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Resumen

Se exponen los datos sobre la antigenicidad de las pro-
teasas de la cucaracha Periplaneta americana y de la
vinchuca Triatoma infestans en seres humanos residen-
tes en la CABA y Gran Buenos Aires, asi como en las
provincias del Norte y Noreste del pais. La antigenicidad
cruzada entre ambas las convierte en 2 insectos de gran
importancia en el ecosistema, y sus restos momificados
de estadios adultos y ninfales de trascendencia para di-
versas patologias infecciosas y respiratorias.

Palabras claves. Cucarachas, vinchucas, serin-protea-
sas, antigenicidad cruzada, enfermedad respiratoria.

Summary

Data concerning the cross-reactivity between the serin-
proteases of the cockroach Periplaneta Americana and
the reduviid Triatoma infestans are exposed. Humans
living in Buenos Aires as well as those living in the nor-
th of the country inhale mummified particles containing
the powerful antigens of both insects and develop chronic
respiratory illnesses.

Key words. Cockroaches, kissing-bugs, serin-proteases,
cross-reactivity, respiratory illnesses.

Introduccion y antecedentes de investigacion

La Periplaneta americana (Pa) o cucaracha ame-
ricana o Blattaria americana o sudamericana o
cucaracha roja, es en realidad originaria del Africa
tropical donde fue identificada cientificamente. La
taxonomia (Linnaeus, 1758), revela que pertenece
al Reino Animalia, Filo Arthropoda, Clase Insecta, Sub-
clase Pterygota, Infraclase Neoptera, Orden Blattodea,
Familia Blattidae, Género Periplaneta, Especie Ame-
ricana. Es una plaga urbana muy dificil de erradi-
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car conjuntamente con Blattaorientalis y Blattella
germanica. Presentan dimorfismo sexual, siendo la
hembra algo mayor que el macho (hasta 40 mm).
Poseen alas que les permiten vuelos muy cortos a
los machos por ser mas estilizados en su cuerpo. Su
anatomia se divide en cabeza, térax y abdomen, y
poseen antenas, ojos, fémur, tibia, tarsus, tegminas,
alas y cercus. Viven en dreas humedas con tempera-
turas medias de 25-29° C, ya que no soportan el frio.
Como tienen fotofobia, prefieren lugares oscuros,
como grietas, sétanos, alcantarillas, etc. Se alimen-
tan de materias en descomposicion y restos de co-
midas, aunque algunos autores sefialan que pueden
ingerir papeles o telas sucias o descartadas. Las cu-
carachas son oviparas excepto la Diploptera puncta-
ta que es vivipara. La ooteca se fija a una superficie
por medio de pegamentos de las glandulas bucales,
se forman cada 7 dias, con 15-20 huevos cada una,
y a los 50 dias dan lugar a las ninfas que rompen la
ooteca. Poseen una metamorfosis paurometabdlica,
0 sea, que las inmaduras se parecen a las adultas
aunque sin 6rganos sexuales. Son maduras luego de
10-15 mudas. Son transmisoras mecdnicas de paté-
genos bacterianos, virales, micéticos y parasitarios,
y por su contacto con los alimentos son un grave
problema sanitario. Asi, se demostré la presencia de
especies de Salmonella, Pseudomona aeruginosa, Pro-
teus vulgaris, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Ba-
cillus subtilis, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneu-
moniae, Nocardia sp, Mycobacterium leprae, Shigella sp,
Serratia marscesens y Clostridium perfringens. Entre los
parasitos mds comunes se hallaron huevos o larvas
de Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Enta-
moebas histolytica y coli, Giardia lamblia, Hymenolepis
nana y diminuta, Necator americano, Trichuris trichura,
Lophomonas blattarum, Leptomona ssp, Leidynema ap-
pendiculatum, Hammerschmidtiella diesingi, Blastocytis
hominis, Cryptosporidium sp e Iodamoeba biitschilli.
Hongos como Aspergillus fumigatus y niger también
contaminan sus heces y patas.3®

Por otro lado, Kern (1921) y Cooke (1922) lla-
maron la atencién acerca del papel que jugaria la
inhalacién del polvillo habitacional (PH) en los pa-
cientes con signo-sintomatologia respiratoria (sin-
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drome rinitis/asma). En 1940, Boatner, y en 1942,
Sutherland, purificaron muestras del PH de los afec-
tados, y sugirieron que los insectos tendrian un pa-
pel en la etiopatogénesis del sindrome. Pasaron 22
afios para que en 1964, Voorhorst, ratificara que el
acaro Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) era el res-
ponsable del cuadro.?” Sin embargo, en 1971, 1976,
1978 y 1979, Kang y Bernton responsabilizaron a los
detritos de las cucarachas como otros responsables
de la patologia respiratoria y comprobaron que los
respondedores a los dcaros también lo eran a las cu-
carachas, enfatizando la trascendencia del habitat
de los enfermos.?*” A partir de 1980 estudiamos las
propiedades inmunoquimicas de un extracto de Pa
obtenido a partir de las estructuras quitinosas del
insecto, pues éstas al momificarse pasan a integrar
el PH.** Dado que el Triatoma infestans (Ti) es otro
insecto que parasita casi todo el pafis, y es como una
“cucaracha rural”, a partir de 1984 se aplicé similar
estrategia de investigacién para valorar su papel en
enfermos respiratorios de varias provincias del Norte
y Noreste argentino.’ El Ti fue obtenido por la gene-
rosa contribucién de la Prof Consulta Dra Elvira D
de Isola, de la Primera Cdatedra de Microbiologia de
la Facultad de Medicina (UBA), quien dond insec-
tos libres de infeccién parasitaria. Los triatomineos
son reduvideos hematdéfagos de gran importancia
sanitaria, que son conocidos como vinchucas, chi-
pos, chirimachas, pitos, chinches aladas, barbei-
ros, conesone bugs y kissing bugs, segun la zona de
América del Sur, Central y del Norte en que se los
halle. Son un centenar de especies silvestres que se
encuentran en nidos de aves, oquedades de los ar-
boles, madrigueras y cimulos de piedras. Las mas
importantes son las que se habituaron a colonizar
las viviendas humanas (Ti, dimidiata, sérdida, rubro-
varia, eratyrusiforme y spinolai).*® Poseen una cabeza
con una trompa picadora, ojos compuestos, antenas
finas y largas, térax muy queratinizado y 2 pares
de alas; el abdomen permite su diagnéstico por sus
manchas distintivas. Son lucifugas y nocturnas y
pican, sin dolor, cuando la victima estd dormida.
Ahi defecan y liberan parasitos que albergaban en
su intestino, y que, por rascado la victima introduce
en su organismo, e inicia la transmisién de la enfer-
medad de Chagas-Mazza o tripanosomiasis ameri-
cana. Hay especies fitéfagas que no agreden a los
mamiferos, pero que desde el punto de vista antigé-
nico poseen similar importancia por la inhalacién
de sus desechos momificados y excretas, los cuales
son inhalados (e ingeridos) por las personas. Pasan
por 5 estadios ninfales con un ciclo lento de varios
meses dependiendo de la temperatura y humedad
ambientales (Figuras 1y 2).

El objetivo de este estudio fue valorar la antigeni-
cidad en modelos animales y en seres humanos con
el sindrome rinitis/asma de los antigenos provenien-
tes de la Pa y del Ti, analizando la posible reactivi-
dad cruzada entre ambos dada la notable polucién
de estos 2 insectos en la geografia argentina.'”

Figura 1. Periplaneta americana.

/

Figura 2. Triatoma infestans

Materiales y métodos

1. Antigenos: extractos del cuerpo entero de Pa
y de Ti se prepararon segun las pautas descriptas
por Frugoni y Hansen. Con cada uno, por separado,
se inmunizaron conejos durante 13 semanas, con
0,5 ml del extracto puro mas 0,5 ml del adyuvante
de Freund completo; luego de 10 dias de la ultima
inoculacién fueron sangrados a blanco y los sueros
guardados a -20°C.18

2. Fraccionamiento por columnas de Sepha-
dex G-200 (de 22 mm x 780 mm) y DEAE-celulosa
(de 25 mm x 380 mm): 5 ml de cada extracto se pa-
saron, separadamente, y se eluyeron con bufferes de
fosfato 0,15 M CINa, pH 8 a 4°C, para Sephadex, y de
0,01 M a 0,5M, pH 8 a pH 6, para DEAE-celulosa.
Las proteinas y los azucares se midieron en un espec-
trofotémetro Metrolab a 280 nm y 470 nm de densi-
dad optica, respectivamente.

3. Cuantificacion de proteinas, de hexosas y de
pesos moleculares: el método de Bradford? midié
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las proteinas y el del indol los aztcares; se compa-
raroncon marcadores estandarizados conocidos y se
detectaron por escala semilogaritmica los pesos mo-
leculares de la Pa y del Ti.

4. Técnicas inmunolégicas: se aplicaron a los
sueros de conejos inoculados con Pa y Ti, el Ouchter-
lony, la hemaglutinacién pasiva de Boyden y la in-
munoelectroforesis.!! 1 23

5. Pacientes: Grupo A: 50 atépicos, 29 mujeres
y 21 varones con edades entre los 19 y 54 afios, con
rinitis perenne/asma bronquial, empeoramiento
con el PH y prueba cutanea positiva de =10 mm con
el Dpt, residentes de la CABA y Gran Buenos Aires;
Grupo B: 50 atépicos, 27 mujeres y 23 varones con
edades entre los 22 y 48 afios, residentes desde, por
los menos, 10 afios en las provincias de Santiago
del Estero, Chaco, Corrientes y Misiones, con simi-
lar cuadro respiratorio; Grupo C: 25 personas, 18
mujeres y 7 varones sin enfermedad respiratoria ni
antecedentes heredofamiliares de atopia, con edades
entre los 18 y 33 afios, residentes en la misma zona
geografica, y el Grupo D: 25 personas, 10 mujeres y
15 varones, de la CABA, sin enfermedad respirato-
ria ni antecedentes heredofamiliares de atopia, con
edades entre 25 y 55 afios, que colaboraron como
controles, y que también cumplimentaron el consen-
timiento informado como los experimentales.

6. Pruebas cutdaneas de hipersensibilidad in-
mediata: se emplearon como antigenos, el PH, el
Dpt, la Paq, el Ti, y los picos proteicos de Pa (76 y 100)
y de Ti (20 y 50) de Sephadex G-200, en la dilucién
1/100. Se valoré el eritema-pdpula a los 20 min en
comparacién con los habones de histamina (con-
trol positivo) y de solucién fisiolégica pH 7,2 (con-
trol negativo). Fue positiva toda prueba =5 mm. Los
pacientes no habian ingerido ningun farmaco que
interfiriera la reaccién cutanea.-*

7. Radioinmunoensayos: el PRIST valoré la IgE
sérica total siendo normal hasta 120 KU/L; el RAST
fue fabricado con los extractos de Pa y Ti (13 mg/ml
de c/u), unidos covalentemente a discos de celulosa
(SS547) bajo bromuro de cianégeno a pH 11 por 2
hs en medio alcalino. Se midi6 en PRU/mlI, siendo
significativos los valores superiores a 0,35 PRU/ml. El
RAST-inhibicion valord la especificidad al emplear
antigenos no relacionados.®131?

8. SDS-PAGE y Western-blots: 20 mcl de Pa y de
Ti se sembraron en geles de poliacrilamida al 15%
(Laemmli), y luego de corridos, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, para ser incubadas
con anti-Pa y anti-Ti durante la noche;luego se in-
cubaron con anti-IgG y anti-IgE conjugados con pe-
roxidasa para la deteccién colorimétrica.??2426

9. Ensayos de actividad enzimatica: minigeles
de 10 x 10 cm c/u de poliacrilamida al 12% con ge-
latina al 0,2%, sembrados con Pa y Ti, se corrieron
2 hs a 130 V. Lavados con tritén-X-100 0,15%, incu-

bados con MES pH 6 en Tris-AcH 100 mM a pH 3,5
y pH 8,5, se colorearon con azul de Coomasie R-250,
y decoloraron con metanol-acético. Para inhibir las
proteasas se usaron reactivos especificos para cada
una de ellas.1%7-20

10. Electroforesis capilar: se desarrollé en Bio-
Rad (Hércules, California, EE.UU.) con extractos de
Pa y Ti en un Bio-Focus 3000, de acuerdo a las pautas
del laboratorio en tiempo y potencia eléctrica. Se va-
loraron los trazados y la superposiciéon de imdgenes.

Resultados

Las columnas de Pa mostraron proteinas por
Sephadex G-200 entre los tubos 76-115 y por DEAE
entre 190-290; las hexosas ocuparon los tubos 12,64
y 102, en la primera, y los tubos 70,100 y 150 en la
segunda. El Ti las revel6 por Sephadex entre los tubos
18-22 y por DEAE entre 45-55; las hexosas aparecie-
ron en los tubos 15-25 y 36, en la primera, y los tu-
bos 42-48 en la segunda. El Bradford detectd 42 mg/
ml de proteinas en Pa y 13 mg/ml para Ti, mientras
las hexosas eran de 2.000 mcg/ml para Pa y de 920
mcg/ml para Ti. Estos datos abogan por la composi-
cién glucoproteica de Pa y de Ti, que como inmuné-
genos produjeron anticuerpos especificos en conejos
revelados por el Ouchterlony, Boyden e inmunoelec-
troforesis, con bandas de precipitaciéon e identidad
de Pa con Blatta germadnica, y titulos de 1/1.024 en el
Boyden; el Ti detect6 anticuerpos especificos 1/4.096
en el Boyden y bandas de precipitacién contra Pa en
una reaccién cruzada, lo que sugirié epitopes comu-
nes entre los extractos. Las absorciones de los sueros
de conejo anti-Pa y anti-Ti, realizadas con Pa y Ti,
en forma directa y cruzada, fueron positivas, siendo
mas notorias las de la Pa que las del Ti, posiblemen-
te, por mayor riqueza proteica y antigénica, y por
razones fisicoquimicas de interferencia inespecifica.
El peso molecular de Pa fue de 180 kDa y el del Ti de
92 kDa, aproximadamente. Los pacientes testifica-
dos del Grupo A (IgE total 225+45 KU/L) revelaron
positividad al PH, Dpt y Pa y sus picos proteicos y
no al Ti; los del Grupo B (IgE total 267+52 KU/L)
mostraron positividad al PH, Dpt, 28 al Ti y sus picos
proteicos y 10 a Pa y sus picos proteicos; el Grupo C
(IgE total 55+12 KU/L) exhibi6 positividad al Ti en
un caso, y negatividad al resto; y el Grupo D (IgE
total 33+15 KU/L) no evidencié reactividad a nin-
gun antigeno. En los sueros positivos las IgE-RAST-
anti-Pa y anti-Ti fueron superiores a 0,35 PRU/ml. El
RAST-inhibicién ratificé la especificidad de las reac-
ciones al presentar negatividad con epitelio de gato
y pOlenes de Ambrosia y Lolium perenne como anti-
genos alternativos. El SDS-PAGE revel6 13 bandas
proteicas que al ser marcadas con 1'% detecté unién
a 3 de ellas coincidentes con los tubos 18-21, 22 y
45-55 con patrones a pl de 4,5-5,0. La gelatinolisis
fue notable a 56 kDa y la protedlisis a pHs 4,5; 6,5
y 8,5, fue de mayor actividad con éste ultimo, que
sugeriria una serin-proteasa. Una banda de 28 kDa
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y otra de 45 kDa revel6 reactividad cruzada entre Pa y
Ti. La electroforesis capilar mostré graficas similares para
la Pa, el Ti y sus ninfas, que al superponerse eran coinci-
dentes, lo que ratifica la existencia de epitopes comunes,
no necesariamente iguales, expresados tempranamente
en el Ti. (Figuras 3 a 15). La Dra SG Irafieta, en cultivos

bacterianos del exoesqueleto de las Pa, identificd diversos
gérmenes (cocos y bacilos) Gram positivos y negativos, y
en agar-Saboureaud, detecté el crecimiento de hongos,
cuyo analisis mas pormenorizado estd llevando a cabo,
con lo cual se ratifica su condicién de transmisora meca-
nica de patégenos humanos.

Figura 3. Pico proteico de Pa por columna de Sephadex G - 200.
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Figura 5. Picos de hexosas de Pa por Sephadex G-200.
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Figura 6. Picos de hexosas por DEAE-celulosa.
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Figura 7. Ouchterlony: P es Pa; G Figura 8. Pesos moleculares de mar- Figura 9. Isoelectroenfo-
es Blatta germanica; S: suero-anti- cadores y de Pa. que entre Ti (A) y Pa (B).
Pa. Hay identidades entre ambos Bandas comunes a igual pl.
extractos.
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Figura 10. Bandas si-
milares a iguales kDa:
Electroforesis en gel de
poliacrilamida de ex-
tractos de Triatoma in
festans (Ti) y Periplaneta Figura 11. Gelatinolisis de la serin-proteasa del Ti inhibida por el PMSF.
americana (Pa). Caracterizacion de la actividad gelatinolitica del extracto de Ti.
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Figura 12. Bandas detectadas por 2 antisueros diferentes. Ensayos de reactividad
cruzada entre los extractos de Triatoma infestans (Ti) y Periplaneta americana (Pa).
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Figura 13. Electroforesis en gel de policrilamida y western blot de un extrac-
to de Triatoma infestans (Ti).
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Figura 14. Grdfico del fraccionamiento del Ti por Sephadex
G-150. Se observan 3 picos proteicos a 280 nm de densidad
optica correspondientes a los tubos 18-21; 22 y 45-55.
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Figura 15. Grafico del fraccionamiento del Ti por Sephadex G-150. Se observan 3 picos proteicos a 280 nm de den-
sidad dptica correspondientes a los tubos 18-21; 22 y 45-55.*
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PEN AXIS TYPE NAME DATE INSTANCE DATA FILE
Pa 2 METHOD  CS198  11-15-94 010 CHAN-1.ACQ
N 2 METHOD ~ CS198  11-15-94 011 CHAN-1.ACQ
Ti 2 METHOD ~ CS198  11-15-94 012 CHAN-1.ACQ
Sample: Triatoma infenstans CZE Method cs198A
Capillary: 24 cm x 50 um, ID: UA1094, Uncoated, Setpoint Temp (c): 20
Inlet: CESDS-RUN
Outlet CESDS-RUN
Injection: 120 psi*sec
Run: 12.00 kV, Polarity: - to +
WavrLenght (nm): Single 220
Carousel Setpoint temp (c): not set
Tue Nov 15 10:18:28 1994 File name: C:/cs198/CESDS/cs198010.BFF
Discusion pes inmunolégicamente activos, y que en este caso,

Se exponen los datos obtenidos merced al empleo
de técnicas inmunoquimicas e in vivo acerca de la
composicion biomolecular de los extractos de la Pa
y del Ti, originales para nuestro pais, y para bue-
na parte de América Latina, por la trascendencia
producto de que ambos insectos comparten epito-

podriamos bautizar como Ti-1 (92 kDa) hasta que
mas datos fisicoquimicos y su clonacién establez-
canla nomenclatura respectiva. Merecen destacarse
los trabajos de Brenner de la UNLP, que destacé la
importancia de las lipoproteinas hemolinfaticas de
los insectos (Ti, Pa), la polilla gigante (Hyalophora

Revista de la Asociacién Médica Argentina, Vol. 127, Ndmero 4 de 2014 / 29



ARTICULO ORIGINAL: Cucarachas y vinchucas en patologia general y respiratoria

Dr Angel Alonso y col

cecropia), la cigarra (Melarrophis differentialis), y la
langosta (Locusta migratoria), caracterizando HDLp o
lipophorin, las VHDL, las VLDL y los NEFA, entre los
78 y 225 kDa. El antigeno utilizado por nosotros po-
dria estar integrado en las lipoproteinas sefialadas,
no obstante haber sido nuestro antigeno sometido a
un previo proceso de deslipidizacién, que no debe-
ria modificar la estructura proteica que la compo-
ne. Ademads, estas proteinas forman un hexdamero
o hexamerinas (6 subunidades de 70-85 kDa cada
una), con gran riqueza de tirosina, fenilalanina y
metionina, que podrian justificar las propiedades
enzimaticas detectadas en los experimentos. Los in-
sectos emplean sus lipidos como combustible para
el comienzo de sus vuelos.*! En América las cucara-
chas poseen unas 70 especies y en el mundo unas
2.000. El Bla g 1 tiene 7 tandems de 100 aminodacidos
cada uno; Bla g 2 (36 kDa) es una aspartico-proteasa
del tipo pepsina, catepsina y quimosina; Bla g 4 es
una lipocalina; Bla g 5 (23 kDa) es una glutatién-
S-transferasa y Bla g 6 (21 kDa) es homologa de la
troponina-C. Por su parte, Pa expresa Per a 1 (25
kDa) con 3 isoformas (1.0101; 1.0103 y 1.0104), Per
a 3 (72 kDa) y Per a 7 (33 kDa), cercanos estos ulti-
mos a la sumatoria del valor hallado en este estudio.
Su importancia epidemioldgica no se discute habida
cuenta de la relacién con enfermedades infecciosas
de gran repercusiéon. Nuestro aporte profundiza ese
aspecto al vincular cuadros respiratorios crénicos con
la inhalacién de proteinas provenientes de los detritos
y momificaciones de los insectos adultos y de sus es-
tadios ninfales. Un modelo experimental desarrollado
en cobayos con la inhalacién crénica de las proteinas
de la Pa y del Ti, por separado, y que no se adjunté a
este trabajo por su extensién, demostr6 la produccién
de una neumonitis tipica con bronquiolitis, infiltrados
inflamatorios y granulomas no caseosos, que por su
cronicidad podrian ser capaces de inducir una fibro-
sis pulmonar, considerando que son enzimas proteo-
liticamente activas (serin-proteasas).?®?**° Queda asi
demostrada la capacidad sensibilizante de ambos in-
sectos, y la reactividad cruzada inmunoldgica, con lo
cual la situacién clinica de los asmaticos se complica
al cambiar de residencia en el pais o en zonas muy ex-
puestas de América Latina. Si la temperatura ambien-
te se incrementa en 1 6 2 grados en el futuro, la pulu-
lacién de estos insectos serd mayor, y la polucién que
de ellos dependa también empeorando la patologia
respiratoria (y la infectolégica), por lo cual, se deberian
disponer mayores estrategias para combatirlos (“Teo-
ria medio-ambiental de las enfermedades alérgicas”).
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