegar a 10ml) 5.5ml.

Posteriormente en el tubo eppendorf donde se realizé la extraccion de las proteinas se
agrego 20ul del amortiguador 2X previamente preparado. Esta solucion recién preparada

(amortiguador + proteina) se mezcla bien y se calienta por 4 min. a 100°C.

Nota: a la solucién amortiguadora, se agrega el —DTT- hasta unos minutos antes de
realizarse el procedimiento; por lo que se recomienda preparar cantidades pequenas de
este. Para este caso se prepard 2ml por cada 4 corridas; entonces la cantidad de —DTT-

requerida para 2ml de solucion es de 0.08g.

7.2.4.3 Montaje y corrida de geles

e Preparacion de placas: antes de iniciar cualquier procedimiento, asegurarse que las
placas de vidrio estén perfectamente limpias, si sucede lo contrario primero se debe:
lavar cada una de ellas con agua y jabon. Posteriormente estas se limpian con etanol
antes de usar.

e Las placas limpias fueron colocadas dentro de un marco o “Casting Frame”’.

e En un beacker de 100ml debidamente rotulado se agregaron las cantidades abajo

descritas para preparar el gel de separacion:

Gel de separacion (abajo) 10ml:

1. 3,300 pul de agua desionizada.
2. 4,000 pl de Acrilamida/BisAcrilamida 37:5:1 (6C).
3. 2,500ul de Tris-HCI 1M pH 8.8.

7 Figura 5 en Anexo.
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4. 100ul de solucién al 10% de -SDS-.
5. 100pl de Persulfato de Amonio —APS- (solucion al 10%).
6. 15ul de N,N,N,N tetrametilnediamina —TEMED-

Al finalizar se vierte la preparacion en medio de las placas de vidrio, previamente
preparadas. Al llegar aproximadamente a 4 cm. del borde superior del vidrio se deja la
solucion y se debe de agregar agua desionizada para nivelar. Posteriormente, se espera
a que polimericen los reactivos y el agua se retira. Seguidamente se prepara el gel de
concentraciéon o “Stacking gel” y se repite el procedimiento, con la diferencia de que al
llegar al borde de los vidrios se colocaran los peines que daran forma a los pozos donde

se deposita la muestra.

El gel de Concentracion se preparé de la siguiente manera:

3,150 pl de agua desionizada.

550 ul de Acrilamida/BisAcrilamida 37:5:1 (6C).

1,250 pl de Tris-HCI 0.5M. pH 6.8.

100ul de solucién al 10% de —SDS- .

100pl de Persulfato de Amonio —APS- (solucion al 10%).
15ul de TEMED.

2 T o

Al finalizar la fase de preparacion del gel y de las muestras se procede al montaje de las
muestras en los pozos (sin olvidar antes llenar la camara con el amortiguador de corrida

0 “running buffer’®

y retirar los peines). En este caso se depositdé una cantidad de 5ul de
muestra y 10ul de marcador molecular (BioRad). Colocadas las muestras y el marcador

molecular, estos se corrieron a 100V durante 2 horas aproximadamente.

Al concluir la corrida del gel, este se sumergié en una soluciéon de Azul de Coomasie (R-
250) por 12 horas. Pasado este tiempo el gel se colocd en una nueva soluciéon que

contiene 40% de metanol, 10% de acido acético glacial y agua desionizada. Dicha

’Si se tiene el amortiguador de corrida 10XTris/Glicine/SDS (5L), entonces diluir 50ml del Stock
10X en 450ml de agua desmineralizada.
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solucion se dejo actuar durante una hora aproximadamente antes de cambiar una vez
mas el gel con la misma solucion. Este procedimiento se repitié una vez mas; ya que la
tercera, es una solucién fijadora que contiene 20% de metanol, 3% de glicerol y agua

destilada.

Finalizada la fase de destefiido, el gel; se colocd por encima de una base de madera
circular un pedazo de papel celofan mojado, y por encima de éste, otro pedazo de papel
celofan (también mojado). Esta preparacion se ubica en un marco circular y se deja
secando en una incubadora a 70°C durante 2 horas aproximadamente. Concluido este
procedimiento los geles quedaron listos para ser fotografiados, o bien, obtener los
escanogramas correspondientes que han de ser analizados utilizando el programa Gene
Profiler® (Scan-Analytics. INC.).

7.2.4.4 Fotografiay analisis de geles

De cada gel seco se obtuvo un escanograma utilizando una impresora marca Hewlett-
Packard® pcs.1315. Posteriormente fueron almacenados los escanogramas en la
computadora con la extension de programa TIFF y fueron cambiados de color a escala de

grises.

Estos escanogramas fueron importados hacia el programa Gene Profiler® (Scan-
Analytics. INC.); en donde se procedié al analisis y marcaje de cada banda. Al finalizar
con cada uno de los escanogramas, se exportan al Database manager (programa que se
encuentra dentro del Gene Profiler®) y en el cual se calcul6 la matriz de presencia
ausencia de bandas, asi mismo se trazé, el perfil de un gel idealizado con cada una de las

muestras y sus pesos moleculares calculados aproximados (Grafica 7 en Anexo)
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7.2.4.5 Analisis estadistico

7.2.4.5.1 Analisis de Agrupamiento:

Para la realizacion de la comparacién de poblaciones y especies, se utilizé el analisis de
agrupamiento; tomando como variable el promedio de la presencia/ausencia de bandas
en cada una de ellas dentro de la poblacion. Posteriormente se elabord un dendrograma
por el método del grupo par no ponderado con promedios aritméticos UPGMA (por sus

siglas en inglés).

Adicionalmente se realizé un analisis de agrupamiento para la comparacién de los
ecotopos; mediante la comparacion de los datos de presencia-ausencia de bandas de

cada individuo. Para ello, se utilizé el indice de similitud de Dice.

7.2.4.5.2 Prueba de homogeneidad basada en Ji-cuadrado

Para determinar si existen diferencias significativas en cuanto al patrén de bandas
presentado por las poblaciones y especies; se practicé una prueba de homogeneidad
basada en ji- cuadrado. Esta prueba, se ocupa de responder si las muestras extraidas
provienen de poblaciones homogéneas con respecto a algun criterio de clasificacion.
(Daniel 1999).

Como variable se utilizé la frecuencia de presencia de cada una de las bandas en cada
poblacién; de manera que se realizaron comparaciones entre pares de poblaciones. Si
dos poblaciones son iguales, se esperaria que la frecuencia de presencia de banda sea
igual. Como se realizaron comparaciones multiples con todos los pares de poblaciones

se realizé una correccion de Bonferroni.



7.3 Recursos Humanos
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8. RESULTADOS

8.1 Andlisis de Especies

Distancia (Funcién objetiva)

.468 .865 1.261 1.658 2.054
|--——--- [ T [ TS ——— [ T ——— [ T ——— [ T ——— [ T ——— [ T ——— +
Informacién restante (%)
100.000 75.000 50.000 25.000 .000
|----———- Fom o Fom o Fom o Fom Fom o Fom Fom o +

T.dimidiata =~ - |
T.pallidipennis - --———————---—-——————————————— | |
T.ryckmani | |

T.nitida |

Gréafica No. 1. Andlisis de Agrupamiento de las Especies: poblaciones domésticas de
Triatoma dimidiata®, Triatoma ryckmani, Triatoma pallidipenis y Triatoma nitida; basado
en los promedios de aparecimiento de bandas. Se observa una separacion entre las
especies que se encuentran dentro del complejo Phyllasoma (T. dimidiata y T.
pallidipennis) y T. nitida que se encuentra dentro del complejo protracta; siendo T.
ryckmani la Unica especie que hasta el momento no posee una posicién taxonémica
definida, en este caso sus proteinas salivales son mas parecidas a las del complejo

protracta que a las del complejo Phyllasoma.

? Para la construccion de este dendrograma se utilizé un grupo de individuos de T. dimidiata que incluye

individuos del departamento de Jutiapa y Quiché excluyendo las poblaciones silvestres de Lanquin y Petén.
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Distancia (Funcion Objetiva)

.468 1.086 1.703 2.320 2.938
|--—--- e ———— B e ————— B e ———— e ———— e ———— +
Informacién restante (%)
100.000 75.000 50.000 25.000 -000
|--———--- Fo o — Fo—— Fo—— Fo—— Fo o Fo—— Fom—— +

T.dimidiata ------—-————- |

Lanquin ~  ——————————- | |- = - |

petéln === @ —————— | -
T.pallidipennisS—————————— e |

T.ryckmani |

T. nitida |

Gréfica No. 2 Analisis de Agrupamiento de las Especies: Triatoma ryckmani, Triatoma
pallidipenis, Triatoma nitida, Triatoma dimidiata y sus poblaciones silvestres; basado en
los promedios de aparecimiento de bandas. Al igual que el analisis de agrupamiento
anterior, existe una separacion entre las especies que componen los dos diferentes
complejos analizados. Las poblaciones silvestres de T. dimidiata (Petén y Lanquin)
aparecen siempre dentro del complejo Phyllasoma pero en posiciones distantes, este
comportamiento ya ha sido descrito en otros estudios con otras técnicas y han sido
propuestas como poblaciones en vias de especiacion: Lanquin y Petén. (Landaverde,

2004, Bustamante et al., 2004, Menes, 2004, Calderdn et al. 2004)
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8.2 Analisis de Poblaciones de T. dimidiata de los departamentos de Petén, Jutiapa

y Quiché.
Distancia (Funcidén Objetiva)
.161 .624 1.086 1.549 2.011
|--————-- Fo—_—— Fo—_—— Fom_—— Fom_—— Fom_—— Fom_—— Fom_—— +
Informaciéon restante (%)
100.000 75.000 50.000 25.000 .000
|--—————- [ T e o e [ T [ T [ T — +
ElI Tule ———-—————— |
|- -1
Perla  --———---———- | |
|
Sillon | |--—————-- |
1---—-1 | |
Jobo | |---———----- | | |
) I I [ [
Carrizal ----—- | |--————-- | | |
| | |
Petén @ - | | |
] I e I
Quiché W ——————— | | |
| |
LagunaS  ——-————mm e | |
|
Lanquin @ ——— |

Grafica No. 3 Analisis de Agrupamiento de las Poblaciones de Triatoma dimidiata
basado en los promedios de aparecimiento de bandas. El analisis de las
poblaciones de T. dimidiata muestran a las poblaciones de Petén y Quiché agrupadas a
las poblaciones domésticas de Jutiapa como el Carrizal, Jobo y Sillén; por encima de

ellos el Tule y la Perla. Separando por completo a las poblaciones de Laguna Seca y

Lanquin.
Distancia (Funcidén Objetiva)
.337 .567 .796 1.026 1.255
|--————-- Fo—_—— Fo—_—— Fom_—— Fom_—— Fom_—— Fom_—— Fom_—— +
Informaciéon restante (%)
100.000 75.000 50.000 25.000 .000
|--—————- [ T e o e [ T [ T [ T — +
Jutiapa - |
|
Quiché | |
----------------——— |
Petén |

Gréfica No. 4 Anadlisis de Agrupamiento de las Poblaciones de Triatoma dimidiata por
departamento trabajado; basado en los promedios de aparecimiento de bandas. El
siguiente analisis de agrupamiento muestra una clara diferenciacion entre los patrones
electroforéticos obtenidos de las poblaciones de la regién geografica del norte (Quiché vy

Petén) y la del sur (Jutiapa).
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8.3 Analisis de poblaciones de T. dimidiata de Jutiapa por lugar de colecta:

Ecotopo

Distance (Objective Function)
.000 4.112 8.224 12.336 16.449
l---—-- Fomm———— Fomm——— Fomm———— Fomm——_——— Fomm——— Fomm——— Fomm——— +
Information remaining (%)
100.000 75.000 50.000 25.000 -000

Tulel
Joyal3
Tule2
Breal
Jobol
Carrizal
Chiltote
Carrizal
Sillonl
Carrizal
Barrol
Carrizal
Sillon3
Carrizal
Organosl
LagunaSe
Sillén2
Tule2
Carrizal
Carrizal
Joyal3
LagunaSe
Sillénl
Tule2
Carrizal
Jobo2
Tulel
Jobo3
Tecomate
Sillon2
Jobo2
Jobo2
Organos3
Tulel
Tule2
Tulel
Perlal
Breal
Tulel
Manquito
Tule2
Tule2
Zapot3
Perlal
Sarall
LagunaSe
Tulel
Tulel
Perla2
Tulel
Tule2
Pilasl
Tule2
Perlal
Chiltote
Barrol
Tulel
Tule2
Tulel
Tulel
Tule2
LagunaSe
Perla2

* Aparecen dentro del dendrograma la codificacién correspondiente al nombre de la aldea y un nimero que
corresponde de la siguiente manera: 1: Domicilio, 2: Peridomicilio y 3: Sin informacion.
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Gréfica No. 5 Andlisis de Agrupamiento de los Ecotopos: Doméstico — Peri-
doméstico del departamento de Jutiapa, basado en el indice de Similitud de Dice.
El analisis de agrupamiento utilizando el indice de similitud de Dice, muestra que no existe
diferencia en cuanto a las patrones electroforéticos de las proteinas salivales de los
individuos colectados dentro de la casa (domicilio) de aquellos colectados afuera de esta
(peridomicilio) y que las tres regiones analizadas del departamento de Jutiapa, se

encuentran mezcladas.

8.4 Analisis de Significancia de bandas para poblaciones de Triatoma dimidiata.

A continuacion se presentan los valores observados de p; para 4 bandas de proteina, que
se encuentran en las poblaciones de T. dimidiata. Posteriormente se comparan estos
mismos con el valor de p; con los obtenidos a través de la correccion de Bonferroni. Los
resultados de la correccion denotan que no existe diferencia significativa al realizarse las

comparaciones multiples entre las poblaciones.

Tabla No. 1 Valores de y? de las Bandas presentes en todos los individuos de las

poblaciones de Triatoma dimidiata.

Peso Molecular en kD 88.9 19 18
Valor x? cuadrado
calculado 0.0303* 0.0127* 0.03*
p 0.05 0.05 0.05 0.05

*Valores que presentan diferencia significativa p< 0.05.

Tabla No. 2 Correccion de Bonferroni para los valores de y 2 obtenidos para la

presencia de bandas de las Poblaciones de Triatoma dimidiata.

Peso Molecular en kD 88.9 19 18
Valor de p 0.01* 0.03 0.032
Bonferroni 0.0169524 0.0253 0.05
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Se han empleado técnicas morfométricas y moleculares para estudiar la diferenciacion de
las poblaciones y la identidad taxondmica en que se encuentran clasificadas las diferentes

especies de Triatominos que son los principales vectores de la enfermedad de Chagas.

Desde hace ya algun tiempo existe discusion a cerca de las relaciones filogenéticas de
ésta y otras especies de importancia epidemiolégica. Se ha observado una alta variacién
morfologica y molecular en estos insectos, que ha llevado a muchos cientificos a describir
algunas variantes de la especie como subespecies 0 en algunos casos como nuevas
especies. Usinger en 1944, describié una forma tipica de T. dimidiata, sugiriendo que la
mayor parte de especimenes revisados procedentes de México pertenecian a la

subespecie maculipennis; y que los provenientes de Colombia se considerasen capitata.

En 1979 la revisién taxondmica de Lent y Wygodzinsky concluyé que T. dimidiata era una
especie que no se ha diferenciado o segregado en poblaciones alopatricas que se
puedan separar, y que las variaciones fenotipicas de algunos especimenes se debian a
excepciones de la naturaleza; por ende la clasificacién hasta el momento continda siendo
de esta forma, considerando a T. dimidiata como una sola especie y no un complejo de

especies.

Hasta el momento, la tribu Triatomini se encuentra compuesta por numerosos complejos
de los cuales en este trabajo se utilizan unicamente dos: El complejo Phyllasoma al cual
pertenecen Triatoma dimidiata, T. pallidipennis, T. Phyllasoma y picturata, T. longipennis,

T. mazzotti y T. mexicana; y el complejo Protracta compuesto por: T. nitida, T. neotomae,
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T. barberi, T. protracta, T. incrassata, T. penninsularis y T. sinaloenses. (Lent y
Wygodzinsky 1979) Segun Schofield (2000) los datos disponibles hasta el momento
(utilizando diferentes técnicas de analisis poblacionales) sugieren que T. dimidiata puede
estar distribuida en una serie de poblaciones relativamente aisladas y con poco flujo

genético entre ellas.

En nuestro pais las técnicas ampliamente utilizadas para el estudio de las poblaciones de
Triatoma dimidiata han sido el PCR- RAPD’s y la Morfometria. Como un nuevo esfuerzo
de encontrar técnicas nuevas que nos permitan comprender de una mejor manera la
relacion que existe entre las diferentes especies presentes en Guatemala y las
poblaciones de las mismas, se utilizaron las proteinas salivales. Esta es la primera vez
que se trabaja con perfiles electroforéticos de estas proteinas utilizados como herramienta

en el analisis poblacional de T. dimidiata y de otras especies de Reduvidos relacionadas.

Utilizando estos perfiles electroforéticos de las proteinas salivales, Barbosa y
colaboradores (1999) sugieren que las poblaciones en estudio muestran diferentes grados
de adaptacion a los ambientes domiciliares. De manera que es probable que dicha
variacion, se encuentre relacionada a los diferentes hospederos presentes en los
ambientes domésticos, peri domésticos y silvestres. Dicho de otra manera segun Pereira
et al. 1996, esta variacion se debe a una presion de seleccion que favorece la adaptaciéon
a los hospederos. Esta presién entonces, afecta de alguna manera las caracteristicas de
las proteinas salivales de las poblaciones y de las especies en cuanto a la concentracion

de las proteinas. (Pereira et al. 1996, Barbosa et al. 1999).
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9.1 Relacidén entre Especies

Para las especies analizadas en este estudio: T. dimidiata, T. nitida, T. pallidipennis, T.
ryckmani, se observa que existe una asociacion cercana entre T nitida y T. ryckmani.
Unido a este grupo en otro clado, se encuentra T. pallidipennis y en extremo mas lejano T.

dimidiata (Grafica No. 1).

Segun la agrupacion tradicional, T. nitida pertenece al complejo protracta, mientras que T.
pallidipennis y T. dimidiata conforman el complejo Phyllasoma. Siendo T. ryckmani la
Unica que no posee a la fecha un grupo asignado segun los criterios de Clasificaciéon de

Lent y Wygodzinsky (1979).

Segun Bustamante et al. (2004), en un estudio de morfometria comparativa entre varias
poblaciones de T. dimidiata y algunas especies relacionadas como lo son T. nitida, T.
pallidipennis y T. ryckmani; se encontré una clara separacion entre T. nitida (complejo
Protracta) y las especies que se encuentran dentro del complejo Phyllasoma como lo son
T. pallidipennis y T. dimidiata. Segun estos resultados, T. ryckmani se encuentra en una
posicion intermedia entre los dos complejos; aunque parece presentar menores
variaciones en la forma de la cabeza comparadas con individuos del complejo
Phyllasoma. Sin embargo, segun Dujardin et al. (2000b) T. ryckmani ha sido propuesta
a ser incluida dentro del complejo Phyllasoma; ya que poseen un abdomen
particularmente ancho y las numerosas similitudes que se encuentran entre ésta y las

otras especies del complejo.



36

Como se puede observar existen dudas a cerca de si esta especie pertenece o no al
complejo Phyllasoma, sin embargo la evidencia aqui obtenida en base a las proteinas
presentadas, sugieren que T. ryckmani se encuentra en un grupo intermedio entre los

complejos, aunque presenta una mayor similitud al complejo Protracta.

Esto significa que si esta asociacion existe, T. ryckmani tenderia a agruparse dentro del
complejo Protracta y no al Phyllasoma; aunque claro esta, que para aclarar su posicién
taxondmica es necesario hacer mas pruebas que determinen con exactitud si las
proteinas obtenidas, en efecto tienen el mismo punto isoeléctrico y la comparaciéon de
estos resultados con otras técnicas moleculares y morfoldgicas sensibles. Aunque vale la
pena mencionar que en estudios realizados utilizando la técnica de PCR- RAPD’s se dio

exactamente la misma asociacion. (Pineda, 2003)

Es preciso hacer notar también que esta baja cantidad de proteinas exhibidas por T.
ryckmani cuestiona, el papel que éstas juegan dentro de la alimentacion de la misma. Ya
que esta ha sido encontrada en cactos secos y en bromelias en el bosque seco en la
region de oriente en nuestro pais. (Marroquin et al. 2004, Monroy et al. 2004) Las fuentes
alimenticias en esos ecotopos, son escasos y esporadicos, bajo estas condiciones muy

pocos individuos se han encontrado ingurgitados de sangre. (comm. pers, Monroy C.)

Por el contrario, especies como T. dimidiata que presentan un amplio contenido proteico
en variedad de pesos moleculares, posiblemente denota o sugiere que ésta, se
encuentra mucho mejor adaptada a una mayor diversidad de hospederos haciendo que la
variacibn sea maxima para poder alimentarse bajo cualquier circunstancia y que

efectivamente existe una presién de selecciéon que favorece la adaptacion al hospedero.
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Segun Barbosa et al. (1999) la variabilidad de las proteinas observadas en las
poblaciones sugieren que dicha composicion, se encuentra relacionada al hospedero del

cual cada una de ellas se puede alimentar.

En cuanto al comportamiento exhibido por T. dimidiata como especie, vemos que existe
una gran diversidad en cuanto a la composicién proteica, que se encuentra desde los 9
kD hasta los 201kD. Segun los perfiles de Gel idealizados'® obtenidos a partir del analisis,

la mayor parte de las bandas para la especie se encuentran entre los 9y 100 kD.

En el primer intento por caracterizar la especie mediante los patrones electroforéticos de
las proteinas salivales, se utiliz6 un conjunto de individuos que pertenecen a los
departamentos de Jutiapa y Quiché, excluyendo a los individuos de Petén y Lanquin por
tratarse de poblaciones que en estudios anteriores han tendido a la separacién casi
completa del resto. (Landaverde, 2004, Bustamante et al., 2004, Menes, 2004, Calderén

et al. 2004).

Al analizar las poblaciones de Lanquin y Petén, como poblaciones que poseen
caracteristicas especiales (resultado de analisis previos utilizando morfometria y PCR-
RAPD’s y observaciones de campo'') dentro del andlisis anterior se observa una
separacion de Lanquin y Petén del resto de poblaciones de T. dimidiata; pero siempre

incluidas dentro del complejo Phyllasoma.

' Perfil en Anexo

'La poblacién de Petén es de origen selvatico, en su mayor parte son colectadas mediante la
utilizacion de Trampas de luz negra dentro de la selva, lo cual sugiere que se movilizan en busca
de fuentes alimenticias. En contra posicion, la poblacion de Lanquin (también silvestre) presenta
poca movilidad, y sus fuentes alimenticias se ven limitadas al ecotopo al cual se encuentran:
Cuevas naturales. (comm. pers, Monroy C)
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Este mismo resultado se encontré en el estudio de Bustamante et al. 2004, (utilizando
caracteres morfométricos), el cual sugiere un proceso de especiacion para la poblacion

de Lanquin.

9.2 Poblaciones de Triatoma dimidiata:

Al considerar el estudio de las proteinas salivales se propuso el analisis de las mismas a
tres niveles: Especies, poblaciones de la misma especie y el de ecotopo dentro de una

region.

Algunos autores han discutido si T. dimidiata es o no un complejo de especies altamente
diferenciado, segun Schofield (2000) los datos disponibles hasta el momento de diferentes
técnicas, parecen sugerir que T. dimidiata a lo largo de toda su distribucion en
Latinoamérica, podria estar constituyendo una serie de poblaciones con poco flujo

genético entre ellas.

Utilizando PCR- RAPD’s en los estudios de T. dimidiata en nuestro pais, se ha obtenido
que mediante la comparacion de la diversidad genética de especimenes de tres
localidades en el departamento de Santa Rosa, las distancias genéticas obtenidas son
muy pequefias entre casas muestreadas (D = 0.013 —0.022) y entre las localidades (D =
0.0199). Al mismo tiempo que se obtiene un indice de fijacion bajo (Fst = 0.019% 0.033) y

un numero de migrantes Nm = 9.7 a 12 entre casas y entre localidades, respectivamente.
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Esto sugiere que las casas entre pueblos no constituyen poblaciones aisladas sino una

poblacién panmictica (Dorn et al., 2003).

Al comparar poblaciones de T. dimidiata en diferentes departamentos del pais localizados
en las vertientes del Atlantico y del Pacifico, se ha encontrado que no hay una
asociacion clara de las mismas, influenciadas por factores geograficos o por pertenecer a
determinadas vertientes; por el contrario, se observé que las poblaciones tienden a
agruparse de acuerdo a las condiciones ambientales existentes y al ecotopo al cual
pertenecen, sea éste doméstico o silvestre. Los valores de D =0.04 — 0.254 y de Fgsr =
0.246 con Lanquin y Fst = 0.171 sin Lanquin indican que la presencia de Lanquin aleja
genéticamente a las otras poblaciones y al comparar el Numero efectivo de migrantes
Nm= 0.8 con Lanquin y Nm = 1.2 sin Lanquin, se deduce que Lanquin es una poblacion

que se encuentra aislada genéticamente del resto (Calderén et al. 2004).

Utilizando Morfometria en la comparacion de poblaciones se obtiene que hay diferencias
entre las poblaciones domésticas y silvestres, y dentro de estas Ultimas existe una clara
separacion, Petén que se agrupa con poblaciones del norte como lo son Tuxpan y
Yucatan y las de Lanquin con otras de Colombia que habitan en cuevas: Boavita (Menes
2004) Con las técnicas mencionadas con anterioridad, se observdé que existe una
diferenciacion entre las poblaciones del norte geografico del pais y de Centroamérica vy

aquellas que se encuentran hacia el Sur.

Utilizando las proteinas salivales se observa que existe una gran diversidad en cuanto a la
cantidad de bandas obtenidas dentro de cada una de las poblaciones; diferencias que
son perceptibles a simple vista. (Grafica No. 8 en Anexo) Es muy evidente que existe una

gran diferencia en cuanto a los patrones electroforéticos obtenidos, siendo la poblacién
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mas diversa la de la aldea El Tule, que es la que presenta una mayor diversidad de
proteinas (esto como resultado del analisis de todos los individuos) seguida de Quiché,
La Perla, y Laguna Seca, etc; y siendo las aldeas de EIl Chile, El Bran, Los Tecomates y
Zapotitlancito aquellas que presentan el menor numero de bandas, todas ellas del

departamento de Jutiapa. (Tabla No.3 en Anexo)

En el andlisis de agrupamiento se observa la existencia de varios grupos (Grafica No. 3),
el primer clado esta conformado por las poblaciones del Tule y la Perla, unida a esta se
encuentran las poblaciones del Sillén, el Carrizal y el Jobo. De estas tres poblaciones
existe informacion de estudios anteriores en RAPD’s para el Carrizal, la cual al ser
comparada con otras aldeas como el Tule y la Brea se comporta como un grupo
completamente diferente. (Solérzano E., comm. pers.) Segun Landaverde (2004) el
Carrizal posee loci particulares que provocan que esta poblacion se asocie con las
poblaciones silvestres de Nicaragua y que se separe de todas las poblaciones, lo cual

sugiere que la poblacién de El Carrizal Jutiapa es una poblacion altamente diferenciada.

El Carrizal no se comporta como un grupo diferenciado con base en la comparacion de
las proteinas salivales, pero su posicion con respecto al Sillon y Jobo hace interesante
estudiar estas dos poblaciones con el resto, utilizando otras técnicas para observar si la
semejanza persiste. Unido a este Clado se encuentran las chinches silvestres de Petén y
a éstas se encuentran unidas la poblacion de Quiché (domeéticas+peridomésticas). En
este caso existe una asociacién (por la ubicaciéon geografica del departamento) hacia el
norte; entre Quiché y Petén; unido a estos encontramos a las poblaciones de Laguna
Seca y Lanquin que se encuentran alejadas completamente del resto de las poblaciones,

en la seccion anterior fue abordado el tema de la posible especiacion de Lanquin.
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Segun Bustamante (2001), en el caso de las poblaciones domésticas de T. dimidiata se
puede concluir que los procesos evolutivos de especiacion principalmente modelados por
la adaptaciéon a diferentes ambientes, han conducido a la expresion de diferentes
morfologias (fenotipos) estos fenotipos pueden seguir diferentes destinos evolutivos ya
que diferentes ambientes (estables - vivienda humana-, cueva o inestables selva); actuan
como diferentes mecanismos evolutivos. Y de acuerdo con el término aplicado por
Dujardin et al. (1999b) las tres diferentes poblaciones detectadas, (Petén, Alta Verapaz y
domésticas) podrian estar en proceso de constituir especies ecoldgicas; es decir,
presentan consistentes diferencias morfolégicas que surgen a través de la adaptacion

ecoldgica divergente.

Es claro que hay que seguir estudiando el papel que cada una de estas poblaciones juega
dentro del gran rompecabezas que supone T. dimidiata y en la medida que se tenga un
mejor conocimiento de como éstas se comportan en el espacio y tiempo va a ser posible

establecer mejores interpretaciones de los fenbmenos cambiantes.

Analizando el aparecimiento de bandas por region es posible notar una diferenciacion de
aquellas poblaciones que se encuentran al norte del pais y las del sur (excluyendo Alta
Verapaz), lo cual es de importancia epidemiolégica ya que es en el sur donde se
encuentra la zona de hiperendemia y de mayor riesgo de transmisién de la enfermedad en

el pais. (Grafica 4)
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Con el fin de determinar si existian diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de
bandas que se encontraron dentro de las poblaciones de Triatoma dimidiata, se procedio
a realizar un andlisis de y °de aquellas bandas que se encontraran presentes en todas las
poblaciones. De todas las bandas obtenidas durante el analisis un 4.91% (3/61) del total

fue utilizado.

En la tabla No. 1 se presentan los valores calculados de y ? para cada una de las bandas
analizadas. En ellos se encontré que existe diferencia significativa para las poblaciones en
las tres bandas utilizadas para el analisis. Por tratarse de comparaciones multiples entre
poblaciones, estos valores de y ? fueron comparados con aquellos obtenidos mediante la
correccion de Bonferroni; en el cual se concluye que una de las tres bandas analizadas

presenta diferencia significativa.

Este hecho hace que sea un poco dificil sustentar la validez de las comparaciones
realizadas dentro de las poblaciones; sin embargo, se puede decir que aunque la
diferencia significativa sea solo para una banda, los resultados obtenidos pueden
sustentarse de una mejor manera utilizando un mayor tamafo de muestra de cada
poblacidn; utilizando las reglas se han desarrollado basadas en el nivel de confianza y no
en el numero de categorias dentro de la poblacién. Segun este criterio, el tamafio minimo
de muestra para hacer comparaciones multiples con tres categorias (como lo son

Especies, Poblaciones y Ecotopos) es de 510 muestras (Mosser, 2004).
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9.3 Analisis de Ecotopos:

Para analizar el ultimo nivel de asociacion entre poblaciones de T. dimidiata se utilizé el
indice de Similitud de Dice para establecer si existe diferencias en cuanto a la
composicion proteica de las poblaciones, dependiendo del lugar donde fueron colectadas,
ya sea dentro de la casa (domicilio) o fuera de esta (peridomicilio). Dentro de este
analisis se realizd una agrupacién arbitraria basada en las distancias geograficas de las
localidades, de ahi que se tengan tres grupos definidos y en base a los cuales se realiz6

la comparacion (Figura No.4 en Anexo).

De acuerdo con esos criterios, el analisis de agrupamiento (Grafica 5) no muestra ninguna
diferenciacion entre los patrones electroforéticos de las chinches que provienen del
ecotopo doméstico de las peridomésticas. Por el contrario se observan dos grandes
grupos, y dentro de cada uno de ellos existen, tanto, individuos que pertenecen al
domicilio y el peridomicilio. De igual manera aparecen las tres regiones intercaladas unas

con otras.

Existen varias causas por las cuales se pueda dar este fendmeno: desde el afio 2000,
Guatemala al igual que muchos otros paises de Centro América, inicid la campafia de
Control y Vigilancia de la Enfermedad de Chagas; en ella, se establecieron las pautas a
seguir para erradicar en parte la transmision de la enfermedad, mediante la reduccion de
los indices de infestacion. La principal estrategia para controlar y/o reducir estos indices
es mediante el rociamiento de las viviendas con insecticidas piretroides. Desde ese afio,
ha sido puesto en practica el rociamiento de viviendas, el efecto que esto ha tenido sobre

las poblaciones de vectores a sido variado; en algunos casos, efectivamente, se ha
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logrado bajar significativamente la infestaciéon domiciliar, mientras que en otros los indices
han incrementado o bajado muy poco (Monroy C., comm. pers.). Como resultado de toda
esta intervencién masiva sobre algunos departamentos (Santa Rosa, Quiché, Jutiapa,
Zacapa, Chiquimula, etc.), las poblaciones han sido puestas bajo otra fuente de presién

de seleccion.

Si bien es cierto la aplicacién del insecticida no es efectivo al 100%, existe la posibilidad
que exista un flujo o movimiento del domicilio al peridomicilio durante la aplicacién del
insecticida; o bien lo contrario podria suceder al pasar el efecto residual del mismo a los 3
meses. De ahi que las poblaciones podrian estar en un constante movimiento por
factores externos. En nuestro caso, la fumigacion de localidades pudo haber influido ya
que se requiere de cierto tiempo de estabilidad para que las poblaciones posean
proteinas especificas para un hospedero. Lo cual hace pensar que, el que no existan
diferencias a este nivel implica que no existe una alta especificidad hacia un hospedero

que se encuentre dentro o fuera de la vivienda.

Este tipo de especulacién debe complementarse con estudios que caractericen la ingesta
de los insectos a la hora de ser colectados. O bien, la mejor solucién para determinar si
en realidad cambios a este nivel tan bajo pueden ser detectados es mediante el estudio
de poblaciones que no hayan sido puestas bajo ningun estrés; es decir, localidades que
se encuentren sin rociar y a partir de ellas iniciar la caracterizacion de los ecotopos. Si
bien esto puede explicarse de esta manera, puede ser que la proximidad geografica de

las localidades permita un flujo genético constante, que haga que no exista diferenciacion.
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9.4 Comentarios acerca de la Técnica

Existen un sin numero de técnicas disponibles hoy en dia que hacen del analisis de
proteinas una de las herramientas mas utiles, faciles y rapidas de ejecutar, sin embargo,
este trabajo se limité unicamente a explorar los patrones electroforéticos obtenidos a partir
de la simple desnaturalizacion de las proteinas salivales. Es importante mencionar que
los patrones electroforéticos obtenidos se ven afectados por un sin nimero de
condiciones dentro de las cuales se puede mencionar: la concentracion, la cantidad
variable de muestra que se puede obtener de un individuo, variabilidad en los voltajes

utilizados y el tiempo de ayuno.

De éstas sin duda la que mayor atencién requiere es la cuantificacién de la concentracion
de proteina que se carga en cada corrida. Este paso simple puede mejorar
significativamente la reproducibilidad de la técnica y la mejor apreciacion de las bandas

durante el tefiido. (Pereira M., comm. pers.)

Segun Williams et al. (1999) el utilizar una doble tincion simultanea; es decir, tefir un gel
con azul de Coomasie y otro con tincién de plata, puede revelar de una mejor manera la
existencia de proteinas, que de otra manera no hubieran sido reportadas. Al mismo
tiempo que también recomienda la utilizaciéon de la electroforesis en dos dimensiones con
el mismo fin. Asimismo Hallinan (2005) en un estudio con saliva de las paratiroides
humanas en geles de poliacrilamida, reporta que el método de tincion con plata resulta ser

hasta 100 veces mas sensible que la tincion de azul de Coomasie.
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La Utilizacion de escanogramas para el andlisis de bandas es un método relativamente
facil de utilizar si se tiene el equipo necesario para el secado de geles, como parte de las
pruebas realizadas durante la fase de estandarizacion de protocolos, se observd que se
obtenian mejores imagenes de los geles cuando éstos se encontraban secos; ya que
evitaba en gran medida la filtracion de burbujas y la apariencia acuosa remanente. Segun
Fisher et al. (1997) durante la evaluacién del desempefio del sistema de software y
escaner ofrecido por Hewlett Packard® (HP) para la cuantificacion de proteinas tenidas
con azul de Coomasie, después de corridas en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), se
concluyd que utilizando éste (HP- ScanJet Plus Scanner) es posible obtener patrones
reproducibles y precisos a la hora de realizar una densitometria cuantitativa. Este
procedimiento fue replicado por nosotros utilizando también un equipo y software similar,

obteniendo una definicion de imagen considerablemente buena.

9.5 Determinacion de Bandas Marcadoras

Como se mencion6 anteriormente, puede mejorarse la caracterizacion de las proteinas
salivales; sin embargo, el trabajo apunta a que existen algunas proteinas que pueden ser
sugeridas como marcadores; principalmente a nivel de Especie, siendo éstos: Para T.
dimidiata (excluyendo Lanquin, Quiché y Petén) las bandas con pesos moleculares de:
88.5, 19y 18 kD; para T. pallidipennis las bandas con peso molecular de: 38, 33 y 27 kD,
para T. nitida: 37 y 24 kD; y para T. ryckmani: 36 y 20kD. Estan bandas fueron
seleccionadas de un total de 61, el criterio de seleccion basico es que aparezcan al

menos en un 35% y que no se repitan entre especies. (Tabla No. 4 en Anexo)
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9.6 Implicaciones para el Control

Los triatominos fueron originalmente poblaciones silvestres, pero por diferentes causas,
algunas especies han ido acomodandose gradualmente a la vivienda humana. Las
modificaciones del medio ambiente causadas por el hombre han originado la desapariciéon
de dichos focos, lo cual ha acelerado la domiciliacion de algunas especies de triatominos
(OMS 2002)

Las condiciones de las viviendas en general (dentro y fuera de ésta) son factores
importantes que pueden determinar la colonizacion. Los habitats domiciliares y
peridomiciliares, pasan a ser ideales ya que pueden crear microhabitats favorables y

brindar proteccion contra depredadores. (OMS 2002)

La principal repercusion de dicha invasién es el aumento del riesgo de transmision de T.
cruzi  a los seres humanos. En la actualidad algunas técnicas moleculares vy
morfométricas pueden ayudar a encontrar los principales cambios genéticos y fenotipicos
relacionados con esta invasion. Dichas técnicas han demostrado que este proceso suele
asociarse a migraciones importantes; al mismo tiempo se produce una reduccion de la
variabilidad genética y una creciente inestabilidad en el desarrollo; es por esta razén que
el insecto se vuelve mas eficiente como vector, pero también es vulnerable a las
medidas de control. (OMS 2002)

Debido a que sdlo algunos genotipos silvestres son capaces de producir poblaciones
domésticas duraderas, se supone que durante las primeras fases de este proceso, se
produce cierta restriccion en cuanto a la variabilidad genética y la dispersion del insecto

depende de su huésped y puede aumentar el transporte pasivo. (OMS 2002)

En este trabajo se pudo observar que existe una gran variabilidad en cuanto a la
composicion de las proteinas salivales, que permiten diferenciar aceptablemente al nivel
de especies y de poblaciones de una misma especie. Sin embargo, a nivel de ecotopo
esta diferenciacion no es evidente o bien los resultados no sugieren que exista una clara

correlacion entre las proteinas y el ambiente que ocupan.
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Esto no significa que las diferencias entre ecotopos descritas por Barbosa et al. (1999 y
2004) para otra especie (Panstrongilus megistus), no existan como tal, sino que tenderia
a pensarse que un analisis mas profundo de otras poblaciones es requerido, en particular
se necesita aumentar el tamafio de muestra y el analisis de poblaciones dentro de otras
regiones en las cuales podrian encontrarse diferencias en cuanto a los patrones

electroforéticos a este nivel.

Para fines de control, el analisis de la procedencia de colecta (ecotopo) es importante
debido a que el, problema mas serio al cual nos enfrentamos en estos momentos es la
re-infestacion de las viviendas. Este hecho deja la incognita de si ¢es posible caracterizar
eficientemente una poblacion completamente doméstica y/o peridoméstica mediante esta

técnica?

El grupo de poblaciones silvestres (Petén y Lanquin) aparentemente no forman parte del
grupo de poblaciones de T. dimidiata, sin embargo la comparacion de éstas con otras da
una idea de como se comportan y si se encuentran o no relacionadas con movimientos

dispersivos de re-infestacién, esto para el caso de Petén.

Como se menciond con anterioridad, este es el primer esfuerzo por caracterizar a las
poblaciones de T. dimidiata y algunas especies relacionadas, por lo cual se trabajé un
enfoque integrado tratando de establecer comparaciones de los resultados obtenidos con

aquellos obtenidos por otras técnicas.



49

10. CONCLUSIONES

a) El analisis de las proteinas salivales exhiben una gran variabilidad, pues se encuentran
desde los 9 kD hasta los 201 kD.

b) Para T. dimidiata existe una mayor cantidad de bandas que se encuentran localizadas

entre los pesos moleculares de 9 -100 kD.

c) En cuanto al analisis de especies realizados; se puede concluir que se observa una
cercana relacién entre T. nitida y T. ryckmani. Este grupo se encuentra considerablemente
separado de T. pallidipennis y en un clado mas alejado T. dimidiata, lo cual hace que se
cuestione una vez mas la posicion taxonomica de T. ryckmani con relacién a los
complejos Phyllasoma y Protracta. Segun las observaciones realizadas aparentemente

pertenece al grupo protracta.

d) Del analisis poblacional de T. dimidiata se puede decir que existe una marcada
tendencia a agrupar las poblaciones de Petén y Quiché a poblaciones domésticas como
lo son las del Carrizal, Jobo y Sillén y por encima de ellos el Tule y la Perla (Jutiapa).
Separando completamente a las poblaciones de Laguna Seca y Lanquin. Esta marcada
separacion de éstas poblaciones del resto hace pensar en la posibilidad de un proceso de
especiacion, ya expuesto por algunos autores (Bustamante et al. 2004, Calderdn et al.
2004, Monroy et al. 2003). Para el caso de Laguna Seca esta es la primera vez que se

trabaja por lo que hace falta describir el ambiente en el cual fueron colectadas.

e) Del total de bandas analizadas un 4.91% fue utilizado para el analisis de significancia
de los patrones electroforéticos de las bandas obtenidas. De estas todas presentaron
valores de p significativos para las poblaciones de T. dimidiata; sin embargo, al realizar la
correccion de Bonferroni solo una de tres de estas, resulté ser significativo. Por lo que a
fin de sustentar mas este analisis debe de aumentarse el tamafo de la muestra para

cada uno de los casos.
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f) De acuerdo con los patrones electroforéticos observados es evidente de que no existe
una clara diferenciacién entre los patrones exhibidos en el domicilio y el peridomicilio. Y
que la caracterizacion de estos ambientes utilizando esta técnica estan sujetos a mejoras

en el tamafo de muestra.

g) Los resultados obtenidos sugieren como marcadores moleculares principalmente a
nivel de Especie las siguientes: para T. dimidiata (excluyendo las poblaciones de Lanquin,
Quiché y Petén) las bandas con pesos moleculares de: 88.5, 19 y 18kD; para T.
pallidipennis las bandas con peso molecular de: 38, 33 y 27 kD, para T. nitida: 37 y 24 kD;
y para T. ryckmani: 36 y 20kD.



51

11. RECOMENDACIONES

a) Hacer estudios con otras poblaciones de T. dimidiata que se encuentren libres de
estrés de campanas de rociamiento, con el fin de clarificar si existen diferencias en cuanto

al patrén proteico entre los ecotopos domésticos y peridomésticos.

b) Aumentar el tamafo de muestra utilizado en cada uno de los analisis, por lo menos, a

30 individuos por poblacion y al nivel de especie, al menos 10 individuos.

c) Efectuar estudios con otros marcadores fenéticos y moleculares que sirvan para
aclarar mas la posicion taxonémica de algunas poblaciones de Triatoma dimidiata (Petén

y Lanquin) y de algunas especies como T. ryckmani.

d) Estudiar a profundidad las causas de la posible diferenciacion proteica de las
diferentes poblaciones basado en un estudio de preferencia alimentaria (precipitinas) de

cada insecto colectado.

e) Determinar mediante la utilizacion de SDS- PAGE de segunda dimension, si las
proteinas sugeridas como posibles marcadores moleculares son diferentes de acuerdo en

al Punto Isoeléctrico.

f) Definir la concentracién promedio de proteinas para cada especie; y dentro de T.
dimidiata, calcular el promedio de aquellas poblaciones que aparentemente se encuentran

inmersas dentro de un proceso de divergencia.

g) Utilizar juegos de tincion dobles (azul de Coomasie + tincién de plata) para el analisis
de cada gel y la deteccion de nuevas proteinas que no hayan sido consideradas en este

trabajo.
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13. ANEXOS

Triatoma dimidiata (Latreille 1811):

Se encuentra entre los vectores mas importantes, los cuales son muy domésticos,
construyen grandes colonias en casas y son muy susceptibles a la infeccién con T. cruzi
siendo el modo de transmision del paréasito el defecar sobre el receptor durante o poco

después de alimentarse.

Esta es una especie que junto a Rhodnius prolixus es considerado uno de los principales
vectores de la enfermedad de Chagas en Guatemala. T. dimidiata se encuentra adaptada
a la vivienda humana y constituye en muchos hogares un porcentaje muy alto de los
insectos colectados en los mismos, ademas de asociaciones entre esta especie y los
humanos; es capaz de encontrarse en diversidad de nidos de animales silvestres como el
tepezcuintle, armadillo, en gallineros, palmeras y en algunas aves migratorias, las cuales

muy probablemente ayudan a aumentar los rangos de distribucidn de esta especie.

Se encuentra distribuida principalmente en Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Panama,
Ecuador, Las Guyanas, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, EI Salvador,
Venezuela y Surinam. (Lent, 1979)

Figura 2: Macho de T. dimidiata. Figura 2: Ninfas del 5 estadio de Lanquin.
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Figura No. 4
Mapa de las tres regiones de Jutiapa utilizadas para el
analisis de Ecotopo.







1. Colocar el plato corto por encima del plato espaciador.

2. Se deslizan los dos platos por encima del marco o
“Casting frame”, colocando el plato corto hacia delante, y
con cuidado de tener el marco y los vidrios en una

superficie recta.

3. Colocados los platos en el marco se presionan las

abrazaderas, a manera de asegurar los platos.

4. Al terminar de asegurar los platos en el marco, estos
se colocan en sobre una esponja que se encuentra en la
parte inferior y se sujeta en la parte superior con un
gancho. Posteriormente se llena con las soluciones que

daran origen al gel.

5. Cuando la solucion este completamente seca, los

platos se retiran del marco.

6.Posteriormente cada juego de platos; se ensambla en
el electrodo; con cuidado de dejar hacia adentro el plato

corto.

Figura No. 5'Elaboracién de geles: Colocacion de

platos en el marco o “Casting frame”.

! Fuente: Mini Protean® 3 Cell. Instruction Manual. Biorad
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7. Cuando se tienen los dos
juegos de platos colocados
ensamblados, el electrodo se
coloca dentro de otro marco

donde quedara sujeto.

8. Al terminar de colocar el
electrodo este se asegura con
dos agarraderas de plastico
dispuestas en la parte inferior

del mini tanque.

9. Finalmente se coloca el mini
tanque y se coloca en el tanque

de la cAmara electroforética.

fiy
X
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Tabla No. 3 Numero de banda y su peso molecular calculado. En esta tabla se
muestra cada una de las bandas (1-61) y su peso molecular aproximado calculado a partir
del analisis de bandas generado en el programa Database Manager® del Gene profiler®.

MW en kD Banda
>250kD lall7
201 18
190 19
116 20
107 21
88.9 22
73.8 23
68.6 24
65.5 25
50 26
45 27
43 28
42 29
41 30
40 31
39 32
38 33
37 34
36 35
35 36
34 37
33 38
32 39

MW en kD | Banda
31 40
30 41
29 42
28 43
27 44
26 45
25 46
24 47
23 48
22 49
21 50
20 51
19 52
18 53
17 54
16 55
15 56
14 57
12 58
11 59
10 60

9 61
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Gréfica No. 7 Perfil Idealizado de las bandas obtenidas mediante el andlisis de
presencia ausencia (de bandas) para T. dimidiata y algunas especies de Reduviduos
relacionadas.
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Continuacion gréfica No. 7
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Perfiles electroforéticos de las poblaciones de: c) Petén, Lanquin (Carril 2y 4) y d)
Carrizal (carril 1-4)

Patrones electroforéticos de la especies T. nitida (carril 5-8) y T. ryckmani (Carril 3)

Grafica No. 8 Algunas muestras de geles de las diferentes poblaciones estudiadas.



Figura No. 7 Estimulaciéon de laregion Latero-ventral del Insecto por medio de
electrodos.
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Tabla No.4 Pesos moleculares® en kilo Daltons (kD) obtenidos por poblacién de Triatoma dimidiata® y algunas especies.
Como resultado del andlisis de cada una de las poblaciones de T. dimidiata y las especies relacionadas se obtuvieron un total de 61

bandas con un peso molecular que va de los 9 kD a los 201.

El Bran 96 | 82| 22 | 19| 17
Brea 93 | 30| 27 | 20| 18] 17

El Chile 91 | 21| 19 | 17
El Chiltote 90 | 42| 30 | 27| 25| 21| 19| 17
El Jobo 95 | 91| 87 |85]82|33|29|26|25|22]|21]|19]18] 17
El Joyal 32 | 28] 22|21]19]|17
Laguna Seca| 90 | 91| 94 | 80| 79] 68| 41| 38| 32| 31| 30| 28] 27| 25])24|22] 21| 20| 19| 18] 17| 16]14] 12| 11] 10
El manguito | 81 | 92| 42 | 31| 24| 20| 19| 17
LosOrganos | 94 | 29| 22 | 21| 19] 18] 17
La Perla 89 | 88 ] 83|82|80|79|76|70[68]40|36|35[34]|30]27]|24]22]|20]18]|17]|16]15
El Tule 201 | 190 96 | 9319219189 88|87]|85|84|83[81|79|78|77|76]|74]69]65]|41]40]39]|32]|31]30]|29]|28]|27]|25|24]22|21|20]19]|18]|17|16]15] 11|10
La Pilas 88 | 74| 66 | 4131|1917 9
El Saral 89 | 42| 30 | 24| 21| 18] 17

El Sillén 82 | 84| 91 |94]95]|41|32|29|25]22|21]|20]|19]18] 17
Los Tecomated 86 | 21 | 18
Zapotitlancito] 85 | 31| 20 | 18] 17
Carrizal 102 | 101| 100 99] 98| 97| 95| 85| 43| 42| 41| 33|32|30|28]|26|22]|21]|20]| 19
Quiché 116 | 102| 107 99| 98| 97| 95| 94| 93] 92| 88| 87| 84| 81| 74| 73| 50| 45| 42| 41| 40| 39]33|32|30]29]|28]|27]|25|24]21]|20|19|18] 17| 11| 10
Lanquin 89 | 39| 32| 28] 26)24]22]19] 18] 17
Petén 94 | 89| 88 |87]|86[84]|43[34]|32|31])29[28]27[23]22|21]20]19]18]17
T. nitida 37 | 35] 20| 26| 25|22|21|18|17]|11
T.ryckmani | 36 | 20
T. pallidipenis | 40 | 38 | 33 [ 27| 21| 20| 18] 17

! En Anexos Tabla No. 3 se presenta el nimero de banda al que corresponde el peso molecular arriba sefialado.
°El total de poblaciones aqui presentado no necesariamente fue utilizado en todos los analisis, en su mayor parte Gnicamente constituyen parte
del grupo utilizado para caracterizar Triatoma dimidiata como especie.
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