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En el transcurso de investigaciones tendientes a conocer las variaciones
electroforéticas de la hemolinfa de insectos triatéminos infectados con T'rypano-
soma rangeli (fase hemolinfatica), tropezamos con la ausencia de datos cuantita-
tivos bisicos obtenidos con sangre de insectos normales. En efecto, la informa-
cién que aparece en la literatura es sumamente escasa; se refiere a dos especies y,
ofrece solamente datos cualitativos (5) o semicuantitativos (3). Trabajos mas
recientes presentan consideraciones generales interesantes en electroforesis de
hemolinfa de otros insectos (1) y la posibilidad de que por este método puedan
notarse diferencias fundamentales en sangre de insectos parasitados en relacién
a normales (2). En la presente nota damos a conocer algunos aspectos cuantita-
tivos de las proteinas hemolinfiticas de ninfas de insectos triatéminos normales.
En un trabajo posterior nos referiremos a las mismas proteinas en insectos para-
sitados con T. rangeli.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon Gnicamente ninfas vacias de 5° estadio de Rhbodwins prolixus,
Triatoma phyllosoma y T. infestans, las cuales fueron alimentadas unas veces en
paloma y otras en conejo, y sangradas inmediatamente, 1 hora, 1 dfa y 7 dias
después de la refaccién sanguinea, la cual tuvo una duracién de 15 minutos. Es-
tando ya concluido el trabajo, tuvimos oportunidad de contar con pequefias mues-
tras de sangre de T. platensis y de T. pallidipennis, alimentados en paloma (25
y 7 ninfas de 5° estadio respectivamente), de las cuales adicionamos algunos da-

* Este trabajo ha sido posible gracias a una subvencién' del U. S. Public Health
Service, N.I.LA.I.D., Grant AI 03304-03.
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tos por considerarlos de interés comparativo. En general, los mismos insectos
sangrados una hora después de la alimentacién fueron empleados para obtener
las muestras del primero y sétimo dias. En todos los casos los insectos fueron
mantenidos en estufa a 26.5 + 0.5°C y 55% de humedad relativa. Las muestras
usadas consistieron en mezclas de sangres de 14 a 127 donadores que eran ob-
tenidas por puncién con alfiler entomoldgico entre la 2° y 3° coxas. La gota que
brotaba de cada insecto era colecta en un tubo estéril colocado sobre hielo, y las
mezclas inmediatamente centrifugadas en cimara refrigerada (5°C) a 1900 X g
por 20 minutos. La hemolinfa era decantada y guardada en un congelador
(—20°C) hasta el momento de su uso. Las proteinas totales fueron determinadas
por el método de LowRry et al. (4). Las electroforesis fueron hechas en papel,
empleando el aparato "Electro-Rheo-Phorese” de Macheboeuf & Rebeyrotte
(Laboratories Leres, Paris), usando buffer de veronal (pH 8.6, fuerza iénica
0.05) y dejando pasar la corriente eléctrica durante 4 horas. Se probd, ademais,
un buffer de fosfatos de pH 7.2 el cual hubo de ser abandonado por no permitir
una busna separacion. Se aplico, en todos los casos, 10 pl de muestra de hemo-
linfa y se corrieron al mismo tiempo mezclas de sangres de los huéspedes y de
hombre para comparacién. La coloracién se hizo con azul de bromofenol, por
12-14 horas, y las grificas por medio del fotémetro registrador de la misma
marca, calculando las 4dreas con ayuda de un planimetro (Compensating Polar
Planimeter, Keuffel & Esser Co.).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados muestran que en general existe gran especificidad en las
proteinas sanguineas de los insectos estudiados no sélo en cuanto al tipo y ni-
mero de fracciones encontradas, sino también en cuanto a sus valores absolutos
y relativos (cuadros 1 a 5, figs. 1 a 5). Asimismo, las proteinas totales tienen

CUADRO 1

Concentracién de las fracciones proteicas, en gramos Y y en porcentaje relativo,
1 hora después de alimentados los insectos en paloma. Promedios
de 5 determinaciones =+ desviacion estandard.

ESPECIE Y N° FRACCIONES
DE INSECTOS
1 r 2 3 4
R. prolixus (40) 0.2740.04 e 1.1740.07 1.0720.09 0.70=0.03
(8.4%) (36.5%)  (33.3%)  (21.8%)

T. phyllosoma (14-37) 0.174-0.04 0.06=40.03 2.34+0.06 1.03+40.07 —
(4.7%) (17%)  (650%)  (28.6%)
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CUADRO 2

Corncentracion de las fracciones proteicas, en gramos Yo y en porcentaje relativo,
al dia siguiente (1 dia después) de alimentados los insectos en paloma.
Promedios de 7 determinaciones —— desviacion estandard.

ESPECIE Y N* FRACCIONES

DE INSECTOS . " R R .

R. prolixus (106) 0.1240.05 —_ 0.83240.05 0.99-40.05 0.86=40.06
(43%) (29.6%) (35.4%) (30.7%)

T. phyllosoma (52-66) ©.16=4=0.06 0.054-0.04 2.0824-0.05 0.92-0.06 —
(5.0%) (1.3%) (65.0%) (28.8%)

T. infestans (54) 0.07=4-0.03 0.134-0.05 1.554-0.08 1.554-0.13 1.00-0.11
(1.6%) (3.0%) (36.1%) (36.1%) (23.3%)

CUADRO 3

Concentracion de las fracciones proteicas, en gramos Yo y en porcenmtaje relativo,
al dia siguiente (1 dia después) de alimentados los inscctos en coirejo.
Promedios de 5 determinaciones == desviacion estandard.

FRACCIONES
ESPECIE Y N°
E INSECTOS
D 1 1" 2 3 4
R. prolixus (127) 0.22440.05  ——  1.08-0.05 0.90--0.07 0.80=-0.07
(7.3%) (36.0%) (30.0%) (26.7%)
T. infestans (27) 0.094-0.05 0.124-0.05 1.50=4-0.05 1.48=4-0.05 0.70--0.09

(2.3%) (3.1%) (38.6%) (38.1%) (18.0%)

CUADRO 4

Concentracion de las fracciones proteicas, en gramos Yo y en porcentaje relativo,
7 dias después de haber comido los insectos en paloma. Promedios de
7 determinaciones =+ desviacién estandard.

e

FRACCIONES
ESPECIE Y N*
DE INSECTOS :
1 1 2 3 4
R. prolixus (98) 0174009 ——  0.9140.05 1.134-0.09 0.98--0.08
(5.3%) (285%)  (354%) (30.7%)

T. phyllosoma (52-62)  0.154+0.05 0.04+0.02 2.24-+0.13 1.27+0.03 A—
(4.1%) (1.1%) (60.5%) (34.3%)

T. infestans (54) 0.04+0.02 0.06+0.03 1.66=+0.10 1.78=+0.13 1.254-0.15
(0.8%) (1.3%) (34.7%) (37.2%)  (26.1%)
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CUADRO 5

Concentracion de las fracciones proteicas, en gramos Yo y en porcentaje relativo,
7 dias después de haber comido los insectos en conejo. Promedios
de 5 determinaciones ~+ desviacién estandard.

Lo 2 RO R FRACCIONES
E INSECTQS
DE INSE S 1 1 2 3 : 4
R. prolixus (123) 0.17-+0.05 S 1.114-0.12  1.24--0.09 1.18=0.09
(4.6%) (30.0%) (33.5%) (31.9%)
T. infestans (27) 0.13+4-0.04 0.10-+0.03 1.88+0.11 191--0.13 1.08=+0.10

(2.6%) (1.9%) (36.9%) (37.5%) (21.2%)

valores propios en las especies, independientemente de los valores ptoteicos del
huésped expoliado, siendo algo mayores inmediatamente después de la comida
para luego descender, lo cual es ya evidenciable 1 hora después, y tornar a subir
ligeramente durante el ayuno (Cuadro 6). En efecto, al comparar estadisticamen-

CUADRO 6

Comparacion de las proteinas totales de la hemolinfa de los insectos en gramos Y.
Los valores son el promedio de 4-5 determinaciones, bechas en
duplicado -~ la desviacidn estandard,

TIEMPO
ESPECIE
15 min. 1 hora 1% dia 7° dia
R. prolixus 3.9+0.2 3.2+0.2 2.8-+0.2 3.2+0.2
3.0+0.3% 3.740.2%
1. phyllosoma 4.140.2 3.640.2 3.240.1 3.7-+0.3
T. infestans 5.4-0.2 4.8+0.3 43403 4.84-0.3
3.9-4-0.1% 5.1-4-0.3%
T. plutensis _— e 5.84+0.2 6.4-+0.2
T. pallidipennis i —_— 3.8+0.2 —_—

*  Los insectos de estos grupos fueron alimentados en conejo (prot. tot, mezcla de 3
suetos: 6.140.1); todos los demds comicron en paloma (prot. tot, mezcla de 5
sueros: 3.6:-0.2),
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te (prueba de “t”) los valores de proteinas totales obtenidos para cada especie
independientemente a los 15 y 60 minutos, se encontré que esas diferencias son
consistentemente significativas en todos los casos (p<0.02). Lo mismo es cier-
to al comparar los valores obtenidos al primero y sétimo dias (p<0.02). El ana-
lisis de los datos obtenidos al comer los insectos en paloma o en conejo (caso de
R. prolixus y T. infestans) sugiere que no hay una tendencia de los resultados a
presentar diferencias reales. Por otra parte, la comparacion de los valores ob-
tenidos para las 5 especies, al primer dia de comidos en paloma, muestra que ca-
da uno de ellos es diferente de los otros (p<<0.01).

La fraccién que hemos llamado 1 y que muestra mayor movilidad que la
correspondiente a la albiimina del huésped, se presenta difusa o estriada, de li-
mites imprecisos, insinuando un minimo de 2 fracciones en T. dimidiata, T.
phyllosoma y T. pallidipennis, y es algo mis compacta en R. prolixus 'y T. pla-
tensis por lo que la hemos tomado como una sola fraccién en estas dos tGltimas
especies. Como puede apreciarse en la fig. 1 hemos designado convencionalmen-
te con niimeros a las fracciones a partir de las de mayor movilidad, sin que ésto
signifique que necesariamente dos fracciones con un mismo nimero se corres-
pondan. Esto se aprecia bien comparando el ferograma de T. phyllosoma o T.
pallidipennis, los cuales aparecen mis cortos en cuanto a las fracciones cuatita-
tivamente mas importantes, con los de las otras especies.

Los diagramas electroforéticos de estas dos dltimas especies pueden con-
siderarse iguales aunque no pudimos evaluar el porcentaje relativo entre las frac-
ciones debido a que no contamos con material suficiente de T. pallidipennis. Ep
T. platensis aparece constante un pequefio pico (fraccion 4), de menor movili-
dad que la fraccién 3, a la que en algunos ferogramas parece unida, llevando el
total de fracciones a 5 (figs. 1y 5). Los electroferogramas practicados con san-
gre obtenida inmediatamente después de la comida se mostraron esencialmente
idénticos a los ulteriores.

DISCUSION

No hay duda de que el método de electroforesis en papel, a pesar de
sus limitaciones, es 1til para separar algunas de las fracciones mas importantes
de la hemolinfa de insectos hematéfagos como los triatdminos. Asimismo el buf-
fer usado comiinmente en electroforesis de suero humano, se mostrd superior a
otro de fasfatos de pH més bajo, el cual parece ser mejor en otros casos como
lo demostré6 BarRLOW (1) con hemolinfa de prepupas y larvas de un himenép-
tero y dos dipteros usando gel de almidén.

Electroforesis de sangre de adultos de R. prolixus y T. infestans en gel
de agar permitié a BENOIT & SANDE (3) la separacién de cerca de 12 fracciones
para la primera especie y de 10 para la segunda. Por este método fue posible dis-
tinguir al menos 2 fracciones anddicas de alta motilidad en ambas especies, con
relaciones cuantitativas diferentes entre ellas. Estas fracciones parecen correspon-
der a lo que nosotros hemos denominado 1 y 1" en nuestros casos. Por otro lado,
las fracciones catddicas encontradas por ellos mostraron diferencias cualitativas
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fundamentales en los insectos considerados, demostrando buenas posibilidades de
diferenciacién por este método. Una vez més parece confirmarse la especificidad
del electroferograma de la hemolinfa de diferents artrépodos tal y como lo discu-
ten los autores arriba mencionados, quienes inclusive lo han verificado en elec-
troforesis de sangre de diversas gatrapatas. Ademds, nuestros resultados estin de
acuerdo con los de BENOIT & SANDE (3) en cuanto a que hay diferencias pro-
fundas al comparar el electroferograma del huésped (cobayo en el caso de ellos)
y el de los insectos.

Por otro lado, la observaciéon de Pick (5) hecha en T. infestans (esta-
dio?), de que las proteinas del huésped pueden influenciar profundamente el fe-
rograma del insecto si el examen es practicado poco después de la comida, no se
reconcilia con la nuestra. Todo parece indicar que el insecto fabrica sus propias
proteinas a partir de los aminoicidos obtenidos de la digestién de la comida san-
guinea, manteniendo sus caracteristicas cualitativas y cuantitativas relativas, bas-
tante constantes.

Las proteinas totales parecen estar influenciadas por un factor de dilucién.
Inmediatamente después de la comida, probablemente por no haber pasado atn
suficiente liquido del intestino a la sangre, su cifra es mds elevada, volviendo el
fendmeno a repetirse a medida que aumenta el ayuno con la consiguiente dismi-
nucién del volumen sanguineo.
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RESUMEN

Se presentan los resultados del andlisis electsoforético en papel de la he-
molinfa de ninfas de 5° estadio de R. prolixus, T. phyllosoma, T. infestans, T.
platensis y T. pallidipennis, alimentadas unas veces en paloma, y otras en conejo.
Para R. prolixus y T. infestans se anotan 3 fracciones principales; para T. pla-
tensis 4 y para T. phyllosoma 'y T. pallidipennis 2; ademas, se sehala una frac-
cién més para todas las especies, dividida en dos en T. infestans, T. phyllosoma
y T. pallidipennis, de mayor movilidad que la albiimina de mamiferos y de me-
nor importancia cuantitativa que las otras fracciones.

En general, se encuentra especificidad del ferograma en cuanto al tipo
de fracciones y sus valores absolutos y relativos, y se sefiala su independencia de
las caracteristicas del ferograma del huésped, atn inmediatamente después de la
comida sanguinea.

Se anotan datos cuantitativos para las fracciones y proteinas totales de
las tres primeras especies y para las proteinas totales de las dos Gltimas, a diver-
sos tiempos después de la comida sanguinea.
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SUMMARY

The results of paper electrophoretic analysis of hemolymph pools of
fifth instar nymphs of R. prolixus, T. phyllosoma, T. infestans, T. platensis and
T. pallidipeniis, fed either on pigeons or on rabbits are presented. R. prolixus
and T. infestans show 3 main fractions; T. platensis 4, and T. phyllosoma and
T. pallidipennis only 2. A quantitatively less important fraction is present in all
the species and is characterized for its higher mobility, as compared with mam-
malian albumin, and is usually divided in two smaller fractions in T. infestans,
T. phyllosoma and T. pallidipennis. Each species has a qualitatively and quan-
titatively distint electrophoretic pattern, except T. phyllosoma and T. pallidipennis,
which show similar patterns. The insect electropherogram is different from
that of the host even immediately after the blood meal.

Quantitative data are given for the fractions and or the total proteins of
the five species, at several intervals after the blood meal. Total protein values
are different for each species and higher right after the meal and again after
a certain period of starvation.
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Fig.

REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

Modelos electroforéticos de las cinco especies de triaté-
minos y sus fracciones. Los de hombre, conejo y paloma
se han incluido para comparacién; hemolinfas y sue-
ros fueron corridas en el mismo papel, bajo idénticas
condiciones (Experimento 25).
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Figs. 2-5 Curvas de las fracciones electroforéticas de cuatro especies
superpuestas las del 1° y 7° dias (Experimentos 9. 19.
y 26)..
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