
U N IV E R S ID A D  N A C IO N A L  D E  L A  P L A T A
%

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

COMPOSICION Y METABOLISMO DE LOS ACIDOS 
GRASOS EN EL TRIATOMA INFESTANS

TESIS
MIGUEL ANGEL TIERNO

1 9 79



Padrino de tesis

Prof. Dr. Rodolfo R . Brenner

El presente trabajo- de te
sis para optar al grado de Doc
tor en Ciencias Bioquímicas fu® 
realisado en la Cátedra de Bio
química del Instituto de Fisio
logía de la Facultad de Ciencias 
Médicas de la Universidad ííaci£ 
nal de la Plata.



ii

▲ ais Maestros



- iii -

Mi agradecimiento:

Al Dr. Rodolfo R. Brenner por su orienta
ción 7 ejemplo.

A la Dra. Elsa Segura 7 a la Sra. Magdale_ 
na de Deffis del Instituto de Investiga-

V .

ción 7 Diagnóstico de la Enfermedad de 
Chagas "Fatala Chaben" por sus valiosas 
sugerencias 7 suministro permanente de in 
sectos.

•

Al Dr. Ricardo Honderos de la Facultad de 
Ciencias Naturales 7 Museo por su asesora 
miento entomológico.

A la Srta. María C. Estivariz del mismo 
lugar, por su eficaz colaboración en las 
disecciones de los insectos.

Al personal de la Cátedra de Bioquímica 
del Instituto de Fisiología de la Facul
tad de Ciencias Módicas por su colabora
ción.

Al Departamento Audiovisual de la Facul
tad de Ciencias Médicas por la realiza
ción de los dibujos de este trabajo.



FB DB ERRATAS

Pag. Renglón Dice Debe decir

36 3 1 página siguiente página 49

41 16 A continuación 3 la
vados del crisol fî L 
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1) Lo8 insectos» Generalidades.
Los insectos constituyen dentro del Reino animal la 

clase más abundante en especies y en número. Hay descrip
tas aproximadamente un millón de especies. Su antigüedad 
sobre el planeta y la diversidad de nichos ecológicos que 
ocupan nos indican una gran capacidad de adaptación.

2) De8arrollo y crecimiento.
La mayoría de los insectos eclosióhan (rompen el co- 

rión que es una cubierta que envuelve al huevo) dando lugar 
a un estado morfológico que difiere del imago o insecto 
adulto. En consecuencia, para llegar a adulto el insedto 
debe pasar a través de cambios profundos tanto morfológi- 
eos como fisiológicos, que se conocen como metamorfosis.

Los insectos alados (Pterigota) pueden dividirse en
dos grandes grupos de acuerdo al grado de metamorfosis 
que sufren: Hemimetábola y Holometábola.

En los Hemimetábola los insectos inmaduros (ninfas) 
se parecen a los adultos difiriendo de ellos por no tener 
alas, gónadas y genitales externos, además del tamaño. bog 
órdenes que pertenecen a este grupo son los Exopterigota, 
en los que las alas en desarrollo son vistas externamente 
como "esbozos alares". Puesto que el exoesqueleto de los 
insectos es rígido el crecimiento gradual les está impedido. 
Todo alimento de tamaño se lleva a cabo a través de una Mmu- 
daM o "eedisis" que no es más que el abandono del viejo 
exoesqueleto ("exubio") estrecho por uno nuevo más amplio.
En los Hemimetábola se producen 5 mudas desde ninfa de es
tadio I hasta adulto. Aunque existe una transición gradual 
hasta llegar a adulto alado en condiciones de reproducirse, 
hay una metamorfosis notoria entre el estadio ninfal V y 
el adulto. En este momento tiene lugar la deposición de 
una nueva cutícula de naturaleza diferente, con extensa 
Histolisis de órganos internos caducos y crecimiento de o- 
tros nuevos adecuados a la vida adulta, como músculos alares 
y gónadas.



Evolutivamente los hemimetábolos son más primitivos que 
los holometábolos. El"Triatoma infestans" es un hemimetábo- 
lo.

El desarrollo holometábolo es observado en los Endop- 
terigota, en los que las alas se desarrollan internamente.
En este caso la metamorfosis comprende 2 mudas especiales, 
la eclosión del huevo da lugar a la larva que crece por su 
cesivas mudas, pasando en la última al estado de "pupa".
Es entonces cuando se producen profundos cambios en los cua 
les los tejidos larvales son destruidos y se forman los del 
adulto adaptando a éste a un nicho ecdlógioo y función dis
tintos . (1 )

m

^ Hormonas y su acción sobre el desarrollo de los insectos.
Las mudas y la metamorfosis que ocurren en los insectos 

están bajo control hormonal. El sistema neuroendócrino en 
insectos comprende al cerebro y las glándulas asociadas e 
inervadas por ól: la "corpora cardíaca'' y la "corpora allata 
(productora de hormona juvenil); además en el protórax,un 
par de glándulas ("protorácicas") producen la hormona de 
muda o ecdisona. Estímulos diversos: cambios de temperatura, 
fotoperíodo, distensión del intestino por la alimentación 
inducen a las células neurosecretoras del cerebro a producir 
hormona protorácicotrófica que pasa a la hemolinfa (medio 
líquido que baña los órganos internos de los insectos).
Esta hormona estimula a su vez a las glándulas protorácicas 
que responden con la síntesis y/o liberación de hormona de 
muda. Bajo control cerebral directo la "corrora allata" se
creta la hormona juvenil.(2 )

La hormona de muda es la iniciadora de la muda, en tanv/'
to que la hormona juvenil determina la salida morfológica 
de ella (larva, pupa o imago en holometábolos; ninfa o ima- 
go en hemimetábolos). Así el conjuto de ambas hormonas de
finen cuál ha de ser el siguiente estadio, -¿n los hemimetá
bolos, un nivel alto de hormona juvenil con un nivel induc
tor de hormona de muda producen mudas a estadios ninfales.



La disminución de la hormona juvenil en circulación con un. 
nivel inductor de hormona de muda producen muda a estadio 
adulto.

Flg.l Esquema clásico del control hormonal de la muda y la 
metamorfosis en un insecto holometáb'olo.

4) Las feromoñas: un lenguaje químico en los insectos»
Se llaman feromonas a compuestos químicos que transmi

ten señales entre individuos de la misma o distinta especie 
originando cambios en el comportamiento. Se conocen dos ti
pos de feromonas:"liberadoras" e "iniciadoras". Son "libe
radoras" aquellas que ocacionan cambios inmediatos del com 
portamiento. Son "iniciadoras" cuando luego de su recepción 
se producen cambios fisiológicos que finalmente causan alte 
ración del comportamiento.(3) Puesto que el medio que sepa
ra a los insectos terrestres es el aire se requiere que es
tos compuestos sean volátiles. La mayoría de las feromonas 
conocidas son derivados de terpenos y ácidos grasos.(4)
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Los receptores para las mismas generalmente están ubicados 
en las antenas. Butenandt(5 ) demostró que la resección de 
éstas eliminaba toda respuesta sexual del macho de la ma
riposa emperador. Además de las adaptaciones metabólicas, 
el lenguaje químico ha sido un valioso medio para la pros
peridad de los insectos en el planeta favoreciendo su repro 
ducción y la conservación de las especies.

Entre las feromonas liberadoras están: las de alarma 
que alertan sobre un peligro; las de reclutamiento que reú
nen al grupo (en los insectos sociales) para la defensa, o 
para señalar el camino a casa o al alimento. Entre las fero 
monas iniciadoras tenemos el ejemplo bien estudiado de la a 
beja reina¿ tiene una feromona que inhibe el desarrollo de 
los ovarios en las obreras. (3)

5 )Bioquímica de los insectos.
✓

a)Digestión y absorción.
Los insectos cuentan con enzimas digestivas que les 

permiten degradar el alimento. A veces son microorganismos 
simbióticos los que realizan la tarea.(1 ) Las larvas del 
escarabajo agujereador de la madera tienen enzimas celulási^ 
cas y junto a algunos miembros de Mollusca son hasta ahora 
los ánicos animales con estas actividades.(6) En general se 
encuentra una buena correlación entre la composición del 
alimento y las actividades enzimáticas que permiten degra
darlo: un insecto omnívoro como la cucaracha segrega pro- 
teasas, lipasas, amilasas, invertasa y maltasa que hidro- 
lizan proteínas, grasas, almidón, sacarosa y maltosa res
pectivamente, sustancias que pueden encontrarse en su dieta 
(7,8); en Glossina morsitans que es hematófaga se han encon 
trado proteasas muy activas(9).

Los mecanismos de absorción varían con las especies.
A diferencia de los mamíferos los pocos insectos estudiados 
no muestran transporte activo de monosacáridos a través de 
de la pared intestinal. Aparentemente los monosacáridos se
rían absorbidos por difusión pasiva*,ésta se vería facili-

///



tada por la rápida conversión a trehalosa que realiza el 
cuerpo graso que envuelve el intestino(1C). En la hemolinfa 
de los insectos se encuentran gran cantidad de aminoácidos 
libres(hasta 50 veces la concentración en sangre de verte
brados). Esto es una dificultad para un mecanismo activo de 
absorción puesto que sería muy costoso desde el punto de 
vista energético. En la langosta Schistocerca gregaria se 
ha observado difusión de aminoácidos a través del intestino 
medio a la hemolinfa, pudiendo este proceso estar vinculado 
con una mayor extracción de agua desde el mismo, con lo que 
se produciría un gradiente de entrada(io).

b) El músculo volador.
Una característica de los insectos es el gran consumo 

de energía que realizan ciertos tejidos en ciertas circuns
tancias. En consecuencia es conveniente mencionar algunas /
características fisiológicas de uno de los tejidos más es
tudiados en insectos: el músculo volador. Su consumo de 0^ 
eiT actividad puede llegar a ser 50 a 100 veces mayor al del 
reposo(ll). El alto consumo de 0^ por unidad de peso y el 
alto grado de control han hecho de este tejido el de elec
ción para el estudio de las oxidaciones biológicas y el 
transporte electrónico. Una profusa cantidad de traqueólas 
llega hasta muy cerca de las mitocondrias suministrando ad£ 
cuadamente el 0^» El combustible de vuelo usado(glúcidos, 
lípidos o aminoácidos) varía con las especies y suele estar 
indicado por el cociente respiratorio.

c) Algunos aspectos diferenciales del metabolismo de los 
hidratos de carbono en insectos.

Los hidratos de carbono más importantes como reserva e- 
nergética en insectos son el glucógeno y el disacárido tre
halosa. El glucógeno se almacena principalmente en el cuer
po graso, músculo volador e intestino. La trehalosa es el 
glúcido más importante en la hemolinfa de muchos insectos, 
aunque también está presente en el cuerpo graso dónde ///
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se sintetiza y en el músculo(12). Puesto que la trehalosa ocupa 
una posición central como forma de transporte de glúcidos a los 
distintos tejidos, la regulación de la síntesis y degradación 
del glucógeno en el cuerpo graso debe acusar esta peculiaridad. 
En el siguiente gráfico se esquematizan las intercenversiones 

^ entre glucosa, trehalosa y glucógeno.

Fig. 2 Interconversión de glucosa, glucógeno y trehalosa. A-He- 
xokinasa; B-Glucosa-6-fosfatasa; C-Fosfoglucomutasa; D- 

UDP-glucosa pirofosforilasa; E-Glucógeno sintetasa; F-Glucógeno 
fosforilasa; G-Trehalosa-6-P sintetasa; H-Trehalosa-6-P fosfata 
sa; I-Trehalasa; J-Glucólisis.

El metabolismo de los hidratos de carbono parece seguir en 
líneas generales el modelo conocido en vertebrados, al menos en 
los tejidos de insectos hasta ahora estudiados (12). Por las ra 
zones arriba apuntadas, en el músculo volador se han observado 
variantes de interés. La glucólisis en insectos transcurre por 
la vía conocida, pero en este tejido está adecuada para permi
tir realizar la oxidación de hexosas con alta eficiencia a CO 2̂
y H20(11). Esto es concretado por las altas actividades citosó- 
licas de gliceraldehído-3-P deshidrogenasa (G-3-PD-NAD depen
diente ), la q.ue oxida el WADH formado ///
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en la glucólisis(Las mitocondrias de insectos al igual que 
las de vertebrados, son impermeables al NADH y al NADPH), 
produciendo glicerol-3-P estequiomótricamente. Este atra
vesando la membrana externa de la mitocondria es oxidado 
en la interna por una actividad homologa(G-3-PD-FAD depen
diente) con lo que los equivalentes de reducción resultan 
transferidos del citosol a la mitocondria. Por otro lado 
la actividad de lactato deshidrogenasa(LDH) que es alta 
en músculos muy activos durante poco tiempo(músculos de 
patas de insectos) con largos períodos de recuperación, 
es baja en los músculos voladores de langosta que son muy 
activos durante mucho tiempo: la relación de actividades es 
pecíficas G-3-PD/LDH alcanza el valor de 100(13). Así los 
productos finales de la glucólisis en este tejido son gli- 
cerol-3-P y ácido pirúvico que la adecúan a una completa 
oxidación mitocondrial, especialmente en insectos con alta

s

frecuencia de movimiento de alas: Díptera, Hymenóútera.

Pig. 3 Glucólisis y ciclo del glicerol-3-P en el músculo volado 
A-Posfofructokinasa; B-Gliceraldheído-3-P deahidrogenasa; C-Lac 
tato deshidrogenasa} D-Glicerol-3-P deshidrogenasa citoplasmáti 
ca; E-Gliccrol-3-P deshidrogenasa mitocondrial.
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La comparación del.potencial glucolítico del músculo 
volador de insectos(dado por la actividad máxima de fosfo- 
fructoquinasa) con la actividad máxima de 6— 3-PD mitocon- 
drial indica que la operación de esta lanzadera probable
mente daría cuenta de la reoxidación de todo el NADH for
mado extramitocondrialmente(14)•

La glucólisis como en mamíferos, reveló un control 
primario a nivel de la fosfofructoquinasa que es inhibida 
por el ATP y desinhibida por AMP, AMP^ y P^. Al comienzo del 
vuelo el ATP disminuye y concomitantemente aumentan AMP y Pi
Sin embargo, la relación del descenso deATP al incremento de 
AMP y P^ no permite explicar el aumento de 100 veces obser
vado en la glucólisis al comienzo del vuelo. Esto hace su
poner que puede haber otros factores involucrados en la re
gulación de la fosfofructoquinasa(14).

Para evitar un gasto inútil, en mamíferos existe regu-
y

lación de la glucólisis pov intermedio del ciclo de Krebs; 
más concretamente: la fosfofructoquinasa es inhibida alos- 
táricamente por el ácido cítrico. Esta regulación no se pu 
do~encontrar en el músculo volador de la langosta(1 5 ).

Los productos de la glucólisis deben oxidarse en las 
mitocondrias. Se ha observado que el músculo volador de 
Phormia regina contiene cantidades excepcionalmente elevadas 
de glicerol-3“P* permaneciendo constante durante el vuelo.
De aquí resulta que todo excedente de glicerol-3-P formado 
por la oxidación del NADH extra producido por el aumento de 
la glucólisis es oxidado inmediatamente. Esto sugiere que 
la oxidación mitocondrial del glicerol-3-P en la transicióir 
reposo-vuelo del músculo es activada(l6).

Estos estudios realizado» ”in vivo" también demostraron 
una brusca elevación en la 'concentración de piruvato acompa
ñada por acumulación de alanina y acetilcarnitina en el mis
mo momento. El aumento de piruvato y acetil-camitina cuan
do el vuelo comienza, está indicando que el piruvato no es 
oxidado por el ciclo con la misma velocidad con que es pro
ducido. El aumento de alanina se produce con un decremento

///
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simultáneo y estequiométrico de la prolina desde las altas 
concentraciones en que se halla en reposo(l6).

Relacionado con esto último está la permeabilidad de 
las mitocondrias del músculo volador de la moscarda. Es
tudios "in vitro" indican que éstas sólo oxidan glicerol-3-P 
exógeno, piruvato y acetilcarnitina, en menor proporción 
prolina. Ningún intermediario del ciclo de Krebs, ni glu- 
tamato, ni aspartato constituyen un sustrato respiratorio 
efectivo. Esto sería debido a la escasa.permeabilidad de 
las mismas a estos compuestos. Las translocasas específicas 
de ácidos di- y tricarboxílicos de mitocondrias de mamíferos, 
parecen estar ausentes(17). Una razón postulada para que és
to sea así estaría en el hecho de que teniendo el tejido es
tudiado un cociente respiratorio muy alto, la ausencia de 
permaasas más bien impediría la pérdida de intermediarios,
que la entrada. Además en dicho tejido la biosintesis de

/
productos extramitocondriales no sería el objetivo como ocu
rre en mitocondrias de hígado de rata(1 7 ).

d)Algunos aspectos propios de insectos en el metabolis
mo de aminoácidos.

Se ha observado que las mitocondrias aisladas de múscu 
lo volador de insectos pierden rápidamente su capacidad pa
ra oxidar el piruvato. En la mitocondria de moscarda esta si 
' tuación puede revertirse con prolina, pero no con intermedia 
rios del ciclo de Krebs, ni glutamato. Esto está de acuerdo 
con las propiedades ya mencionadas de la mitocondria y su
gieren que el papel de la oxidación de prolina en las mito
condrias del músculo volador de la moscarda, al comienzo del 
vuelo, es el de proveer intermediarios del ciclo para ade
cuarlas a la mayor cantidadv̂ de piruvato, proveniente de la 
glucólisis, que debe oxidar(l8). La oxidación de prolina 
transcurre en insectos(todos los mayores órdenes) del mismo 
modo que en los tejidos de mamíferos: formación de glutama
to pasando por A-pirrolín-5-carboxilato.
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Fig. 4 Oxidación de prolina.

La transaminación del glutamato con el piruvato da ala- 
nina y (Y-cetoglutarato que es oxidado a oxalacetato en el ci 
cío de Krebs. Así entonces, la prolina origina oxalacetato 
<que permitiría una mayor oxidación del piruvato, el exceso 
del cuál por transaminación con el glutamato daría alanina 
y por oxidación parcial, acetilcarnitina.

El rol de la oxidación de prolina en la mosca hematófa 
ga tsó-tsó Glossina morsitans es aparentemente más importan 
te: Bur8ell(l9) mostró que la concentración de prolina caía 
abruptamente durante el vuelo, mientras simultánea y este- 
quiométrieamente ascendía el nivel de alanina. Los estudios 
de marcación resultaron congruentes con la operación de un 
ciclo como el que se muestra en la página siguiente. De a- 
cuerdo a este ciclo la transformación de 1 mol de prolina 
en 1 de alanina provee 14 moles de ATP. Si a esto se le agr¿ 
ga el hecho de que la tsé-tsé posee poca cantidad de glucó
geno y mínimas cantidades de trehalosa y glucosa, es líci
to pensar que la oxidación de prolina ocupa un "sitio cen
tral" en el suministro de energía. Confirmando esta hipóte
sis están las bajas actividades glucolíticas halladas en 
tsó-tsá si se las compara con las de la moscarda y que la

///
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Fig. 5 Oxidación de prolina durante el vuelo en la mosca tse
tse "Glossina morsitana".

succínico deshidrogenasa(enzima participante de ciclo propue¿ 
to) presenta actividades semejantes en ambos insectos. La im
portancia de la oxidación de prolina tal vez surja como con
secuencia del tipo de ingesta(sangre) con baja cantidad de 
glúcidos. ^l hecho de haberse hallado actividades importan
tes de prolina deshidrogenasa en músculos voladores de otros 
Insectos sugiere que el caso de la tsó-tsó tal vez no sea 
único(1 1 ).

Los insectos tienen los mismos requerimientos que los 
mamíferos en cuanto a aminoácidos esenciales con el agrega
do de arginina(20).
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E1 triptofano sirve de precursor de un grupo de pigmen 
tos: los "ommocromos", que son responsables del color pro
fundo de los ojos de los insectos y que además contribuyen 
a la coloración brillante en muchas especies. Justamente 
fueron elegantes experimentos en las rutas que conducen a 

^ los "ommocromos", los que en mutantes de Drosophila y Ephes 
tia con color de ojos anormal demostraron bloqueos genéticos. 
Este fue uno de los trabajos pilares en el desarrollo del 
concepto de que los genes controlan la ̂ síntesis de enzimas(20).

e)La cadena respiratoria.
Este concepto fue introducido por Keilin en 1925 cuan

do trabajaba con músculo volador de insectos.
Cuando se estudia el espect'ro diferencial de las mito- 

condrias reducida y oxidadas(de músculo volador de moscarda) 
a -190°C(Temperatura a la cuál resulta un agudo adelgazamien 
to de las bandas de absorción de los citocromos) se observan 
diferencias en la composición de los citocromos respecto a 
la de mitocondrias de mamíferos. Un esquema de la secuencia 
de los transportadores, basada en estudios cinéticos y con 
inhibidores se da a continuación:

Fig. 6 Posible ordenamiento de los componentes de la cadena 
respiratoria (2 1 ).



-13-

f)Lpg lípidos y su metabolismo en insectos.
f ^ Lípidos en insectos.
Entre las funciones más importantes de estas sustancias 

en los organismos vivos están las de constituir sus membra
nas celulares y servir como combustible de reserva. En la 
grasa se puede almacenar en pequeño volumen por su natura
leza hidrófoba, una cantidad de energía muy superior a la 
del mismo volumen de glucógeno. Este aspecto es de aprecia- 
ble importancia sobre todo en aquellos insectos que deben 
volar por largos períodos de tiempo. Hay también otras cir
cunstancias en que los insectos recurren a formar abundan
tes reservas lipídicas: así antes de la "pupación" o la ”dia 
pausa”; también las hembras maduras en período de oviposición. 
Algunos insectos que se alimentan durante el estadio adulto 
los acumulan durante esta etapa(langosta del desierto); otros 
que no se alimentan en este estadio lo hacen en estadios pre- 
vios(Sitotrega cerealella)(23). Los lípidos en insectos de
rivan directamente de la dieta o son sintetizados a partir 
dé' precursores no lipidióos como proteínas y glúciaos que 
de~ella provienen.

f^)Contenido lipidico y composición.
Hay gran variación en el contenido lipidico de insectos 

de distintos órdenes e inclusive dentro de una misma familia. 
Past(2 )̂ con la base de de una abundante recopilación de re
sultados, ha indicado que el contenido graso de los insectos 
puede alcanzar valores tan altos como el 40$ del peso húmedo. 
Sin embargo, la mayoría de las especies estudiadas contienen 
cantidades de lípidos inferiores al 10$ del peso húmedo.

Cómo ha sido discutido por Scoggin y Tauber(24) son mu
chos los factores que influyen sobre el contenido lipidico 
de los insectos: estadio de desarrollo, nutrición, tempera
tura ambiental, sexo, ayuno, diapausa, si es migratorio o no 
y por supuesto su ubicación taxonómica. Resulta notable la 
influencia del sexo sobre la cantidad de depósitos grasos: 
en general la hembra recién mudada tiene niveles mayores a

///
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los del macho en la misma condición. Esto tal vez guarde re 
lación con el desarrollo de los huevos. En algunas mariposas 
gusanos también ocurre la situación inversa, pudiendo tener 
el macho al momento de la emergencia, un contenido lipídico 

/hasta 10 veces superior al de la hembra(25)« En este caso 
la razón podría ser el comportamiento de apareo de la espe
cie (Hyalophora cecropia), ya que el macho debe volar grandes 
distancias en búsqueda de la hembra y puesto que como adulto 
no se alimenta sus reservas deben ser abundantes(26).

Los ácidos grasos mayoritarios en insectos como en otras 
formas de vida son los de 16 y 18 carbonos saturados y no sa
turados. De las especies relacionadas con Triatoma infestans 
se citan(27') las composiciones cuantitativas de:

ACIDOS GRASOS (% en peso)
INSECTO
Triatoma

ESTADIO
y

14:0 16:0 1 8 : 0 1 6 : 1 1 8 : 1

phyllosama
Rhodnius

adulto 1,3 52 ,6 4,4 3,8 32,7

prolixus adulto 1,3 40,9 5,6 4,1 39,8

Del contenido lipídico de los insectos en todas sus e- 
tapas de desarrollo probablemente la mayor parte la consti
tuyen los triglicéridos(2 8 ). La presencia de diglicéridos, 
monoglicéridos, esteróles y ásteres de esteróles además de 
fosfolípidos está generalizada en ellos. De los lípidos de 
cutícula resultan importantes los hidrocarburos y las ceras . 
que disminuyen la permeabilidad al agua impidiendo su eva
poración. De los fosfolípidos mayoritarios se observa en ca 
si todos los insectos estudiados mayor cantidad de fosfati- 
dilcolina que de fosfatidlletanolamina al igual que en ver- 
tebrados(2 7).
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14

f^)Absorción de lípidos de la dieta y su incorporación 
a lípidos del cuerpo graso.

Treherne(29) alimentó a Periplaneta americana con tri- 
C-palmitilglicérido y concluyó que la absorción se produ

cía únicamente en el intestino medio. Weintraub y Tietz(30)
14observaron que en Locusta migratoria(langosta) el tri- C-

oleilglicérido era fácilmente hidrolizado a monoglicárido,
diglicérido y ácidos grasos libres en la luz intestinal; en

14cambio el tri- C-palmitilglicérido era excretado sin cam
bios. Los mismos autores han mostrado que lipoproteínas de 
la hemolinfa pueden incorporar y transportar ácidos grasos 
libres y que éstos eran fácilmente aprovechables por el 
cuerpo graso. También dieron evidencias de que a partir de 
los productos de absorción había resíntesis en analogía a 
lo que ocurre en mamíferos. Así sería posible que durante 
la absorción^de la grasa, los ácidos grasos entraran a las 
células intestinales y que convertidos en diglicéridos(ma
yor forma circulante de los lípidos en este insecto) fue
ran liberados a la hemolinfa» posiblemente como lipóproteí- 
nas, desde dónde serían tomados por el cuerpo graso para al 
maceramiento como triglicéridos(lípido más importante de 
las reservas). El lípido circulante sería accesible al mús
culo volador como combustible para el vuelo. Si la formación 
de diglicéridos ocurre en las células intestinales, es posi
ble que los fosfolípidos estén involucrados como intermedia 
rios ya que Weintraub y Tietz(30) han mostrado que mucha de 
la radiactividad de los lípidos marcados ingeridos es incor
porada en los fosfolípidos intestinales y que cuando 3H-gli

14 3 /14ceril-tri- C-oleato es ingerido la razón H/ c es muy si
milar en los diglicéridos de la hemolinfa y en los fosfolí
pidos intestinales. formación de los diglicéridos puede 
entonces ocurrir a través de la acción de una fosfolipasa 
sobre los lípidos formados. En contraste con la langosta, 
en la cucaracha Periplaneta americana los lípidos son tran£ 
portados en la hemolinfa como triglicéridos y son converti
dos a diglicéridos previamente a su entrada: al cuerpo graso.
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E1 complejo "corpus caraiacum^allatum" contiene un factor 
que estimula la captación de lípidos por el cuerpo graso(3 1 ). 
Para el pasaje de triglicóridos a diglicóridos se requiere 
la presencia de una lipasa y tal enzima ha sido encontrada(32)• 

Ha sido demostrada la captación de ácidos grasos(^C-pal- 
mitato) en lípidos del cuerpo graso tanto "in vivo" como "in 
vitro" en distintos insectos(33* 34, 35» 36). Martin(37) u- 
sando Pyrrhocoris apterus mostró que los lípidos eran toma
dos en este orden, desde la hemolinfa al cuerpo graso cuan
do eran incubados: diglicóridos, ácidos grasos y triglicéri- 
dos.

Degradación de los lípidos por el cuerpo graso.
El cuerpo graso ademásxde liberar lípidos a la circula

ción que son combustibles para otros órganos, los utiliza ó-
xidándolos para obtener energía para llevar a cabo funciones /
tales como la gluconeogénesis.

Oxidación de ácidos grasos. Hay pocos datos sobre la 
degradación de los lípidos en el cuerpo graso, a pesar de 
que ósta es la etapa inicial en la preparación para su oxi
dación. Los triglicéridos por acción de lipasas originan á- 
cidos grasos y glicerol. Gilbert y col.(38) demostraron con 
siderable actividad de esterasas en el cuerpo graso de Hya-
lophora cecropia, pero no de lipasas al menos por los móto-

14dos habituales de ensayo. Sin embargo usando C-trioleína 
el cuerpo graso mostró ligera actividad de lipasa. A diferen 
cia de los anteriores otros autores han demostrado actividad 
de lipasas en cuerpo graso, así Wlodawer y Baranska(39) la 
encontraron en el cuerpo graso de la larva del gusano de ce- 
raj Chang y Friedman(40), en el de Manduca sexta. La activi
dad lipolítica del cuerpo graso de Galleria mellonella ha s^ 
do estudiada durante el desarrollo(41,42).

Los ácidos grasos liberados por la acción de lipasas 
pueden entonces ser oxidados por la acción de enzimas del 
cuerpo graso. Esto fue demostrado en la moscarda Sicilia cu 
prina en base a estudios sobre los cambios que sufrían lípi

///
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dos, hidratos de carbono y aminoácidos: los ácidos grasos
proveían la principal fuente de energía(43*44-). Martin(37)

14demostró que «11- C-palmitato era fácilmente oxidado por 
el cuerpo graso de las hembras adultas de Pyrrocoris apterus, 
aunque parece que los ácidos grasos se almacenan principal
mente, en tanto la glucosa es usada prefereneialmente. En 
cuerpo graso de Schistocerca gregaria Walker y col.(45) de
mostraron que los ácidos grasos eran los sustratos preferi
dos en todas las edades del macho adulto. Walker y Bailey(46) 
sugirieron que la degradación de ácidos grasos podría estar 
bajo control hormonal ya que la "allatectomía"(resección de
la corpora allata) incrementaba notablemente la capacidad de

14 14oxidación del C-palmitato a CO^ por el cuerpo graso del 
mismo insecto, sin afectar la formación de productos con so
lubilidad de ácidos.

Aunque se sabe que el cuerpo graso oxida ácidcs grasos
y

se ignora al presente los mecanismos involucrados. La mayor 
parte del trabajo realizado toma como sistema al músculo vo
lador. Nada se conoce acerca de la oxidación de ácidos gra
sos de diferente longitud de cadena carbonada y de distinto 
grado de insaturación. Se supone que la ̂ -'oxidación transcu
rre por los mecanismos conocidos en mamíferos, pero las ac
tividades de varias enzimas involucradas ha sido poco inves
tigada. Se ha detectado 3-cetoacil-CoA tiolasa en Locusta m¿ 
gratoria(47) y habría evidencia de 3-hidroxiacil-CoA deshi
drogenase en Periplaneta americana(48).

Cuerpos cetónicos. Walker y Bailey(49) indicaron que 
grandes cantidades de ácidos grasos pueden ser degradados a 
sustancias ácido-solubles en el cuerpo graso de la langosta 
del desierto. Posiblemente estas sustancias sean cuerpos_ce- 
éónicos. Como es sabido, en*"mamíferos layS-oxidación de los 
ácidos grasos produce acetilCoA, ésta puede seguir a CO^ 1 
H^O en el ciclo de Krebs, o puede originar cuerpos cetónicos 
por vía del hidroximetiglutaril-CoA. Trabajos de Bailey y 
col. (50,51) y Hill y col. (52) han demostrado que en cuerpo 
graso de Schistocerca gregaria hay formación de cuerpos ce-

///
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tónicos que son oxidados por cuerpo graso, músculo volador
7 testículos. La capacidad de oxidar cuerpos cetúnicos en 
este último órgano no es afectada ni aún por el ayuno.

Ciclo de Krebs. El acetil-CoA producido por /3-oxidación 
de ácidos grasos, degradación de glúcidos y proteínas puede 
ser oxidado a CO^ y H^O en este ciclo. El conjunto de enzi
mas necesarias han sido encontradas en polvos del extracto 
acetúnico de preparaciones mitocondriales y homogenados de 
larvas enteras de Prodenia eridania(53); La mayor parte del 
trabajo sobre el ciclo de Krebs ha sido realizado en músculo 
volador de insectos(ver pág. 5 ). ^in embargo, la información 
sobre diversas actividades del ciclo en cuerpo graso de dis
tintas especies permiten suponer que el ciclo completo se 
llevaría a cabo en el cuerpo graso.

Estudios sobre el control de la respiración en el cuer
po graso han sido realizados por *-eeley (54)Es conocido que /
la respiración se ve afectada en vertebrados por acción de 
la hormona tiroidea. En insectos la búsqueda de alguna hor
mona que afectara el metabolismo basal, llevó al reconocimien 
toT"de la modulación del mismo por la "corpora cardiaca".

f^)Biosíntesis de lípidos.5
La síntesis de ácidos grasos ha sido bien estudiada en 

vertebrados. De allí ha surgido que la biosíntesis "de novo" 
se realiza fundamentalmente en el citoplasma celular, reali
zándose en mitocondrias los procesos de elongación y en mi- . 
crosomas, la desaturación y elongación de los ácidos grasos.
En la siguiente ecuación se resume el proceso de biosíntesis 
"de novo":
8 CH^COSCoA + 7ATP + 14 NADPH + 14 H+ ----- CH, (CH ), ̂ COOH +3 ^  3 2 14
+ 8 CoASH + 7 ADP + 7 P¿ + 14 NADPt + 6 H20

Como en ella queda indicado el principal ácido graso produ
cido eS el palmítico iue en la célula puede ser desaturado 
y/o elongado para producir un espectro de ácidos grasos muy 
variado y fluctuante con las condiciones a que dicha célula

//'
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se halla sometida. Si se compara el conocimiento existente 
sobre la bioslntesis de ácidos grasos en bacterias y verte
brados con el que se tiene sobre insectos, este último re
sulta fragmentario.

Insecto entero. Está bien demostrado que los insectos 
son capaces de sintetizar lípidos a partir de precursores 
no lipidióos. Ya Wigglesworth en 1942 (55) ayunó larvas del 
mosquito Aedes aegypti hasta que las reservas grasas en el 
cuerpo graso estuvieran agotadas. La alimentación entonces, 
con proteínas, aminoácidos y azúcares llevó a la reaparición 
de gotitas de grasa. La mariposa Danaus plexipus acumula gra 
sa antes de la migración aunque su alimentación es néctar 
que no contiene lípidos. Hay insectos que desarrollan bien 
sin otros lípidos en la dieta además de esteróles(56).
Walker y col.(45) mostraron que en el macho adulto de la lan 
gosta del desierto los lípidos del cuerpo graso derivan de 
los hidratos de carbono de la dieta.

Los ácidos grasos polietilénicos linoleico (18: 2ü>6) y 
liñoiónico(18:3«3) son requerimientos nutricionales esencia 
les para los vertebrados y según parece para la mayor parte 
de los insectos(57). Parece probable que la función de los 
"ácidos grasos esenciales" esté relacionada con la permeabi
lidad de las membranas celulares como en mamíferos ya que 
constituyen la mayor parte de los fosfolípidos, no siendo 
constituyentes importantes de los triglicóridos(58).

La biosíntesis de los lípidos en insectos "in vivo" ha .
14sido estudiada por alimentación o inyección de C-acetato

14 14y en algunos casos C-glucosa. La conversión de C-aceta
to a ácidos grasos ha sido investigada en la mosca Musca do 
mestica(59)» la cucaracha Periplaneta americana(60), la mojí 
carda Calliphora erythrocephala(6l), el gusano de seda Bom- 
bix mori(62) y en otros insectos. El resultado de estos es
tudios es que los insectos tienden a sintetizar preferente
mente palmítico(l6:0), palmitoleico(l6:l), esteárico(l8:0), 
y oleico(l8:149), variando la proporción en que se produce 
la incorporación a cada uno con la especie. La ^C-glucosa 
también se convierte en ácidos grasos en Hyalophora cecropia 
(63)* Bombix mori(64). Todos estos trabajos excepto el de
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Louloudeg y col.(60), indican incapacidad de los insectos pa 
ra sintetizar los ácidos grasos esenciales. La excepción pue 
de atribuirse a la acción de simbiontes intestinales.

Aunque algunos autores han sugerido que los ácidos gra
sos saturados y monoetilénicos se originarían por 2 vías dis 
tintas(61), esto no ha logrado confirmación y más aún, los 
ensayos de desaturación de ácidos grasos saturados han resul 
tado positivos en algunos insectos(6 5,66). Estos mismos tra
bajos señalan que es posible en alguna medida la desaturación 
y elongación de ácidos grasos saturados, pero no de insatura
dos.

Municio y col.(67) estudiaron los cambios que con el de
sarrollo ocurren en la biosíntesis de ácidos grasos desde ^ C -  
acetato por homogenados del insecto entero Ceratitis capitata. 
Los estadios de larva y pupa mostraron mayor incorporación de 
radiactividad que los estadios de huevo y adulto. También Mu
nicio y col.(68) siguieron estudiando la biosíntesis de áci- 
grases y lípidos "in vitro" en el desarrollo. Encontraron no- 
tájales cambios en la biosíntesis a partir de C-acetato en 
el pasaje de larva a adulto farato. Los homogenados larvales 
lo incorporaban a ácido decanoico(10:0), láurico(12:0), mi- 
rístico(14:0), palmítico(16:0) y palmitoleico(16:lco7), sien
do el decanoico el de más alta actividad específica. La in
corporación, era mayor en triglicéridos, en tanto que en adul 
to farato se hacía principalmente en fosfolípidos. Cuando 
estudiaron la elongación y la desaturación(69) de ácidos gra 
sos observaron que el decanoico, láurico, mirístico y palmí
tico eran desaturados a los correspondientes monoetilénicos 
y también elongados. El grado de desaturación se incrementa
ba con la longitud de la cadena carbonada, mientras disminuía

¿
la elongación. Los homogenados de aulto farato no desatura
ban ni elongaban.

Pue estudiad^ la conversión de glucosa, palmitato y a- 
cetato en lípidos de Hyalophora cecropia(pupa y adulta)(6 3).

%
excluyendo la desaturación o deshidrogenación,...
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Se observó que la radiactividad era rápidamente incorporada 
en diglicéridos.

Se ha estudiado el control de la biosíntesis de lípidos 
en trabajos con insecto entero. Van Handel y Lum(70) mostra
ron que la hembra del mosquito Aedes aegypti puede sinteti
zar grandes cantidades de triglicéridos cuando se la alimen
ta con glucosa, mientras que el macho no lo puede hacer. A- 
demás en el momento de la emergencia ambos contienen igual 
cantidad de lípidos, luego aumenta mucho en la hembra pero 
disminuye en el macho. Van Handel y Lea(71) usando hembras 
de mosquitos, encontraron que las células neurosecretoras 
mediales pueden restringir la síntesis de glucógeno y esti
mular la síntesis de triglicéridos puesto que la remoción 
de estas células incrementaban la capacidad de almacenamien 
to de glucógeno a costa del almacenamiento de triglicéridos.
Tal reversión de la síntesis no ocurre en los insectos ali-

/
mentados con sangre(72). La reimplantación de las células 
neurosecretoras mediales en los mosquitos hembras desde las 
cuales habían sido removidas, restringía la símtesis de glu
cógeno pero no restablecía la síntesis de grasa, de dónde 
los autores concluyeron que dichas células' ejercían una in
fluencia sobre la síntesis de glucógeno(73). En Hyalophora 
cecropia se ha relacionado el título de hormona juvenil con 
la composición y biosíntesis de ácidos grasos tanto en el 
macho como en la hembra durante el desarrollo(74). Para con
cluir es importante señalar que los estudios sobre biosínte
sis realizados "in vitro" con homogenados de insectos ente
ros pueden orientar sobre lo que sucede en órganos específi
cos, pero esto debe ser convalidado en experiencias posterio 
res con los mismos. /

Cuerpo graso, Síntesis' de ácidos grasos desde acetato.
El cuerpo graso intacto de Prodenia eridania incorporó 

^C-acetato en ácidos grasos de cadena larga(75). La marca 
se incorporó principalmente a palmitato aunque también se 
detectó estearato, oleato, miristato y laurato. Homogenados 
de cuerpo graso también sintetizan ácidos grasos en presen-

///
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cia de ATP, malónico, CoASH y glutatión, Tietz(76) obtuvo 
resultados similares trabajando con homogenados y sobrena
dante de 20000g-20' de cuerpo graso de Locusta migratoria. 
Según parece las enzimas encargadas de la síntesis de áci
dos grasos estarían presentes en la fracción soluble como 
ocurre en vertebrados. Sin embargo es importante señalar 
que Goldin y Keith(77) dieron evidencias sobre la biosínte- 
sis de ácidos grasos por mitocondrias de larvas de Drosophi 
la melañogaster. Tietz y Stern(7tt) han mostrado que microso 
mas obtenidos de cuerpo graso de Locusta migratoria desatu
raban esteárico a oleico, en tanto que las mitocondrias no 
mostraron tal actividad. En contraste, en mitocondrias de 
Drosophila melanogaster se obseryó conversión de esteárico 
en oleico, pero no de palmítico en palmitoleico(77).

Biosíntesis a partir de precursores no lipídicos. Pre
paraciones del cuerpo graso de Prodenia eridania incorpora- 

' 14
ron la marca de C-glucosa en ácidos grasos(75). Cuerpos
grasos intactos de Schistocerca gregaria podían convertir
aminoácidos y carbohidratos en ácidos grasos(79). La conver
síón de gliícidos a lípidos en el cuerpo graso ha sido inves_
tigada por Walker y Bailey(80,8l,82,83,46,49). Los autores
sobre la base de los cambios en la conversión de sustratos 

14marcados con C a lípidos y las actividades de enzimas cía 
ves de la lipogónesis durante el desarrollo del macho adul
to de la langosta del desierto Schistocerca gregaria, han 
propuesto el esquema que se muestra en la página siguiente, 
para la vía metabólica recorrida. Los glúcidos recorren la 
vía glucolítica en el citoplasma hasta piruvato que, pene
trando en la mitocondria es oxidado a acetil-CoA. La lipo- 
gánesis es extramitocondrial por lo tanto el acetil-CoA sus 
trato de la misma debe atravesad en alguna forma atravesar 
la membrana interna mitocondrial(la cuál en mamíferos se ha 
demostrado impermeable al paso de acetil-CoA). Por su conver 
sión a citrato se efectuaría el pasaje(84). En el citoplas
ma actuaría la citrato-liasa(ATP) para dar oxalacetato y a- 
cetil-CoA.

/
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Fig. 7 Esquema para la conversión de carbohidratos a lípidos 
en el cuerpo graso en macho adulto Schistocerca greg.

El oxalacetato podría retornar a la mitocondria en la forma 
de~malato y por transaminación a aspártico. Este esquema ha 
sido propuesto para mamíferos(8 5)« Los citados estudios de 
Walker y Bailey lo ratificarían en insectos. Una de las exi. 
gencias de este mecanismo sería la provisión de oxalacetato 
a la mitocondria. En tejido adiposo(86,87) y glándula mama
ria de mamíferos(87) estaría realizada por la piruvato car- 
boxilasa mitocondrial; sin embargo esta enzima no cumpliría 
el mismo rol en cuerpo graso(82). El paralelismo de los cam 
bios con el desarrollo de las enzimas glucolíticas claves: 
fosfofructoquinasa y piruvatoquinasa con la enzima "málico" 
sugirieron la formación del oxalacetato mitocondrial por a£ 
ción de esta última.

/
Se ha sugerido que la provisión de N- D̂PH en los siste- 

temas de mamíferos,requerido para la síntesis de ácidos gra 
sos sería la ruta de las pentosasfosfato y el enzima "máli
co" actuando en el sentido de la formación de piruvato(85). 
Según Walker y Bailey(81,88) la glucosa-6-P-deshidrogenasa 
(ruta de las pentosas) y la isocitrato-deshidrogenasa cito- 
í-' • ///
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plasmática(NADP-dependiente) serían las encargadas de la mis 
ma función en cuerpo graso de Schistocerca gregaria. Que el 
NADPH es requerido dependiendo del consumo de malonil-CoA y 
acetil-CoA en la biosíntesis de ácidos grasos por el citosol 
de cuerpo graso de Bombix mori, fue demostrado por Horie(89).

Biosíntesis de triglicóridos. En el cuerpo graso se de
positan los lípidos de reserva como triglicóridos. Los áci
dos grasos sintetizados "in situ" son por lo tanto incorpo
rados en su mayor parte al glicerol para formar triglictri
dos. Estudios con insectos enteros ya mencionados, indican

, 14 1 4que la marcación proveniente de C-acetato o C-glucosa
es incorporada principalmente a triglicóridos. Los estudios
de Walker y Bailey(49) con preparaciones de cuerpo graso a-
rrojaron idénticas conclusiones.

Tietz(90,91) ha indicado que la biosíntesis de trigli
córidos ocurre por vías semejantes a las de vertebrados. MjL

y

crosomas provenientes de cuerpo graso de Locusta migratoria 
puestos en presencia de adecuados sustratos sintetizan áci
do' fosfatídico. La adición de sobrenadante de 14C.0C0g pro
duce la desaparición de dicho ácido a la vez que formación 
de diglicóridos y triglicéridos. Si el sobrenadante es incu 
bado con ácido fosfatídico, el resultado es la formación de 
diglicóridos. Luego los microsomas contienen gliperolfosfa- 
to- y diglicórido-aciltransferasas y el soluble fosfatídico 
fóáfohidrolasa. Se observó además que homogenados del cuer
po graso podían efectuar la síntesis de glicóridos ya a par . 
tir de Oc-glicerolfosfato como a partir de glicerol. En mito 
condrias se encontró la glicerolquinasa para que pudiera su 
ceder así.

Control hormonal de la biosíntesis de lípidos. Se han 
dado diversas evidencias dé"que la biosíntesis de lípidos 
está bajo control hormonal. Así la remoción de la "corpora 
allata" en insectos adultos se sigue de una acumulación de 
lípidos en el cuerpo graso(92,93»94). La composición lipí- 
dica de la langosta "allatectomizada" es parecida alia de 
los controles aunque está aumentada la proporción de fos-

///
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folípidos(94)• La capacidad para la .lipogénesÍ3 desde ^ C -  
14acetato y C-glucosa en los cuerpos grasos de langostas 

del desierto "allatectomizadas" fue medida(46). Pue observa 
do lúe la capacidad lipogenética por unidad de peso fresco 
de cuerpo graso permanecía sin alteración a pesar de la "a~ 
llatectomía"; lo que si se incrementó fue la capacidad lipo 
genética total ya que los cuerpos grasos de los insectos 
"allatectomizados" eran mayores a I03 de los controles(94), 
Estos resultados sugirieron que la acumulación de lípidos 
que seguía a la "allatectomía" era debida al incremento de 
la actividad biosintética. De las enzimas claves señaladas 
por *Valker y Bailey en la lipogénesis sólo la (ATP)citrato- 
liasa tenía aumentada su actividad específica debido a la 
"allatectomía"(83). A pesar de lo anterior, los autores su 
girieron(94) que la principal función de la "corpora allata" 
en la langosta del desierto era regular el grado de diferen

y

ciación y crecimiento de los tejidos. Los efectos de la "a- 
llatectomía'1 sobre la lipogénesis serían pues secundarios 

, ai- incremento de tamaño del cuerpo graso y la hormona de la 
"corpora allata" no tendría efectos directos sobre la lipo
génesis. Contrastan con lo anterior las observaciones de 
Gilbert(95) que obtuvo un 30i<> de supresión de la lipogéne- 
sis por agregado de hormona juvenil(hormona de la "corpora 
allata") a incubaciones de cuerpo graso de Leucophaea ma
deras .

6)Triatoma infestans. Relación con la enfermedad de Chapeas.
El Triatoma infestans es el agente vector del mal de 

Chagas en nuestro país. Se alimenta sobre el hombre pudien- 
do hacerlo también sobre animales de sangre caliente ]ue se 
encuentren en su habitat: eí rancho(vivienda precaria de 
nuestro campo con techo da paja y paredes de adobe). Las 
grietas de paredes y recobecos ocultos del techo son el si 
tio adecuado para su prosperidad. Cuando se alimenta si no 
es molestado llega a la repleción y defeca en la misma zona 
donde efectuó la picadura. 3i el insecto está infestado por

///
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Tripanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad, sus deye£ 
clones estarán cargadas de este flagelado que merced a su al 
ta movilidad penetra por la zona erosionada a su nuevo hués
ped ocacionándole la enfermedad.

Aunque el Triatoma infestans no es el único vector del 
mal de Chagas en nuestro país, es el más importante por 3U 
habitat domiciliario. Veinte especies de triatominos son tra3 

misores potenciales con habitats peridomiciliarios o silves
tres en Argentina(96). Todas ellas mantienen el ciclo verte- 
brado-invertebrado del Tripanosoma cruzi. De éste modo el rê  
servorio natural de la enfermedad parece inagotable. En Amé
rica latina otras especies con habitats domiciliarios son 
Pastrongilus megistus (Brasil) y P.hodnius prolixus (Venezue la) 
(97).

7)Triatoma infestans(Klug 1834). Ubicación sistemática.
y

I Phylum: Arthropoda 
. II*-Clase: Insecta(Hexapoda)
III Subclase: Pterygota Metamorfosis: Hemimetábola

* Exopterygota
IV Orden: Hemíptera
V Suborden: Heteróptero
VI Familia: Reduviidae
VII Género: Triatoma
VIII Especie: infestans

6)Anatomía externa e interna.
El Triatoma infestans como todos los insectos es un ar 

trópodo hexápodo cuyo cuerpo está segmentado: cabeza, tórax 
y abdomen. 3u cabeza tiene un par de antenas, ojos compues
tos y piezas bucales para punción y succión. El tórax está 
constituido por tres somitas de cada uno de los cuáles nace 
un par de patas y de cada uno de los dos últimos un par de 
alas(el par anterior: hemiélitros con una porción coriácea

///
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y el resto membranosa; el par posterior totalmente membrano 
so). El abdomen también setá dividido en somitas. Su parte 
terminal está modificada en genitales, ¿ue permiten la dis
tinción de la hembra del macho.

Pig. 8 Anatomía externa del macho de Triatoma infestans.

El tubo digestivo está formado por un intestino anterior 
uno medio y otra posterior. El anterior se une a la boca en 
la que desembocan las glándulas salivales. El posterior se 
une al ano.

El sistema circulatorio está constituido por un corazón 
alargado(llamado aorta o vaso dorsal) sin capilares ni venas, 
que impulsa la hemolinfa hacia la cavidad general del cuerpo: 
hemocele(celoma reducido).
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La respiración se efectiia a través de tráqueas ramifi
cadas, tapizadas por una cutícula, que llevan el oxígeno de 
los espiráculos pares, situados a los lados del abdomen, di 
rectamente a los tejidos dejando un trayecto muy corto a la 
difusión.

La excreción se efectúa por tubos de Malpighi, que de
sembocan en el extremo anterior del intestino posterior. Su 
función depuradora de la hemolinfa es comparable a la del 
riñón de vertebrados.

yig, 9 Anatomía interna del Triatoma infestan3 ,

•La hemolinfa al no contener proteínas transportadoras de ga 
ses de importancia, no realiza el papel de la sangre de ver
tebrados en lo que a esta función se refiere.
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E1 sistema nervioso está formado por ganglios supra e 
infraesofágico lúe se comunican con un doble cordón ventral, 
que tiene un par, o menos de ganglios por somita; los órga
nos de los sentidos son ojos simples y compuestos, quimiorre 
ceptores para el olfato en las antenas, o para el gusto alr£ 
dedor de la boca y pelos táctiles.

Los sexos son separados. G-ónadas abdominales (ovarios y 
testículos) formadas por numerosos tubitos con un conducto 
medio posteriormente. La fecundación es.interna(98).

Un órgano importante y característico de los insectos 
es el cuerpo graso que es señalado a veces por su actividad 
metabólica como equivalente del hígado de los vertebrados.
En ellos desempeña además un rol significativo como tejido 
de reservq. Está bañado como todos los órganos del insecto 
por la hemolinfa con la cuál realiza, un importante intercam 
bio de metabolito.s (1 0 ).

y

9:)3iología del Triatoma infestans.
El Triatoma infestans es por su desarrollo un hemimetá 

lo. Es hematófago estricto, requiere sangre como alimento 
para cumplir su ciclo evolutivo. Se han realizado estudios 
en los que se han demostrado influencias de la temperatura, 
humedad y frecuencia de la alimentación sobre la oviposición, 
frecuencia de las mudas, longevidad(i99>10 0 ).

Sobre la base de estos y otros estudios en el Institu
to Fatala-Chaben se ha desarrollado un método para la crian 
za de los insectos en que se redujo el tiempo requerido pa
ra el cumplimiento de su ciclo evolutivo y se obtuvo la má
xima capacidad reproductora obteniéndose asi grandes canti
dades de insectos(101). En el diagrama que sigue se gráfica 
el tiempo para el cumplimiento del ciclo evolutivo y puede 
observarse la duración de cada estadio(sobre datos de ICl).
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Fig.10 Evolución del Triatoma infestaos en función del tiempo
y

10)Fundamento del trabajo.
Este trabajo tiene por objeto conocer-; 
a)la composición, de los ácidos grasos en los lípidos 

totales del Triatoma infestans entero y las variaciones de 
la misma con el desarrollo;

fe)los lípidos constituyentes más importantes y la dis
tribución de los ácidos grasos en los mismos;

c) la feiosíntesis de ácidos grasos en el insecto "in vivo"
d) la feiosíntesis de ácidos grasos "in vitro" por homo- 

genados y por fracciones subcelulares de extractos abdcmina 
les extraintestinales.
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1) Crianza de loa insectos.
Loa insectos utilizados para la re&lización de este tra 

bajo fueron suministrados por el Instituto Fatala Ohaben. A- 
llí son criados dentro de un cuarto estufa en cajas jaulas 
diseñadas para ello. La temperatura(30°C) es mantenida cons
tante y uniforme en todo el cuarto. La humedad relativa osei 
la entre 60-70/6. La jaula consiste en una caja de acrílico 
de 30x30x38 cm cubierta con una tapa con malla de acero ino
xidable, de 4 mm de abertura que permite una fácil ventila
ción del interior. El piso está constituido por una malla 
del mismo material de 1 mmfpara ninfas pequedas) o de 4 mm 
(para ninfas de 5o estadio y adultas). Por debajo de e3te 
piso hay una bandeja en la que se recogen los huevos. Un pa 
peí de filtro sobre ella absorbe las deyecciones de los in
sectos. Dentro de la jaula se coloca un soporte desamable 
de cartón con agujeros donde se ubican los insectos. Papeles 
de filtro colocados entre las divisiones de cartón facilitan 
el movimiento de los insectos cuando se I03 alimenta.

Se sabe que las ninfas de Triatoma infestans nacen li
bres de infección por el Tripanosoma cruzi. Además es acep
tado que la enfermedad de Chagas es patrimonio de los mamí
feros siendo las aves refractarias. Por tal razón en el Ins 
tituto, los insectos son alimentados 2 veces por semana so
bre palomas. Estas son colocadas previa inmovilización sobre 
el soporte de cartón. La figura de la página 30 muestra el 
ciclo evolutivo del Triatoma infestaría cuando se lo cría en 
las condiciones mencionadas,

2) Disección de los insectos.
El objeto de la misma fue tener acceso a los órganos 

abdominales del Triatoma infestaña. Para ello con una pinza 
histológica se los sostenía por el tórax y con unas tijeri- 
tas de cirugía ocular se realizaba un corte transversal cer 
ca del nacimiento de las alas quedando de este modo libre 
el dorso del insecto. Un par de cortes longitudinales a am 
boa lados del abdomen(en el conexivo) permitía el acceso

///



con la misma a la cavidad interna. Esta era descubierta por 
un corte transversal del dorso del abdomen: arriba cerca de 
la unión con el tórax y otro abajo a la altura del último 
par de somitas. Quedaban así accesibles todos los órganos 
del abdomen.

3)Sistema para la alimentación artificial de los insectos.
a) Aparato.
Para realizar la alimentación de los insectos con raate_ 

rial marcado, se diseñó un pequeño aparato(adecuado a los 
pequeños volúmenes a usarse). El aparato consistió en un p£ 
queño tubo de vidrio con capacidad para 1 mi aproximadamen
te, de una solución de alimentación; estaba cerrado en un 
extremo con una película de látex o "Parafilm". El espesor 
de la película elegida permitía que esta fuera atravesada
por la lanceta del insecto en su proceso de succión. El tu-

/

bo se adaptaba a un dedo de vidrio termostatizado a 37°C pa 
ra aprovechar el termotropismo positivo(1C2) de estos inse£ 
tos e inducir su alimentación. Los insectos se colocaron en 
pequeños vasos de precipitados tapados con un tul y provis
tos de papel de filtro plegado colocado verticalmente para 
permitir su ascenso hasta el nivel de la película de látex, 
(véase figura en la página siguiente)

b) Solución alimenticia artificial.
Para la preparación de una solución alimenticia artifi 

cial que fuera ingerida por los insectos y permitiera la re_ 
alización de experimentos en períodos cortos, se efectuaron 
distintos ensayos. Finalmente se demostró iue una solución 
de 5 &Í° de glucosa, 0,9 g7’ de NaCl, 10 mg' de estreptomici
na y 6,34 mg$ de penicilina a pH 7, a la que se le agregó 
0,15 mCi/ml de 1- C-acetat'o de sodio era aceptada por Tria 
toma infestaos y fue utilizada en los experimentos. El agr£ 
gado de los antibióticos tuvo por objeto reducir al mínimo 
la flora intestinal del insecto. La duración de la ingesta 
fue de 10 a 15 minutos y luego, los insectos fueron manteni 
dos a 28°C por un período de 24 hs., que en algunos casos

-32-
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se extendió a 48 y 72 ha. A esos tiempos se extrajeron los 
lípidos totales de los insectos y se obtuvieron los ésteres 
metílicos de sus ácidos grasos.

Figura XI

4)Inyección de precursores marcados.
La inyección de precursores radiactivos se realizó di

rectamente en el medio interno del insecto en condiciones 
de esterilidad. La aguja se aplicó bajo lupa ventralmente 
en el 4o espacio intersegmental del abdomen manteniéndola 
tangencial al mismo para evitar daño a los órganos. Los vo
lúmenes inyectados variarori(de acuerdo al estadio del in-

14secto) entre 0,7 y 2,5 ul de solución de acetato-1- C de
14 5sodio(0,15 mCi/ml) , o de ácidos 1- C-palmítico(2x10 dpm/yul)

14 5
o esteárico-l- C ( 3,5x10 dpm/yil), éstos dos últimos pegados 
a albúmina. La inyección se realizó lentamente con lo iue 
se logró una buena mezcla de la misma con la hemolinfa q.ue

///
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es continuamente bombeada por el vaso dorsal. La herida se 
tapon<5 inmediatamente para evitar la pérdida del líquido in 
yectado. A los tiempos de 6, 12 y 24 hs. se los procesé co
mo en 3)»

Para el pegado de los ácidos grasos a albúmina estos 
fueron neutralizados para obtener su sal sódica y luego agr£ 
gados muy lentamente a una solución de albúmina en 'buffer" 
fosfato pH 7,2(c.=0,02M) agitada mecánicamente a 6C°C hasta 
alcanzar una relación molar de 2:1 del ácido marcado a la 
albúmina.(1C3)

5)Extracción de los lipidos.
Se utilizó el método de Polch y col.(lC4): se homogeni 

zaron los insectos en una solución de cloroformojmetanol(2:1) 
en una relación de 20 volúmenes de la misma por g de muestra. 
Dada la dureza del material(exoesqueleto quitinoso) se uti-

y

lizó un homogeinizador manual con vaso y pistón esmerilado.
El homogenado resultante se filtró a través de papel de fil 
tro Whatman 541, que antes y después de la filtración fue la 
vado con Cloroformo:metanol(2:l), para evitar pérdidas del 
extracto lipídico. Luego se agregó al filtrado un cuarto de 
su volumen de agua destilada y se dejó decantar 24 hs. en 
heladera a 4°C. La fase superior(acuosa) fue removida por 
aspiración quedando la fase inferior(clorofórmica) con los 
lipidos extraídos. Para remover restos que pudieran quedar 
en la interfase y algún remanente de fase superior se fil
tró a través de papel de filtro humedecido con solución de 
Polch al cual se le había agregado Na SO^ anhidro. Este fil 
trado fue llevado a sequedad evaporando el solvente bajo C£ 
rriente de N o con trompa de agua y retomado en éter de p£ 
tróleo(30-60) y guardado en'congeladora bajo hasta el mo 
mentó de estudio.

ó)Obtención de ásteres metílicos.
Puesto que los ácidos grasos eran analizados por croma 

tografía gas-líquido o por radiocromatografía debían primero
///
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ser convertidos en sus correspondientes ásteres metílicos.
a) Del extracto lipídico.
Alternativamente se utilizó la interesterificación de 

lípidos o la saponificación y posterior esterificación de 
los ácidos grasos. Para la interesterificación se siguió 
el mótodo de Bbttcher y Van Gant(105). Se evaporó el éter 
en el cuál estaban los lípidos disueltos, se agregó 2 mi 
de metanol-HCl 3N por tubo y previo gaseado con para e- 
vitar oxidaciones, se mantuvo tapado por 3 hg. a 64°C. Los 
ásteres metílicos ya preparados se extrajeron por agregado 
de 3 mi de cloroformo y 1,5 mi de agua destilada. Se agitó 
enérgicamente, se centrifugó y previa separación de la fase 
superior, se realizaron 2 lavados^más de la fase clorofórmi. 
ca con el mismo volumén de agua.

Para saponificar,el extracto lipídico fue llevado a s£ 
co y luego de agregar 2 mi de una solución metanólica de KOH 
al 5/&(p/v) por tubo y de gasearlo con N se colocó tapado en 
un baño a 80°C durante 45 minutos. 3e extrajo entonces el in 
saponificable por agregado de 3 mi de éter etílico y 2 mi de 
agua. Se agitó enérgicamente y se centrifugó. Se repitió 2 
veces más con igual volumen de éter etílico la extracción 
del insaponificable. Luego se agregó 0,5 mi de HC1 concen
trado a la fase acuosa alcalina para llevar el medio a pH á 
cido y se efectuaron 3 extracciones con 3 mi c/u de éter de 
petróleo(P. eb. 30-60°C). El extracto etéreo iue contenía 
los ácidos grasos libres fue llevado a seco y luego de agre 
garse 2 mi de metanol-HCl 3H se siguió como arriba se indi
ca para la obtención de los ésteres metílicos, reduciéndose 
el tiempo de esterif icación a 3. hora.

b) De las mezclas de incubación.
las incubaciones se detenían por agregado de 2/3 del

volumen de incubación, de una solución metanólica de KOH al
10#(p/v). Luego se llevaba previo gaseado con N? y tapado a
un baño a 80°C durante 45 minutos. Se acidificaba con C,5 mi

a
HC1 conc.t se extría con éter de petróleo y se esterificaba 
como anteriormente se indicó. En todos los casos, los ésteres

///
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metílicos se tomaban finalmente en éter de petróleo y se 
guardaban a -20°C hasta el momento de su amálisis.

7)Cromatografía gas-líquido.
Esta técnica permitió la separación, identificación y 

cuantificación de los ácidos grasos. Estos no fueron inye£ 
tados como tales, sino como ésteres metílicos de modo que 
aumentara su volatilidad y disminuyera su polaridad.

a) Corrida cromatográfica.
Se utilizó un cromatógrafo Packard(model 420) con de

tector de llama de H^. Mediante una inyección"puntual"(rá
pida y en pequeño volumen) la mezcla de los ésteres metíli. 
eos en un solvente muy volátil(éter de petróleo) se puso en 
contacto con la cabeza de la columna(T=230°C). El gas carrier 
(N^) Ia transportó a lo largo de la misma(T=l80°C; longitud 
1,80 m; diámetro externo 6 ¡ran). La columna estaba rellena

y

con un soporte inerte: Cromosorb W 80-100 mesh, que estaba 
cubierto por una fase estacionaria de dietilenglicolsuccina 
to al 15$. La distinta partición de los ésteres metílicos 
entre las 2 fases permitió su resolución al variar la velo
cidad con que la recorrían. Al cabo de la misma un detector 
de llama de ^(1=225 °C) reconocía cambios en la corriente 
de ionización cuando las moléculas de la muestra lo atrave 
saban. Estos cambios son proporcionales a la concentración.
Un electrómetro amplificaba y convertía la señal del detec
tor en milivolts. A la .salida de éste había un registrador 
potenciométrico que mediante una aguja inscriptora dibuja
ba el perfil de elución(cromatograma) de las muestras sem
bradas. En él la distancia entre el punto de inyección y la 
perpendicular por el vértice de cada pico a la horizontal 
indicaba el tiempo de retención del éster correspondiente

b) Identificación de los ácidos grasos.
b )Comparación con standards. La identificación se r£ 

alizó por corrida de standards en las mismas condiciones.
Si los tiempos de retención eran iguales se consideró muy

///
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probable iue el ácido fuera el mismo. Sin embargo puesto 
que puede haber ligeras variaciones en las condiciones de 
trabajo, para la comparación de la muestra con los 3tandards 
resultó muy útil el uso de los tiempos de retención relati
vos. Estos se definen como el cociente entre el tiempo dede
retención de un componente dado y el'uno conocido que es te)
mado como referencia. El tiempo de retención relativo depen 
de sólo de la temperatura y de la fase estacionaria(ic6). 
Luego la comparación de éstos resulta uña herramienta útil 
para la identificación, en este caso de los ácidos grasos.

b^)Relaciones de Ackman. Gomo no siempre es posible dis 
poner de standards de todos los ácidos grasos resultan úti
les ciertas correlaciones que pueden establecerse entre áci 
dos grasos con igual N° de dobles ligaduras.de la misma fa
milia (107,10ó). Dos ácidos grasos se dicen de la misma fami
lia cuando tienen igual N° de C entre el metilo terminal y

/

el centro del doble enlace má3 cercano. Así graficando el 
logaritmo decimal de los tiempos de retención relativos con 
trá la longitud de la cadena de C de los ácidos grasos se 
observa; que todos los que reúnen esas condiciones determi
nan una línea recta y además que las líneas rectas así obt£ 
nidas son paralelas entre sí. De este modo se logran identi 
ficaciones presuntivas.

b^)Hidrogenación. Un método auxiliar en la identifica
ción de "ácidos grasos es la hidrogenación de las muestras.
De este modo todos los ácidos grasos no saturados pasan a 
los saturados de idéntica longitud de cadena. Se pueden des 
cartar así las presencias de ácidos extraños(hidroxilados, 
ramificados, etc.) cuando la hidrogenación es completa.

•fara la hidrogenación se tomó una alícuota de la mués
V ̂

tra de ésteres metílicos ya analizada por cromatografía gas- 
líquido, se llevó a seco y se redisolvió en 2 mi de metanol 
absoluto. Se agregó 5 mg de óxido de platino(catalizador) y 
se agitó continuamente en atmósfera de durante 3 hs.(l09) 
Luego se filtró para eliminar el catalizador y previa evapo 
ración del metanol se retomó en éter de petróleo.



-38-

dónde "i" es un componente cualesquiera de los "n" componen 
tes de la muestra y Mx" es el componente cuyo $ se quiere 
calcular. "AM es el área bajo el pico que señala el subíndi
ce calculada por triangulación. Para ello se trazan un par 
de tangentes a los lados del pico y la intersección de las 
mismas con la prolongación de la línea de base del cromato 
grama determinará la base del triángulo que se multiplica 
por la altura determinada por la distancia entre la intersec_ 
ción de las 2 tangentes y la base.

d)Los ácidos grasos marcados.
Para la detección de ácidos grasos marcados se utilizó 

un radiocromatógrafo Packard con contador proporcional, la 
columna realizaba la separación de los componentes de la mués, 
tra como antes se indicó. En este caso el gas"carrier'’ era 
Ar. A la salida de la misma, un horno de combustión(T-900°C) 
en presencia de OOu convierte la muestra orgánica en CO^ 7 
HgO. El agua es retenida por MgíClO^)^ en tanto que el CO^ 
y el Ar penetran en la cámara de conteo, mezclándose con 
propano seco(propanolAr+CC^ 1:9) que actúa como gas 'quenching" 
o de apagado de la radiación que atraviesa la cámara permi
tiendo una línea de base más estable. El alto potencial exis 
tente entre un filamento central y un tubo metálico en la

///

Se recromatografió la muestra y luego la comparación de los 
tiempos de retención relativos, como así también la sumato- 
ria de las distribuciones porcentuales para cada longitud 
de cadena "testeó" la validez de las identificaciones pre- 

- suntivas.
c)Cuantificación de ácidos grasos.
La respuesta del detector de ionización de llama dada 

por el área del pico cromatográfico, es proporcional a la 
masa del componente. Luego es posible calcular el porcenta
je en masa de un componente por la siguiente expresión:
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cámara de conteo origina por aceleración de la radiación
14emitida por el CO», paree iónicos. Estos producen corrien ̂*

tes de pulsos que son amplificadas y contadas. El registro 
diferencial de los mismos es el radiocromatograma. De él 
pueden calcularse los tiempos de retención relativos y los 
porcentajes de distribución de la radiactividad de la misma 
forma en que se indicó arriba para compuestos no marcados. 
Los ácidos grasos se identificaron igual que antes(7b).

8)Análisis cuali-cuantitativo de lípidos. Cromatografía en 
capa fina.

a) Preparación y corrida de las placas.
Para la preparación de las placas de cromatografía en 

capa fina se utilizó un equipo Desaga, El adsorbente utili 
zado en cada caso fue suspendido en agua en una relación 
l:2(p/v). E1. extendedor del equipo permitió la obtención de 
capas uniformes de 0,25 o 0,5 mm de espesor sobre placag de 
vidrio bien desengrasadas y secas de 20x20 cm o de 20x40 crn. 
Las placas recién preparadas se dejaron secar a temperatura 
ambiente por 24 ha. Fueron luego activadas por calentamien
to durante 1 hora a 120°C y después de enfriadas, sembradas 
con la muestra a resolver por medio de una microjeringa 
Hamilton. La muestra a sembrar estaba disuelta en solución 
de Folch. Las placas listas para ser corridas, fueron lle
vadas a una cuba cromatográfica,ya saturada con el sistema 
de solventes usado en cada caso, dónde se realizó la croma 
tografía ascendente. Cuando el frente de solvente hubo avan 
zado convenientemente, la placa fue retirada de la cuba y 
luego de secada en el ambiente o por succión con bomba de 
vacío, se utilizó un método adecuado para el revelado.

b) Identificación de los lípidos.
b^)Lípido3 neutros. 3e utilizaron placas cubiertas con 

sílica-gel G de 20x20x0,025 cm. La siembra fue de 50-200 /<g. 
El sistema de solventes fue éter de petróleo:éter etílico(li 
bre de peróxidos)jácido acético(80:20:1 v/v/v). La identifi
cación se realizó por corrida paralela en la misma placa de

///
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una mezcla adecuada de standards. El revelado de la placa 
se realizó con vapores de 1^ bisublimado: manchas amarillas 
o pardas seglin la cantidad de lípidos presentes sobre fondo 
blanco de la sílien. Con el objeto de aumentar la sensibili 
dad de detección también se utilizó el "charring", técnica 
ésta que es descripta má3 adelante.

bg)Lípidos polares. Para la resolución de los mismos 
se utilizó: b0 -)Cromatografía monodimensional, 

b )Cromatografía bidimensional.
2 f 2

b )Se usaron placas iguales a las indicadas en b ).y el 2,1 1
sistema de solventes fue cloroformojmetanol:agua(65:25:4
v/v/v}. La identificación se realizó por comparación con
standards previo revelado con reactivos generales: vapores
de I?, 2'-7' diclorcfluoresceína y “cliarring". La confirma-*
ción de estas identificaciones provino del uso de reactivos
específicos(llQ) : b n)rociando con ninhidrina al 0,2$ en v h -Lj1
butanol saturado con agua y llevando a estufa a 100-105°C
en atmósfera saturada con agua, los lípidos con grupos ami
no libres dan color rojo violáceo o rojo contra el fondo
blanco de la sílica; b9 ^jpara la detección de los lípidos*- » i » K-
que contienen colina se emplearon:

Reactivo I: 1,7 g de nitrato básico de bismuto disuel
en 100 mi de ácido acético al 20$.

Reactivo II: 40 g de KI disueltos en 100 mi de agua. 
Reactivo III: 20 mi del Reactivo I se mezclaron con 5

mi del Reactivo II y 70 mi de agua se a- 
gregan poco antes de usar.

Procedimiento: Luego de rociar el cromatograma con el
Reactivo III los lípidos que contienen colina se ven como
manchas color naranja o naranja rojizo enseguida o luego de
ligero calentamiento* b n )Para la detección de fosfoií-2, j-, 3
]5idos se siguió a. Rouser(lll).
b0 0)Dado que las mezclas de lípidos polares suelen ser de 
difícil resolución en placas monodimensionales, se efectuó 
una corrida bidimensional utilizando placas de sílica-gel H 
que contenía silicato de magnesio al 10$(p/p). El sistema

///
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de solventes empleado para correrla en la primera dirección 
fue cloroformojmetanol:amoníaco al 28^(65/ 35/5 v/v/v) y pa
ra la segunda dirección: cloroformo:acetonajmstanol:ácido a 
cótico:agua(10:4:2:2:1 por volumen)(112). Antes de sembrar, 
los lípidos neutros fueron separados de los polares para e- 
vitar que por la masa de los primeros se viera afectada la 
corrida de los segundos. Para ello los lípidos totales(40 mg) 
obtenidos como se indicó en 5)» y tomados en 3 mi de cloro
formo, se agitaron con ácido silícico que había sido activa 
do durante 24 hs. a 120°C. La relación de ácido silícico a 
lípidos se mantuvo por encima de 20 a 1  para no saturar el 
poder adsorbente del ácido silícico(1 1 3 )♦ Luego se filtró 
a través de crisol filtrante lavándose un par de veces con 
2 mi de cloroformo. El filtrado clorofómico estaba enriqu£ 
cido con lípidos neutros. A continuación 3 lavados del cri- 
sol filtrante con 3 » 2 y 2 mi respectivamente, permitió la 
elución de los fosfolípidos. E3te filtrado fue el utilizado 
para la cromatografía bidimensional.

Se corrieron 3 placas: 2 con siembras puntuales de 150 
jjig~c/u y una conteniendo standards de fosfatidiletanolamina, 
fosfatidilcolina, lisofo3fatid.ilcolina, esfingomielina. fo_s 
fatidilserina y sulfátido3 (10 yjg de c/u). La de los standards 
y una de muestra se revelaron por "charring". Otra,con vapo
res de I2 y luego previa evaporación del I0 con ninhidrina.

c)Cuantificación de la3 clases de lípidos por densito- 
metría( H 4 ) .

En esta metodología los cromatograma3 en capa fina son 
revelados por "charring"(carbonización). Para ello se reali^ 
za un rociado de la placa previamente corrida y secada al va 
cío, con una mezcla sulfocrómica preparada saturando una so
lución de K^SO^ al 70^(p/v) con K^Cr^O^, Luego se coloca en 
estufa a 180°C durante 30 minutos. 3e observan manchas gri
ses o negras(carbón) correspondientes a cada clase de lípi
dos contra un fondo b.lañeo de sílica. La intensidad de las 
mismas es proporcional a la cantidad de los lípidos hasta 
los 20 y«g de carbono.
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En el análisis de los ero nato gramas se utilizó un foto 
densitómetro Zeiss que midió la absorción a 540 nm produci
da por cada una de las manchas por reflexión. Mientras la 
placa se desplaza según la dirección de la corrida frente 
a una ranura luminosa, un registrador inscribe sobre el pa 
peí distintos picos el cuadrado de cuyas áreas es proporcÍ£ 
nal a la intensidad de la absorción y por tanto a la masa 
del lípido presente. Se sembraron 3 cantidades distintas de 
cada muestra promediándose luego de la lectura por el foto- 
densitómetro los cuadrados de las áreas de cada pico(clase 
de lípidos). Se hizo lo mismo con un standard de ácido est£ 
árico corrido simultáneamente en la misma placa y de concen 
tración perfectamente conocida. La relación de los cuadrados 
de las áreas de la clase lipídica con el standard permitió 
conocer la cantidad de jig de carbono de aquella. es importan
te señalar que los cuadrados de las áreas se promediaron só- /
lo cuando mostraron una respuesta lineal, esto es cuando los 
valores de los cuadrados de las áreas de cada pico(cada cla
se" lipídica) guardaban entre sí una relación igual a la de
las cantidades respectivamente sembradas. Distintos factores 
para cada clase lipídica permitieron el cálculo de losyug de 
de lípidos a partir de los de C:
Triacilgliceroles 1.30 Fosfatidilotanolamina 1,52
Colesterol 1,19 Posfatidilcolina 1,50
Esteres del colesterol 1,17 Lisofosfátidos 1,64
Diac ilglic e role s 1,33 Acidos grasos libres 1,27 .

A partir de los valores así obtenidos pueden calcularse los 
porcentajes(p/p) de cada clase lipídica en la muestra.

La densitometría se realizó sobre placas de sílicagel G 
y se utilizaron los siguientes sistemas de solventes: éter 
de petróleoréter etílico:ácido acético(bC/20/1 v/v/v) para 
lípidos neutros y cloroformo:metano!:agua(ó5/25/4 v/v/v) pa 
ra lípidos polares.
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9) Análisis de la distribución do ácido; grasos en las clases 

lipídicas más importantes»
Se emplearon placas preparativas de 20x40x0,05 ora de sí 

lica gel G. Se las activó por calentamiento durante una hora 
a 120°C. La muestra se sejnbró en bandas de 1,5 cm hasta tota 
lizar una masa de 2 mg. A los lados de la misma se sembraron 
standards de los lípidos mayoritarios. Luego se colocó en u- 
na cuba saturada con el primer sistema de solventes: cloro
formo rmetanol:agua:ácido acético(65:25:3:1,5 por volumen). 
Cuando el frente de solvente alcanzó la mitad de la placa, 
ésta se secó en upa cámara de vacío y luego de una hora se 
colocó en otra cuba saturada con el segundo sistema de solven 
tes: éter de petróleo:éter etílico^libre de peróxidos):ácido 
acético(80:20:1 por volumen). Cuando el frente de solvente al 
canzó un cm por debajo del borde superior de la placa, ésta 
se colocó nuevamente en la cámara de vacío. Luego se reveló

y

con vapores de las zonas recorridas por los standards.
Con una hoja de acero se barrieron las zonas correspondientes 
por- dónde había corrido la muestra recogiéndose la sílica en 
tubos de base redonda conteniendo las distintas frace iones.
Se les agregó metanol:HCl 3 N para transesterificarios. Los 
ésteres metílicos se extrajeron de la sílica por agregado de 
1 mi de agua 2 mi de éter de petróleo. Luego se agitó enérgi 
camente y se centrifugó, separándose la capa etérea. El ex
tracto etéreo se analizó por cromatografía gas lípuido

10) Métodos analíticos.
a)Homogeinización de tejidos.
Para cada experimento se seleccionaron 40 o 60 insectos 

hembras adultas jóvenes(a 15 días de la muda), habiendo estas 
realizado una alimentación sobre palomas. Fueron entonces di
secadas bajo lupa. Cuidadosamente se extrajeron con una pinza 
los órganos abdominales con excepción del intestino. Estos e- 
ran inmediatamente recogidos en una solución helada: 0,25 M 
sacarosa, 0,1 ufó SETA, 1,5 mM cisteír.a y 62 mM de "buffer" 
fosfato(pH 7,9)» SI material fue homogeneizado por medio de

///
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6 golpes a máxima velocidad del triturador en un aparato Potter 
Elvehjem. En otroa experimentos los mismos órganos fueron homo 
geneizados en una solución 0,25 M sacarosa, 0,15 M KC1, 5 mM 
de MgCl^» 4 mM de R-acetil cisteína, 0,1 mM SDTA y  62 mM de 
"buffer" fosfato(pH 7,0).

b)Fraccionamiento subcelular.
El homogenado así obtenido(véase punto anterior) se cen

trifugó a 700 g durante 10 minutos descartándose un precipita 
do que contenía restos celulares y nádeos. El sobrenadante I 
se centrifugó a velocidades que se indicarán oportunamente ob 
teniéndose un precipitado que se llamó "fracción mitocondrial" 
y un sobrenadante II. Estas dos centrifugaciones fueron reali 
zadas en una centrifuga refrigerada Sorvail(Super-3peed RC-2) 
a 2-4°C. El sobrenadante II se filtró a través de gaza previa 
mente humedecida con solución de homogeinización, para sepa
rar los lípi^os. Luego se lo centrifugó a 105.000 g durante 
60 minutos en una centrífuga Spinco Modelo L2. Se obtuve un 
precipitado("fracción microsomal") y un sobrenadante III(fra£ 
cion soluble). Cuando los precipitados se utilizaron en los 
ensayos enzimáticos fueron previamente resuspendidos en la so 
lución de homogeinización.

En el análisis de las distintas fracciones obtenidas se 
ensayaron las actividades enzimáticas de: i) Glucosa-6-fosfa- 
tasa, II) NADPH-citocrorao c reductasa y III) Suecinato-cito- 
cromo c reductasa.

I)Ensayo de actividad de Glucosa-6-fosi'atasa.
En este caso la solución de homogeinización usada fue sa 

carosa 0,25 M. El fraccionamienco subcelular se realizó como 
se indica arriba. Se llamó "fracción mitocondrial" a la obte
nida entre 700 g- 10 min y 12.000 g- 30 min.

En el ensayo se determinó el fósforo liberado al medio 
de reacción cuando la fracción subcelular era puesta en conta£ 
to con Glucosa-6-fosfato(115). La medición se realizó en un es 
pectrofotómetro Zeiss PMQ II a 700 nm.

El medio de incubación estaba compuesto por: glucosa-6-P 
25 mM, solución "buí'fer" cacodilato pH ó,5 25 mM y la "frac
ción" a ensayar en sacarosa/EDTA(0,25 M/l mi.!) en un volumen 
final de 0,4 mi. El tiempo de incubación fue de 10 minutos y
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y la temperatura de 37°C. Paralelamente ge realizó un control 
en él que la muestra se agregó después del agregado de la so
lución de ácido ascórbico y ácido tricloracético; también un 
blancoide reactivos en el que se agregó sacarosa/SDTA(0,25 M/
1 mM) en lugar de la muestra y un testigo que contenía solu
ción de fosfato en lugar de la muestra, la incubación se de
tuvo por agregado de 2 mi de solución de ácido ascórbico/áci 
do tricloracético(2^/10^ p/v). Se mezcló bien y se centrifugó 
durante 3 minutos a 3«000 g. Se tomó 1 inl del sobrenadante cía 
ro y se le agregó 0,5 mi de solución de molibdato de amonio 
(1^ p/v). Luego de agitar se agregó 1 mi de solución de arse- 
nito-citrato(2#/2# p/v). Se agitó nuevamente y se dejó reposar 
15 minutos. Luego se leyó la densidad óptica a 700 nm.

II)-c'n3ayo de NADPH-citocromo c reductasa y JII)de succi- 
nato-citocromo c reductasa.

Estos ensayos fueron adaptados de Sottocasa y col.(ll6).
y

La homogeinización se realizó en sacarosa 0,25 M, "buffer" 
fosfato pH 7,5 10 mM. Las fracciones ensayadas fueron obteni
das por sucesivas centrifugaciones a 700 g - 10 min.; 10.000 
g ̂  20 min.; 105.000 g - 1 h.

Ambas actividades se midieron espectrofotometricamente 
por seguimiento de la reducción del citocromo c a 550 nm has 
ta los dos minutos de haberse agregado el sustrato. La mezcla 
de incubación contenía en 300 jX 1: NADPH 0,1 mM o succinato 
3 mM ; citocromo c 0,1 mM ; KCN 0,3 mM ; “buffer” fosfato pK 
7,5 50 mM y de 2 a  30 jxg de proteínas en cada “fracción" en-, 
sayada.

c)Determinación de proteínas.(117)
Fue realizada por el método de Lowry(microtécnica) que 

permitió cuantificar proteínas cuando las concentraciones e- 
ran inferiores a 1 mg/ml. La elección del método fue hecha 
con el objeto de reducir al mínimo la derivación de material 
ya que éste era escaso.

Reactivos
Solución A: 00,Na^ al 4$ en NaOH 0,1 N
Solución B: Tartrato de Na y K al 2# y S0.Cu.5K_0 al 1ia4 2
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Solución Cs Solución A : Solución B (50:1 v/v)
Solución D: Reactivo de Pclin Cicolteau 
Procedimiento: Se toma un volumen de muestra menor o i-

gual a 0,1 mi y 3e completa cuando es ne_
, cesario a 0,1 mi con NaOH 0,1 N. Se agregan 0,5 mi de reacti 
vo C mientras se agita enérgicamente. Se deja reposar duran
te 30 minutos al cabo de los cuales se agregan 50 jjtl del re
activo D mientras se agita. Luego de 30 minutos se mide la 
absorbancia a 750 mu en un espectrofotómetro Zeiss PMQ II con 
tra un blanco de reacción en el que el volumen de la muestra 
es reemplazado por NaOH 0,1 N. De observarse turbiedad debido 
a la presencia de lípidos, estos se eliminan extrayéndolos con 
un volumen igual al de la mezcla 'de reacción, de cloroformo. 
Como testigo se usa una solución de albúmina bovina(Armour, 
fracción V), de una concentración 0,3 rag/ml en NaOH 0,1 N.

d)Ensayo de actividad de ácido graso sintetasa.
x  — —— — —  *"

El sobrenadante de 10.000 g - 30 nin fue incubado aeróbi
camente en un baño a 35°C. La solución de incubación utiliza-

' da”tenía la siguiente composición: "buffer" fosfato pH 7,0
0,1 M, MnCl 1 mM, cisteína 2 mM, NaHCO 10 mM, ATP 1,2 mM,

 ̂ _ 14 ^RADPH 0,1 mM, KADH 0,08 mM, 1- C acetil-CoA 20 jjM. La canti
dad de proteínas agregadas por tubo fue de 0,93 mg. El volu
men final fue de 1 mi. La reacción se detuvo a distintos tiem 
pos por agregado de KOH al 10i° en metanol(l,33 mi).

El sobrenadante de 105.000 g - 1 h.(2/3 superiores) fue 
incubado en la misma solución, en la que se reemplazó la cis-r 
teína por N-acetil cisteína 1,4 mM. La concentración de ATP 
se elevó 1,5 mM, la de NADPH a 0,2 mM, la de NADH a 0,16 mM.
La cantidad de proteínas agregadas por tubo fue de 1 mg y el 
volumen final 1 mi. La temperatura de incubación fue de 30°C. 
La reacción se detuvo igual que en el caso anterior luego de 
1 h.
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1) Contenido lipídico.
Toda vez que se estudié el contenido lipídico o la compo 

alción de ácidos grasos y lípidos, hubo que considerar el pro 
blema de las cuantiosas ingestas que esto3 insectos realizan 
(Pueden en una alimentación hasta quintuplicar su peso inicial) 
Si bien la sangre no e3 un alimento rico en lípidos su contri
bución en un extracto lipídico total puede no ser despreciable. 
Por lo tanto los insectos fueron tomados sin ninguna alimenta
ción entre los 2 y 7 días después de la'mida y previa disección 
extraído su tubo digestivo. Este luego de varios lavados con 
una solución de "buffer" fosfato pH 7,0 0,2 M, hasta elimina
ción de su contenido se incorporó junto al resto del insecto, 
a la solución extrayente de lípidos(solución de Folch). En la 
Tabla I se indican los pesos promedio y el contenido de líri- 
dos de cada estadio desde huevos a adultos de ambos sexos.

Se observa que el peso promedio del huevo es mayor que 
el de ninfa de estadio I como consecuencia de la pérdida del 
corión durante la eclosión del huevo. El peso individual del 
estadio I, 1 , 3 1  - 0,02 mg se incrementa hasta valores de 100 
a 200 mg en I03 individuos adultos. El contenido lipídico es 
muy elevado en el huevo y en ninfa I. Los valores llegan a 
7,0 ± l,0p y 8,4 & 0,5s/° respectivamente. El contenido absolu
to de lípidos disminuye en el pasaje de huevo a ninfa I. lo 
que resulta razonable puesto que no media ninguna ingesta.
En ninfa II el contenido lipídico cae bruscamente a valores 
del 1,5 * 0,6 i<> y sigue descendiendo hasta el penúltimo esta
dio ninfal. En los insectos adultos esta cifra puede llegar 
a duplicarse. Diversos lotes estudiados en distintas épocas 
del año mostraron variación en su contenido lipídico.

/
V- ̂

2) Composición de ácidos grasos.
a)Composición de ácidos grasos totales.
En la figura 12 se reproducen los eromatogramas gas-lí

quido de los ásteres metílicos de I03 ácidos grasos totales 
de insectos machos adultos, antes y después de su hidrogena- 
ción y el del corrasqjcndiente a la sangre de paloma que le

///
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Tabla I

Variaciones del peso y contenido lipídico del Triatoma infes- 
tans durante su ciclo evolutivo.'^'

Estadio N° de N® de indivi Peso promedio Líp’idos
lotes dúos por lote (mg) (f? p/p)

Huevo 3 150 2,05 + 0,75 7,0 1,0

Ninfa I 3 150 1.31 + 0,02 QO 0,5

Ninfa II 3 30 12*6 + 4,4 1,5 + 0,6

Ninfa III 3 10 34,7 + 6,4 1,4 0,2

Ninfa IV 3 6 67,1 ± 6,8 1,1 jh 0,1

Ninfa V 3- 3 71,9 + 9,3 1,7 0,3

Adulto Ot2)3 3 102 + 12 1,5 + 0,4

Adulto Q( 3)3 3 145 + 16 1,9 + 1,0

(1) Insectos recolectados en Febrero de 1.976.
(2) Recolectados 2 días después de la muda.
(3) Recolectados 7 días después de la muda.
Adultos machos y hembras recolectados en Agosto de 1.976 pesa 
ban 206 + 49 mg y 149 + 19 Qg y contenían 3»36 + 0,05 y 3,19 
+ 0,25 # do lípidos respectivamente. Los valores están expre
sados como promedio + d.s.(desviación standard).
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F ig .  12 C rom atogram as g a s - l íq u id o

? ig ,  13 G r á f ic o  de lo s  lo g a r itm o s  de lo s  tie m p o s  de r e te n c ió n  

r e l a t i v o s  a  á c id o  e s t e á r ic o  v s . lo n g i t u d  de cad en a  
o a rb o n ad a  de lo s  d i s t i n t o s  á c id o s  g ra s o s  s a tu r a d o s .
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sirvió de alimento. La obtención de un extracto lipidico de 
ésta última se realizó sobre el contenido intestinal del in
secto « Es fácil comprobar la existencia de los siguientes áci 
dos grasos pares saturados: trazas de láurieo, palmítico, es
teárico , araquídico y behónico. Al hidrogenar desaparecen los 
picos correspondientes a ácidos grasos no saturados que se 
convierten en los saturados de igual longitud de cadena car
bonada. Es importante señalar que los valores $ de los ácidos 
saturados pares identificados en el cromatograma de la mues
tra hidrogenada correspondían a: 0,4$ de 14:0, 26,5$ de 16:0, 
66,2$ de 18:0, 1,3$ de 20:0 y 2,4$ de 22:0. La sudatoria de 
los picos no saturados y saturados de igual longitud de cade 
na de la muestra sin hidrogenar concordó bastante bien con eo 
tos valores dando 0,5$ para 14 carbonos, 25,8$ para 16, 69,3$ 
para 18, 0,7$ para 20 y 2,3$ para 22. Se comprobó así que el 
el palmitoleico se convierte en palmítico; el oleico y linolei

y

co con tr/l8:0 1,11 y 1,36 respectivamente se transforman en 
esteárico. Se comprueba la existencia de pequeñas cantidades 
de-ácidos no saturados de 2C carbonos. A este grupo pertenece 
el ácido de tr/l8:0 3,23 que corresponde por su ubicación ero 
matográfica a 20:4oi6(araquidónico)♦ Entre los ácidos de 22 car 
bonos se reconoce el pico de tr/l8:0 10,15 que se hidrogena a 
behónico y correspondería a un ácido 22:6^3. En la tabla II 
se da un ejemplo de la*composición de ácidos grasos del Tria- 
toma infestans en estadios extremos de su ciclo evolutivo: 
huevo y adultos de ambos sexos. Predominan los ácidos oleleo, 
palmítico, linoleico y esteárico. En cambio son componentes 
minoritarios: palmitoleico, araquidónico, mirístico, araquí- 
dico, behénico y otros no identificados. Para la identificación 
de los ácidos grasos se graficaron los log^tr/l8:0 vs. longi
tud de cadena carbonada como se muestra en la fig. 13.

b)Variación de la composición de loa ácidos grasos duran
te el ciclo evolutivo.

En la fig. 14 se representa la variación de los componen
tes más importantes durante el ciclo evolutivo del Triatoma 
infestaos.
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Tabla II

Composición por ciento de loa ácidos grasos del Triatoma in- 
festans en sus estadios de huevo y adultos.

ácido
graso

tr/l8:0
(1)

Huevos Macho Hembra

12:0 0,14 rastros rastros rastros
14:0 0,27 0,5 0,5 0,6
16:0 0,52 24,7 21,5 23,8
16:1 0,61 5,9 4,4 6,2
18:0 1,00 .7,1 7,2 8,0
18:1 1*11 51,4 53,1 49,2
18:2 1,36 6,8 8,9 8,8
18:3 1,56 0,3 rastros 0,2

X1 1,79 0,1 rastros 0,1
20:0 1,95 0,1 0,2 0,2

X2 2,13 0,2 0,4 0,1

X3 2,50 0,6 0,7 0,5

X4 2,84 rastros rastros rastros
20:4 3,23 0,3 0,5 0,4
22:0 3,89 1,1 1,3 0,7

X5 4,47 0,3 0,4 0,3

x6 5,96 0,3 0,2 0,2

*7 7,70 rastros -
22:6 10,15 0,3 0,7 0,7

(1) tr/l8:0 es el tiempo de retención relativo al ácido
teárico de cada uno de los ácidoe grasos.

Los resultados corresponden al análisis de 3 grupos de in
sectos (5 individuos en c/u) y 150 huevos. Los valores expre 
san el por oiento de ácidos grasos totales. Las muestras se 
recolectaron en Agosto de 1.976.

es-
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Composicion de ácidos grasos totales mas importantes 
a lo largo del ciclo evolutivo del Triatoma infestans'

%  HUEVO I U III IV V  ADULTO

Figura 14

Es notorio el descenso relativo de los ácidos palmítico 
y palmitoleico en la transformación de huevo a ninfa II. A par 
tir d,e ese momento la proporción de ambos se mantiene casi con¿ 
tante en los restantes estadios, ^ambión es notable la permanen 
cia y hasta ligero aumento de la proporción de oleico en la 
transición de huevo a ninfa I, y el brusco descenso del mismo 
en ninfa II. luego se observa un aumento ligero y gradual has
ta el estadio adulto en el fue la hembra alcanza una proporción 
semejante a la del huevo. Mientras estos ácidos disminuyen en 
el pasaje de huevo a ninfa II, se incrementa la proporción de 
linoleico y esteárico. El contenido de ácidos polietilónicos 
superiores tales como el araquidónico es sumamente bajo y su
fre pequeñas variaciones.

c)Composición de ácidos grasos en diferentes épocas del
afio.

Las composiciones del huevo e insectos adultos fueron a- 
nalizadas en los meses de Diciembre, Marzo y Agosto y se mués.
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irán en la Tabla III* Se observa la tendencia del palmitice 
a estar en proporciones mayores en el huevo respecte de adul 
tos en las épocas del año estudiadae, en tanto que coa el li 
noleico y esteárico sucede a la inversa.

d) Relación de la composición de ácidos grasos con la 
dieta*

Los insectos fueron alimentados con sangre de paloma. La 
composición de esa sangre obtenida del intestino y la do los 
insectos tanto machos como hembras luego de eliminarse el con 
tenido intestinal fue estudiada comparativamente a los 3 o 4 
días de la ingesta (véase fig. 1 5 )

C O M P O S I C I O N  D E  A C I D O S  G R A S O S  
T O T A L E S  DE A D U L T O S  Vs. A L I M E N T O

Fig. 15

Ambas composiciones de sangre e insecto son similares pe 
ro no iguales. Es claro el aumento de oleico a expensas prin
cipalmente de una disminución de esteárico.



-55-

3) Composición de clases de llpidos totales.
Las clases de llpidos y la proporción de los mismos en 

los lípidos totales del Triatoma infestena fue determinada per 
•romatsgrafla en oapa fina y densitometrla (figs. 16 y 17)(Ta
bla 17).

Pig. 16 Cro- 
matograma en 
capa fina de 
llpidos pola 
res y reaccio 
nes de los 
mismos •

Tanto en huero como en insectos adultos se reconoció la 
presencia de llpidos comunes. Los lípidos polares se separaron 
con cloroformo:metaño1:agua (65/25/4 v/v/v) en corrida monodi- 
mensional (fig. 16). Se reconocieron cantidades importantes 
de fosfatidilcolina y de fosfatidiletanolamina que fueron iden 
tificadas por sus R̂ , en comparación con los de los standards 
respectivos, por su contenido de fósforo y por dar coloración 
con los reactivos de Dragendorff y ninhidrina respectivamente. 
En forma similar se detectaron pequeñas cantidades de les liso 
derivados de fosfatidilcolina (1-PC) y fosfatidiletanolamina 
(1-PE) y también de esfingomielina (Sph.)
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Fig. 17 Cro 
m&tograma en 
capa fina de 
3.1pidos neu
tros ,

Para corroborar las identificaciones anteriores 9e utili 
zó cromatografía bidimezisional. El sistema de solventes para 
la primera dirección fue cloroformo:metanol:amoníaco al 28$ 
(6 5:35 :5 v/v/v) y para la segunda dirección cloroformo tacetona: 
tmetanol:ácido acético:agua (10:4:2:2:1 por volumen), las iden 
tificaciones se hicieron nuevamente por comparación con stan- 
dards (figs. 18 y 19) y por reacciones específicas. Como la co 
rrida fue hecha luego de la separación de lípidos neutros pudo 
sembrarse una cantidad mayor de muestra y se pudieron reconocer 
además de los fosfolípidos mayoritarios ya mencionados, los li- 
soderivados correspondientes, esfingonielina, fosfatidileerina, 
y sulfolípidos todos en muy baja proporción como lo reveló la 
carbonización por rociado coa mezcla sulfocrómica de la placa 
y calentamiento de la misma a 180°C durante 30 minutes.
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Pig, 18 Cromatograma 
bidimensicnal 

de llpidos polares usa 
^ dos como standard. . La 

mezcla sembrada conte
nía 10 jig de cada uno 
de los siguientes lí- 
pidos: fosfatidileta- 
nolamina, fosfatidil- 
colina, esfingomieli
na, lisofosfatidilco- 
lina (todos ellos y en 
ese orden sobre la diagonal del cromatograma que une el punto 
de siembra con el sitio donde se cruzan los 2 frentes de sol
ventes) , sulfolípidos (por encima de la citada diagonal) y fo£ 
fatidilserina (por debajo).

Pig. 19 Cromato grana bidimensional de lípidos polares del Tria 
toma infestans efectuado en las mismas condiciones que 

el anterior. (Insectos hembras y adultas). Pueden apreciarse
cantidades importantes de: 
fosfatidiletañolubina y de 
fosfatidilcolina, y bastan 
te inferiores de: esfingo- 
mielina, lisofoafatidxlco- 
li.ua (en ese orden sobre 
la línea principal de lí
pidos que une 0 1 primero 
con el punto de siembra), 
lisofosfatidiletanolamina 
(sobre el anterior), sulfo 
lípidos y fosfatidilaerlna 
(como en la fig. 1 8 )
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Tabla IV

Composición lipidien de huevos e insectos adultos.

hipidos Huevos Hembras Machos

* * *

Esteres de colesterol 5,8 4,9 2,7

X 0,5 - 0,5

Triaeilglicerol 86,5 82,5 84,6

Acidos grasos 0 ,2 0 ,2 0,3

Colesterol 2 , 1 4,1 1 , 6

Diacilglieerol 0 ,6 0 ,2 0 ,2
/

Posfatidile tañolamina 1,9 3,7 3,9

Po s f a t i di le o 1 ina 2 ,2 4,0 5,8

Lisofosfatidiletañolamina 0,3 0,3

Esfi ngomi e1ina 0 , 1 ' 0 , 1 0 , 1

Lisofosfatidilcolina - -

i&uestras de insectos recién mudados y en ayunas tomadas en Di
ciembre de 1 .976.

Utilizando éter de petróleo:éter etílicorácido acético(8 0: 
2 0 : 1 v/v/v) se pudieron separar y reconocer varios componentes 
no polares(fig. 17). SI componente mayoritario es el triacil- 
glicerol. También están presentes aunque en bastante menor pro 
porción colesterol, ésteres de colesterol, diacilglieerol y un 
componente identificado presuntivamente como alquildiacilglice 
rol(X) que con el sistema de solventes utilizado tiene un R_i
un poco mayor al del triaeilglicerol.

En la Tabla IV es posible observar que si bien las clases
///



de lípidos son comunes para huevos e individuos adultos, las 
proporciones relativas son algo,diferentes. En huevo es nota 
ble el predominio de los triacílgliceroles y aunque contiene 
también una cantidad elevada de ásteres del colcsterol, es 
muy baja la de fosfolípidos. En hembras y machos adultos se 
observan en cambio valores elevados de fosfatidiletanolamina 
y fosfatidilcolina que están acompañados por niveles también 
•levados de colesterol y ésteres del colesterol. El contenido 
de triacilglicerol es alto pero inferior al hallado en huevos# 
Otras muestras de hembras adultas analizadas en otra épocas 
presentaron una relación de fosfatidiletanolamina/fosfatidil 
colina mayor a uno#

%

4-)Conrposición de ácidos grasos de las principales clases de 
lípidos.

Los lípidos constitutivos de huevos e insectos adultos
/

file ron fraccionados por cromatografíá en capa fina. Los luga 
res correspondientes a los lípidos neutros y polares más sig 
nificativos sobre la placa: triacilglicerol, fosfatidilet&nol 
amina y fosfatidilcolina fueron extraídos y la composición de 
ácidos grasos estudiada por' cromatografía gas-líquido (Tabla 
V).

Se observa que en triacilglicéridos predominan los áci
dos palmítico y oleico tanto en adultos como en huevo..En am 
bos estadios es también apreciable la proporción de palmito- 
leico, esteárico y linoleiao.

En los fosfolípidos, principalmente en fosfatidilatanol 
amina, se observan variaciones de la proporción en que se en 
cuentran estos ácidos mayoritarios# Hay además una diversidad 
mayor en la composición de ácidos grasos respecto a triacil
glicéridos (véase Tabla V).‘ Muchos todavía permanecen sin i- 
dentifioar. Entre los reconocidos figuran loe mayoritarios: 
oleico, palmítico, esteárico y linoleico. En fosfatidiletanol 
amina hay en general menor proporción de palmitoleico y palmí 
tico que en triacilglicéridos y mayor de esteárico y linolei
co# Aparecen ácidos de mayor paso molecular en las zonas de

///
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20 y más carbonos, entre ellos araquidánico. En las manchas 
de fosfatlletanolamina y fosfatidilcolina además de ácidos 
grasos se hallaron dos pequeños picoa con tr algo inferior a 
palmítico y esteárico que se identificaron tentativamente co 
mo derivados de palmitaldehído y estearaldehído. El tipo de 
solvente usado en el fraccionamiento de los lípidos polares 
no resuelve la mezcla de fosfolípidos de los correspondien
tes plasma 1<5 ge nos de Gtanolamina y colina. Ambos dan las mi£ 
mas reacciones de coloración. Cuando estos lípidos son Ínter 
esterificados con metanol-HCl I03 ácidos grasos se convierten 
en ásteres metílicos y los éteres vinilicos del plasmalógsno 
en dimetilacetales de los aldehidos correspondientes. Los di 
metilacetales en las condiciones empleadas para cromatografía 
gas-líquido (Pase estacionaria polar) tienen tr ligeramente 
inferiores a los ásteres metílicos de igual longitud de cadtí
na carbonada*

/

5)Una solución para la alimentación del Triatoma infestans.
Se ensayaron varias solviciones con el objeto de susti

tuir la sangre (118) o el suero (1L9) en la alimentación artl 
ficial de la vinchuca. Conocida la composición química de la 
sangre se prepararon soluciones de composición semejante dón 
de el aporte proteico era caseína. No hubo resultados positi 
vos ni aún con una simple solución de caseína. Se probó cue
ro de vaca, observándose que para la alimentación artificial 
era necesaria una presión de hambre mayor que para la alimen . 
tación sobre animales. Se ayunó por treinta días ninfas de 
estadio I y luego se lee ofreció agua. Se observó una muy pe; 
queña ingesta. Finalmente el ensayo de la solución glucosada 
cuya composición se detalla en materiales y métodos, aportó 
resultados positivos. Dado lo incompleto de su constitución 
se la destinó a experimentos de tiempos cortos, sin preten
sión de que la misma sirviera en modo alguno a la evolución 
de los insectos.
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6)BlosÍntesÍ3 de ácidos grasos "in vivo".
14a)Alimentación con 1-' C acetato.

La alimentación de todos los estadios ninfaies e indivi
duos adultos del Triatoma infest&ns con acetato marcado ra
diactivamente permitió reconocer la capacidad y el tipo de á- 
cidos grasos sintetizables "de novo" por los insectos en con
diciones bastante similares a las naturales.

Todos los estadios ninfales y loa insectos adultos exce£ 
to la jjinfa I sintetizaron en forma similar los ácidos grasos 
palmítico, palmitoleico, esteárico y oleico (Tabla VI).

Tabla VI

Porcentajes de distribución de la radiactividad entre I03 áci
dos grasos de los insectos alimentados con l-^C acetato.'1'

Estadios
/

Tiempo(2) 
hs.

Acidos grasos

1 6 : 0 ^ 18:0 16:1 18:1

Ninfa I 24 33,8 66,2 — —
Ninfa II 24 50,2 15,2 11,1 23,5
Ninfa II 48 41,2 18,3 10,9 29,6
Ninfa IV 24 45,0 20,3 13,0 21,7
Ninfa V 24 33,7 33,3 16,3 16,7
Adulto 24 39,5 16,3 20,1 24,1

(1) Los insectos utilizados fueron selecdonados entre los 15
y 20 días después de la muda y mantenidos en ayuno duran
te este intervalo. Realizaron una única ingesta uad libi- 
tum" con el material marcado lúe duró entre 10 y 15 min.

(2) Tiempo transcurrido desde la alimentación con sustrato 
marcado hasta la muerte del insecto.

(3) Identifica a los ácidos grasos: El primer número indica 
el número de carbonos, el segundo, el número de dobles 
ligaduras.
El porcentaje de incorporación de la marcación en los lí- 
pidos osciló entre el 4 y el 30#.
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£n los períodos estudiados la radiactividad mayor fue ha 
liada en el ácido palmítico. En este tipo de experimentos no 
se puede descartar totalmente la posible contribución de la 
flora microbiana intestinal del insecto en la síntesis”de no- 

-• vo" de ácidos grasos pese al agregado de penicilina y estrep
tomicina.

14b) Inyección de 1- C acetato de sodio.
En un segundo grupo de experimentos el acetato radiacti

vo fue inyectado parenteralmente evitándose de esta manera la 
posible contribuoión de la flora intestinal del insecto. Los 
resultados obtenidos se reseñan en la Tabla Vlly confirman 
los obtenidos anteriormente en loo experimentos de alimenta
ción (Tabla VI). Pese a las variaciones previsibles con tal 
tipo de técnica, son muy concordantes. ¿1 tamaño de los 2 prl. 
meros estadios impidió la realización del experimento en ellos. 
En los demásestadios, se observó nuevamente la biosíntesis 
"de novo" de palmítlco, palmitoleico, esteárico y oleico. La 
formación de ácidos monoetilénicos palmitoleico y oleico prin 
cipalmente, fue particularmente elevada. Además en algunos ca 
sos se pudo observar no sólo la síntesis de los saturados pal 
mítico y esteárico, sino también de miristico. No se observó 
sin embargo, formación y depósito de ácidos da menor peso mo
lecular.

14 14c) Inyección de 1- C palmitato y 1- 0 estearato.
Cuando se inyectaron en los insectos adultos machos y

hembras loa ácidos grasos palmítico y esteárico 39 observó 
q.ue el primero era convertido en esteárico y oleico, en tan
to lúe el segundo era convertido en oleico (Tabla VIII).
^sto demuestra la existencia de una enzima elongante de pal- 
mítico a esteárico y una desaturante de esteárico a oleico.
En todos los estudios "in vivo" se extrajeron los lípidos to_ 
tales sin disección preyia.
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Tabla VII

Distribución de la radiactividad (#) C entre los ácidos gra
5

eos del insecto luego de la inyección de 3 x 10 dpm/'Ml de 1- 
14C acetato.

14

Estadio Vol.de 
inyec. 
( 1)

Tiempo 
hs.

Acidos grasos

14:0 16:0, 16:1 18:0 18:1

Ninfa II-*- 0,7 12 - 44,0 13,8 7,5 34,7
Ninfa IV 1 6 - 34,0 13,7 11,7 40,6
Ninfa V 2 12 - 40,0 6,7 18,6 34,7
Ninfa V 2 • 24 - 43,1 6,7 9,7 38,5
Ninfa V 2 27 - 24,9 8,4 14,4 52,3
Macho adulto 2 10 3 *3,3 11,4 8,5 28,9
Macho adulto " 2 12 - 41,0 5,8 12,8 40,4
Macho adulto 2 24 2,5 32,6 5,7 12,4 46,8
Macho adulto 2 24 - 33,* 13,8 10,5 42,3
Hembra adulta 2 6 *0,7 6,2 15,3 37,8
Hembra adulta 2 27 - 42,7 .8,6 11,5 37,2

(1) Los insectos fueron seleccionados en condiciones iguales
a las descriptas en la Tabla VI e inyectados a los 15 o
20 días de la muda, 

rEl porcentaje de incorporación de la radiactividad en los 
ácidos grasos osciló entre el 28 y el 735».

7)BiosintesÍ9 de ácidos grasos win vitro”,
Por centrifligación diferencial a 10.000 x g se separó del

homogeneizado total de tejidos extraintestinales una fracción
sobrenadante no mitocondrial que tenía capacidad de sintetizar

14ácidos grasos a partir de 1- C acetil-CoA. En las Tablas IX 
y X se observa que esa fracción fue capaz de sintetizar Mde 
novo" no sólo ácidos grasos saturados de 10 a 18 carbonos, si 
no tambión monoetilónicos de 10, 12, 16 y 18 carbonos.
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Tabla VIII

Distribución porcentual de la radiactividad entra loe ácidos 
grasos del insecto a las lS hs* de la inyección de 2,5 /il de 
ácido palmltico (200*000 dpm/ 1) o esteárico (375.000 dpm/ 1)

Sexo Acido inyectado
Acidos grasos

16:0 18 :C 18:1

16:0 88,6 8,7 2,7
16:0 89,1 7,0 3,9
16:0 85,9 10,0

*

16:0 95,6 4,4 —

16:0 92,6 7,4 -

1 8 : 0 - 82,5 17,5
1 8 : 0
y

- 90,7 9,3
18:0 - 77,7 22,3

los insectos fueron tomados en las mismas condiciones experi 
mentales que on la Tabla VII.

Inesperadamente se detectó también usando esta fracción, 
una importante marcación en un pico cromatográfico de tiempo 
de retención elevado que tentativamente podría ser identifi
cado como eicosenoico (20:1). Este pico a su vez estaba se
guido de otro que podría identificarse tentativamente por su- 
tiempo de retención como el ácido eicosadicnoico (20:2). Lúe 
go de hidrogenar la muestra estos dos picos se unificaron en 
uno solo identificable como ácido eicosanoico (20:0) por su 
tr (Tabla X).

Cuando se separó del homogenado de tejidos abdominales
extraintestinales una fracción sobrenadante de 105.000 x g

14y se incubó con 1- C acetil CoA, se observó la biosínteais 
"de novo" de ácidos grasos saturados (Tabla XI). Estos ácidos 
formados fueron los mismos sintetizados por el sobrenadante 
de 10.000 x g.



- 66-

Distribución de la marcación del 1- C acefcil CoA incorpora
do en los ácidos grasos por el sobrenadante de 12.000 x g ^  .

Tftbla IX

14

Acidos grasos tr/l8:0^ i

10:0
v.

0,17 3,2

10:1 0,21 1,8

12:0 0,25 5,5

12:1 0,29 1,4

14:0 0,37 13,2

16:0 0,60 21,5

16:1 0,73 3,6

18:0 1,00 9,6

18:1 1*13 6,6

xx (20:1?) 1,94 24,3

x2 (20:2?) 2,33 9,3

(1) Proveniente de un homogenado de órganos extraintestinalea 
del abdomen de 60 hembras adultas de Triatoma infestaño 
mudadas entre 10 y 15 días antes del experimento y con U' 
na alimentación, £1 tiempo de incubación fue de 3 hs. en 
las condiciones descriptas en la parte experimental.

(2) tr/l8:0 representa el tiempo de retención relativo dtl 
co separado en la columna de cromatografía gas-líquido 
respecto al ácido 18:0.
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Distribución de la marcaoión del 1- C acetil CoA incorpora
do por el sobrenadante de 12.000 x g en loa ácidos grasos de 
la Tabla IX luego de ser hidrogenados.

Tabla X

14

Acido graso tr/l8:0 Hidrogenada Sin hidrogenar (1)

10:0 0,15 1.5 5,0

12:0 0,27 3,1
*

6,9

14:0 0,39 13.9 13,2

16:0 0,62 25,7 25,1

18:0
s

1,00 20,1 16,2

20:0 ? 1,69 35,7 33,6

(i) Sudatoria de loa porcentajes de los ácidos de igual núme
ro de carbonos tomados d® la Tabla IX.
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Tabla XI

Distribución de la marcación ds 1- C acetil CoA entre loo 
ácidos grasos luego de incubado con el sobrenadante de 
105.000 x g^\

Acido graso tr/l8:0 í

X 0,06 1,8

10:0 0,15 1,4

12:0 0,23
n

5,1

14:0 0,36 15,3

16:0
y

0 ,58 57,5

18:0 1,00 9,5

x^ (20:1?) 1,98 9,4

x2 (20:2?) 2,33 rastros

(1) Se utilizó un homogenado de órganos abdominales extra
intestinales, obtenido e incubado durante 1 h. en las 
condiciones descriptas en la parte experimental.
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8)Estudio de las fracciones subcolu.larea.
b

El fracaso en los ensayos de actividad desaturante en 
la "fracción microsomal" aislada motivó al cuidadoso estudio 
de las fracciones subcelulares de bomogenados de órganos ex
traintestinales del abdomen del Triatoma infestans. Se ampie 
aron para ello las enzimas marcadoras: a) Glucosa-6-fosfatasa 
b) NADPH-citocromo c reductasa, y e )  Succinato-citocromo c 
reductasa.

a) Glucosa-ó-fosfatasa. ^
Esta enzima mostró en todas las fracciones subcclulares 

ensayadas muy baja actividad específica (a.e.) comparada a la 
que presenta en la fracción microsomal de hígado de rata (a.e. 
del orden de los 100 nmol/mg/min en las mismas condiciones ex
perimentales) . A pesar de las bajas a.e. medidas es posible
observar que en "mitocondrias " se obtuvieron las más altas
(véase Tablasy XII y XIII).

Tabla XII

Actividad de glucosa-6-fosfatasa en fracciones subcelulares
de órganos extraintestinales de Triatoma infestans (hembra).

Fracción Proteínas Actividad específica
subcelular (ing) (nmol de P/mg/min)

"homogenado" 10 min
700 g 54,9 4,1

"mitocondriss „ p30 min12000 g 3,0 6,7

"microsomas" 60 min
105000 g 8,0 3,3

"citosol" 60 min
S105000 g 24,0 1,5

S indica sobrenadante. P indica precipitado. El superíndice 
indica el tiempo de centrifugación en minutos. El subíndice
indica la fuerza gravitacional en gravedades. El ordenamiento 
de arriba-abajo en la segunda columna precisa el modo en que 
se obtuvieron las distintas fracciones.
La temperatura de incubación fue de 30°C.
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Tabla XIII

Actividad de glucosa-6-fosfatasa en fracciones subcelularea 
de órganos extraintestinales de Triatoma infestan® (hembra).

Fracción
subcelular

Proteínas
(m«)

Actividad específica 
.(nmol de P/mg/min)

"fcitocondrias" 12,1 7
"microsomas".: ’ 9,4 3,4
"citosol" 23,5 0

Las fracciones subcelulares fueron obtenidas del mismo modo 
que se indicó en la Tabla XII e incubadas a 30°C.

b) KADPH-citocromo c reductasa.
Esta enzima junto a la que sigue, a diferencia de la an 

terior, resultaron más definitorias de la localización de 
"microsomas" y "mitocondrias” respectivamente. Como puede 
observarse en la Tabla XIV la actividad específica fue ma 
yor en "microsomas” que en las restantes fracciones.

c) Succinato-citocromo c reductasa.
La actividad específica resultó claramente superior en 

la fracción mitocondrial como se aprecia en la Tabla XV.
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Tabla XIV

Actividad de NADPH-citocromo c reductasa en fracciones sub- 
celulares de órganos extraintestinalee de Triatcma infestans
(hembra). Temperatura de incubación = 37°C.

Fracción
Subcelular

Proteínas
(m«)

Actividad específica 
(nmol de cit. c redu
cá. do/mg/min)

"homogenado" 10 min
S700 g 68,8 43,4

"mitocondrias „ p20 min10000 s 5,8
*

68,7

(1) 60 min"miorosomao" 'p io5000 g 3,3* 1 3 1 , 8

"citosol" 60 min 
S105000 g 8,5 87,7

(1) Promedio de 3 determinaciones.
Explicación de la segunda columna en la Tabla XII.

— Tabla XV

Actividad de 
subcelulares 
tans (hembra)

succinato-citocromo c reductasa en fracciones 
de órganos extraintestinalea de Triatoma infes 
. Temperatura de incubación = 20°C.

Fracción
subcelular

Proteínas
(m)

Actividad específica 
(nmol ds cit. c reduci 
do/mg/min)

"homogenado"
, . ( D

68,8 20,7
"mitocondrias 5,8 112
"micro somas “ 3,8 26,6
"citosol" 8,5 0

(1) Promedio de 3 determinaciones.
Las fracciones subcelulares ensayadas fueron las mismas 
q.ue en el ensayo de HALPH-citocrcmo c reductasa (Tabla 
XIV).
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E1 contenido de llpidos del Triatoma infestans es v%ria 
ble a lo largo del ciclo evolutivo. Los llpidos cumplen una 
importante función de reserva energética en el huevo y en la 
ninfa I, demostrada por la notable resistencia al ayuno de 
este primer estadio. Las voluminosas ingestas del insecto 
que son lentamente absorbidas hacen del estómago del mismo 
un importante órgano de reserva en aquellos estadios en que 
la alimentación se realiza.

Los ácidos grasos fundamentales son en líneas generales 
los mismos hallados en otros insectos.. Sin embargo, muestra 
algunas notables diferencias con los de especies relaciona
das: Triatoma phy lio sama y Rhodnius jarolixus, dónde no apa
recen cantidades apreciables de ácido linoleico (véase Intro 
ducción pág.l4-)¿ Las diferencias en composición de ácidos gra 
sos entre machos y hembras no resultaron significativas.

Se observa que la proporción de los diversos ácidos gra
y

sos se modifica durante la evolución del huevo a adulto. La 
disminución de los ácidos palmítico, palmitoleico y oleico 
en la transición de huevo a ninfa II (fig, 14) que sen por lo 
general componentes de los llpidos de reserva, puede correla
cionarse bien con el consumo de la reserva lipídiea del hue
vo que se manifiesta claramente en la caída del contenido li_ 
pídico en el mismo pasaje (Tabla I). El aumento simultáneo 
de linoleico y esteárico que son importantes componentes por 
lo general de los llpidos de membrana y por consiguiente sin 
función energética secundaria, podría ser consecuencia de un. 
incremento de la proporción relativa de esos llpidos al dis
minuir el material de reserva. A pesar de que el contenido de 
araquidónico es sumamente bajo sus variaciones en el ciclo e- 
volutivo son correlativas en el linoleico. Esto hace sospechar 
que su ubicación en las moléculas lipídicas es similar a la 
del linoleico y que podría también variar como consecuencia 
de los procesos de utilización de las reservas lipídicas y
membranogénesis. Es de destacar que el insecto en el estadio 
de ninfa II parece haber adquirido ya el modelo de distribu
ción de ácidos grasos (fig. 14) y el contenido lipídico(Tabla I)

///
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que lo caracterizará hasta su edad adulta, puesto que de allí 
en más no se observan cambios significativos. En adultos si 
bien se observa un aumento en el contenido lipídico no va a- 
compañado por un cambio importante en la composición compara
do con ninfa V* Hay algunas diferencias con el sexo. Pero las 
diferencias no resultan significativas en estas condiciones 
experimentales, especialmente si se las compara con los reeul 
tados que se muestran en las Tablas II y III y las figs. 14 y 
15* No se detectaron apreciables diferencias estacionales en 
la composición dentro de los estadios analizados (Tabla III) 
aunque son notorias las diferencias interestadios para cada 
ópoca. Así el palmítico es significativamente superior en hile 
vos que en adultos y el linoleico viceversa. Se observa tam
bién una marcada constancia en la composición de ácidos grases 
del huevo en las distintas épocas, que resulta notable si se 
la compara con las hembras adultas donde se forman. Esto tal

y

vez sea debido a mecanismos regul&torlos que en éstas deter
minan de modo estrecho las proporciones que de los distintos 
ácidos grasos deben hallarse en el huevo en formación. Al res. 
pecto conviene hacer resaltar la baja dispersión del conteni
do lipídico i» respecto a la de los pesos promedio del huevo 
en la Tabla I. Esta constancia porcentual también abonarla la 
misma hipótesis en lo que respecta al contenido de lípidos 
que el huevo debe teñera

Por otra parte la '‘vinchuca'' adulta indudablemente incor 
pora los ácidos grasos d© la sangre como lo demuestran las s± 
militudes de composición, pero modifica la proporción relati
va de algunos ácidos grasos mayoritarios (oleico y esteárico 
principalmente). No obstante conviene tener en cuenta que el 
alimento por ser un producto biológico también es suceptible 
de sufrir modificaciones con la alimentación y demás variables 
individuales que afecten a lae palomas, pudiendo ocurrirjali
mentaciones anteriores a la experimental hubieran sido efec
tuadas con sangre de composición distinta.

En cuanto a las clases de lípidos constituyentes de los 
estadios analizados resulta evidente la importancia del tri-

///
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acilglicerol, el componente más abundante, cuya función en loe 
organismos es la de constituir la reserva energética. Este pa
pel parece ser muy importante en los insectos y según Gilbert 
y Chino (120) son muchas las especies que dependen casi exclu 
sivamente de los lípidos para sus requerimientos energéticos.

Se reconoció también la presencia de colesterol y ésteres 
de colesterol. Sin embargo, los insectos carecen de capacidad 
para sintetizar esteróles (121). Si el Triatoma infestans no 
discrepa con esta regla entonces el colesterol hallado provie_ 
ne de la sangre ingerida. Entre los ésteres de colesterol ee 
probable que se hallen incluidos los hidrocarburos que con el 
sistema de solventes empleado para separar lípidos neutro© co 
rren en la misma posición. En los insectos, los hidrocarburos 
disminuyen la permeabilidad al agua de la exocutícula.

Los diacilglicéridoe están presentes en bajas proporci£ 
nes tanto en adultos como en huevos. En algunos ineectos se 
ha reconocido que los diacilglicáridos son los principales 
transportadores de ácidos grasos en la hemolinfa (120). En 
el Triatoma infestans aún no se tiene Información al raspeetq 
pero conviene destacar que los tenores hallados no son dema
siado diferentes entre huevos o insectos adultos.

La proporción de triacilglicéridos es algo superior en 
huevos que en adultos, pero el contenido absoluto de los mis
mos por unidad de peso resulta muy superior en el huevo como 
se deduce de su mayor contenido lipidie©. Esto concuerda bien 
con la hipótesis de que los triacilglicéridos desempeñan un 
importante papel como única reserva energética en el huevo, 
en tanto que el adulto dispone de la reserva adicional alter 
nativa que le provee la alta capacidad del intestino para al 
macenar sangre. La proporción de fosfolípidos es inferior en 
huevos que en adultos.

Los ácidos grasos constituyentes de triacilglicéridos 
nos muestran a estos como la clase lipldica más simple de las 
analizadas (Tabla V). El predominio de los ácidos palmitico 
y oleico junto a la apreciable proporción de palmitoleico es 
típico de esta clase de lípidos. Llama la atención el tenor

///
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elevado de linoleico.
Los fosfollpidos en especial la fosfatidiletañolamina,' * 

una mayor variedad estructural como lo demuestra la amplia 
gama de ácidos encontrados en proporciones significativas.
En la fosfatidiletanolamina se encuentra un modelo de dis
tribución de ácidos grasos claramente distinto del que pre
sentan los triacilglicéridos. Los ácidos linoleico y araquidó 
nico provienen sin dudas de la dieta (fig.1 5 ) y aunque no se 
descarta la posibilidad de una transformación de linoleico en 
araquidónico tal como ocurre en animales, esto parece improba 
ble a la luz de estudios realizad© en otros insectos (_6 5, 
:áS).

Los estudios realizados en otros insectos han llevado a
la conclusión de que éstos organismos poseen una ácido graso
sintetasa activa (59,60,61,62,67,68,75,76). El Triatoma infe£
tans no es la excepción y tanto en los experimentos en que se 

x 14
los alimentó con 1- C acetato (Tabla VI), como en aquellos 
en que se los inyectó con el mismo precursor (Tabla VII), pro 
bó-tener una ácido graso sintetasa activa en todos los estadios 
de su ciclo evolutivo desde ninfa I. Tal como ocurre en otros 
organismos la marcación se realizó preferencialmente en áci
do palmítico. Sin embargo se encontró también marcación impor 
tante en los ácidos palmitoleico, esteárico y oleico. Esto per 
mitió suponer que también se hallaban presentes actividades e- 
levadas de desaturasas y elongasas de ácidos grasos, -̂ n el eŝ  
tadio ninfal I no se encontraron ácidos monoetilénicos por lo 
que la A9-desaturasa estarla aún ausente, inactiva o débilmen 
te activa. Puesto que se encontró palmítico y esteárico la 
síntesis "de novo" de ácidos grasos saturados es ya activa en 
este estadio. Resulta interesante observar que sólo hay pequ¿ 
ñas diferencias en cuanto a- la distribución de la marcación 
con los dos métodos distintos empleados, por lo cual la contri 
bución a la síntesis "de novo" de ácidos grasos por la flora 
intestinal del insecto no parece tener significación.

En los experimentos en los que se inyectaron palmltioo y 
esteárico marcados se demostró cabalmente que el insecto po-

I
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eee una enzima capaz de convertir palmltlco a esteárico y o- 
tra que desatura esteárico a oleico (Tabla VIII). Sin embar
go no se pudo detectar desaturación de palmítlco a palmitole¿ 
co. Estos resultados comparados con los de las Tablas VI y 

,• VII podrían ser explicados por una compartamentación que per 
mitiera al ácido palmítlco sintetizado Nde novo” ponerse en 
contacto directo con la enzima desaturante, lo que no ocurri^ 
ría con el palmítico inyectado directamente. A diferencia de 
óste, el ácido esteárico inyectado es désaturado normalmente 
a oleico. Puesto que generalmente se admite que en los anima 
leá la misma A9-desaturasa convierte el palmítico en palmito 
leico y el esteárico en oleico (122, .123), los resultados ob 
tenidos (Tabla VIII) insinúan ciertas dudas sobre si esta a- 
severación se cumple en el T. infestans y podrían indicar la 
existencia de mecanismos diferentes de desaturación y luego 
elongación de precursores de bajo peso molecular, en lugar de 
una desaturación directa de palmítico y a la vez acción de u 
na desaturasa muy específica de esteárico. 0 por lo menos una 
compartamentación diferente.

En los experimentos realizados "in vitro" con sobrena
dante de 10.000 x g de un homogenado de órganos extraintes
tinales, se observó la biosíntesis "de novo" a partir de 1- 
14C acetil CoA de ácidos grasos tanto saturados como monoetji 
Iónicos (TablasIX y X)• Si bien una importante marcación se 
acumuló en los ácidos mirístico y palmítico, se formaron tam 
bióm palmitoleico y oleico confirmando los resultados Hin vi- 
vo" (Tablas VI y VII). Llama la atención la gran variedad de 
ácidos formados cuando se utilizó este sistema enzimático ais 
lado en comparación con la simplicidad resultante de la acti
vidad del animal entero a partir de acetato marcado. Esto de
mostraría que el insecto posee capacidad para orientar o se
leccionar los productos potencialmente sintetizables por las 
enzimas.

Por otro lado resulta curioso dentro del amplio espectro 
de ácidos grasos producidos por esta fracción, la importante
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marcación encontrada en eicosenoico (20:1) cuyo origen puede 
ser alternativamente o por desaturación de eicosanoico (20:0) 
o por elongación de oleico (18:1). El hecho de no haber encon 
trado eicosanoico sugiere esta última posibilidad. La propor- 

, ción hallada de este ácido es notablemente alta en relación 
a los niveles que del mismo se observaron en los estudios de 
composición (Tabla II). El eicosadienoico (20:2) también po
dría haberse formado por elongación del linoleico (18:2).

Cuando se incubó el sobrenadante dé 105.000 x g del ho- 
mogenado de órganos extraintestinales, se observó bioslntesis 
"de novo" de ácidos grasos saturados solamente (Tabla XI).
Las proporciones mayores correspondieron a los ácidos mirle- 
tico y palmltico principalmente en muy buena concordancia con 
los productos de las ácido graso sintetasas animales. Puesto 
que no se encontraron los ácidos grasos monoetilónicoo halla 
dos cuando se incubó el sobrenadante de 10.000 x g, esto in
duce a pensar que dicha capacidad está ubicada en el precipi^ 
tado de 105.000 x g ("fracción microsoinal"). Le ser esto así, 
también coincidiría con lo que ocurre en las fracciones sub- 
celulares de hígado de rata, dónde los microsomas contienen 
los sistemas desaturantes. Los ensayos tendientes a corrobo
rar esta localización han resultado infructuosos, tal vez de 
bido a problemas técnicos o de labilidad de este sistema enzi. 
mático. Nuevamente el sobrenadante de 105.000 x g se mostró 
capaz de producir los picos cromatográficos que tentativamen 
te se identificaran como 20:1 y 20:2 en la Tabla IX, aunque 
en mucha menor proporción. Esto da fuerza a la sugerencia h¿ 
cha anteriormente de que es muy poco probable que su biosín- 
tesis se produzca por reacciones de desaturación y lo sea más 
bien por elongación, dado que en el sobrenadante de 105.000 x 
g no hay normalmente enzimas desaturantes. Sin embargo sabe
mos también que generalmente en los animales hay sistemas e- 
longantes en microsomas y mitocondrias. La resolución final 
del problema podría haberse realizado estudiando la posición 
de las dobles ligaduras, pero lamentablemente la falta de ma 
terial impidió esta determinación.
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Cuando se estudió el fraccionamiento subcelular se em
plearon enzimas de reconocida ubicación dentro de las células 
de hígado de rata. Los ensayos de Glucosa-6-fosfatasa sorpren 
dieron con sus extremadamente bajas actividades (Tablas III y 
lili). No obstante,la homogénea distribución de actiridades 
específicas interensayos está indicando que la"fracción mi- 
tocondrial" es más rica en esta enzima. El hecho de que es
tas fracciones no hayan sido purificadas por lavados y recen 
trifugaciones impide discriminar el auténtico origen de esta 
actividad (mitocondrial o microsomal), pero lo que sí resulta 
claro es que la actividad de Glucosa-6-fosfatasa en los órga
nos estudiados es prácticamente despreciable no siendo por lo 
tanto muy útil en el análisis de las fracciones. Por otra par 
te algunos autores han concluido que la membrana externa mito 
condrial posee esta actividad (124)» De ser asi en los tejidos 
estudiados, la mayor riqueza en esta actividad de la "fracción 
mitocondrial" podría ser explicada por ausencia do la misma en 
la "fracción microsomal" en las condiciones experimentales u- 
tilizadas.

El ensayo de NADPH-citocromo c reductasa resultó más con 
veniente y la localización de la misma era- microsomal (Tabla 
XIV). Esto está de acuerdo con el uso de la misma como enzima 
marcadora. La mayor actividad específica fue encontrada en la 
"fracción microsomal". La actividad específica de la "fracción 
mitocondrial" fue también significativa indicando que en las 
centrifugaciones a 10.000 x g una parte importante de los "mî  
crosomas" podrían haber quedado atrapados en el precipitado.
La actividad específica hallada en el "citosol" hace sospe
char la existencia de "microsomas livianos". Esto último es 
coincidente con la observación de actividad elongante rema
nente encontrada cuando se estudió la biosíntesis de ácidos 
grasos "de novo" en el sobrenadante de 105.000 x g.

En cuanto a la actividad de Succinato-citocromo c redu£ 
tasa se comprobó que su localización preferencial era en la 
"fracción mitocondrial" (Tabla IV), lo que estaba de acuerdo 
con su localización en otros sistemas y que ha hecho de la mis
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1 1  •  un buen marcador de mitocondrias. También se observó 
que había algo de esta actividad en la "fracción microsomal" 
y su ausencia en el "soluble".

Del análisis de este conjunto de resultados surge que 
,• con el fraccionamiento simple utilizado no es posible obte
ner fracciones subcelulares de alta pureza; que la Glucosa- 
6-fosfatasa no es un marcador adecuado para optimizar las con 
diciones de fraccionamiento de este sistema; que las activida 
des estudiadas están de acuerdo con una distribución en las 
fracciones subcelulares análoga a la de hígado de rata (ex
cepto la poco activa Glucosa-6-fosfatasa); que la "fracción 
microsomal" es razonablemente activa al menos en cuanto a 
NADPH-citocromo c reductasa en los tiempos comunes empleados 
para la obtención de la preparación. A la luz de este último 
dato, el fracaso en la demostración de actividad de desatura 
sas en la"fracción microsomal" no se podría atribuir a daños

y

del sistema de transporte electrónico o al menos sería bas
tante improbable. Es importante señalar que en insectos son 
muy importantes los mecanismos microsomales de oxidación de 
tóxicos e insecticidas. Por último, la variación en la can
tidad de proteínas en cada fracción como la de las recupera
ciones se atribuye a las pequeñas cantidades de material con 
que se ha debido trabajar.
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1) El contenido de lipidos del Triatoma infestans se modifica 
a lo largo de su ciclo evolutivo. La función de reserva e- 
nergética de los mismos es máxima en el estadio de huevo 
durante el cuál el insecto no se alimenta de una fuente ex 
terna.

2) Los ácidos grasos más importantes a lo largo de su ciclo £ 
volutivo son palmltico, esteárico, oleico y linoleico.

3) La distribución porcentual de los mismos varía durante su 
ciclo evolutivo. En los estadios de huevo y ninfa I la re
lación palmítico+oleico/esteárico+linoleico es muy grande 
y decae notoriamente en el segundo estadio ninfal mante
niéndose luego casi constante. La causa puede estar rela
cionada con el alto contenido de lipidos de reserva en a- 
quellos primeros estadios.

4) En las condiciones del insectario no hay variaciones sig
nificativas con el cambio estacional de las composiciones

y

de ácidos grasos en los estadios estudiados.
5) La composición de ácidos grasos en insectos adultos de am 
' bos sexos refleja con algunas modificaciones la composi
c i ó n  de su dieta.

6) La clase lipídica más abundante tanto en huevo como en a- 
dultos es triacilglicéridos. Los fosfolípidos más importan 
tes son fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en una r¿ 
lación entre ambos que se aproxima a la unidad.

7) Los ácidos grasos predominantes en triacilglicéridos son 
palmítico y oleico.

8) En la fosfatidiletanolamina palmítico, palmitoleico y ole¿ 
co están disminuidos y esteárico y linoleico aumentados res 
pecto a su distribución en triacilglicéridos .

9) El Triatoma infestans tiene desde el estadio ninfal I de su 
ciclo evolutivo hasta adulto la capacidad de sintetizar "de 
novo" a partir de acetato ácidos grasos saturados y desde 
el estadio ninfal II hasta adulto, también monoetilénicos.

10) En los insectos adultos quedó demostrada la capacidad de e- 
longar palmltico a esteárico y de desaturar éste a oleico.
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11) El sobrenadante de 10.000 x g de un homogenado de órganos 
extraintestinales del abdomen de hembras adultas jdrenes 
mostró poseer capacidad para sintetizar "de novo" a par
tir de acetil CoA, ácidos grasos saturados de 10 a 18 car 
bonosf monoetilónicos: 10:1, 12:1, 16:1 y 18:1 y presunta 
mente de 20:1 y 20:2.

12) En el sobrenadante de 105.000 x g del mismo preparado qu<e 
dó demostrada la presencia de una ácido graso sintetasa 
cuyo producto principal era el ácido palmítico. La apari
ción entre los productos de incubación de cantidades me- 
dibles de los ácidos tentativamente identificados como 
20:1 y 20:2 y la ausencia de 20:0.como de los demás mono 
etilónicos permiten descartar que su formación sea a tra 
vés de la desaturación del 20:0 y sugieren como probable 
su origen por elongación de oleico y linoleico respecti
vamente.

13) De las conclusiones anteriores se deduce como muy proba
ble la existencia de por lo menos una desaturasa activa

~~ capaz de convertir ácidos grasos saturados en los corréis 
pondientes monoetilónicos en el precipitado de 105.000 x 
g ("fracción microsomal").

14) "In vivo", la incapacidad de formación de palmitoleico a 
partir de palmítico Junto a la producción de oleico a par 
tir de esteárico cuando estos ácidos fueron inyectados su 
gieren que la formación de palmitoleico (observada cuando 
se estudió la biosíntesis"de novo" a partir de acetato) 
no sería realizada por la misma enzima que origina al o- 
leico o por lo menos que la compartamentación de los dos 
ácidos saturados es distinta.

15) La Glucosa-6-fosfatasa tiene en el "pool" de órganos ex
traintestinales del abdomen,muy baja actividad siendo por 
tanto inadecuada como enzima marcadora de "microsomas".

16) Las actividades de NADPH- y Succinato-citocromo c reduc- 
tasas sí resultaron buenas indicadoras de las fracciones 
"microsomal" y "mitocondrial" respectivamente en la mis
ma preparación.
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