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INTRODUCCTION



1)los insectos. Generalidades.

Los insectos constituyen dentro del Reino animal 1la
clase mds abundante en especies y en mimero. Hay descrip-
tas aproximadamente un millén de especies. Su antiglledad
sobre el planeta y la diversidad de nichos ecolégicos jue

ocupan nos indican una gran capacidad de adaptacidén.

2)Desarrollo y crecimiento.

ILa mayor{a de los insectos eclosionan (rompen el co-
rién Jue es una cubierta jue envuelve al huevo) dando lugar
a un estado morfoldgico jue difiere del imago o insecto
adulto. En consecuencia, para llegar a adulto el inseé¢to
debe pasar a través de cambios profundos tanto morfolégi-

cos como fisioldgicos, jue se conocen como metamorfosis.

Los insectos alados (Pterigota) pueden dividirse en

dos grandes grupos de acuerdo al grado de metamorfosis
que sufren: Hemimetdbola y Holometdbola.

En los Hemimetdbola los insectos inmaduros (ninfas)
se parecen a los adultos difiriendo de ellos por no tener
alas, génadas y genitales externos, ademds del tamafio. Los
érdenes jue pertenecen a este grupo son los Exopterigota,
en los Jue las alas en desarrollo son vistas externamente
como "esbozos alares". Puesto jue el exoesjueleto de 1lcs
insectos es rigido el crecimiento gradual les estd impedido.
Todo aumento de tamafio se lleva a cabo a través de una "mu-
da" o "ecdisis" que no -es mds que el abandono del viejo
exoesjqueleto ("exubio") estrecho por uno nuevo mds amplio.
En los Hemimetédbola se producen 5 mudas desde ninfa de es-
tadio I hasta adulto. Aunjue existe una transicién 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 deposicidén de

una nueva cutfcula de naturaleza diferente, con extensa
Histolisis de érganos iRternos cducos y crecimiento de o-
tros nuevos adecuados a la vida adulta, como misculos alares

y gbnadas,
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Evolutivamente los hemimetfbolos son mds primitivos que
los holometdbolos. El"Triatoma infestans" es un hemimetdbo-
lo.

El desarrollo holometdbolo es observado en los Endop-
.- terigota, en los Jue las alas se desarrollan internamente.
En este caso la metamorfosis comprende 2 mudas especiales.
Ia eclosidén del huevo da lugar a la larva jue crece por su
cesivas mudas, pasando en la Ultima 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 ecalégioo y funcién dis-

tintos. (1)

3)Hormonas y su accién sobre el desarrollo de los insectos.

Las mudas y la metamorfosis que ocurren en los insectos
estdn bajo cgntrol hormonal. E1 sistema neuroenddcrino en
insectos comprende 2l cerebro y las gldndulas asociadas e
inervadas por é1: la "corpora cardfaca" y la "corpora allata"
* (productora de hormona juvenil); ademds en el protérax,un
par de gldndulas ("protordcicas") producen la hormona de
muda o ecdisona., Est{imulos diversos: cambios de temperatura,
fotoper{odo, distensién del intestino por la alimentacién
inducen a las células neurosecretoras del cerebro a producir
_ hormona protordcicotréfica que pasa a la hemolinfa (medio
1fjuido jue bafia los érganos internos de los insectos).

Esta hormona estimula a su vez a las gldndulas protordcicas
que responden con la sintesis y/o liberacidén 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 tan
to que la hormona juvenil dgfermina la salida morfoldgica
de ella (larva, pupa o imago en holometdbolos; ninfa o ima-
go en hemimetébolos). As{ el conjuto de ambas hormonas de-
finen cudl ha de ser el siguiente estadio. £n los hemimetd-
bolos, un nivel alto de hormona juvenil coﬁ un nivel induc-

tor de hormona de muda producen mudas a estadios ninfales,



La disminucién de la hormona juvenil en circulacién con un

nivel inductor de hormona de muda producen muda a estadio

adulto.
[fref:? Celvias Neurosecretoras
1 Glandula Protoracica

Rormona JHormona

Juventl (Juvenil
/_—J_/

W Hormona de Hfuda | / Hormona de Muda
/ : Hormona - ‘
Mvda Larval 1 de Muda =~
*ﬁ“ﬂ“ﬂ* \
/ N{ -/

“Mudg popal ~ N Muda Adulta

Fig.l Esjuema cldsico del control hormonal de la muda vy la

metamorfosis en un insecto holometdbolo.

. 4)las feromonas: un lenguaje quimico en los insectos.

_Se llaman feromonas a compuestos quimicos jue transmi-
ten sefiales 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" ajuellas que ocacionan cambios inmediatos del com
portamiento. Son "iniciadoras" cuando luego de su recepcién
se producen cambios fisiolégicoe jue finalmente causan alte
racién del comportamiento.(3) Puesto jue el medio 3que sepa-
ra 8 los insectos terrestres es el aire se rejuiere jue es-
tos compuestos sean voldtiles. La mayorfa de las feromonas

conocidas son derivados de terpenos y 4cidos grasos.(4)
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Los receptores para las mismas generalmente estdn ubicados
en las antenas. Butenandt(5) demostrd jue la reseccidén de
éstas eliminaba toda respuesta sexual del macho de la ma-
riposa emperador. Ademds de las adaptaciones metabdlicas,
.el lenguaje quimico ha sido un valioso medio para la pros-
peridad de los insectos en el planeta favoreciendo su repro
duceidn y 1a conservacién de las especies.

Entre las feromonas liberadoras estdn: las de alarma
qQue alertan sobre un peligro; las de reelutamiento jue reu-
nen al grupo (en los insectos sociales) para la defensa, o
para seflalar el camino a casa o &l alimento. Entre las fero
monas iniciadoras tenemos el ejemplo bien estudiado de la a
beja reina: tiene una feromona jue inhibe el desarrollo de

los ovarios en las obreras. (3)

5)Bioquimica de los insectos.

a)Digestién y absorcién.

Los insectos cuentan con enzimas digestivas jue les
permiten degradar el alimento. A veces son microorganismos
simbidticos los jue realizan la tarea.(l) las larvas del
escarabajo agujereador de la madera tiencn enzimas celuldsi
cas y junto a algunos miembros de Mollusca son hasta ahora
los dnicos animales con estas actividades.(6) En general se
encuentra una buena correlacidn entre la composicidén del
alimento y las actividades enzimdticas que permiten degra-
darlo: un insecto omn{voro como la cucaracha segrega pro-
teasas, lipasas, amilasas, in?ertasa y maltasa jue hidro-
lizan protei{nas, grasas, almidén, sacarosa y maltosa res-
pectivamente, sustancias jue pueden encontrarse en su dieta
(7,8); en Glossina morsitans jue es hematéfaga se han encon
trado proteasas muy activaé(9).

Los mecanismos de absorcidén varfan con las especies.

A diferencia de los mam{feros los pocos insectos estudiados
no muestran transporte activo de monosacdridos a través de
de la pared intestinal. Aparentemente los monosacdridos se-

rian absorbidos por difusién pasivay,ésta se verfa facili-

///
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tada por la répida conversién a trehalosa que realiza el
cuerpo graso jue envuelve el intestino(1C). En la hemolinfa
de los insectos se encuentran gran cantidad de aminodcidos
libres(hasta 50 veces la concentracién en sangre de verte-
_brados). Esto es una dificultad para un mecanismo activo de
absorcién puesto gque serfa muy costoso desde el punto de
vista energético. En la langosta Schistocerca gregaria se
ha observado difusién de aminodcidos a través del intestipo
medio a la hemolinfa, pudiendo este proeeso estar vinculado
con una mayor extraccién de agua desde el mismo, con lo jue

ge producirfia un gradiente de entrada(1l0).

b)E1l misculo volador.

Una caracter{stica de los insectos es el gran consumo
de energf{a que realizan ciertos tejidos en ciertas circuns-
tancias. En consecuencia es conveniente mencionar algunas
caracteristiéas fisiolégicas de uno de los tejidos més es-
tudiados en insectos: el misculo volador. Su consumo de 02
~ en actividad puede llegar a ser 50 a 100 veces mayor al del

reposo(1ll). E1 alto consumo de 0O, por unidad de peso y el

alto grado de control han hecho ge este tejido el de elec-
cién para el estudio de las oxidaciones biolégicas y el
transporte electrénico. Una profusa cantidad de trajueolas
llega hasta muy cerca de las mitocondrias suministrando ade

" cuadamente el 02. El combustible de vuelo usado(gldcidos,
lipidos o aminodcidos) varfia 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 m4s importantes como reserva e-
nergética en insectos son el glucégeno y el disacdrido tre-
halosa. E1 glucégeno se almacena principalmente en el cuer-
po graso, misculo volador e intestino. La trehalosa es el
glicido mds importante en la hemolinfa de muchos insectos,

aunjue también estd presente en el cuerpo graso dénde ///
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se sintetiza y en el misculo(1l2). Puesto que la trehalosa ocupa
una posicién central como forma de transporte de glucidos a los
distintos tejidos, la regulacién de la sintesis y degradacion
del glucégeno en el cuerpo graso debe acusar esta peculiaridad.
En el siguiente gréfico se esquematizan las intercenversiones

_- emntre glucosa, trehalosa y glucégeno.

Jucogeno Trehalo
(_6 q ﬁ P)f—? f' Qlosq — )
o /M) o
/‘,P‘ (E) 77'270/050-6/3 (I) ,

(F " c)

PPi UDPG ATP

urp/| P
k” Glucosa 1-P

- (C)

v

6lucosa

Glucosa- 6P —— 2
+ ()

Productos Finales dela Glueolisis

| 53—

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

‘UDP-glucosa pirofosforilasa; E-Glucébégeno sintetasa; P-Glucégeno

fosforilasa; G-Trehalosa-6-P sintetasa; H-Trehalosa-6-P fosfata

sa; I-Trehalasa; J-Glucdlisis.

El metabolismo de los hidratos de carbono parece seguir en
1ineas generales el modelo conocido en vertebrados, &l menos en
los tejidos de insectos hasta ahora estudiados (12). Por las ra
zones arriba apuntadas, en ;l miscule volader se han observado
variantes de interés. La glucélisis en insectos transcurre por
la via conocida, pero em este tejido estd adecuada para permi-

tir realizar la oxidacién de hexosas con alta eficiencia a 002

y 520(11). Esto es concretado por las altas actividades citosé-
licas de gliceraldehido-3-P deshidrogenasa (G-3-PD-NAD depen-
diente), la que oxida el NADH formado ///
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en la glucélisis(Las mitocondrias de insectos al igual jue
las de vertebrados, son impermeables al NADH y al NADPH),
produciendo glicerol-3-P estejuiométricamente. Este atra-~
vesando la membrana externa de la mitocondria es oxidado

~ en la interna por una actividad homdloga(G-3-PD-FAD depen-
, diente) con lo Jue los equivalentes de reduccién resultan
transferidos del citosol a la mitocondria. Por otro lado
la actividad de lactato deshidrogenasa(LDH) que es adta
en misculos muy activos durante poco tiempo(misculos de
patas de insectos) con largos perfodos de recuperacidn,

es baja en los misculos voladores de langosta jue son muy
activos durante mucho tiempo: la relacidén de actividades es
pec{ficas G-3-PD/LDH alcanza el valor de 100(13). As{ 1los
productos finales de 1la glucéliéis en este fejido son gli-
cerol-3-P y 4cido piridvico que la adecdan a una completa
oxidacidn mitocondrial, especialmente en insectos con alta

frecuencia de movimiento de alas: Diptera, Hymenéptera.

VYoo Bleoss 22— Trepalosa
- -2 (G App o
5/0%53 GP S Clucosa- 1P .—( veagenop

Glueagenon
Fructasa-G-P
oo 16406 @

Fru%osa -lﬁ-dI-P\ o
Gliceraldehido-3-P < Dihidroxiacetona—==5Glrerol 3P

A (0)

i AP G3-P
AN MO (e) (o#AP) (65F)
1,5-di—/7- glcerato
3P-glicerato Ciclo del Glicerol-

' ->-P
2~P—19//cerdto CITOPLASMA

I,
P-enol-piruvato

e

NADH NAD*

P/fUVA(O----(—C;- lactdto

‘L MEMBRANA MITOCONDRIAL ([) {
Ciclo del acido citrico DHAP +——<——G63P

MTOCONDRIA]  FPHe  #7

Pig. 3 Glucélisis y ciclo del glicerol-3-P en el misculo volador

A-Fosfofructokinasa; B-Gliceraldhe{do-3-P deshidrogenasa; C-Lac-
tato deshidrogenasa; D-Glicerol-3-P deshidrcgenssa citoplasmdti-
ca; E-Glicerol-3~-P deahidrogenzsa mitocondriel.,
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La comparacién del potencial glucolitico del misculo
volador de insectos(dado por la actividad mdxima de fosfo-
fructojuinasa) con la actividad mdxima de G-3-PD mitocon-
drial indica que la operacién de esta lanzadera probable-

_ mente darfa cuenta de la reoxidacién de todo el NADH for-
mado extramitocondrialmente(14).

La glucbélisis como en mam{feros, reveld un control
primario a nivel de la fosfofructoquinasa que es inhibida
por el ATP y desinhibida por AlMP, AMPC Yy Pi’ Al comienzo del
vuelo el ATP disminuye y concomitantemente aumentan AMP y Pi'
Sin embargo, la relacién del descenso deATP al incremento de
AMP y Pi no permite explicar el aumento de 100 veces obser-
vado en la glucélisis al comiengp del vuelo. Esto hace su-
poner Jue puede habef otros factores involucrados en la re-
gulacién de la fosfofructoquinasa(l4).

Para evitar un gasto inditil, en mamiferos existe regu-
lacién de la/glucdlisis po¥ intermedio del ciclo de Krebs;
més concretamente: la fosfofructojuinasa es inhibida alos-

- téricamente por el dcido cf{trico. Esta regulacién no se pu
do-encontrar en el misculo volador de la langosta(1l5).

Los productos de la glucélisis deben oxidarse en las
mitocondrias. Se ha observado que el misculo volador de
Phormia regina contiene cantidades excepcionalmente elevadas
de glicerol-3-P, permaneciendo constante durante el vuelo.

" De aqui resulta que todo excedente de glicerol-3-P formado
por la oxidacién del NADH extra producido por el aumento de
la glucélisis es oxidado inmediatamente. Esto sugiere jue
la oxidacién mitocondrial del glicerol-3-P en la transicidém
reposo-vuelo del misculo es activada(l6).

Estos estgdios realizados "in vivo" también demostraron
una brusca elevacién en 1a‘66ncentracién de piruvato acompa-
fiada por acumulacién de alanina y acetilcarnitina en el mis-
mo momento. El1 aumento de piruvato y acetil-carnitina cuan-
do el vuelo comienza, estd indicando que el piruvato no es
oxidado por el ciclo con }a misma velocidad con que es pro-

ducido. El aumento de alanina se produce con un decremento

- ///
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simulténeo y estequiométrico de la prolina desde las altas
concentraciones en jue se halla en reposo(l6).

Relacionado con esto Ultimo estd la permeabilidad de
las mitocondrias del misculo volador de la moscarda. Es-
~ tudios "in vitro" indican que éstas 86lo oxidan glicerol-3-P
’ exégeno, piruvato y acetilcarnitina, en menor proporcién
prolina, Ning¥n intermediario del ciclo de Krebs, ni glu-
tamato, ni aspartato constituyen un sustrato respiratorio
efectivo. Esto serfa debido a la escasa permeabilidad de
las mismas a estos compuestos. las translocasas especificas
de 4cidos di- y tricarbox{licos de mitocondrias de mamiferos,
parecen estar ausentes(17). Una razén postulada para que és-
to sea as{ estarfa en el hecho de que teniendo el tejido es-
tudiado un cociente réspiratorio‘muy alto, la ausencia de
permeasas mds bien impedir{a la pérdida de intermediarios,
que la entrada. Ademds en dicho tejido la biosintesis de
productos extramitocondriales no serfa el objetivo como ocu-
rre en mitocondrias de higado de rata(l7).

—~—-

— d)Algunos aspectos propios de insectos en el metabolis-

mo de aminodcidos. -

Se ha observado que las mitocondrias aisladas de mﬁscg
lo volador de insectos pierden rdpidamente su capacidad pa-
ra oxidar el piruvato. En la mitocondria de moscarda esta si
“tuacién puede revertirse con prolina, pero no con intermedia
rios del ciclo de Krebs, ni glutamato. Esto estd de acuerdo .
con las propiedades ya mencionadas de la mitocondria y su-
gieren jue el papel de la oxidacién de prolina en las mito-
condrias del misculo volador de la moscarda, al comienzo del
vuelo, es el de proveer intermediarios del ciclo para ade-
cuarlas a la mayor cantidad“de piruvato, proveniente de 1la
glucblisis, que debe oxidar(18). la oxidacién de prolina
transcurre en insectos(todos los mayores érdenes) del mismo
modo que en los tejidos de mam{feros: formacién de glutama-

to pasando por A-pirrolin-5-carboxilato.



Apirralin-5-carboxilato
/CH,— Cﬁ D' NADHH® /CHI—— ail deshidrogenasa CH;— (K,
D ; _
t”'\ pe-com ™" dm’”c\\ HC-C00H 7N ”‘30[ "’f (oK

rodna gesuare: AD* NADH'+ 7’

N/ genasa /v/ NAD™ NADH+H 2

H

Prolina A pirrolin-5-tarborilato Clutamico

Pig. 4 Oxidacidén de prolinra.

la transaminacién del glutamato con el piruvato da ala-
nina y (~cetoglutarato que es oxidado a oxalacetato en el ci
clo de Krebs. As{ entonces, la prolina origina oxalacetato
que permitirfa una mayor oxidacién del piruvato, el exceso
del cudl por transaminacién con el glutamato darfa alanina
¥y por oxidacién parcial, acetilcarnitina,

El rol de la oxidacién de prolina en la mosca hematéfa
ga tsé-tsé Glossina morsitans es aparentemente méds importan
te: Bursell(1l9) mostré Jue la concentracidn de prolina cafa
abruptamente durante el vuelo, mientras simult4nea y este-

‘quiométricamente agscendia el nivel de alanina. Los estudios
de marcacién resultaron congruentes con la operacién de un
ciclo como el que se muestra en la pdgina siguiente. De a-
cuerdo a este ciclo la transformacién de 1 mol de prolina
en 1 de alanina provee 14 moles de ATP. Si a esto se 1le agre
&a el hecho de jue la tsé-tsé posee poca cantidad de glucé-
geno y minimas cantidades dg;trehaIOSa y glucosa, es 1l{ici-
to pensar Jue la oxidacién de prolina ocupa un "sitio cen-
tral” en el suministro de energfa. Confirmando esta hipdte-
8is estdn las bajas actividades glucoliticas halladas en

tsé-tsé si se las compara con las de la moscarda y que la

/77
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Prolina

NAD?
NADH+H*
A Pirrolin-5- Carboxilato
NAD*

. NADH + H*
Pirvvato Glutamato

(0,
Alanina ¥dxoglutarato

CoASH NAD

o, NADH+H*
Oxalacatato Juccinil-C.A

NAD;;I 6DP +P;
NAD™ 6TP
Malato Svccinato

fp

Fumarato Fph,

- |Reaccion neta : Proling —> Alaning+2 C0,+INADH +3H*
+2fp H;+GTP

Proling — Alanina +2 C0,+5H,0+I4ATP

Fig. § Oxidacién de prolina durante el vuelo en la mosca tse-

tse "Glossina morsitans'.

succi{nico deshidrogenasa(enzima participante de ciclo propues
to) presenta actividades semejantes en ambos insectos. La im;
portancia de la oxidacién de prolina tal vez surja como con-
secuencia del tipo de ingesta(sangre) con baja cantidad de
gldcidos. £1 hecho de haberse hallado actividades importan-
tes de prolina deshidrogenesa en misculos voladores de otros
insectos sugiere que el caso de la tsé-tsé tal vez no sea
Unico(11).

Los insectos tienen los mismos rejuerimientos que los
mam{feros en cuanto a aminodcidos esenciales con el agrega-

do de arginina(20).
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El triptofano sirve de precursor de un grupo de pigmen
tos: los "ommocromos", Jque son responsables del color pro-
fundo de los ojos de los insectos y jue ademds contribuyen
a la coloracién dbrillante en muchas especiea. 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 blojueos genéticos.
Este fue uno de los trabajos pilares en el desarrollo del

concepto de que los genes controlan la sintesis de enzimas(20).

e)la cadena respiratoria.

Este concepto fue introducido por Keilin en 1925 cuan-
do trabajaba con misculo volador de insectos.

Cuando se estudia el espectro diferencial de las mito-
condrias reducida y oxidadas(de misculo volador de moscarda)
a -1909C (Temperatura a la cudl resulta un agudo adelgazanmien
to de las bandas de absorcidn de los citocromos) se observan
diferencias en la composicidén de los citocromos respecto a
la de mitocondrias de mamiferos. Un esjuema de la secuencia
de los transportadores, basada en estudios cinéticos y con

inhibidores se da a continuacidén:

Glicerol 3 P~FP KCN
Rotenand \ Antimicina

NADH——FP —UQ —ith -§461th51—*£1[- (—0U(d+3) 0,
CiL555 Ascorbato §

Succinato~FA s €0
(------- ) 3itios de Inhibician

Fig. &6 Posible ordenamiento de los componentes de la cadena

respiratoria (21).



#)los 1{pidos y su metabolismo en insectos.

fl)Lipidos en insectos.

Entre las funciones mds importantes de estas sustancias
en los organismos vivos estdn las de constituir sus membra-
~ nas celulares y servir como combustible de reserva. En la
grasa se puede almacenar en pequefio volumen por su natura-
leza hidréfoba, una cantidad de energ{a muy superior a la
del mismo volumen de glucédgeno. Este aspecto es de aprecia-
ble importancia sobre todo en ajuellos insectos jue deben
volar por largos perfodos de tiempo. Hay también otras cir-
cunstancias en que los insectos recurren a formar abundan-
tes reservas lipfdicas: as{ antes de la "pupacidén" o la "dia
pausa"; también las hembras maduras en perfodo de oviposicién.
Algunos insectos Jjue se alimenta; 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(Sitotrééa cerealella)(24). Los 1ipidos en insectos de-
rivan directamente de la dieta o son sintetizados a partir
dé precursores no lipidicos como protefnas y glicidos jue

de-ella provienen.

f2)Contenido lip{dico y composicién.

Hay gran variacién en el contenido lipidico de insectos
de distintos &érdenes e inclusive dentro de una misma familia.
Fast(23) con la base de de una abundante recopilacidén de re-
sultados, ha indicado que el contenido graso de los insectos
puede alcanzar valcres tan altos como el 40% del peso hidmedo.
Sin embargo, la mayoria de las especies estudiadas contienen
cantidades de 1{pidos inferiores al 10% del peso himedo.

Como ha sido discutido por Scoggin y Tauber(23) son mu-
chos los factores que inflﬁ}én sobre el contenido lip{dico
de los insectos: estadio de desarrollo, nutricién, tempera-
tura ambiental, sexo, ayuno, diapausa, si es migratorio o no
¥ por supuesto su ubicacién taxonémica. Resulta notable 1la
influencia del sexo sobre la cantidad de depdsitos grasos:

en general la hembra recién mudada tiene niveles mayores a

. ///
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los del macho en la misma condicién. Esto tal vez guarde re

lacién con el desarrollo de los huevos. En algunas mariposas
gusanos también ocurre la situacidn inversa, pudiendo tener

®l macho al memento de la emergencia, un contenido lipfdico

- hasta 10 veces superior al de la hembra(25). En este caso

la razén podr{a ser el comportamiento de apareo de la espe-

cie(Hyalophora cecropia), y& que el macho debe volar grandes
distancias en bdsqueda de la hembra y puesto que como adulto
no se alimenta sus reservas deben ser abundantes(26).

Los 4cidos grasos mayoritarios en insectos como en otras
formas de vida son los de 16 y 18 carbonos saturados y no sa-
turados. Ye las especies relacionadas con Triatoma infestans
gse citan(27) las composiciones cuantitativas de:

ACIDOS GRASOS (% en peso)
INSECTO ESTADIO 14:0 16:0 18:0 16:1 18:1

Triatoma .
phyllosama adulto 1,3 52,6 4,4 3,8 32,7
Rhodnius

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

~—

Del contenido lipfdico de los insectos en todas sus e-
tapas de desarrollo probablemente la mayor parte la consti-
tuyen los triglicéridos(28). lLa presencia de diglicéridos,
monoglicériﬁos, esteroles y ésteres de esteroles ademds de
fosfolipidos estd generalizada en ellos. De los 1ipidos de
cutfcula resultan importantes los hidrocarburos y las ceraé .
que disminuyen la permeabilidad al agua impidiendo su eva-
poracién. De los fosfolipidos mayoritarios se observa en ca
8i todos los insectos estudiados mayor cantidad de fosfati-
dilcolina que de fosfatidl;qtanolamina al igual Jue en ver-

tebrados(292).
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f3)Absorcidn de 1fpidos de la diete y su incorporacidén
a 1{pidos del cuerpo graso.

Treherne (29) aliment$ a Periplaneta americana con tri-
14C-palmitilglicérido y concluyé que la absorcién se produ-
. c{a Unicamente en el intestino medio. Weintraub y Tietz(30)
observaron jue en Locusta migratoria(langosta) el tri-l4C-
oleilglicérido era fdcilmente hidrolizado a monoglicérido,
diglicérido y 4cidos grasos libres en la luz intestinal; en
cambio el tri-l4C-pa1mitilglicérido era excretado sin cam-
‘bios. Los mismos autores han mostrado jue lipoprotefnas de
la hemolinfa pueden incorporar y transportar 4cidos grasos
libres y que éstos eranhfécilmente aprovechables por el
cuerpo graso. También dieron evidencias de que a partir de
los productos de absofcién habia resintesis en analogfa a
lo que ocurre en mamiferos. As{ serfa posible jue durante
la absorcién de la grasa, los 4dcidos grasos entraran a las
células intestinales y jue convertidos en diglicéridos(ma-
yor forma circulante de los lipidos en este insecto) fue-
ran liberados a la hemolinfa, posiblemente como lipaprotei-
nas, desde dénde serfian tomados por el cuerpo graso para al
macenamiento como triglicéridos(1l{pido mds.importante de
las reservas). El1 1l{pido circulante serfa accesible al mis-
culo volador como combustible para el vuelo. Si la formacidn
de diglicéridos ocurre en las células intestinales, es posi-
ble que los fosfolf{pidos estén involucrados como intermedia
rios ya que Weintraub y Tietz(30) han mostrado jue mucha de
la radiactividad de los l{pidos marcados ingeridos es incor
porada en los fosfolf{pidos intestinales y jue cuando 3H—gl_i_
ceril—tri~l4C-oleato es ingerido la razén 3H/l4C es muy si-
milar en los diglicéridos de la hemolinfa y en los fosfol{i-
pidos intestinales. la formacién de los diglicéridos puede
entonces ocurrir a través de la accién de una fosfolipasa
sobre los l{pidos formados. En contraste con la langosta,
en la cucaracha Periplaneta americana los l{pidos son trans
portados en la hemolinfa como triglicéridos y son converti-

dos a diglicéridos previamente a su entrada. al cuerpo graso.
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El complejo "corpus cardiacum=allatum" contiene un factor

que estimula la captacién de 1ipidos por el cuerpo graso(3l).

Para el pasaje de triglicéridos a diglicéridos se rejuiere

la presencia de una lipasa y tal enzima ha sido encontrada(32),
Ha sido demostrada la captacién de 4cidos grasos(14C-pal-

mitato) en 1lipidos del cuerpo graso tanto "in vivo" como "in

vitro" en distintos insectos(33, 34, 35, 36). Martin(37) u-

sando Pyrrhocoris apterus mostrd§ que los 1i{pidos eran toma-

dos en este orden, desde la hemolinfa al cuerpo graso cuan-

-do eran incubados: diglicéridos, dcidos grasos y triglicéri-

dos.

f4QDegradacién de los 1ipidos por el cuerpo graso.

El cuerpo graso ademédsxde liberar 1{pidos a la circula
cién jue son combustibles para otros 8rganos, los utiliza o-
xiddndolos para obtener energf{a para llevar a cabo funciones
tales como 1; gluconeogénesis.

Oxidacién de dcidos grasos. Hay pocos datos sobre la

- degradacién de los 1lf{pidos en el cuerpo graso, a pesar de
que ésta es la etapa inicial en la preparacién para su oxi-
dacién. Los triglicéridos por accién de lipasas originan 4-
cidos grasos y glicerol. Gilbert y col.(38) demostraron con
giderable actividad de esterasas en el cuerpo graso de Hya-
lophora cecropia, pero no de lipasas al menos por los méto-
dos habituales de ensayo. Sin embargo usando 14C-triole{na
el cuerpo graso mostrd ligera actividad de lipasa. A diferen.
cia de los anteriores otros autores han demostrado actividad
de lipasas en cuerpo graso, as{ Wlodawer y Baranska(39) 1la
encontraron en el cuerpo graso de la larva del gusano de ce-
ra; Chang y Friedman(40), en el de Manduca sexta. la activi-
dad lipol{itica del cuerpo gféso de Galleria mellonella ha si
do estudiada durante el desarrollo(41,42).

Los 4cidos grasos liberados por la accién de lipasas
pueden entonces ser oxidados por la accién de enzimas del
cuerpo graso, Esto fue demostrado en la moscarda ‘tucilia cu

prina en base a estudios sobre los cambios Jue sufrfan 1{pi

- ///
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dos, hidratos de carbono y aminodcidos: los 4cidos grasos
proveian la principal fuente de energfa(43,44). Martin(37)
demostrd jue el 1—14C-palmitato era fdcilmente oxidado por
el cuerpo graso de las hembras adultas de Pyrrocoris apterus,
aunque parece que los dcidos grasos se almacenan principal-
mente, en tanto la glucosa es usada preferencialmente. En
cuerpo graso de Schistocerca gregaria Walker y col.(45) de-
mostraron que los 4cidos grasos eran los sustratos preferi-
dos en todas las edades del macho adulte. Walker y Bailey(46)
-gugirieron que la degradacién de dcidos grasos podria estar
bajo control hormonal ya que la "allatectomfia" (reseccidn de
la corpora allata) incrementaba notablemente la capacidad de
oxidacién del 14C-palmitato a 14CO2 por el cuerpo graso del
mismo insecto, sin afectar la fo;macién de productos con so-
lubilidad de 4cidos.

Aunjue se sabe Jue el cuerpo graso oxida 4cidcs grasos
se ignora al/presente los mecanismos involucrados. La mayor
parte del trabajo realizado toma como sistema al misculo vo-
. lador., Nada se conoce acerca de la oxidacién de 4cidos gra-
gsos de diferente longitud de cadena carbonada y de distinto
grado de insaturacién. Se supone jue la B-dbxidacién transcu-
rre por los mecanismos conocidos en mamiferos, pero las ac-
tividades de varias enzimas involucradas ha sido poco inves-
tigada. Se ha detectado 3-cetoacil-CoA tiolasa en Locusta mi
- gratoria(47) y habria evidencia de 3-hidroxiacil-CoA deshi-
drogenasa en Periplaneta americana(48),.

Cuerpos ceténicos. Walker y Bailey(49) indicaron jue

grandes cantidades de dcidos grasos pueden ser degradados a
sustancias 4cido-solubles en el cuerpo graso de la langosta
del desierto. Posiblemente estas sustancias sean éuerpos ce-
$énicos. Como es sabido, en mami{feros la/s-oxidacién de los
dcidos grasos produce acetilCoA, ésta puede seguir a 002 y
HZO en el ciclo de Krebs, o puede originar cuerpos cetdénicos
por via del hidroximetiglutaril-CoA. Trabajos de Bailey y
col.(50,51) y Hill y co0l.(52) han demostrado que en cuerpo

graso de Schistocerca gregaria hay formacién de cuerpos ce-

. ///



~18-

ténicos que son oxidados por cuerpo graso, misculo volador
y testiculos. la capacidad de oxidar cuerpos cetdnicos en
este Yltimo érgano no es afectada ni adn por el ayuno.

Ciclo de Krebs. El acetil-Coa producido por/3-oxidacidn

~ de 4cidos grasos, degradacién de glucidos y protefnas puede

ser oxidado a CO2 y H2

mas necesarias han sido encontradas en polvos del extracto

C en este ciclo. El conjunto de enzi-

acetédnico de preparaciones mitocondriales y homogenados de
larvas enteras de Prodenia eridania(53). Ia mayor parte del
"trabajo sobre el ciclo de Krebs ha sido realizado en misculo
volador de insectos(ver pdg. 5). °in embargo, la informacién
gsobre diversas actividades del ciclo en cuerpo graso de dis-
tintas especies permiten suponer que el ciclo completo se
llevarfa a cabo en el‘cuerpo graso.

Estudios sobre el control de la respiracidén en el cuer-
po graso han sido realizados por %eeley(54)Es conocido que
la respiracign se ve afectada en vertebrados por accidn de
la hormona tiroidea. En insectos la bdsjueda de alguna hor-
~ mona que afectara el metabolismo basal, 1llevd al reconocimien
to~de la modulacidn del mismo por la "corpora cardiaca".

-

fS)Biosintesis de lipidos.

la sintesis de dcidos grasos ha sido bien estudiada en
vertebrados. De allf{ ha surgido que la biosintesis "de novo"
se realiza fundamentalmente en el citoplasma celular, reali-
zédndose en mitocondrias los procesos de elongacién y en mi-
crosomas, la desaturacidn y elongacién de los dcidos grasos.
En la siguiente ecuacidén se resume el proceso de biosintesis
"de novo":

8 CH,COSCoA + TATP + 14 NADPH + 14 u*
»)‘///

+ 8 CoASH + 7 ADP + 7 P, + 14 NADPY + 6 H,0

CH3(CH2)14COOH +

Como en ella jueda indicado el principal 4cido graso produ-
cido e8 el palmitico jue en la célula puede ser desaturado
y/o elongado para producir un espectro de dcidos 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

gsobre la biosintesis de dcidos grasos en bacterias y verte-
brados con el que se tiene sobre insectos, este Ultimo re-

sulta fragmentario.

Insecto entero. Estd bien demostrado jque los insectos

son capaces de sintetizar 1fpidos & partir de precursores

no lipfdicos. Ya Wigglesworth en 1942 (55) ayund larvas del
mosjuito Aedes aegypti hasta jque las reservas grasas en el
cuerpo graso estuvieran agotadas. La alimentacién entonces,
‘con protefnas, aminodcidos y azdcares llev§ a la reaparicién
de gotitas de grasa. La mariposa Danaus plexipus acumula gra
sa antes de la migracién aunjue su alimentacién es néctar
que no contiene 1l{pidos. Hay insectos jue desarrollan bien
sin otros lipidos en la dieta ademds de esteroles(55).
Walker y col.(45) mostraron jque en el macho adulto de la lan
gosta del degierto los 1ipidos del cuerpo graso derivan de
los hidratos de carbono de la dieta,

Los dcidos grasos polietilénicos linoleico(13:2a6) y

" 1inolénico(18:3@3) son rejuerimientos nutricionales esencia
les para los vertebrados y segin parece para la mayor parte
de 1os insectos(57). Parece probable que 1a funcidn de los
"gdcidos grasos esenciales" esté relacionada con la permeabi-~
lidad de las membranas celulares como en mam{feros ya jue
constituyen la mayor parte de los fosfolipidos, no siendo
constituyentes importantes de los triglicéridos(53).

la bios{ntesis de los 1{pidos en insectos "in vivo" ha .

sido estudiada por alimentacidén o inyeccidn de 14C-acetato

Y en &lgunos casos 14C—glucosa. La conversién de 14C—aceta-
to a dcidos grasos ha sido investigada en la mosca ilusca do
mestica(59), la cucaracha Periplaneta americana(60), la mog
carda Calliphora erythrocephala(61), 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 palmftico(16:0), palmitoleico(1l6:1), estedrico(18:0),
Y oleico(18:1A9), variando la proporcién en que se produce
le incorporacién a cada uno con la especie, Ia 14C-glucosa
también se convierte en écidog grasos en Hyalophora cecropia

(63), Bombix mori(64). Todos estos trabajos excepto el de
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Touloudes y col.(60), indican incapacidad de los insectos pa
ra sintetizar los 4dcidos grasos esenciales, La excepcién pue
de atribuirse a 1a accién de simbiontes intestinales,

Aunjue algunos autores han sugerido jue los 4cidos gra-
sos saturados y monoetilénicos se originarfan por 2 vias dis
. tintas(61)? esto no ha logrado confirmacién y mds adn, los
ensayos de desaturacién de dcidos grasos saturados han resul
tado positivos en algunos insectos(65,66). Estos mismos tra-
bajos sefialan jue es posible en alguna medida la desaturacién
-y elongacién de dcidos grasos saturados, pero no de insatura-

dos.
Municio y col.(67) estudiaron los cambios jue con el de-

sarrollo ocurren en la biosintesis de dcidos grasos desde 140-
acetato por homogenados del insecto entero Ceratitis capitata,
Los estadios de larva y pupa mostraron mayor incorporacién de
radiactividad que los estadios de huevo y adulto. También Nu-~
nicio y col. (68) siguieron estudiando la biosintesis de 4ci-
grases y lipidos "in vitro" en el desarrollo. Encontraron no-
_tables cambios en la biosintesis a partir de 14 _acetato en
el pasaje de larva a adulto farato. Los homogenados larvales
lo imcorporaban a dcido decanoico(10:0), ldurico(12:0), mi-
rfstico(14:0), palmitico(16:0) y palmitoleico(16:1w7), sien-
do el decanoico el de mds alta actividad espec{fica. Ia in-
corporacién era mayor en triglicéridos, en tanto jue en adul
to farato se hacfia principalmente en fosfolfpidos. Cuando
estﬁdiaron la elongacién y la desaturacidén(69) de dcidos gra
sos observaron jue el decanoico, ldurico, mir{stico y palmi-‘
tico eran desaturados a los correspondientes monoetilénicos
y también elongados. E1l grado de desaturacién se incrementa-
ba con la longitud de ia cadena carbonada, mientras disminufa
la elongacién. Los homogenados de éﬁlto farato no desatura-
ban ni elongaban,

Pue estudiada la conversién de glucosa, palmitato y a-

cetato en 1{pidos de Hyalophora cecropia(pupa y adulta)(63).

Qexcluyendo la desaturacién o deshidrogenacién,...
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Se observé que la radiactividad era rdpidamente incorporada
en diglicéridos.

Se ha estudiado el control de la bios{ntesis de 1l{pidos
en trabajos con insecto entero. Van Handel y Lum(70) mostra-
_ron que la hembra del mosjuito 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-
demds en el momento de la emergencia ambos contienen igual
cantidad de 1{pidos, luego aumenta muche 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 sintesis de glucégeno y esti-
mular la sintesis de triglicéridqs puesto jue la remociédn
de estas células incrementaban la capacidad de almacenamien
to de glucdgeno a costa del almacenamiento de triglicéridos.
Tal reversién de la sintesis no ocurre en los insectos ali-
mentados con/sangre(72). La reimplantacién de las células
neurosecretoras mediales en los mosjuitos hembras desde las
cuales habfan sido removidas, restringf{a la si{mtesis de glu-
cégeno pero no restablecia la sintesis de grasa, de dénde
los autores concluyeron jue dichas células ejercian una in-
fluencia sobre la sintesis de glucdgeno(73). En Hyalophora
cecropia se ha relacionado el tftulo de hormona juvenil con
la composicidn y biosintesis de 4cidos grasos tanto en el
macho como en la hembra durante el desarrollo(74). Para con-
cluir es importante sefilalar que los estudios sobre biosinte-
sis realizados "in vitro" con homogenados de insectos ente-
ros pueden orientar sobre lo jue sucede en érganos especifi-
cos, pero esto debe ser convalidado en experiencias posterio
res con los mismos.

Cuerpo graso, s{ntesis de &cidos grasos desde acetato.

El cuerpo graso intacto de Prodenia eridania incorporé
14C-acetato en dcidos grasos de cadena larga(75). la marca
se incorpord principalmente a palmitato aunjue también se
detect§ estearato, oleato, miristato y laurato. Homogenados

de cuerpo graso también sintetizan dcidos grasos en presen-

- ///



-22-

cia de ATP, maldénico, CoASH y glutatidn, Tietz(76) obtuvo
resultados similares trabajando con homogenados y sobrena-
dante de 20000g-20' de cuerpo graso de Iocusta migratoria.
Segin parece las enzimas encargadas de la sintesis de dci-
_dos grasos estarfan presentes en la fraccién soluble como
ocurre en vertebrados. Sin embargo es importante sefialar
que Goldin y Keith(77) dieron evidencias sobre la biosinte-
sis de dcidos grasos por mitocondrias de larvas de Drosophi
la melanogaster. Tietz y Stern(78) han mostrado jue microso
mas obtenidos de cuerpo graso de Locusta migratoria desatu-
raban estedrico a oleico, en tanto que las mitocondrias no
mostraron tal actividad. En contraste, en mitocondrias de
Drosophila melanogaster se obseryd conversidén de estedrico
en oleico, pero no de.palmitico en palmitoleico(77).

Bios{ntesis & partir de precursores no lipf{dicos. Pre-

paraciones dgl cuerpo graso de Prodenia eridania incorpora-
ron la marca de 14C-glucosa en dcidos grasos(75). Cuerpos
grasos intactos de Schistocerca gregaria podfan convertir

- aminodcidos y carbohidratos en dcidos grasos(79). la conver
8ién de glicidos a 1lipidos en el cuerpo graso ha sido inves
tigada por Walker y Bailey(80,81,82,83,46,49). Los autores
sobre la base de los cambios en 1la conversién de sustratos
marcados con 140 @ 1{pidos y las actividades de -enzimas cla
ves de la lipogénesis durante el desarrollo del macho adul-
to de la langosta del desierto Schistocerca gregaria, han
propuesto el esquema que se muestra en la pdgina siguiente,
para la via metab8lica recorrida. Los glicidos recorren la
via glucolitica en el citoplasma hasta piruvato que, pene-
trando en la mitocondria es oxidado a acetil-CoA., Ia lipo-
génesis es extramitocondrial por lo tanto el acetil-CoA sus
trato de la misma debe atrﬁggsar en alguna forma atravesar
la membrana interna mitocondrial(la cudl en mam{feros se ha
demostrado impermeable al paso de acetil-CoA). Por su conver
sidn a citrato se efectuaria el pasaje(84). En el citoplas-
ma actuarfa la citrato-liasa(ATP) para dar oxalacetato y a-

cetil-CoA.
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Fig. 7 Esquema para la conversién de carbohidratos a 1ipidos

en el cuerpo graso en macho adulto Schistocerca greg.
El oxalacetato podrfia retornar a la mitocondria en la forma
de..malato y por transaminacién a aspdrtico. Este esjuema ha
sido propuesto para mamiferos(85). Los citados estudios de
Walker y Bailey lo ratificarfan en insecios. Una de 1las exi
gencias de este mecanismo serfa la provisién de oxalacetato
a la mitocondria. En tejido adiposo(86,87) y gldndula mama-
ria de mam{feros(87) estar{a realizada por la piruvato car-
boxilasa mitocondrial; sin embargo esta enzima no cumpliria
el mismo rol en cuerpo graso(82). El paralelismo de los cam
bios con el desarrollo de las enzimas glucol{ticas claves:
fosfofructoquinasa y piruvatojuinasa con la enzima "mdlico"
sugirieron la formacién del oxalacetato mitocondrial por ac
cién de esta Wltima.

Se ha sugerido Jjue la'prVisién de NADPH en los siste-
temas de mam{feros,rejuerido para la sintesis de dcidos gra
sos serfa la ruta de las pentosasfosfato y el enzima "mdli-
co" actuando en el sentido de la formacién de piruvato(85).
Segin Walker y Bailey(81,88) la glucosa-6-P-deshidrogenasa

(ruta de las pentosas) y la isocitrato-deshidrogenasa cito-

pel a ; ///
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plasmdtica (NADP-dependiente) serfan las encargadas de 1la mis
ma funcién en cuerpo graso de Schistocerca gregaria. Que el
NADPH es rejuerido dependiendo del consumo de malonil-CoA y
acetil-CoA en la biosintesis de dcidos grasos por el citosol
_ de cuerpo graso de Bombix mori, fue demostrado por Horie(89).

Biosintesis de triglicéridos. En el cuerpo graso se de-

positan los li{pidos de reserva como triglicéridos. Los dci-
dos grasos §intetizados "in situ" son por lo tanto incorpo-
rados en su mayor parte &l glicerol para formar triglicéri-
dos. Estudios con insectos enteros ya mencionados, indican
que la marcacidén proveniente de 14C-acetato o 14C—glucosa
es incorporada principalmente a triglicéridos. Los estudios
de Walker y Bailey(49) con preparaciones de cuerpo graso a-
rrojaron idénticas conclusiones.

Tietz(90,91) ha indicado jJue la biosintesis de trigli-
céridos ocurfe por vias semejantes a las de vertebradcs. Mi
crosomas provenientes de cuerpo graso de Locusta migratoria
puestos en presencia de adecuados sustratos sintetizan 4ci-
- do fosfati{dico. La adicidén de sobrenadante de 14C.0COg pro-
duce la desaparicidn de dicho 4cido a la vez jue formacidn
de diglicéridos y triglicéridos. Si el sobrenadante es incu
bado con 4cido fosfat{dico, el resultado es la formacidén de
diglicéridos. Luego los microsomas contienen gligerolfosfa-
to- y diglicérido-aciltransferasas y el soluble fosfatidico
fosfohidrolasa,., Se observé ademds jue homogenados del cuer-
po graso podian efectuar la sintesis de glicéridos ya a par .
tir de (x-glicerolfosfato como & partir de glicerol. En mito
condrias se encontré la gliceroljquinasa para jue pudiera su
ceder as{.

Control hormonal de 1la bios{ntesis de lipidos. Se han

dado diversas evidencias deé jue la biosintesis de 1{pidos
estd bajo control hormonal. As{ la remocién de la "corpora
allata" en insectos adultos se sigue de una acumulacién de
l{pidos en el cuerpo graso(92,93,94). La composicién lip{-
dica de la langosta "allatectomizada" es parecida alila de

los controles aunjue estd4 aumentada la proporcién de fos-
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folfpidos(94). La capacidad para la lipogénesis desade 140—
acetato y 14C--glucosa en los cuerpos grasos de langostas
del desierto "allatectomizadas" fue medida(46). Fue observa
do jue la capacidad lipogenética por unidad de peso fresco
_de cuerpo graso permanecfa sin alteracién a pesar ds la "a-
llatectom{a"; lo que si se incrementd fue la caracidad lipo
genética total ya jue los cuerpos grasos de los insectos
"allatectomizados" eran mayores a los de los controles(94),
Estos resultados sugirieron jue la acumulacién de 1liridos
que segufa a la "allatectomfa" era debida al incremento de
la actividad biosintética. De las enzimas claves sefialadas
por walker y Bailey en la lipogénesis sélo 1a (ATP)citrato-
liasa tenfia aumentada su actividad espec{fica debido a la
"allatectomfa" (83). A pesar de lo anterior, los eutores su
girieron(94) jue la principal funcién de la "corpora allata"
en la langosta del desierto era regular el grado de diferen
ciacién y crecimiento de los tejidos. Los efectos de la "a-
llatectomfa" sobre la lipogénesis serfan pues secundarios

. 8)-jncremento de tamafio del cuerpo graso y la hormona de 1la
"corpora allata" no tendrfa efectos directos sobre la lipo-
génesis. Contrastan con lo anterior las observaciones de
Gilbert(95) jue obtuvo un 30% de supresidén de la lipogéne-
sis por agregado de hormona juvenil(hormona de la "corpora
allata") a incubaciones de cuerpo graso de Leucophaea ma-

derae.

6)Triatoma infestangs. Relacidn con 1la enfermecdad de Chagas,

El Triatoma infestans es el agente vector del mal de
Chagas en nuestro pais. Se alimenta sobre el hombre pudien-
do hacerlo también sobre animales de sangre caliente jue se
encuentren en su habitat: eT;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 replecidn y defeca en la misma zona

donde efectud la picadura. Si el insecto estd infestado por
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Tripanosoma cruzi, agente causal de 1la enfermedad, sus deyec
clones estardn cargadas de este flagelado jue merced a su al
ta movilidad penetra por la zona erosicnada a su ruevo hués-
ped ocaciondndole la =nfermedad.

Aunque el Triatoma infestans no es el dnico vector del
" mal de Chagas en nuestro pais, es el mds importante por su
habitat domiciliario. Veinte especies de triatominos son tras
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 Te
servorio natural de la enfermedad parece inagotable. En Amé-
rica latina otras especies con habitats domiciliarios son
Pastrongilus megistus(Brasil) y Rhodnius prolixus(Venezuela’

(97).

7)Triatoma infestans(Klug 1334). Ubicacidn zistemdtica.

Ve

I Phylum: Arthropoda
. II.Clase: Insecta(Hexapoda)

III Subclase: Pterygota Metamorfosis: Hemimetdbola

Exopterygota
IV Orden: Hemiptera
V Suborden: Heterdptero
VI Familia: Reduviidae
VII Género: Triatoma

VIII Especie: infestans

8)Anatom{a externa e interna.

El Triatoma infestans como todos los insectos es un ar
trépodo hexdpodo cuyo cuerpc'ésté segmentado: cabeza, tdrax
y abdomen. Su cabeza tiene un par de antenas, o0jcs comvues-
tos y piezas bucales para puncidn y succidn. El térax estd
constituido por tres somitas de cada uno de los cudles nace
un par de patas y de cada uno de los dos ¥ltimos un par de

alas(el par anterior: hemiélitros con una porcién coridcez
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y el resto membranosa; el par posterior totalmente membrang
s0). El abdomen también setd dividido en somitas. Su parte
terminal estd modificada en genitales, jue permiten la dis--

tincidn de la hembra del macho.

< dntena
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N~ femur

— -Lrbhig
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pata
posterior — -darso

Yo vpes

Fig. 8 Anatomia externa del macho de Triatoma infestans.

El tubo digestivo estd formado por un intestino anterior
uno medio y otra posterior. El anterior se une a la boca en
la que desembocan las gléndﬁlas salivales. E1 posterior se
une al ano.

El sistema circulatorio estd constituidc por un corazén
alargado(llamado aorta o vaso dorsal) sin capilares ni venas,
que impulsa 1a hemolinfa hacia la cavidad general del cuerpo:

hemocele(celoma reducido).
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la respiracidn se efectiia a traves de trdjueas ramifi-
cadas, tapizadas por una cuticula, jue llevan el ox{geno de
los espirdculos pares, situados a los lados del abdomen, di
rectamente a los tejidos dejando un trayecto muy corto a la
difusién.

Ia excrecién se efectia por tubos de Malpighi, jue de-
sembocan en el extremo anterior del intestino posterior. Su
funcidén depuradora de la hemolinfa es comparable a la del

rifién de vertebrados.

040 esofago

aorta

“corpus allatum’ ' conductos salivales

ovario kestis desenrollada

testisggnrcl‘.ada’,
) e

.

< qlandulas as0
salivales seferente P
estomago

oviducto

Iobulo’ex-

terno del Y
~ CUerpo graso vesicula
intestino seminal
[ v :
] vagina
glandula /
accesoria —3

ampolla

Fig. 9 Anatomis interna del Triatoma infestans.

*La hemolinfa al no contener proteinas transportadorfas de g2
ses de importancia, no realiza el papel de la sangre de ver-

tebrados en lo jue 2 esta funcidr =e refiere.
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El sistema nervioso estd formado por ganglios supra e
infraesofdgico jue se comunican con un doble cordédn ventral,
que tiene un par, o menos de ganglios por somita; los Srga-
nos de los sentidos son ojos simples y compuestos, juimiorre
ceptores para el olfato en las antenas, o para el gusto alre
/ dedor de la boca y pelos tdctiles.

los sexos son separados. Génadas abdominales(ovarios y
testiculos) formadas por numerosos tubitos con un conducto
medio posteriormente. La fecundacién ea_interna(98).

Un érgano importante y caracteristico de los insectos
es el cuerpo graso jue es serialado a veces por su actividas
metablica como ejuivalente del higado de los vertebrados.
En ellos desempefia ademds un rol significativo como tejido
de reserva. Estd bafiado como tod&g los 48rganos del insecto
por la hemolinfa con la cudl realiza un importante intercam
bio de metabolitos(Ig).

-

9)Biolog{a del Triatoma infestans.

-~ E1 Triatoma infestans es por su desarrolilo un heximetd
lo. Es hematéfago estricto, rejuiere 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 alimentacidn sobre la oviposicidn,
frecuencia de las mudas, longevidad(  99,100),

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 Jue se redujo el tiempo rejueridc pa-
ra el cumplimiento de su ciclo evolutivo ¥ se obtuvo la md-
xima capacidad reproductora obteniéndose as{ grandes canti-
dades de insectos(10X). En el diagrame Jue sigue se grafica

el tiempo para el cumplimienfo del ciclo evolutivo y pueds

observarse la duracién de cada eastadio(mobre datos de lCl).
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10)Fundamento del trabajo.

~- Este trabajo tiene por objeto conoceir

a)la composicidn de los acidos grasos en los 1{pidos
totales del Triavoma infestans entero y les variaciones de
la misma con el desarrollo;

b)loas 1f{pidos constituyentes mds importantes y la dis-
tribucidn de los dcidos grasos em los mismos;

¢)la biosintesis de 4cidos grasos en el insecto "in vivo",
d)la biosintesis de dcidos grasos "in vitro" por homo-

enados or fracciones subcelulares de extractos abdcmina
P 2

les extraintestinales.



MATERIALES
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1)Crianza de los insectos.

Los insectos utilizados para la realizacién de este tra

bajo fueron suministracdos por el Instituto Fatala Chaben. A-
11{ son criados dentro de un cuarto estufa en cajas jaulas

disefiadas para ello. La temperatura(30°C) es mantenida cons-
tante y uniforme en todo el cuarto. La humedad relativa osci
la entre 60-70%. La jaula consiste en una caja de acrflico
de 30x30x38 cm cubierta con una tapa con malla de acero ino-
xidable, de 4 mm de abertura que permite una fécil ventila-
cién del interior. El piso estd constituido por una malla
del mismo material de 1 mm(para ninfas pequeias) o de 4 mm
(para ninfas de 5° estadio y adultas). Por debajo de este
piso hay una bandeja en la que se recogen los huevosy, Un pz
pel de filtro sobre ella absorbe las deyeccionzss de los in-
gsectos, Dentro de la jaula se coloca un soporte desarmable
de cartdn con agujeros donde se ubican los insectos. Paveles
de filtro colocados entre lea divisiones de cartdn facilitan
el movimiento de los insecctos cuando se los alimenta.

.. Se sabe que las ninfas de Triatoma infestans nacen li-
bres de infeccidn por el Tripanosoma cruzi. Ademds es acev-
tado juve la enfeimedad de Chagas es patrimonio de los mami-
feros aiendo las aves refractarias, Por tal razdén en el Ins
tituto, los insectos son alimentados 2 veces por semana 8o-
bre palomas. Estas son colocadas previa inmevilizacidn sobre
el soporte de cartén. La figura de 1z pdginz 30 muestra el
ciclo evolutivo del Triatoma infestans cuando se lo cria en

las condiciones mencionadas,

2)Diseccidén de los insectos.

El objeto de la misma fue tener acceso & los drganos
abdominales del Triatoma infestans. Para ello con una pinza
histoldgica se los sostenfa por el térax y con unas tijeri-
tas de cirugf{a 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

bos lados del abdomen(en el conexivo) permitfa el acceso
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con la misma a la cavidad interna. Esta era descubierta por
un corte transversal del dorso del abdomen: arriba cerca de
1a unién con el térax y otro ebajo a la altura del dltimo
par de somitas. Quedaban as{ accesibles todos los Jrganos

del abdomen.

3)Sistema para la alimentacidén artificial de los insectos.

a)Aparato.
Para realizar la alimentacién de los insectos con mate

rial marcado, se disefi§ un pequefio aparsto(adecuado 2 los
pejuefios volimenes a usarse). El aparato consistid en un pe
quefio tubo de vidrio con capacidad para 1 ml aproximadamen-
te, de una solucién de alimentacifn; estaba cerrado en un
extremo con una pelfcula de idtex o "Parafilm". E1 espesor
de la pelficula elegida permitfa jue esta fuera atravesada
por la lanceta del insecto en su proceso de succidén. E1 tu-
bo se adaptaba a un dedo de vidrio termostatizado a 37°C pa
ra aprovechar el termotropismo positivo(1C2) de estos inseg
tos e inducir su alimentacién. Los insectos se colocaron en
pelueiios 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 pelfcula de 14tex,.

(véase figura en la pdgina siguiente)

b)Solucién alimenticia artificial.

Para la preparacién de una solucién alimenticia ertifi
cial que fuera ingerida por los insectos y permitiera la re
alizaciédn de experimentos en periodos cortos, se efectuaron
distintos ensayos. Finalmente se demostrd jue una solucidn
de 5 g# de glucosa, (,9 g5 de NaCl, 10 mg” de estreptomici-
na y 6,34 mg#% de penicilina a pH 7, a la jue se le agregé
0,15 mCi/ml de l-l4C-acetat6/de sodio era aceptada por Tria
toma infestans y fue utilizada en los experimentos. El agre
gado de los entibidticos tuvo por objeto reducir al minimo
la flora intestinal del insecto. La duracidn de la ingesta

fue de 10 a 15 minutos y luego, los insectos fueron manteni

dos a 28°9C por un periodo de 24 hs., jue en algunos casos
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se extendid a 48 y 72 hs. A esos tiempos se extrajeron los
1fpidos totales de los insectos y se obtuvieron los dateres

met{licos de sus dcidos grasos.

ESQUEMA DEL APARATO PARA ALIMENTACION DEL
TRIATOMA INFESTANS
m—» 0 fermos’ao/o /\'

([ Con CIrculocion
exrerna (37°)

Figura )2

4)Inyeccién de precursores marcados.

La inyeccidn de precursores radiactivos se realizd di-
rectamente en el medio interno del insecto en condiciones
de esterilidad. La aguja se aplicé bajo lupa ventralmente
en el 4° espacio intersegmental del abdomen manteniéndola
tangencial al mismo para evitar dafio a los drganos. Los vo
ld¥menes inyectados variaron(de acuerdo al estadio del in-
secto) entre 0,7 y 2,5 ul de solucidn de acetato-l—1 C de
s80odio (0,15 mCi/ml), o de 4cidos l-l4C-palmitico(2x1C5dpm4pl)
o esteérico-l-l4C(3,5x105dpm4ﬂ1), éstos dos dltimos pegados
a albimina. ILa inyeccién se realizd lentamente con lo jue

se logré una buena mezcla de la nmisma con la hemolinfa jue

/77



-34-

es continuamente bombeada por el vaso dorsal, La herida se
tapond§ inmediatamente para evitar la pérdida del 1fquido in
yectado. A los tiempos de 6, 12 y 24 hs. se los procesé co-
mo en 3).

Para el pegado de los dcidos grasos a albimina estos
fueron neutralizados para obtener su sal sddica y luego agre
gadoe muy lentamente a una solucién de alb¥mina en "buffer"
fosfato pH 7,2(c.=0,02M) agitada mecdnicamente a 6C°C hasta
alcanzar una relacién molar de 2:1 del 4cido marcadc a la

albdimina. (1C3)

5)Extraccidén de los 1{pidos.

Se utilizé el método de Folch y col.(1C4): se hemogeni
zaron los insectos en una solucidén de cloroformoc:metanol(2:1)
en una relacidén de 20 volimenes de la misma por g de muestra.
Dada la dureza del material(exoesjueleto quitinoso) se uti-
1izé un homoéeinizador manual con vaso y pistén esmerilado.
El homogenado resultante se filtrd a través de papel de fil
~ trs Whatman 541, jue antes y despues de la filtracidn fue 1la
vado con Cloroformb:metanol(Q:l), para evitar pérdidas del
extracto lipfdico. Luego se agregd al filtrado un cuarto de
su volumen de agua destilada y se dejd decantar 24 hs. en
heladera a 4°C, la fase superior(acuosa) fue removida por
aspiracién juedando la fase inferior(clorofdérmica) con los
1{pidos extrafdos. Para remover restos jJue pudieran juedar
en la interfese y algin remanente de fase guperior se fil-
tré a través de papel de filtro humedecido con solucidn de
Folch al cual se le habfa agregado Na2so4 anhidre. Este fil
trado fue llevado a sejuedad evaporando el solvente bajo co
rriente de N2 o con trompa de agua y retomado en éter de pe

tréleo(30-50) y guardado eh“éongeladora bajo N, hasta el mo

2
mento de estudio.

6)Obtencidén de ésteres met{licos.

Puesto que los 4cidos grasos eran analizados por ciona

tografia gas-1iquido o por radiocrometograf{a debfan primero
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ser convertidos en sus correspondientes ésteres met{licos.

a)Del extracto lipfdico.

Alternativamente se utilizé la interesterificacién de
1{pidos o la saponificacidén y posterior esterificacidn de
los 4cidos grasos., Para la interesterificacién se siguid
el método de Bbttcher y Van Gant(105). Se evapord el éter
en el cufl estaban los lipidos disueltos, ae agregd 2 ml

de metanol-HCl 3N por tubo y previo gaseado con N, para e-

vitar oxidaciones, se mantuvo tapado por 3 hs. a 2400. los
ésteres met{licos ya preparados se extrajeron por agregado
de 3 ml de cloroformo y 1,5 ml de agua destilada. Se agité
enérgicamente, se centrifugd y previa separacién de la fase
superior, se realizaron 2 lavados mds de la fase clorofdrmi
ca con el mismo volumeén de agua.

Para seponificar,el extracto lipfdico fue llevado a sg
co y luego de agregar 2 ml de una solucién metandlica de ¥OH

al 5%(p/v) por tubo y de gasearlo con N_ se colocd tapado en

un bafio a 80°C durante 45 minutos. Se eitrajo entonces =21 in
. saponificable por agregado de 3 ml de éter etflico y 2 ml de
agua. Se agité enéfgicamente Yy se centrifugd. Se repitid 2
veces mids con igual volumen de éter etflico la extracecidn
del insaponificable. Iuego se agregd 0,5 ml de HCY concen-
trado a la fase acuosa alcalina para llevar el medic a pH &
cido y se efectuaron 3 extracciones con 3 ml c/u de éter de
petréleo(P. eb, 30-60°C). El extracto etéreo jue contenia
los dcidos grasos libres fue llevado a seco y luego de.agre
garse 2 ml de metanol-HC1l 3N a2 siguid como arriba se indi-
ca para la obtencién de los ésteres met{licos, reduciéndose
el tiempo de esterificacién a 1 hora.

b)De las mezclas de incubacidn.

las incubaciones se detenfan por agregado de 2/3 del
volumer. de incubacién, de una solucidn metandlica de KOH al
10%(p/v). Luego se llevaba previo gaseado con N, y tapado a
un bafio a 80°C durante 45 minutos. Se acidificaga con C,5 ml
BECl conc., se exté&a con éter de petrdieo y se esterificaba

como anteriormente se indicé. En todos los casos, los €steres
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met{licos se tomaban finalmente en éter de petrfleo y se

guardaban a -209C hasta el momento de su amédlisis.

7)Cromatograf{a gas-1fguido.

Esta técnica permitid la separacién, identificacidédn y
cuantificacién de los 4cidos grasos. Estos no fueron inyec
tados como tales, sino como ésteres met{licos de modo Jue
aumentara su volatilidad y disminuyera su polaridad.

a)Corrida cromatogrdfica. ~

Se utilizé un cromatégrafo Packard(model 420) con de-
tector de llama de H2. Mediante una inyeccidn"puntuzal" (ré-
pida y en pejuefio volumen) la mezcla de los ésteres metfli
cos en un solvente muy voldtil(éter de petrdleo) se puso en
contacto con la cabezé de la columna(T=230°C). El gas carrier
(N2) la transportd & lo largo de la misma(7=180°C; iongitud
1,80 mg diémgtro externo 6 mm). la columna estaba rellena
con un soporte inerte: Cromosorb W 80-100 mesh, que astoba
cubierto por una fase estacionaria de dietilenglicolsuccina
" to al 15%. la distinta particidn de los €steres metflices
entre las 2 fases permitid su resolucidédn al variar la velo-
cidad con jue la recorrfan. Al cabo de la misma un detezctor
de llama de H2(T=225°C) reconocia cambios en la corrienta
de ionizacién cuando las moléculas de la muestra lo atrave
saban. Estos cambios son provorcionales a la concentracidn.
Un electrémetro amplificaba y convertia la seflal del detec-
tor en milivolts. 4 1la salida de éste hab{u un registrador
potenciométrico que mediante una aguja inscriptora dimmja-
ba el perfil de elucidn(cromatograma) de las muestras sem-
bradas. En €1 la distancia entre el punto de inyeccién y 1la
perpendicular por el vértice/de cada pico a la horizontal
indicaba el tiempo de reteﬁgién del éster correspondiente
(tr).(Véase figura en la pdgina siguiente\if

b)Identificaciédn de los dcidos grasos.

bl)Comparacidn con standards. la identificacién se re

alizé por corrida de standards en las mismas condiciones.

Si los tiempos de retencién eran iguales se considerd muy

- /17
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probable jue el dcido fuera el mismo. Sin embargo puesto
Jue puede haber ligeras variaciones en las condiciones de
trabajo, para la comparacién de la muestra con los standards
resultd muy dtil el uso de los tiempos de retencidn relsti-
_ vos. Estos se definen como el cociente entre el tiempo de
retencién de un componente dado y efEuno conocido que es to
mado como referencia. E1 tiempo de retencidén relativo depen
de sélo de la temperatura y de la fase estacionaria(1¢9).

Luego la comparacidén de éstos resulta una herramiente til

para la identificacién, en este caso de lus 4cidos grasos.

bz)Helaciones de Ackman, Como no siempre es posible dig
poner de standards de todos los 4cidos grasos resultan dti-
les ciertas correlacioﬁes que pueden establecersze entre éci
dos grasos con igual N° de dobles ligaduras.de 12 misma fa-
milia (107 ,1C3). Dos 4cidos grasos se dicen de la misma fami
lia cuando t%enen igual N° de C entre el metilo terminal y
el centro del doble enlace mds cercano. As{ graficando el
logaritmo decimal de los tiempos de retencidn relativos con
tra la longitud de la cadena de C de los 4cidoz grasos se
observa: que todos los que reunen esas condicicnes determi-~
nan una lfnea recta y ademés jue las 1{neas rectas as{ obte
nidas son paralelas entre sf. De este modo se logran identi
ficaciones presuntivas,

b3)Hidfog§nacién. Un método auxiliar en Ja identifica-

cién de ‘4cidos grasos es la hidrogenacién de las muestras.
De este modo todos los dcidos grasos no saturados pasan a
los saturados de idéntica longitud de cadena. Se pueden dea
cartar as{ las presencias de dcidos extranos{hidroxiiados,
ramificados, etc.) cuando la hidrogenacidén es completa.
Yara la hidrogenacién se tomé una alicuota de la mues
tra de ésteres metilicos yéxanalizada por cromatografis gas-
1{fquido, se 1llevdé a seco y se redisolvid en 2 ml de metaznol
absoluto. Se agregd 5 mg de 6xido de pletino(catalizador) y
se agit$ continuamente en atmésfera de H, durante 3 hs, (109)
Luego se filtr6 para eliminar el catalizador y previa evapo

racién del metanol se retomd en &ter de petrdleo.
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Se recromatografié la muestra y luego la comparaciédn de los
tiempos de retencidén relativos, como as{ también la sumato-
ria de las distribuciones porcentuales para cada longitud
de cadena "testeé" la validez de las identificaciones pre-
- suntivas.

¢)Cuantificacidn de dcidos grasos.

Ia respuesta del detector de ilonizaciédn de llama dada
por el £rea del pico cromatogrdfico, es proporcional a 1la
masa del componente, Luego es posible calcular el porcenta-
je en masa de un componente por la siguiente expresién:

A
x% = X x 100

§§4A1 .
21

1

dénde "i" es un componente cualesjuiera de los "n" componen
tes de la muestra y "x" es el componente cuyo % se juiere
calcular."A" es el drea bajo el pico que sefiala el subindi-
ce calculada por triangulacién. Para ello se trazan un par
\‘dé“tangentes a los lados del pico y la interseccién de les
mismas con la prolongacién de la 1inea de base del cromato
grama determinard la base del tridngulo 1ﬁ§ se multiplica
por la altura determinada por la distancia entre la intersec
cién de las 2 tangentes y la base,

d)XLos dcidos grasos marcados.

Para la deteccidn de dcidos grasos marcados se uvilizd
un radiocromatdgrafo Packard con contador proporcional. Ia
columna realizaba la separacidén de los comvonentes de la mues
tra como antes se indicé. En este caso el gas"carrier" era
Ar. A la salida de la misma, un horno de combustidn(T=900°C)
en presencia de QOCu conviepﬁc la muestra orgdnica en Co2 y
H,.O. El agua es retenida por Mg(ClO4)2 en tanto jue el CO

2
y el Ar penetran en la cdmara de conteo, mezcldndose con

2

provano seco(propano:Ar+C0O, 1:9) jue actia cowo gas"juenching"

2
o de apagado de la radiacién jve atraviesa la cédmara permi-
tiendo una 1linea de base mds estable. El alto potencial exis

tente entre un filamento central y un tubo metdlico en 1la

) /77
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cédmara de conteo origina por sceleracidén de 1a radiacidédn

emitida por el 1400 pares idnicos. Estos producen corrien

’
tes de pulsos que sgﬁ emplificadas y contadas. El registro
diferencial de los mismos es el radiocromatograma. De €1

_ pueden calcularse los tiempos de retencidn relativos y los
porcentajes de distribucién de la radiactividad de la misma
forma en jue se indicd§ arriba para compuestos no marcedos.
Los 4cidos grasos se identificaron igual que antes(7b).

~

8)Andlisis cuali-cuantitativo de 1{pidos. Cromatograf{a en

capa fina.

a)Preparacidn y corrida de las placas.

Para la preparaciéh de las placas de cromatografia en
capa fina se utilizé ﬁn ejuipo Desaga. E1 adsorbente utilji
zado en cada caso fue suspendido en agua en una relacidén
1:2(p/v). El extendedor del ejuipo permitié la obtencién de
capas uniformes de C,25 o 0,5 mm de espesor sobre placas de
vidrio bien desengrasadas y secas de 20x20 cm o de 20x40 cm.
“las placas recién preparadas se dejaron secar a temperatura
anbiente por 24 hs. Fueron luego activadas por calentamien-
to durante 1 hora a 120°C y después de enffiadas, gembradsas
con la muectra a resolver por medio de una microjeringa
Hamilton. La muestra a sembrar estaha disuelta en solucidédn
de Folch. las placas listas para ser corridas, fueron 1lle-
vadas a una cuba cromatogrifica,ya saturads con el sistema
de solventes usado en cada caso, ddénde se rezlizé la croma
tografia ascendente. Cuando el frerte de solvente hubo avan
zado convenientemente, la placa fue retirada de la cuba y
luego de secada en el ambiente o por succién con bomba de
vacio, se utilizdé un método adecuado para el revelado,

b)Identificacidn de ldg)lipidoa.

bl)Lipidos neutros. Se utilizaron placas cubiertas con
s{lica-gel G de 20x20x0,025 cm. la siembra fue de 50-200 ug.
El sistema de solventes fue éter de petréleo:éter etfiico(li
bre de perdxidos):dcido acético(80:20:1 v/v/v)., Ia identifi-
cacién se realizé por corrida paralela en 12 misma placa de

///
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una mezcla sdecuada de standards. El revelado de la placa
se realizé con vapores de 12 bisublimado: manchas amarillas
o pardas segin la cantidad de 1ipidos presentes sobre fondo
blanco de la sflica. Con el objeto de aumentar la sensibili
- dad de deteccidn también se utilizé el "charring", técnica

ésta jue es descripta mds adelante.

bz)Lipidos polares. Para la resolucién de los mismcs
se utilizé: b2 l)Cromatografia monodimensional,
YCromatograf{a bidimensional.

2 2
)Se usaron placas igueles a las indicadas en b ) y el

2 1l
sistema de solventes fue cloroformo:metanol:agu 3(65.25.
v/v/v). La identificacién se realizd por comparacidn con
standards previo reveiado con realtivos generales: vapores
de 12, 2'«T7'diclorcfluoresceina y "“charring". lLa confirma-
cidén de estas identificaciones provino del uso de reactivos

especificos(110): Yrociando con ninhidrina 21 0,2% en

b2,1,1
butanol saturado con agua y llevandc a esstufa a 100-10%°C
en atmfsfera saturads con zgua, los livpidos con grupos ami
no libres dan color rojo violédceo o rojs contre el fondo
blanco de la sflica; b, l )para la deteccidn de los 1lipids
que contienen colina se emplearon: )
Reactivo 1: 1,7 & de nitrato bdsico de bismuto disuel-
en 100 ml de dcido acético al 20%.
Resctivo II: 40 g de KI disueltos en 100 ml de agua.
Reactivo III: 20 ml del Reactivo I se mezclaron con §
ml del Reactivo II y 70 ml de ~2gua se a-
gregan poco antes de usar,
Procedimiento: luego de rociar el cromatograma con el
Reactivo II1I los l1lipidos que contienen colina se ven como
manchas color nraranja o naranga rojizo enseguida o luego de
ligero calentamientoy bZ’L,B)Para la deteccidén de fosfoli-
pidos se siguié a..Rouser(1lll).
2’Q}Dadf) que laés mezclas de 1{pidos polares suelen ser de
diffcil resolucidén en placas ronodimensionaless, se efectud
una corrida bidimensional utilizundo placas de silica-gel H

e contenfa silicato de magnesio al 10%(p/p). E1 sisteme

- /1!
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de solventes empleado para correrla en la primera direccidn
fue cloroformo:metanol:anonfaco al 28%(65/35/5 v/v/v) vy pa-
ra la segunde direccién: cloroformo:acetona:metencl:dcido a
cético:agna(10:4:2:2:1 por volumen)(112). Antes de sembrar,
- los lipidos neutros fueron separadces de los polares para e-
vitar que por la masa de los primeros se viera afectada 1la
corrida de los segundos. Para ello los l{pidos totales(40 mgz)
obtenidos como se indiecd en 5), y tomados en 3 nl de cloro-
formo, se agitaron con #dcido silicico que habfa sido activa
do durante 24 hs. & 120°C. La relazciédn de dcido silfcico a
1i{pidos se mantuvo por encima de 20 a 1 para no saturar el
poder adsorbente del dcido silfcico(113). Iuego se filtré

a través de crisol filfrante lavdndose un par de veces con
2 ml de cloroformo. Ei filtrado clorofdrmico estaba enrijue
cido con lfpidos neutros. A continuacidén 3 lavados del cri-
sol filtrante con 3, 2y 2 ml{;éspectivamente, permitid 1la
eluciédn de los fosfolipidos. Este filtrado fue el utilizado
para la cromatograf{a bidimensional,

" Se corrieron 3 placas: 2 con siembras puntuelez e 150
Fg\c/u y una conteniendo standards de fogfatidiletanolawina,
fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, vsfingomielina. Tos
fatidilserina y sulfétidos(lO/Jg de ¢/u). La de los standards
y una de muestra se revelaron por “charring". Otra,con vapo-
res de 12 yhluego previa evaporacidn del 12 con ninhidrina,

¢)Cuantificacidn de las clases de 1ipidos wor densito-

metrfa(114).

En esta metodologfa los cromatogramas en capa fina son
revelados por "charring"(carbonizacién). Para ello se reali
za un rociado de la vplaca previamente corrida y secada al va
c{o, con una mezcla sulfocrémica preparada saturando unf so-
lucidn de HZSO4 al 70%(p/v)/con K20r207: luego se colcca en
estufa a 180°C durante 30 minutos. Se observan manchas gri-
ses o negras(carbén) correspondientes a cada clase de 1{ipi-
dos contra un fondo blanco de s{lica. lLa intensidad de 1las
misnas es proporcional a la cantidad de los 1l{pidos hasta

los 20 ME de carbono.
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En el andlisis de los cromatogrumas se utilizé un foto
densitémetro Zeiss que midié la absorcidén a 540 nm produci-
da por cada una de las manchas por reflexién. Mientras la
placa se desplaza segin la direccidn de la corrida frente
& una ranura luminosa, un registrador inscribé sobre el pa
pel distintos picos el cuadrado de cuyas dreas es proporcio
nal a la intensidad de la absorcién y por tanto a la mass
del 1ipido presente. Se sembraron 3 cantidades distintas de
cada muestra promedidndose luego de la lectura por el foto-
densitémetro los cuadrados de las dreas de cadz pico(clase
de 1fpidos). Se hizo lo mismo con un standard de dcido este
drico corrido simultdneamente en la misma placa y de corncen
traciédn perfectamente conocida. Ia relacidn de los cuadrados
de las 4reas de la clase lipfdica con el standard permitid
conocer 1la cantidad de‘pg de carbono de ajuella. Is importan
te sefialar que los cuadrados de las dreas se promediaron sé-
lJo cuando mo;traron unéd respuesta lineal, esto es cuando los
valores de los cuadrades de 1las dreas de cada picc(cada cla-
se-lip{dica) guardaban entre si una relacién igual a lia de
las cantidades respectivamente sembradas. Distintos factores
para cada clase lipf{dica permitieron el cdlculo de los/ug de

de 1lipidos a partir de los ug de C:

Triacilgliceroles 1,30 Fosfatidiletanolamine 1,52
Colesterol 1,19 Fosfatidilcolina 1,50
Esteres del colesterol 1,17 Lisofosfdtidos 1,64
Diacilgliceroles 1,33 Acidos grasos libres 1,27

A partir de los valores asf{ obtenidos pueden calcularse los
porcentajes(p/p) de cada cléée lip{dica en la muestra,.

La densitometria se realizd sobre placas de sflicagel G
y se utilizeron los siguientes sistemas de solventes: éter
de petréleo:éter etflico:4cido acético(80/20/1 v/v/v) para
1{pidos neutros y cloroformo:metanol:agua(65/25/4 v/v/v) pa

ra 1fpidos polares.
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9)And1lisis de la distribucidn de 4dcides grascs en lag clases

lipfdicas mds importantes.

Se emplearon placas preparativas de 20x40x0,05 cm de si
lica gel G. Se las activé por calentamiento durante una hera
& 120°C. La muestra se sembré en bandas de 1,5 cm hasta tota
lizar una masa de 2 mg. A l10os lados de la misma se sembraron
standards de los li{pidos mayoritarios. Iuego se colocd en u-
na cuba saturada con el primer sistema de solventes: cloro-
formo :metanol:agua:dcido acético(65:25:3:1,5 por volumen).
Cuando el frente de solvente alcanzd la mitad de la placa,
ésta se secd en upa cdmara de vac{o y luego de una hora ce
colocé en otra cuba saturada con el segundo sistema de solven
tes: éter de petrdleo:éter etfilico(libre de perédxides):4cido
acético(80:20:1 por volumen). Cuando el frente de solvente al
canzé un cm por debajo del borde superior de la placa, ésta
se colocd nuevamente en la cédmara de vac{o., Imnego se reveld

7
con vapores de 1I_ las zonas recorridas por los standards.

2
Con una hoja de acero se bharrieron las zonas corresnondientes
~ por- dénde habfa corrido la muestra recogiéndose l1la silica en
tubos de base redonda conteniendo las distintas fraccicnes.
Se les agregd metenol:HC1l 3 N para transcolerificarlos, Los
ésteres metflicos se extrajeron de la s{lica por agregado de
1 ml de agua 2 ml de §ter de petréleo. Iuego se agitd enérgi

camente y se centrifugd, separdndose la capa etérea, El ex-

tracto etéreo se analizé por cromatograffa gas 1{juide

10)liétodos anali{ticos.

a)Homogeinizacidn de tejidos.

Para cada experimento se seleccionaron 40 o 60 insectos
hembras adultas jévenes(a 15 dfas de 1la muda), habiendo estas
realizado una alimentacidnigbbre palomas, Fueron entonces di-
secadas bajo lupa. Cuidadosamente se extrajeron con una pinza
los drganos abdominales con excepcidn del intestino. Rstos e-
ran inmediatamente recogidos en una solucién helada: 0,25 ¥
sacarosa, 0,1 =l EPTA, 1,5 mM cistefra y 62 mi de "buffer”
fosfato(pH 7,0). £l meterial fue homogeneizado por medio de

‘ ‘ i /17
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6 golpes a médxima velocidad del triturador en un aparato Potter
Elvehjem., En otros experimentos los mismos dérganos fueron homo
geneizados en una solucién 0,25 M sacarosa, 0,15 M KC1l, 5 mM

de MgCl,, 4 mM de R-acetil cistefna, 0,1 m¥ EDTA y 62 mM de

- npuffer" fosfato{pH 7,0).

b)Fraccionamiento subcelular.

El homogenado as{ obtenido(véase punto anterior) se cen-
trifugé a 700 g durante 10 minutos descartdndose un precipita
do que contenfa restos celulares y ndcleos. E1 sobrenadante I
ge centrifugéd a velocidades ‘Jue se indicardn oportunamente ob
teniéndose un precipitado jue se llamé "fraccidn mitocondrial"
y un sobrenadante 1I. Estas dos centrifugaciones fueron reali
zadas en una centrifuga refrigerada Sorvail(Super-speed RC-2)
a 2-4°C, E1 sobrenadante II se filtré a través de geza previa
mente humedecida con solucién de homogeinizacidén, para sepa-~
rar los lipidos. ILuego se lo centrifugé a 105.000 g durante
60 minutos en una centrifuga Spinco iodelo L2. Se obtuve un
precipitado("fraccién microsomal") y un sobrenadante III(frac
cibn soluble), Cuando los precipitados se utilizaron en los
eﬁéayos enzimdticos fueron previamente resuspendidos en la so
lucidn de homogeinizacidén. .

En el andlisis de las distintas fracciones obtenidas se
ensayaron las actividades enzimdticas de: I) Glucosa-6-fosfa-
tasa, II) NADPH—citocromo ¢ reductasa y III) Succinato-cito-
cromo ¢ reductasa,

I)Ensayo de actividad de Glucosa-6-fosratasa.

En este caso la solucién de homogeinizacién usada fue =a
carosa 0,25 M. El1 fraccionamiento subcelular sgse realizé como
gse indica arriba. Se 1llamé "fraccién mitocondrial" a la obte-
nida entre 700 g~ 10 min y 12.000 g- 30 min.

En el ensayo se deterﬁiné el fésforuv liberado al medio
de reaccién cuando la fraccidn subcelular era puesta en contac
to con Glucosa-6-fosfato(115). lLa medicidédn se realizé en un es
rectrofotémetro Zeiss Piid II a 700 nm,

El medio de incubvacidn estaba compuesto vor: glucosa-h(-P
25 mM, solucidn "buifer" cacodilato pH 6,5 25 mM y la “frac-
cién" a ensayar en sacarosa/EDTA(0,25 M/1 m}) en un volumen

final de 0,4 ml, Z) tiempo de incubacién fue de 10 xzinutos y
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y le temperatura de 37°C. Paralelamente se realizé un control
en €1 que la muestra se agregdé desvués del agregado de la so-
lucién Ae dcido ascérbico y dcido tricloracético; también un
blanco:.de reactivos en el jue se agregd sacerosa/EDTA(0,25 M/
.1 mM) en lugar de la. muestra y un testigo que contenfa solu-
cidn de fosfato en lugar de la muestra. ILa incubaciér se de-
tuvo por agregado de 2 ml de solucidén de 4cido ascdrrico/dci
do tricloracético(2%/10% p/v). Se mezclé bien y se centrifugs
durante 3 minutos a 3.000 g. Se tomé 1 ml del scbrenadante cla
ro y se le agregbé 0,5 ml de solucidn de molibdato de amonio
(1% p/v). Luego de agitar se agregéd 1 ml de solucidn de arse-
nito-eitrato(2%/2% p/v). Se agité nuevamente y se dejd reposar
15 minutos. ILuego se leyd la densidad 4ptica a2 700 nm.

II)=&nsayo de NADPH-citocromo ¢ reductasa y JII)de succi-
nato-citocromo c¢ reductasa,

Estos ensayos fueron adaptados de Sottocasa y col.(116).
La homogeini;acién se realizd en sacaroga 0,25 ¥, “buffer"
fosfato pH 7,5 10 mi. Las fracciones ensayadas fueron obteni-
dd8 por sucesivas centrifugeciones a 700 g - 10 min.; 10.000
g = 20 min.; 105.000 g - 1 h.

Ambas actividades se midieron espectfbfotometricamente
por seguimiento de la reduccién del citocromc ¢ a 550 nm hag
ta los dos minutos de haberse agregado el sustrato. la mezcle
de incubacién contenfa en 300 ul: NADPH 0,1 mM o $uccinato
3 mM 3 citocromo ¢ O,1 miM ; KCN 0,3 mM ; "buffer" fozfato pH
7,5 50 mM y de 2 a 30 ug de proteinas en cada “fraccidn" en-.
sayada,

c)Determinacién de proteinas. (117)

Fue realizada por el método de Lowry(microtécnica) gque
permitié cuantificar proteinas cuando las concentraciones e-
ran inferiores a 1 mg/ml. Ia eleccidén del métods fue hecha
con el objeto de reducir al minimo la derivacién de material
ya jue éste era escaso.

Reactivos

Solucién A: 003N32 al 4% en NaQH 0,1 N

Solucién B: Tartrato de Na y K a1 2% y SO Cu.5H20 al 1%

4

L 4
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Solucidén C: Solucidén A : Solucidédn B (50:1 v/v)
Solucién D: Reactivo de Folin Cicolteau
Procedimiento: Se toma un volumen de muestra menor ¢ i-
gual a 0,1 ml y se conpleta cuando ez ne
. cesario a 0,1 ml con NaCH 0,1 N, Sq agregan 0,5 ml de reacti
vo C mientras se agita enérgicamente. Se deja reposar dursn-
te 30 minutos al cabo de l¢s cuales se agregan 50 ul del re-
activo D mientras se agita. Luego de 30 minutos se mide 1lsa
absorbancia a 750 nm en un espectrofotdmetro Zeiss PHJ II con
tra un blanco de reaccién en el jque el volumen de la muestra
es reemplazado por NaOH O,1 N, De observarse turbiedad debide
a la presencia de lfipidos, estos se eliminan extrayéndolss con
un volumen igual al de la mezcla de reaccién, d¢ cleroformo.
Como testigo se usa una solucién de albdmine bovina (Armour,

fraccidn V), de una concentracién 0,3 mg/ml en NaOX 0,1 N,

d)Ensayq de actividad de dcido graso sintetasa.

El sobrenadante de 10.000 g - 30 min fue incubade aerdbi
camente en un bario a 35°C., Ia solucidn de incubacidn utiliza-
~ da tenfa la siguiente comwosicidn: "buffer" fosfato pH 7,0
0,1 M, MnC1, 1 mi, cisteina 2 m, NeHCO, 10 mi, ATP 1,2 mY,
NADPH 0,1 mM, KADH 0,08 mli, 1—140 acetil-CoA BO‘pM. la canti-
dad de protefinas agregadas por tube fue de 0,93 mg. El volu-
men final fue de 1 ml. La reaccidn se detuvo a distintos tiem
pos por agregado de KOH al 10% en metanol(l,33 ml).

El sobrenadante de 105.000 g - 1 h.(2/3 superiores) fue
incubado en le misma solucidén, en le que se reemplazé la cis-
teina por N-acetil cistef{na 1,4 mM. ILs conceantracién de ATP
se elevé 1,5 mM, la de NADPH a 0,2 mbd, la de NADH a 0,16 mM,
Ia cantidad de protei{nas agregadas por %tubo Tfus de 1 mg 7y el
volumen final 1 ml. La temperatura de incubacidn fue de 30°C.
La reaccién se detuvo iguaijiue en el casc anterior luego de

1l h.
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1l)Contenido lipf{dico.

Toda vez que se estudié el contenido lipfdicc o la compo
sicién de dcidos grasos y lipidos, hubo jue considerar el pro
blema de las cuzntiosas ingestas Jue estos insectos realizan
- (Pueden en una alimentacién hasta jquintuplicer su peso inicial).
Si bien la sangre no es un alimento rico en 1fpidos su contri-
bucidn en un extracto lipfdico total pusde no ser despreciable.
Por lo tanto los insectos fueron tomados sin ninguna alimenta-
cién entre los 2 y 7 dfas después de la muda y previa diseccidn,
extrafdo su tubo digestivo. Este luego de varios lavados con
una solucién de "“buffer" fosfato pH 7,0 0,2 M, hasta elimina--
cién de su contenido se incorpordé junto al resto del insecto,
a la solucién extrayente de 1{pidos (solucién de Folch). En 1la
Tabla I se indicen loé pesos promedic y el contenido de 1{pi-
dos de cada estadio desde huevos a adultos de ambos sexos,

Se obsegva que el peso promedio del huevo es mayor Jue
el de ninfa de estadio I como consecuencia de la pérdida del
corién durante 1la eclbsién del huevo. El peso individual del
" estadio I, 1,31 2 0,02 mg se incrementa hasta valores de 109
a 200 mg en los individuos adultos. El contenido iipfdico es
muy elevado en el huevo y en ninfa J. Los valores llegan a
7,0 + 1,0% y 8,4 £ 0,5% respectivamente. E1 contenido absclu-
to de iipidos disminuye en el pasaje de hevo a ninfa I, lo
que resulta razonable puesto gue no media ninguna ingesta.

En ninfa II el contenido lipidico cae bruscamente a valores
del 1,5 ¥ 0,6 % y sigue descendiendo hasta el peniltimo esta -
dio ninfal. En los insectos adultos esta cifr2 puade llegar
a duplicarse. Diversos lotes estudiados en distintas épocas
del aflo mqostraron variacidén en su contenido lipfdico.

yd

2)Composicién de dcidos grasos.

a)Composicién de 4cidos crasos totales.

En la figura 12 se reproducen los cromatgcgramas gas-1{-
quido de los ésteres metflicos de los #£cidos grasos totales
de insectos machoa adultos, antes y después de su hidrogena-

cidén y el del corraspcndiente a la sangre de paloma Jue le

- ///



Variaciones del

tans durante su

Tabla I
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peso y contenido lipfdico del Triatoma infes-

ciclo evolutivo., '

(1)

Estadio K° de K° de indivi  Peso promedio Lfpidos
lotes duos por lote (mg) (% »/p)
Huevo 3 150 2,05 + 0,75 7,0 + 1,0
Ninfa I 3 150 1,31 + 0,02 8,4 + 0,5
Finfe II 3 30 12,6 + 4,4 1,5 + 0,6
Rinfe III 3 10 34,7 + 6,4 1,4 + 0,2
Rirnfa IV 3 6 67,1 + 6,8 1,1 + 0,1
Ninfa V 3~ 3 71,89 + 9,3 1,7 + 0,3
Adulto O12)3 3 102 + 12 1,5 + 0,4
3 145 + 16 1,9 + 1,0

© Adulto Q(3)3

(1) Insectos recolectados en Febrero de 1.976.

(2) Recolectados 2 dias después de la muds.

(3) Recolectados 7 dfas después de la muda.

Adultos machos y hembras recolectados en Agosto de 1.976 pesa

ban 206 + 49 mg y 149 + 19 ng y contenfan 3,36 + 0,05 y 3,19

+ 0,25 % de 1li{pidos respectivamente. Los valores estdn expre-

sados como promedio + d.s.(desviacién standard),
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sirvié de alimento. 12 obtencién de un extracto lipfdico de
éata dltima se realizd sobre el contenido intestinal del in-
secto. Es f4cil comprobar la existencia de los siguientes deci
dos grasos pares saturedos: irazas de ldurico, palm{itico, es~
,,tedrico, arajuidico y behénico. Al hidrogenar desaparecen los
picos correspondientes a dcidos grasos no saturados que se
convierten en los saturados de igual longitud de cadena car-
bonada. Es importante sefialar que los valores % de los 4cidos
saturados pares identificados en el cromatograma de la mues-
tra hidrogenada correspondian 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 sumatorie Qe
los picos no saturados y saturados de igual longitud de cede
na de la muestra sin hidrogenar concorddé bastante bien con eg
tos valores dando C,5% pera 14 carbonos, 25,3% para 16, 69,3%
pare 18, 0,7% para 20 y 2,3% para 22. Se cormprobd asi que el
el palmitoleico se convierte en palmitico; el oleico y linolei
cO con tr/18;0 1,11 y 1,36 respectivamente se transforman en
estedrico. Se comprueba la existencia de pequefias cantidades
de-doidos no saturados de 2C carbonos. A este grupo pertensce
el-4cido de tr/18:0 3,23 que corresponde por su udbicacidn cro
matogréfica a 20:4u6(araquidénico). Entre los dcidos de 22 car
bonos se reconoee el pico de tr/18:0 10,15 que¢ se hidrogensa a
behénico y corresponder{a a un dcido 22:6w3. Fn 12 tebla II

se da un ejemplo de la.composicién de dcidos grasos del Tria-
toma infestans en estadios extremos de su ciclo evolutivo:
huevo y adultos de ambos sexos. Predominan los dcidos oleieo,
ralmitico, linoleico y estedrico. En cembio son componentes
minoritarios: palmitoleico, eraquidénico, mirf{stico, araqui-
dico, behénico y otros no identificados. Para la identirficscidn
de los dcidos grasos se graficaron los loglotr/18:0 vs. longi-
tud de cadena carbonada como se muestra en la fig. 13.

b)Variacién de la composicidn de los dcidos grasos duran-—

te el ciclo evolutivo.

En la fig. 14 se representa la variacidén de los componen-
tes mds importantes durente el ciclo evolutivo del Triatoma
infestans.
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Table II

Composicién por ciento de los dcidos grasos del Triatoma in-

festens en sus estadios de huevo y adultos.

dcido  tr/18:0 Buevos Macho Hembra
graso (1)
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 0,61 599 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
Xy 1,79 0,1 rastroa 0,1
20:0 1,95 0,1 0,2 0,2
1\2 2,13 0,2 0,4 0,1
13 2,50 0,6 0,7 - 0,5
x4 2,84 rastros restros ragtros
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
X¢ 5,96 0,3 0,2 0,2
X, 7,70 rastros - -
22:6 10,15 0,3 0,7 0,7

(1) tr/18:0 es el tiempo de retencidn relativo al dcido es-
tedrico de cada uno de lecs dcidos grasos.

Los resultados corresponden al andlisis de 3 grupos de in-

sectos (5 individuos en ¢/u) y 150 huevos. Los valores gxpre

san el por ociento de dcidos grasos totales. las muestras se

recolectaron en Agosto de 1.976.



Composicion de acidos grasos totales mds importantes
a lolargo del ciclo evolutivo dei’Triaifcinainfestans”

% HUEVO I I 11 I\ Y4 ADULTO
18:1 ' ! '

50t

40

30

20

DIAS
Figura 14

Es notorio el descenso relativo de los £cidos palmitico
y palmitoleico en la transformacidén de hueve & ninfa II. A par
tir de ese momento la proporcidén de ambos se mantiene casi consg
tante en los restantes estadios. “ambién es notable la permanen
cia y hasta ligero aumento de la proporciém de oleico en la
transicién de huevo & ninfa I, y el brusco descenso del mismo
en ninfa Il. Luego se observa un aumento ligero y gradual hag-~
ta el estadio adulto en el jJue la hemdra alcanza una proporcién
semejante a la del huevo. Mientras estoe dcidos disminuyen en
el pasaje de huevo & ninfa II, se incrementa la proporcién de
linoleico y estedricc. E1l contenido de dcidos polietilénicos
superiores tales como el arajuidénico es sumamente bajo y su-
fre pequefilas variaciones.

c)Composicidén de dcidos grasos en diferentes épocas del

afio.
Las compoficiones del huevo e insectos adultos fueron a-

nalizadas en los meses de Diciembre, Marzo y Agosto y se mueg

/7/
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tran en la Table IIi. Se observa 1la tendencis del pelmitice
& estar en proporciones mayores en el huevo respecte de adul
tos en las épecas del afio estudisdze, en tanto que coa 1 1i
moleico y estedrico sucede & la inversa,.

d) Relacidn de la composicidén de dcidos grasos con la

dieta.

Ios insectos fueron alimentados con sangre de pzsloma. ILa
conrposicién de esa sangre obtenida del intestino y la de los
insectos tanto machos como hembras luego de eliminarse =1 ceon
tenido intestinal fue estudiada comparativanente a los 3 o 4
dfas de 1la ingeste (véase fig. 15)

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS
TOTALES DE ADULTOS Vs, ALIMENTO

]

oo | . O sangRe g
501 18:1 A

40

Pig. 15

30.

20) 180 — |

1

10' 18-2 A
5 18:0 .
F

3 161

Ambas compesiciones de sangre o imsecto son similares pe
ro no iguales. Es claro el sumenic de cieico a expensas prin-

cipalmente de una disminueidén de sastadrico.



3) Composicién de clases de 1i{pidos totales.

Ies clases de lipidos y la preporcidéa de los mismes en
los 1ipides totales del Triatoma infestans fue determinade per
eromatografia en capa fina y densitometria (figs. 16 y 17)(Ta-
bla IV).

fFrente de so/venre 2 Reoccrones

- - 4+ - TG

Fig. 16 Cro- % é - - + - |AG
matograma en N
2, - + + + |PE
capa fina de Q@
1{pidos pols
res y reaccio % é 5 % + - + + |PC
nes de los ’ % - + + \.PE.
mismos. @ @_ + - ¢+ Seh.
A © + - + L.P
% : A * oot ?PC
© o o o o
O o =
Bu=s 29505 & 282
S0 —3 S _ b = n O
€0 T cSvsw BT o
S« P So Bqa c = ~O
n- o -5 O Q = L
+ E gc c o .=
O @ 2 S =
o = o [72) a

Tanto en huevo como en insectos adultos se recomoccid 1la
presencia de lipidos comumes. ILos 1lipidos polares se separaron
con cloroformo:metanol:agua (65/25/4 v/v/v) en corrida monodi-~
mensioral (fig. 16). Se reconocieron cantidades importantes
de fosfatidilcolina y de fosfatidiletanolamima jue fueron iden
tificadas por sus Rf en comparacidén con los de los standards
respectivos, por su contenido de fésforo y por dar coloracidn
con los reactivos de Dragendorff y mninhidrina respectivamente.
En forma similar se detectaron pejuedas cantidedes de 1lcs lisg
derivados de fosfatidilcolina (1-PC) y foefatidiletanolamins

(1-PE) y también de esfingomielina (Spk.)
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Para corroborar las identificaciones anteriores se utili
z6 cromatografia bidimensional. El sistera de solventes para
la primera direccién fue cleroformo:metenol:amoniaco al 28%
(65:35:5 v/v/v) y para la segunda direccién cloroformo:acetona:
:metanol:dcido acético:agua (10:4:2:2:1 por volumen). Ias iden
tificaciones se hicieron nuevamente por comparacidn con stan;
dards (fizs. 18 y 19) y por reacciones especificaé. Como 1la co
rrida fue hecha luego de la separacidn de lipidos neutros pudo
sembrarse una cantidad mayor de muestra y se pudiseron reconocer
adends de los fosfolf{pidos mayoritarios ya mencionsdos, los li-
soderivados cgrraspondientes, esfingomielina, fosfatidilserina,
y sulfelipidos todos en muy baja proporcidén como lo reveld la
carbonizacién por rociado cox mezcls sulfocrdémica de le placa

y calentamiento de la misme a 180°C durante 30 minutes,



Pig, 18 Cromatograma
vidimensicnal
de 1ipidos polares usa
dos como standard,.. La
mezcla sembreda conte-~
nie 10 yg de cada uno
de los siguientes 11-
pidos: fosfatidileta-
nolamina, fosfatidil-
colina, esfingomieli-
na, lisofosfatidilco-

lira (todos elloes y en
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ege orden sohre lza diggonal del cromatograma gque une el punto

de siembra con el sitio donde se cruzan los 2 frentes de pol-

ventes), sulfolipidos (por encima de la citada diagoarl) ¥y fom

fatidilserina (por debajo).

—

Pig. 19 Cromatograma bidimensional de li{pidos polares del Trig

toma infestans efectuado en las mismas ccndiciscnee gque

el anterior. (Insectos hembras y adulias), Pueden apreciarse

cantidades_importantes de:
fosfatidiletanoluwina y de
fosfatidilcolina, y bastan
te inferiores de: esfingo-
mielina, lisofosfatidilco-
lina (en ese orden sobre
la linea principal de 11~
pidos que une el primero
con el punto de siembrz),
lisofosfatidiletanolamina
(sobre el anterior), sulfo
lipvidos y fosfatidilseripu
(como en la fig. 18)



Tabla IV

Composicidn lipfdice de huevos e insectos &dultcs.

~ Lipidos Buevos Hembras Machoe
% % %
Esteres de colesterol 5,8 ~ 4,9 2,7
X 0,5 - 0,5
Triacilglicerol 86,5 82,5 84,6
Acidos grasos 0,2 ) 0,2 0,3
Colesterol | 2,1 4,1 1,6
Diacilglicerol 0,6 0,2 0,2
Fosfatidilet;nolamina 1,9 3,7 3,9
Posfatidilcolina 2,2 4,0 5,8
Limsofoofatidiletanolamina 0,3 0,3
Esfingomielina O,l‘ " 0,1 c,1

Lisofoafatidilcolina - -

luestras de insectos recién mudados y en eyunas tonadas en Di-

ciembre de 1.976.

Utilizando éter de petréleo:éter etflico:dcido acético(89:
20:1 v/v/v) se pudieron separar y reconocer varios componentes
no polares(fig. 17). El componente mayoritario es el triacil-
glicerol. Tamvién estdn presentes aunjue en bastante menor Pro
porcién colestarol, ésteres de colesterol, diacilglicerol y un
componente identificado presuntivamente como alquildiacilglice
rol(X) que con el sistema de solventes utilizedo tiere un Rf
un poco mayor al del triacilglicerol.

En la Tablza IV es posible obcarver Jjue sl bien las clases

/1/



de l{pidos son comunes para huevos e individnos adultos, las
proporciones relativas son algo,diferentes. En huevo es noia
Ble el predominio ds los triacilgliceroles y aungue contiene
también una cantidad elevada de &siteres del colesterol, es

_ muy baja la de fosfolipidos. En hembras y machos adultos se
observan en cambio valores elevados de fosfatidiletanolemira
y fosfatidilcolina que estdn acompailados por niveles también
elevados de colesterol y ésteres del colesterol. El contenido
de triacilglicerol es alto pero inferior &1 hallado en huevos.
Otras muestras de hembras adultas analizadus en otra épocas
presentaron una relacién de fosfatidiletanolamina/fosfatidil

colina mayor a uno.

4)Compocsicidn de dcidos grasos de las principales clases de

1ipidos.
Ios l{pidos constitutivos de huevos e insectos adultos

fueron fraccionados por cromatografid en capa fina. los luga

res correspondientes & los lipidoz neutros y polares nés 8ig

- nificativos sobre la placa: triscilglicerol, fosfatidiletarol
amina y fosfatidilcolina fueron extrafidos y 1la& composicidn de
dcidos grasos estudimda pox cromatografia gas-l{ijuidc (Tadbla

V).

Se observa que en triacilglicéridos predominan los dci-
dos palmf{tico y oleico tanto en adultos como en huevo..En an
bos estadios es también apreciable 1la proporcidén ds palmito-
leico, estedrico y linoleico.

En los fosfolipidos, principalmente en fosfatidilatanol
amina, se observan variaciones de la proporcién en que se en
cuentran estos dcidos mayoritarios. Hay ademds una diversidad
mayor en la composicién de dcidos grasos respecto & trimcil-
glicéridos (véase Tabla V). Muchos todavia permanecen sin i-
dentifioar. Entre los reconocidos figuran loe mayoritarios:
oleico, palmitico, estedrico y linoleico. Fn fosfatidiletanol
amina hay en general menor proporcién de palmitoleico y palmi

tico que en triacilglicéridos y meyor de estedrico y linolei-
co. Aparecen dcidos de mayor psso molecular en las zonas de

///
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20 y mée carbonos, entre ellcs arequidénico. En les manchas
de fosfatileteanolamina y fosfatidilcolina ademds de dcidos
grasow se hallaron dos pequefios plcos con tr algo inferior a
palmitico y estedrico gque se identificaron tentativamente co
_mo derivados de palmitaldehido y estearaldehido. El1 tipo de
solvente usado en e¢l fraccionamiento de los lipidos polares
no resuelve la mezcla de fosfolfipidos de los correspondien-
tes plasmalégenos de atanolamina ¥ colina. Ambos dan las mis
mas reacciones de coloracidén. Cuando estos 1lfpidos son inter
esterificados con metanol-HCl los dcidos grasos se convierten
en ésteres metilicos y los éteres vinilicos del plasmalégeno
en dimetilacetales de los aldehidos correspondientes. Los di
metilacetales en las condiciones empleadas pera cromatografis
ges-1{juido (FPase estécionaria polar) tienen tr ligeramente
inferiores a los ésteres metflicos de iguel longitud de cade

n& carbonada.
V4

5)Una solucidén para la alimentocidn del Triatoma infestans.

Se ensayaron varias soluciones con el objeto de susti-
tuir la sangre (118) o el suero (119) en la alimentacidn arti
ficial de la vinchuca. Conocida 18 composicidén 1uimica de la
sangre se prepararon soluciones de composicidn semejante dén
de el aporte proteico sra caseina. No hubo resultados positi
voe ni adn con une simple solucidn de caseina. Se prohd sue-
ro de vace, observdndose que para le alimentacidn artificial
era nececsaria una presidn de hambre mayor que para la alimen .
tacién sobre animales. Se ayuné por treinta dfiee ninfas de
estadfo I y luego se lee ofrecié agua. Se observé uns muy pe
queila ingesta. Pinalmente el ensayo de la solucidén glucosada
cuya composicién se detalla en materiales y métodos, aporté
resultados positivos. lado 1o incompleto de su constituciédn
se la destind & experimentos de tiempos cortoa, sin preten-
8ién de Jue la misma sirviera en modo alguno & la evolucién

de los insectos.



6)Bios{ntesis de dcidos grasos "in vivo".

-

f)Alimentacidr. con l-*4C acetato.

Lo alimentacidn de tcdos los estadics ninfales e indivi-
duos adultos del Triatome infestens con ecetato xarcado ra-
. diactivamente permitidé reconocer la capecidad y el tipo de £~
cidos grasos sintetizables "de novo" por los insectos en con-
diciones bastante similares & les naturaleas.

Todos los estadios ninfales y los insectoe adultos excep
to 1a yinfa 1 sintetizaron en forma similar los €cidos grasos

palmitico, palmitoleico, estedrico y ocleico (Tabla VI),
Tabla VI

Porcentajes de distribucién de la radiactividad entre los dci-

T
dos grasos de los insectos alimentados con 1-140 acet&to.(“’

Estadios Tiempo(2) Acidos grasos

) he- 16:0(3) 18:0 16:1 18:1
Ninfa I 24 33,8 66,2 — _—
Ninfa II 24 50,2 15,2 11,1 23,5
Kinfa II 48 41,2 18,3 10,9 29,6
Rinfa 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 seleccicrados entre los 15
y 20 dies despuds de la muda y mantenidos en ayuno duran-
te este intervalo. Realizaron una \nica ingesta “ad libi-
tun" con el material marcado jve durd entre 10 y 15 min,

(2) Tiempo transcurridc deééo la elimentacién con sustraio
marcado hasta la muerte del insecto.

(3) Identifica a los dcidos grasos: El primer nimero indice
el nimero de carbonos, el segundo, el nimero de dobles

ligaduras,
El porcentaje de incorporacién de la marcacién en los 1i-

pidos o0scilé entre el 4 y el 30%.
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En los periodos <studiados la radiactividad mayor fue ha
1lada en el 4cido palmitico. En este tipo de experimentos no
se puede édaescartar totalmente la posible contribucion de 1la
flora microbiana intestinal cdel insacto e¢n 1s s{ntesis"de no-
.- vo" de 4cidos grasos pese al agregado de peaicilina y estrep-
tomicina.

b)Inyeccidn de 1-140 acetato de sodio.

En un segundo grupo de experimantos el acetato rsdiacti-
vo fue inyectado parenteralmente eviténdose de zsta manera la
posible contribucién de la flora intestinal del insecto. loas
resultados obtenidos se reseiian en la Tabla VIIy confirman
los obtenidos anteriormente en los experimentos de alimenta~
cién (Tavle VI), Pese @ les variaciones previsiblas con tal
tipo de técnica, son muy concordantes. £l temafio de los 2 pri
meros estadios impidié la reelizacidén del expverimonto en ellos.
En lcs demds estadios, se observé nuevamente la biosintesis
"de novo" de palmftico, palmitoleico, estedrico y oleico. Ia
formacién de dcidos monoetilénicos palmitoleico y oleico prip
ciﬁalmente, fue particularmente elevada, Ademds en algunos ca
808 se pudo observar no sélo la sintesis de los saturados pal
mitico y estedrico, sino también de miristico. No se observd
sin embargo, formacidén y depdsito de é&cidos ds2 menor peso mo-
lecular.

¢)Inveccién de 1—140 palmitato y 1—140 estearato.

Cuando se inyectaron en los insectos adultos mechos ¥y
hembras loa dcidos grasos palmitico y estedrico ss observd
que el primero era convertido en estedrico y oleico, en tan-
to que el segundo era convertido en oleico (Tabla VIII).
Bgto demuestra la existencia de una enzima elongante de pal-

mitico a estedrico y una desaturante de estedrico a oleico.

.

En todos los estudios "in vivo" se extrajeron los lipidos to

tales sin diseccién previa.
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Tabla VII

Distribucién de 1la radiactividzd (%) 140 entre los dcidos gra
sos del insecto luego de lea inyeccidn de 3 x 105 dpm[yl de 1-

140 acetato.(l)
Estadio Vol.de Tiempo Acidos grasos
inyec. hs.

( 1) 14:0 16:0. 16:1 18:0 18:1
Rinfa Il14 0,7 12 - 44,0 13,8 7,5 34,7
Ninfa IV 1 5 - 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 8,7 9,7 38,5
Ninfa V P4 27 - 24,9 8,4 14,4 52,43
Macho adulto 2 10 3 43,3 11,4 8,5 28,9
Macho &dulto- 2 12 - 41,0 5,8 12,8 40,4
Mecho adulto 2 24 2,5 32,6 5,7 12,4 46,8
Macho adulto 2 24 - 33,4 13,6 10,5 42,3
Hembra adulta 2 6 - 40,7 6,2 15,3 37,8
Hembra adulta 2 27 - 42,7 8,6 11,5 37,2

(1) Ios insectos fueron seleccionados en condiciones iguamles
a las descriptas en la Tabla VI e inyectados a los 15 o
20 dies de la mudw.
El pd%entaje de incorporacién de 1la radiasctividad en los

dcidos grasos oscild entre el 28 y el 73%.

T)Biosintesis de dcidos grasos "in vitro",.

Por centrifugacién diferencial a 10.00C x g se separd del
homogeneizado total de tejiaos extraintestinales una frzccidn
sobrenadante no mitocondrial que tenia capacidad de sintetizar
dcidos grasos a partir de 1-1%C acetil-CoA. En las Tablss 1X
¥ X se obtsaervi que s&sa Traccién fue capaz de sintetizar "de
novo® no sélo dcidos grasos saturados de 10 & 18 carbonos, si

no también monoetilénicos de 10, 12, 16 y 18 carbonos.
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Tebla VIII

Distribucién porcentuel de le radisctividzd cntre los dcidos
grasos del insecto & las 13 hs, de 12 inyeccidén de 2,5 ul de
. dcido palmftico {(200.C00 dpm/ 1) o estedrico (375.000 dpm/ 1)

Acidos grasos

Sexo Acido inyectado

16:0 ‘1820 18:1
16:0 88,6 8,7 2,7
16:0 89,1 7,0 3,9
16:0 85,9 . 10,0 4,1
16:0 95,6 4,4 -
16:0 92,6 7,4 -
18:0 - 82,5 17,5
18:0 - 90,7 9,3
18:0 - 17,7 22,3

ILos insectos fueron tomedos en les mismas condiciomnes cxperi

mentales Jque on la Table VII,

Inesperadamente se detectd también usando esta fraccidn,
upna importante marcacién en un pico crometogrdfico de tiempo
de retencidn elevadc que tentativamente podria ser identifi-
cado como eicosenoico (20:1). Este pico & su vez estaba me-
guido de otro que podr{a identificarse tentativamente por su-
tiempo de retencidén como el &cido eicosadiencico (20:2). Lue
g0 de hidrogenar la muestra estcs dos picce ss unificaron en
uno solo identificable como 4cido eicosanoico (20:0) por su
tr (Tabla X).

N

Cuando se separ$ del homogenado de tejidos abdominales
extraintestinales una fraccidn sobrenadante de 105.000 x g
y se incubd con 1-140 acotil Cot, 39 observd la biosiatesis
"de novo" de &cidos gresos saturados (Tabla XI). Estos dcidos
formadoa fueron los mismos sintetizados por ¢l sobrenadante-
de 10.000 x g.



Distribucidn de la marcacién dsl 1~14

do en los &cidos graesos por el schbrenacente de 12.0C0 x g

Tebla IX

56

C acetil CoA incorpora-

(1)

Acidoe grasos tr/18:0(2) <

10:0 0,17 3,2
10:1 0,21 1,8
12:0 0,25 545
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
x, (20:17) 1,94 24,3
x, (20:27) 2,33 9,3

(1) Proveniente de un homogenado de &rganos extraintestinales

(2)

del abdomean de 60 hembras adultas de Triatoms infestans

nudadas entre 10 y 15 dfas antes del experimento y con w

ne alimentacién. E1l $iempo de incubacidén fue de 3 hs. en

las condiciones descriptas en la parte experimental.

tr/18:0 representa el tiempo ds retencién relativo del pi

co separado en la columna de cromatografia gas-1{quido

respecto al écido 18:0.



Tabla X

1
Distribucién de 18 mercaoidn del 1- 40 acetil CcA incorpora-
do por el sobrensdante de 12.000 x g en los deidos grasos de

_ la Tabla IX luegc de ser hidrogenados.

Acido graso tr/18:0 Hidrogenada Sin hidrogenar(l)
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 ) 1,00 20,1 16,2
20:0 ? 1,69 35,7 33,6

(1) Sumatoria de los porcentajes de los dcidos de igual ndune-

ro de carbonos tomados de la Table IXf



-68-

Tabla XI

X 14 )
Distribuciédn de 1l& marcacién de 1-" ' acetil CoiA entre lon

dcidos grasos luego de incubsdo con el sohrenadante de

105.000 x gL,

Acido graso tr/18:0 %

x 0,06 1,8
12:0 0,23 5,L
14:0 0936 1593
16:0 0,58 5745
1830 ' 1’00 9)5

' B4

xl“(ZO.l.) 1,98 9,4
x2"(20:2?) T 2,33 rastros

(1) Se utilizé un homogenado de érganos abdomineles extra-
intestinales, obtenido e incubado durante 1 h. en las

condiciones descriptas en la parte experimental.
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8)Estudio de las fraccionres subcelulares,

b

El fraceso en los ensayos de actividad desaturante en
la "fraccidn microsomal" aislade motivd 21 cuidedoszo estudio
de las fracciones subcelulares de homogenados de 4rganos ex-
 traintestinales del abdomen del Triatoma infestans. Se emple
aron para ello las enzimas marcadoras: a) Glucosa-6-fosfatasa
b) FADPH-citocromo ¢ reductasa, y c) Succinato-citocromo ¢
reductasa.

a) Glucosa-6-fosfatasa. ~

Esta enzima mostrd en todas las fracciones subcelulares
ensayadas muy baja actividad especifica (a.e.) comparade a 1a
que presents en la fraccidn microsom§1 de hfgado de rata (a.e.
del orden de los 100 nmol/mg/min en las mismae condicicnes ex
perimentales). A pesaf de las bajas a.e. medidas es posible
observar que en "mitocondrias" se obtuvieron las mds altas

(véase Tablas XII y XIII).

Tabla XII

Actividad de glucosa-6-fosfatasa en fracciones subcslulares

de 8rganos extraintestinalea de Triatoma infestans (hembra).

Fraccién Proteinas Actividad especifica
subcelular (ng) (nmol de P/mg/min)
"homogenado" S%gom;n 54,9 4,1
"mitocondrias" Pigog;ng 3,0 6,7
"mpicrosomas" Pigsgég 2 8,0 3,3
ncitosol" sigs‘ggg . 24,0 1,5

S indica sobrenadante. P indica precipitedo. El superindice
indica el tiempo de centrifugacidén en minutos. E1l subindice
indica la fuerza gravitacional en gravedades. El ordenc&miento
de arriba-abajo en la segunda columna precisa el modo 2n Jue
se obtuvieron las distintas fraccicnes.

ILa temperatura de incubacién fue de 30°C,
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Tabla XIII

Actividad de glucosa-6-fosfatase en fracciones subcelulurey

de érganos extraintestinales de Triatoma infestans (hembra).

" Praccién Prote{nas Actividad espacifice
subcelular (ng) {nmol de P/mg/min)
"mitocondridas® 12,1 7
"microsomas” "’ 9,4 - 3,4
ncitosol" 23,5 0

Las fracciones subcelulares fueron obtenidas del mismo mods

que se indicé en la Tabla XII e incubadas a 30°C,

b) NADPH-citocromo ¢ reductasa.

Esta enzima junto & l1la que sigue, a diferencia de 1la en
terior, resultaron més definitorias de le localizacidén de
"q}crosomas" ¥y "mitocondrias'" respectivamente., Como puede
observarse en la Tabla XIV la actividad especifica fue ma
yo; en “microsomas" que en las restantes fracciones,

c) Succinato-citocromo ¢ reductasa.

La actividad especifice resultd claramente superior ea

la fraccidén mitocondrial comc se aprecia en la Tabls. Xv.
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Tabla X1V

Actividad de NADPH-citocromo ¢ reductasa en fraccioness sub-
celulares de Srganos extreintestinales de Triatcme infeestene

. (hembrs)., Temperatura de incubacién = 37°C.

Praccién Proteinas Actividad especifice
Subcelular (mg) (nmol de cit. ¢ redu-
¢ido/mg/min)
10 min
"homogenado" 8700 g 68,8 43,4
20 min
"mitocondrias" PlOOOO g 5,8 . 68,7
. (1).60 min
"microsomas" " P, -0, 2 3:? 131,8
N 60 min -
vcitosol leSOOO g 8,5 87,7

(1) Promedio de 3 determinaciones.
Explicacidén de la segunda cclumna en la Tabla XII,

Tabla XV
Actividad ds succinato-citocromo ¢ reductasa en fracciones
subcelulares de érganos extrainteatinales de Triatoms infeg
tans (hembra). Temperatura de incubacidn = 20°C,

Praccién Protefnas Actividad especificn

subcelular (ng) (nmol de cit. ¢ reduci
do/mg/min)

"homogenado" 68,8 20,7

”mitocondrias"(l) 5,8 112

"microsomas" 3,8 26,6

"citosol" 8,5 0

(1) Promedio de 3 determinaciones.
las fracciones subcelulares ensayadas fueron las mismas
que en el ensayo de NADPH-citocrcmo ¢ reductass (Tabla
X1v).
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El contenido de 1ipidos del Triatome infestans es vgria
ble & lo largo del ciclo evolutivo. Los 1{pidos cumplen una
importante funcién de reserva energética en el huevo y en la
ninfa I, demostrada por la notable resistencia al ayuno 4e
este primer estadio. las voluminosas ingestas del insecto
que son lentamente absorbidas hacen del estémago del mismo
un importante 8drgano de reserva en aquellos estadios en que
la alimentacién se realiza.

Los dcidos grasos fundamentales son en lineas generales
los mismos hallados en otros insectos. Sin embargo, muestra
algunas notables diferencias con los de especies relsaciona-
das: Triatoma phyllosama y Rhodnius prolixus, dénde no apa-
recen cantidades apreciables de dcido linoleico (véase Intro
duccién pig.14). las diferencias en composicién de &cidos gra
sos entre machos y hembras no resultaron sigmificetivas,

Se observa que la proporcidén de los diversos dcidos gra
sos se modifica durante la evolucién del huevo @ adulto. T8
disminucién de los dcidos palmitico, palmitoleico y oleico
en la transicién de huevo & ninfa II (fig, 14) iue socn por 2o
general componentes de los lipidos de reserva, puede correla-
cionarse bien con el consumo de la reserva lipidics del hue-
vo jJue se manifiesta claramente en la cafda del contenido 1i
pidico en el mismo pesaje (Tabla I). E1l aumento simultdneo
de linoleico y estedrico jue son importantes componentes por
lo general de los lipidos de membrana y por consiguiente sin
funcidén energética secundaria, podria ser consecuencia de un.
incremento de la proporcién relativa de esos lipidos al dis-
minuir el material de reserva. A pesar de jJue el contenido de
arajuidénico es sumsmente bajo sus variaciones en el ciclo e-
volutivo son correlativas en el linoleico. Esto hace sospechar
que su ubicacién en las moléculas lip{dicas es similar a la
del linoleico y jue podria también variar como consecuencia
de los procesos de utilizacién de las reservas lipidicas y

membranogénesis. Es de destacar jue el insecto en el estadio
de ninfa 1I parece haber adquirido ya el modelo de distribu-

cidén de dcidos grasos (fig. 14) y el contenido lipf{dico(Tabla I)
- ///
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que lo caracterizard hasta su edad aculta, puesto que de all{
en m&s no se observan cambios significativos., En adultos si
bien se observa un sumento en el contenido lip{dico no va a-
compaiiado por un cambio importante en la compsosicién ccmparm-
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 resul
tados jue se muestran en las Tablas II y III y las figs. 14 7y
15. No se detectaron apreciables diferencias estacioncles ean
la composicién dentro de los estadios enalizados (Tabls III)
aunjue son notorias las diferencims interestadics para cade
época, Asi el palmitico es significativamente superior en hue
vos que en adultos y el linoleico viceverasa. Se observa tan-
bién una marcada constancia en la composicién de Zcides grass
del huevo en las distintas épocas, que resulta notable si se
la compara con l&s hembras adultas donde se foyrman. Esto tal
vez s6a debiéo a mecanismos regulatorios jJue en éstas deter-
minan de mocdo eatrecho l&s proporcicnes que de los distintos
~dcidos grasos debsn hallarse en el huevo en forzacidn. Al res
pecto conviene hacer resaltar 12 baja dispersién del conteni-
do lipfdico % respecto & la de los pesos promedio del huevo
en la Tabla I, Este constancia porcentual taabidn abonarie la
misma hipétesis en 1lo que respecta al contenido ¥ de lipidos
que el huevo debe tener;

Por otra parte la "vinchuca" adultse indudablementse incor
pora los dcidos grasos de la sangre como lo demuestran las ai
militudes de composiciédn, pero modifica la proporcién relati-
va de algunos dcidos grasos mayoritarios (oleico y estedrico
principalmente). No obstmante conviene tener en cuenta que el
alimento por ser un producto biolégico también es suceptible
de sufrir modificaciones con la alimentacién y demds variables
individuales que afecten a las palomas, pudiendo ocurrirfgli-
mentacioneés anteriores & lw experimental hubieran sido efec-
tuadas con sangre de composicién distinta,

En cuanto a las clases de lipidos constituyentes de los

estadios analizados resulta evidente la importancia del tri-

- /7/
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acilglicerol, el componente mds abundznte, cuya funcidén en los
organismos es la de constituir la reserva energética. Easte pa-
pel parece ser muy importante en los insectos y segin Gilbsrt
y Chino (120) son muchas las especies que dependen casi exclu
. sivamente de los lipidos para sus rejuerimientos energéticos.

Se reconocié también la presencia de colessterol y ésteres
de colesterol. Sin embargo, los insectos carecen de capacidad
para sintetizar estercles (121). Si el Triatowa infestans no
discrepa con esta regla entonces el colesterol hallado provie
ne de la sangre ingerida. Entre los ésteras de colesterol ee
probable que se hallen incluidos los hidrocarbturcs que con el
sistema de solventes empleado para separar lipidos neutros co
rren en 12 misma posicién. En los insectos, los hidrocarburos
disminuyen la permeabilidad al sgue de lz sxocuticula,

Los diacilglicéridos estdn presentes en bejas proporcig
nes tanto en adultos como en huevos. En @algunos inscectes ge
he. reconocido que los diacilglicéridos son los principeles
transportadores de &cidos grasos en la hemolinfa (120). En
" el Triatoms irnfestans adn no se tiene informscidn al reapaciy
pero conviene destacar que los ‘tenores halledos no son demna-
siado diferentes entre huevos ¢ insectos adultos.

La proporcién 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 lipidico. Esto corcuerda bien
con la hipétesis de que los triacilglicéridos desempefian un
importante papel como Unica reserva enargética en el huevo,
en tanto aue el adulto dispone de la reserva adicional alter
nativa que le provee la alta capacidad del intestino para al

macenar sangre. La proporcién de fosfolipidos es inferior en

-

huevos que en adultos.

Los dcidos grasos constituyentes de triacilglicéridos
nos muestran & estos como le clase lipldica mds simple de las
analizadas (Tabla V). El predominio de los dcidos palmitico
¥y oleico junto & la apreciable proporcidn de palmitoleico es

tipico de esta clase de l{pidos. Llama la stencién el tenor

i ///



elevado de linoleico.

Los fosfolipidos en especial 1la fosfatidiletanolamina,t~ e
una mayor variedad estructural como lo demuestra la amplia
gama de dcidos encontrados en proporciones significativas,

En la fosfatidiletanolamina se encuentra un modelo de dis-~
tribucién de dcidos grasos claramente distinto del que pre-
sentan los triacilglicéridos. Los dcidos linoleico y araquidé
nico provienen sin dudas de la dieta (fig.15) y aunque no se
descarta la posibilidad de una transformacién de linoleico en
arajuidénico tal como ocurre en animales, esto parece improba
ble & la luz de estudios realizadms en otros insectos (_6%,

1 66). .

Los estudios realizados en otros insectos han llevado =
la conclusién de que estos organismos poseen una dcido graso
sintetasa activa (59,60,61,62,67,68,75,76). E1l Triatoma infes
tans no es la excepcién y tanto en los experimentos en jue se
los alimentd con 1-140 acetato (Tabla VI), como en ajuellos
en que se los inyectd con el mismo precursor (Tabla VII), pro
b6--tener una 4cido graso sintetasa activa en todos los estadios
de su ciclo evolutivo desde ninfa I. Tal como ocurre en otros
organismos la marcacién se realizd preferencialmente en &ci-
do palmitico. Sin embargo se encontré también marcacién impor
tante en los dcidos palmitoleico, estedrico y oleico. Esto per
miti§ suponer que también se hallaban presentes actividades e-
levadas de desaturasas y elongasas de dcidos grasos. £n el es
tadio ninfal I no se encontraron dcidos monoetilénicos por lo
que la A9-desaturasa estarfa ain ausente, inactiva o débilmen
te activa. Puesto que se encontré palmitico y estedrico 1la
sintesis "de novo" de dcidos grasos saturados es ya activa en
este estadio. Resulta interesante observar que sélo hay pejue
fias diferencias en cuanto a-1a distribucién de la marcacién
con los dos métodos distintos empleados, por lo cual la contri
bucién & la sintesis "de novo" de dcidos grasos por la flora
intestinal del insecto no parece tener significacién.

En los experimentos en los jue se inyectaron palmitioo y

estedrico marcados se demostré cabalmente que el insecto po-
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see una enzima capaz de convertir palmitico a estedrico y o-
tra que desatura estedrico a oleico (Tabla VIII). Sin embar-
&0 no se pudo detectar desaturacién de palmftico a palmitolei
co. Estos resultados comparados con los de las Tablas VI y

.- VII podrian ser explicados por una compartamentacién que per
mitiera al dcido palmitico sintetizado "de novo" ponerse en
contacto directo con la enzima desaturante, lo que no ocurri
ria con el palmitico inyectado directamente. A diferencia de
éste, el dcido eatedrico inyectado es desaturado normalmente
@ oleico. Puesto jue generalmente se admite jJue en los anima
les la misma A9-desaturasa convierte el palm{tico en palmito
leico y el estedrico en oleico (122, .123), los resultados ob
tenidos (Tabla VIII) insindan ciertas dudas sobre si esta a-
severacién se cumple Qn el T. infestans y podrian indicar la
existencia de mecanismos diferentes de desaturacién y luego
elongacidén de precursores de bajo peso molecular, en lugar de
una desaturacién directa de palmitico y a la vez accién de u
na desaturasa muy especifica de estedrico. O por lo menos una
compartamentacién diferente,

En los experimentos realizados "in vitro" con sobrena-
dante de 10.000 x g de un homogenado de 6fganos extraintes-
tinales, se observé la biosintesis "de novo" & partir de 1-
140 acetil CoA de dcidos grasos tanto saturados como monoeti
lénicos (TablasIX y X). Si bien una importante marcacidén se
acunulé en los dcidos mir{stico y palmitico, se formaron tam
biém palmitoleico y oleico confirmando los resultados "in vi.
vo" (Tablas VI y V1I), Llama la atencién la gran variedad de
dcidos formados cuando se utilizdé este sistema enzimdtico ais
lado en comparacién con la simplicidad resultante de la acti-
vidad del animal entero a partir de acetato marcado. Esto de-
mostraria jue el insecto pdaee capacidad para orientar o se-
leccionar los productos potencialmente sintetizables por las
enzimas.

Por otro lado resulta curioso dentro del amplio espectro

de dcidos grasos producidos por esta fraccién, la importante
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marcacién encontrada en eicosenoico (20:1) cuyo origen puede
ser alternativamente o por desaturacién de eicosanoico (20:0)
o por elongacién de oleico (13:1). E1 hecho de no haber encon
trado eicosanoico sugiere esta dltima posibilidad. Ia propor-
. ¢ién hallada de este dcido es notablemente alta en relacién
a2 los niveles que del mismo se observaron en los estudios de
composicién (Tabla II). El eicosadienoico (20:2) también po-
dria haberse formado por elongacidén del linoleico (18:2).
Cuando se incubdé el sobrenadante de 105.000 x g del ho-
mogenado de érganos extraintestinales, se observé biosintesis
"de novo" de dcidos grasos saturados solamente (Tabla XI).
Las proporciones mayores correspondieron a los dcidos miris-
tico y palmitico prinqipalmente en muy buena concordancia con
los productos de las dcido graso sintetasas animeles. Puesto
que no se encontraron los dcidos grasos monoetilénicos halla
dos cusndo se incubd el sobrenadante de 10.000 x g, esto in-
duce & pensar jue dicha capacidad estd ubicada en el precipi
tado de 105.000 x g ("fraccién microsomal"). De ser esto asi,
" también coincidiria con lo gque ocurre en las fracciones sub~
celulares de higado de rata, dénde los microsomas contienen
los sistemas desaturantes. los ensayos tendientes a corrobo-
rar esta localizacién han resultado infructuosos, tal vez de
bido @ problemas técnicos o de labilidad de este sistems enzi
mético. Nuevamente el sobrenadante de 105.000 x g se mostré
capez de producir los picoe cromatogrdficos que tentativamen
te se identificaran como 20:1 y 20:2 en la Tabla IX, sunque
en mucha menor proporcién. Esto da fuerza a la sugerencia he
cha anteriormente de que es muy poco probable jue su biosin-
tesis se produzca por reacciones de desaturacién y lo sea mds
bien por elongacién, dado que en el sobrenadante de 105.000 x
&€ no‘hay normalmente enzimég desaturantes. Sin embargo sabe-
mos también que generalmente en los animales hay sistemas e-
longantes en microsomas y mitocondrias. La resolucién final
del problema podr{a haberse realizado estudiando la posicién
de las dobles ligaduras, pero lamentablemente la falta de ma

terial impidid esta determinacién.
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Cuando se estudid el fraccionamiento subcelular se em-
plearon enzimas de reconocida ubicacién dentro de las células
de higado de rata. Los ensayos de Glucosa-6-fosfatasa sorpren
dieron con sus extremadamente bajas actividades (Tablas XII y
'XIII). No obstante,la homogénea distribucién de actividades
’ especificas interensayos estd indicando que la"fraccién mi-
tocondrial” es mds rica en esta enzima. E1 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 si resulta
claro es que la actividad de Glucosa-6-fosfatsasa en los Srga-
nos estudiados es practicamente desprgciable no siendo por 1lo
tanto muy \til en el andlisis de las fracciones. Por otra par
te algunos autores han concluido gque la membrana externa mito
condrial posee esta actividad (124). De ser as{ en los tejidos
estudiados, la mayor riqueza en esta actividad de la "fraccidén
mitocondrial‘ podria ser explicada por ausencia de la misma en
la "fraccién microsomal" en las condiciones experimentales u-
tilizadas,

— E1 ensayo de NADPH-citocromo ¢ reductasa resulté més con
veniente y la lccalizacién de la misma era microsomal (Tabla
XIV). Esto estd de acuerdo con el uso de la misma como enzima
marcadora. La mayor actividad especifica fue encontrada en la
"fraccién microsomal". la actividad especifica de la "fraccidén
mitocondrial" fue también significativa indicando que en las
centrifugaciones a l0.0QO X g un& parte importante de los "mi
crosomas" podrian haber juedado atrapados en el precipitado.
La actividad especi{fica hallada en el "citosol" hace sospe-~
char la existencia de "microsomas livianos". Esto dltimo es
coincidente con 1la observacidén de actividad elongante rema-
nente encontrada cuando se estudié la bios{intesis de dcidos
grasos "de novo" en el sobrenadante de 105.000 x g,

En cuanto a la actividad de Succinato-citocromo ¢ reduc
tasa se comprob$ que su localizacién preferencial era en la
"fraccién mitocondrial" (Tabla XV), lo que estaba de acuerdo

con su localizacién en otros sistemas y que ha hecho de la mis
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ma @8 un buen marcador de mitocondriss. También se observd
que habia algo de esta actividad en la "fraccién microsomel"
Yy su ausencia en el "soluble".

Del andlisis de este conjunto de resultados surge que
. con el fraccionamiento simple utilizado no es posible obte-
ner fracciones subcelulares de alta pureza; gque la Glucosa-
6-fosfatasa no es un marcador adecuado para optimizar las con
diciones de fraccionamiento de este sistema; que las activida
des estudiadas estdn de acuerdo con una ‘distribucién en las
fracciones subcelulares andloga & la de higado de rata (ex-
cepto la poco activa Glucosa-6-fosfatasa); que la "fraccién
microsomal" es razonablemente activa al menos en cuanto &
NADPH-citocromo ¢ reductasa en los tiempos comunes empleados
para la obtencién de ia preparacién. A la luz de este Wltimo
dato, el fracaso en la demostracidén de actividad de desatura
sas en la“frgccién microsomal" no se podrfa atribuir a daios
del sistema de transporte electrénico o al menos serfia bas-
tante improbable. Es importante serialar que en insectos son
“muy importantes los mecanismos microsomales de oxidacidén de
téxicos e insecticidas. Por \ltimo, la variacién en la can-
tidad de proteinas en cada fraccién como la de las recupera-
ciones se atribuye & las pejuernias cantidades de material con

que se ha debido trabajar.
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El contenido de lfpidos del Triatoma infestans se modifica
a lo largo de su ciclo evolutivo. La funcién de reserva e-
nergétice de los mismos es mdxima en el estadio de huevo
durante el cudl el insecto no se &limenta de una fuente ex
terna.

Los &cidos grasos méds importantes a lo largo de su ciclo e
volutivo son palmftico, estedrico, oleico y linoleico.

La distribucién porcentusal de los mismos varfia durante su
ciclo evolutivo. En los estadios de huevo y ninfa I la re-
lacién palmitico+oleico/estedrico+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 1lipidos de reserva en a-
quellos primeros eétadios.

En las condiciones del insectario no hay variaciones sig-
nificativgs con el cambio estacional de las composiciones
de dcidos grasos en los estadios estudiados.

La composicién de dcidos grasos en insectos adultos de am

‘bos sexos refleja con algunas modificaciones la composi-

cién de su dieta.

La clase lipfdica mds abundante tanto en huevo como en a-
dultos es triacilglicéridos. Los fosfoli{pidos mds importan
tes son fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en una re
lacién entre ambos jque se aproxima & la unidad.

Los dcidos grasos predominantes en triacilglicéridos son
palmftico y oleico.

En la fosfatidiletanolamina palmitico, palmitoleico y olei
co estdn disminuidos y estedrico y linoleico aumentados res
pecto & su distribucién en triacilglicéridos.

El Triatoma infestans tiene desde el estadio ninfal I de su
ciclo evolutivo hasta adhito la capacidad de sintetizar "de
novo" a partir de acetato dcidos grasos saturados y desde

el estadio ninfal II hasta adulto, también monoetilénicos.

10)En los insectos adultos qued$ demostrada la capacidad de e-

longar palmitico a estedrico y de desaturar éste a oleice.



-81-

11) El1 sobrenadante de 10.000 x g de un homogenado de 4rganos

12)

13)

14)

15)

16)

extraintestinales del abdomen de hembras adultas j§venes
mostré poseer capacidad para sintetizar "de novo" a par-
tir de acetil CoA, dcidos grasos saturados de 10 a 18 car
bonos, monoetilénicos: 10:1, 12:1, 16:1 y 18:1 y presunta
mente de 20:1 y 20:2.

En el sobrenadante de 105.000 x g del mismo preparado jue
dé demostrada la presencia de una dcido graso sintetasa
cuyo producto principal era el dcido palmitico. La apari-
cién entre los productos de incubacidn de cantidades me-
dibles de los dcidos tentativamente identificados como
20:1 y 20:2 y la ausencia de 20:0.como de los demds mono
etilénicos permiten descartar que su formacién sea a tra
vés de la desaturacién del 20:0 y sugieren como probable
su origen por elongacidén de oleico y linoleico respecti-
vamente.

De las céﬁclusiones anteriores se deduce como muy proba-

ble la existencia de por lo menos una desaturasa activa

- capaz de convertir dcidos grasos saturados en los corres

pondientes monoetilénicos en el precipitado de 105.000 x
g ("fraccién microsomal").

"In vivo", la incapacidad de formacién de palmitoleico a
partir de palmftico junto & la produccién de oleico a par
tir de estedrico cuando estos #dcidos fueron inyectados su
gieren que la formacién de palmitoleico (observada cuando
se estudié la biosintesis"de novo" a partir de acetato)
no seria realizada por la misma enzima Jue origina al o~
leico o por lo menos jue la compartamentacién de los dos
dcidos saturados es distinta,

La Glucosa-6-fosfatasa tiene en el "pool" de érganos ex-
traintestinales del abdomen,muy baja activided siendo por
tanto inadecuada como enzima marcadora de "microsomas".
Las actividades de NADPH- y Succinato-citocromo ¢ reduc-
tasas si resultaron buenas indicadoras de las fracciones
"microsomal" y "mitocondrial" respectivamente en la mis-

ma preparacién.

sl
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