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RESUMEN. Triatoma infestanes un insecto hematéfago que se enfrenta a condiide estrés térmico tanto
ambiental como durante su alimentacion. Para elleqmta proteinas de respuesta a choque térmivo, ldep70. Sin
embargo, otras proteinas de esta familia no seahalizadain silico, in vitro o in vivo. En este trabajo se realizé el
analisis bioinformatico de una proteina de chodenico de bajo peso molecular, se establecié unehlggor
homologia y se identificaron posibles motivos depetona.

Palabras clave proteina de choque térmichriatoma infestansuB-crystallin.

Bioinformatic analysis of heat shock protein HSP2from Triatoma infestansKlug, 1834 (Hemiptera:
Reduviidae) vector of Trypanosoma cruzi

ABSTRACT. Triatoma infestanss a blood-sucking insect that confronts heasstmnditions both in the environment
and during feeding. To cope with these conditidgnisas proteins that respond to heat shock, su¢tspg0. However,
other proteins in this family have not been testesilico, in vitro, orin vivo. In this work, a bioinformatic analysis of a
small heat shock protein was performed, a 3D mbgdlomology was established and possible chaperaiés were
identified.

Keywords: small heat shock proteififiatoma infestansaB-crystallin.

INTRODUCCION
El hemipteroTriatoma infestangHemiptera:Triatomidae) es un insecto hematofagsegnte en

diversos paises de Sudamérica, donde se ha redonmmno un importante vector transmisor de
Trypanosoma cruzagente causal de la enfermedad de Chagas, lafegtd a un importante nimero
de personas en el continente americano (EspinozaevEmia et al., 2017). Se ha documentado que
T. infestansse enfrenta a diversas condiciones de estrésci@rambiental y tiene capacidad de
aclimatacion (Belliard et al., 2019; Mello et #&001). Aungque no se ha demostrado, este vector
también podria sufrir estrés térmico durante smeitacion, como se reporta en otros insectos
hematofagos asociados a mamiferos (Benoit etCdll)2

La resistencia d&. infestansal choque térmicaal igual que otros organismos, se facilita por la
presencia de diversas proteinas de respuestaéa éBélliard et al., 2019). Una de las familias mas
importante es la de proteinas de choque térmicat'‘8bock Proteins” (HSPs), cuyo miembro mas
conocido es la HSP70 (Kampinga et al., 2009).
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Algunos miembros de esta familia son proteinasdgue térmico de bajo peso molecular (sHSP)
con rango de 10-40 kDa, las cuales se unen a swsirm@s blanco para evitar su agregacion y
degradacion durante un evento de estrés téermigande el dafio celular y la apoptosis (Haslbeck et
al., 2019). Estas sHSP estan presentes a lo lazgia @scala evolutiva, desde bacterias hasta
eucariontes superiores y algunas de ellas puedeiaracomo enzimas y segundos mensajeros
intracelulares (Fakruddin et al., 2000). Estrudtnemte estas proteinas se caracterizan por un domin
alfa-cristalino, formado por varias laminas betn, las cuales se encuentran los dominios de
interaccidn con las proteinas blanco. Se sabeehpidala la interaccion de las laminas beta, laPsHS
pueden formar dimeros (la forma funcional de lagginas) y oligdmeros (estructuras de reserva)
gue son las formas mas abundantes en el citopldsias células (Haslbeck et al., 2019).

Respecto a su papel en la fisiologia de los insestoconsidera una sobreexpresion en condiciones
de estrés térmico ambiental (aumento o disminudetemperatura), por lo que se ha planteado su
papel en la proteccion contra condiciones ambiesi@ésfavorables y durante la diapausa (el periodo
de latencia de los insectos que sobreviven al ing)e(Rinehart et al., 2007; Yang et al., 2019).
También se ha demostrado que algunas sHSP se axptésrencialmente durante las etapas del
desarrollo de algunos insectos, por lo que sedyuessto que tienen un papel en la regulacion @e est
proceso (Samanta et al., 2021; Yang et al., 2€8inismo, se ha demostrado que la expresion de
algunas de estas proteinas varia entre los diveagass del insecto por lo que se ha planteado que
tienen un papel en las funciones especificas da tgidlo (Yang et al., 2019). Adicionalmente,
algunas de las sHSP se han propuesto como compenergortantes en el nucleo de las células de
insectos, donde pueden interaccionar con otragipas y participar en los procesos de transcripcion
y de remodelacion de la cromatina (Moutaoufik & Jaay, 2021).

En el caso d&. infestansse ha demostrado que la alimentacion induce aantitzinscripcionales
en la proteina HSP70 de su intestino medio (Kol&eBillingsley, 2002). Sin embargo, hasta el
momento se desconoce el papel que tienen otras iIHS&das las de bajo peso molecular, en la
fisiologia del vector y en su respuesta al es&énito. En el GenBank se registran secuencias de
probables sHSP, obtenidas del transcriptoma sal®adl infestans pero estas proteinas no tienen
caracterizacionir silico, in vitro o in vivo), por ello se carece de una propuesta sobre &l papa
fisiologia de este insecto (Schwarz et al., 2014).

Debido a esto, en el presente trabajo se analigéclaencia de una proteina de choque térmico de
21 kDa reportada en el Genbank, se estableciegumas$ de sus propiedades fisico-quimicas, se
generd un modelo por homologia y se identificarosilges motivos de chaperona.

MATERIALES Y METODO

Secuencias empleadas

La secuencia de una probable HSP de 21 kD& aefestangdJAC18522.1) fue reportada en el
GenBank en 2014 (Schwarz et al., 2014). Otras se@seempleadas fueron obtenidas del GenBank:
HSP23 deDrosophila melanogastefCAA27525.1), HSP21 d€. lectularius(XP_014253813.1),
HSP21 deBemicia tabac(AVL92584.1), HSP22 deaodelphax striatellu§AYP00114.1), HSP21
de Nilaparvata lugens(QIB84795.1), HSP20 d@&riatoma dimidiata(JAP03064.1), HSP20 de
Pastrongilus megistu¢JAC85817.1), HSP20 dBhodnius neglectu§]AI56113.1), HSP21.6 de
Plutella xylostella(AHW45924.1), HSP20 d€entipeda periodonti{WP006307775.1), HSP16 de
Mycobacterium tuberculosi&DA15745.1,), HSP16 dérypanosoma cruiAAY78951.2), HSP16
de Bodo saltangAXL08066.1), HSP23 dépis cerana (AEH05930.1), HSP23 deissorhoptrus
oryzophilus (AHE77382.1), HSP20 d@anstrongylus lignariugJAW13376.1), HSP25 d&lus
musculugAAA37862.1) yaB-crystallin deHomo sapien$2YGD, Protein Data Bank).
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Caracteristicas, filogenia y similitud con otras sti$P

El peso molecular, punto isoeléctrico y carga detéa proteina fueron determinados mediante el
software Pepstats version 6.61@t0://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web). La prediccion de los
dominios conservados para identificacion de farpilieica se realiz6 mediante el programa en linea
SMART (Simple Modular Architecture Research Tooljtt://smart.embl-heidelberg.de/La
comparacion entre proteinas para establecer sidekt e identificacion de motivos funcionales se
realizO mediante el alineamiento de las secuencimmando el software T-coffee
(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:exprgs¢®i Tommaso et al., 2011). La filogenia fue
establecida mediante un analisis de Neighbor jgirpor el método estadistico de Bootstrap (10, 000
réplicas), empleando el Software Mega6 (Tamurd €2@13). Para el analisis solo se consideraron
aguellas posiciones con una cobertura del 95%.cladogramas resultantes fueron visualizados
mediante el Software FigTree Ver 1.4.3.

Modelaje por homologia e identificacién de los motbs funcionales

El modelaje por homologia, para establecer la esira del monomero, dimero y oligobmero de la
proteina, se realizé mediante la plataforma en aline Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/interacjiy@/aterhouse et al., 2018). La disposicion estédie los
aminoacidos y la confiabilidad del modelo fuerohdados mediante el programa Procheck, mientras
gue la tasa general de frecuencias de error fblesida mediante el software ERRAT, ambos
incluidos en la paqueteria SAVES v6ifttps://saves.mbi.ucla.eju/Todos los modelos fueron
visualizados y comparados utilizando el softward&yMolecular Graphics System Ver. 2.4.0
(Janson et al., 2017). La identificacion de losiwost funcionales se realiz6 a partir de la compéarac
con la chaperonaB-crystallin humana (2YGD), mediante el alineamiedéscrito lineas arriba, y
con motivos reportados previamente en la literaf@taosh et al., 2007; Nahomi et al., 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los andlisis, se determind que elpesecular de la proteina fue 21.3 kDa con un
punto isoeléctrico de 5.39 y una carga eléctrica2de El establecimiento de estos parametros es
importante pues facilita caracterizar o purificamplroteina mediante algunas técnicas bioquimicas,
como la separacién mediante geles de acrilamidioble dimension, debido a que en esta técnica
las proteinas se separan primero por el puntoéstio y posteriormente por el peso molecular. De
esta manera se han caracterizado algunas var@detsldSP en células de mamifero y de algunos
parasitos (Benndorf et al., 2018; Pérez-Moraled.e2012). Asimismo, la carga eléctrica neta se ha
explorado menos, pero se sabe gque en algunas saHt8Ryh negativa en el extremo C-terminal de la
proteina es importante para la funcion de chapeg@que cuando se realizan mutaciones dirigidas
gue cambian dicha carga a un estado mas neuths filincién se pierde (Fernando et al., 2002).

Por sus caracteristicas se decidio llamar a estaipa TIHSP21. La comparacion de su secuencia
con otras sHSP de varias especies de insectosfdmilaa Triatominae muestra una alta similitud
entre ellas y con la proteina HSP21.6Rdeilostellg con la que comparte una similitud del 88%
(Figura 1). Previamente se ha descrito que la sigrale esta Ultima se induce bajo condiciones de
estrés térmico, por lo que se podria esperar Immide TiHSP21 (Chen & Zhang, 2015). El alto
porcentaje de similitud entre TIHSP21 y la proteshSP deP. xilostellatambién podria implicar
gue TiHSP21 al igual que aquella tuviera un papdbeespuesta del insecto a pesticidas como la
beta-cipermetrina, pues se ha documentado queSR sldP. xilostellase incrementa en presencia
de esta molécula (Chen & Zhang, 2015).
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Aunque las secuencias de sHSP de triatominos sgrsimilares entre si, difieren de la secuencia
de D. melanogaster particularmente en la regidbn amino terminal. ESto es completamente
inesperado dado que se ha documentado que esia prgsenta una alta variabilidad en secuencia
y longitud entre diversos miembros de esta fardiéigroteinas (Haslbeck et al., 2019).

20 50
1 1
MADSGVKRNIPIKLGDFSVID|TE- - F - -SNIRERFDAEMRKMEDEMTKFRSELMNRES-NFFKTTTSTSSNSVSTTSG-G
MADSGLKRNIPIKLGDFSVID[TE- - F--SSIRERFDAEMRKMEE EMSKFRSDLMNRESNNFFKSTTSSTTSSQHSDSR-Q
MADSGVKRNIPIKLGDFSVIDTE- - F - -SNIRERFDAEMRKMEDEMTKFRSELMNRES-NFFKTTTSTSSNSVSTTSG-G
MADSGVKRNIPIKLGDFSVIDTE- - F - -SNIRERFDAEMRKMEDEMTKFRSELMNRES-NFFKTTTSTSSNSVSTTSGGG
MADSGVKRNIPIKLGDFSVIDTTE- - F--SNIRERFDAEMRKMEDEMTKFRSELMNRES-NFFKTTTSTSSNSVSTTSG-G
MANIPLLLSLADDLGRMSMVPFYEPYYCQRQRNFYLALVGPMEQQLRQLEKQVG---------- ASSGSSGAVSKI----

10 30 40 60 70
] 1 1 1

TiHSP21
PxHSP21
TdHSP20
PmHSP20
RnHSP20
DmHSP23

80 90 100 110 120 130

140 150
I 1 | | | 1 1 1

TiHSP21
PxHSP21
TdHSP20

PVGGGDKGSTWLDSLNSPLIQDEGDNKM
---LAEPANTHWDSLNSPLIQDEGDGKS
PVGGGDKGSTWLDSLNSPLIQDEGDNKM

LKLRFDVSQYQPEEIVVKTVDNKLLVHAKHEEKSESK-S
LKLRFDVSQYTPEEIVVKTVDNKLLVHAKHEEKSD[TK-S
LKLRFDVSQYQPEEIVVKTVDNKLLVHAKHEEKSESK-S

REYNREFLLPK;
REYNREFLLPK
REYNREFLLPK

PmHSP20
RnHSP20
DmHSP23

PVGGGDKGSTWLDSLNSPLIQDEGDNKMLKLRFDVSQYQPEEIVVKTVDNKLLVHAKHEEKSESK-S
PVGGADKSSTWLDSLNSPLIQDEGDNKMLKLRFDVSQYQPEEIVVKTVDNKLLVHAKHEEKSESK-S
----------------------- GK-DGFQVCMDVSHFKPSELVVKVODNSVLVEGNHEEREDDHGF I

180
|

REYNREFLLPK
REYNREFLLPK
RHFVRRYALPP

%ident %sim

TiHSP21
PxHSP21
TdHSP20
PmHSP20
RnHSP20
DmHSP23

GTNPESIKSSLSKDGVLTVEAPLPSL. - - - TIGPDKLIPITQH}- - - - - = === == === == ==== =~
GTNPEAIKSSLSHDGVLTVEAPLPQL - - - ATTDRHIPIQKH}- - - = = = === === === == === ===
GTNPESIKSSLSKDGVLTVEAPLPSL - - - TGPDKLIPITQH: - - - - === === === =-==--~--
GTNPESIKSSLSKDGVLTVEAPLPSL - - - TGPDKLIPITQH} - - - - - === === === == ===~ ~
GTNPESIKSSLSKDGVLTVEAPLPSL - - - TGPDKLIPITQH - - - - = - == == === === === -~ ~
GYEADKVASTLSSDGVLTIKVPKPPATEDKGNERIVQIQQVGPAHLNVKENPKEAVEQDNGNDK

21.6 37.4

Figura 1. Alineamiento de TiHSP21 con otras sHSP. Se reaizlineamiento, mediante T-coffee, de la sHSH.de
infestans (TIHSP21) con las proteinas sHSP He xilostella (PxHSP21),T. dimidiata (TAHSP20),P. megistus
(PmHSP20)R. neglectu$RnHSP20) \D. melanogastefDmHSP23). Los aminoacidos sombreados en grigigémticos
entre las secuencias comparadas. Las cajas régaseegiones con aminoacidos idénticos o equiteden la secuencia
deD. melanogasteque pueden considerarse regiones conservadasini@racion en la parte superior corresponde a la
posicién de los aminoacidos en la secuencia de FFASEI porcentaje de identidad (%ident) o de #imdil(%sim) entre
TiHSP21 y las otras proteinas se indica en laswods finales

La alta similitud entre TiIHSP21 y las otras sHSR@®obor6é mediante un analisis de Neighbor
joining, de forma similar a lo descrito en otrasS§Hcaracterizadas en insectos. Para este analisis s
utilizaron secuencias pertenecientes a la subfaliP20 de diversos organismos. Cabe sefalar que
esta subfamilia estd compuesta por miembros qun@gentran en un rango de 16 a 27 kDa. Se
observé que la proteina TIHSP21 se agrupa coretagacias de los otros triatominos y mantiene su
cercania cor. xilostella(Figura 2). Interesantemente, mantiene clarasafitgas en su secuencia
con sHSP de otros insectos, lo cual podria delaelesediferencias en el Orden al que pertenecen, ta
como se ha observado al analizar algunas sHSRdetas comé\pis cerangLiu et al., 2012).

Las diferencias observadas en algunas regionessdtuencias sHSP empleadas en las figuras
1 y 2 no tendrian necesariamente un impacto negativla posible funcion de TiHSP21, pues
diferencias similares se observan al comparar ngwurd centenar de sHSP de organismos
pertenecientes a toda la escala evolutiva (desckerizs hasta metazoarios). En esos trabajos se
reporta que al conservarse el dominieristalino, las regiones flanqueantes (N-termipaC-
terminal) presentan una amplia variacion de sedagmrimarias (composicidon de aminoacidos)
dentro de la superfamilia, asi como diferenciaseddf@ntes déaxa Esta condicion favorece la
variabilidad estructural de las sHsps, permitietal@nion a blancos especificos dentro de cada
organismo, sin comprometer su funcionalidad conapelonas (Kriehuber et al., 2010).
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Por otro lado, una caracteristica importante deptaseinas de choque térmico de bajo peso
molecular es que su estructura tridimensionalfestdada por varias laminas beta antiparalelas, cuyo
arreglo se conoce como dominio alfa cristalinoeEte trabajo se presenta por primera vez un modelo
de TiIHSP21 generado por homologia. Este fue vadidaddiante la grafica de Ramachandran, la
cual mostré que el 91.2% de los residuos se eneueenh la region favorable, indicando una buena
fiabilidad de la estructura. Mientras que la grfite ERRAT mostré un factor del 92.48%, lo que
indica una buena calidad del modelo. En el modelerpdo puede observarse la presencia de 6
laminas beta formando el dominéocristalino, caracteristico de esta familia de gireas (Figura
3A). Cabe sefialar la presencia de una lafdé¥/ caracteristica de sHSP de eucariontes, laseual
sabe gque puede interaccionar con la misma lamirdardenonémero para formar homodimeros de
la proteina, lo cual también fue modelado (FigiBa 3
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0.05

Figura2. Filogenia de TiIHSP21. En el andlisis de Neighbiming se utilizaron las secuencias de sHsp yeatoientos
referidos en materiales y métodos. Los valoresagd®rap en los nodos se obtuvieron a partir de0D0réplicas. Las
distancias genéticas para el andlisis evolutivdeserminaron por el métogedistance. La escala representa el nimero
de diferencias en aminoé&cidos por sitio en la segaeUn total de 111 posiciones se usaron en fiatoaccion del
cladograma.

El modelo de dimero propuesto para TIHSP21 es itaptar, pues se ha planteado que son
estas estructuras las que interactian con loatusirara protegerlos (Santhanagopalan et al.)2018
Hasta ahora solo se habia propuesto un modeloasimpdra una sHSP dB. melanogaster
(Moutaoufik et al., 2017). Adicionalmente, el maade oligdbmero sugiere que esta proteina podria
formar estructuras agregadas de hasta 24 unidkdgsd 3C). La posibilidad de que esta proteina
forme oligbmeros tiene relevancia, dado que eitdiatura se ha descrito que en el citoplasmaarelul
son los oligdmeros la forma en que estas proteseasncuentran presentes (Dabbaghizadeh &
Tanguay, 2020).
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A N-terminal

Figura 3. Modelos propuestos para TiHSP21. A) Monomero dprtdeina. Puede observarse la disposicion de las
laminasP3-B9. B) Dimero en el que puede observarse la inteénaate dos monémeros (azul y verde) a través de las
laminasf36+7. C) Oligémero de TiHsp21 formado por 24 unidade la proteina.

Debido a la escasa informacion publicada sobredsacteristicas de sHSP de insectos, y dado
gue el andlisis por medio del software SMART sugaierta similitud en algunos motivos con la
chaperonaB-crystallin humana, se decidio comparar la sedaehe ésta Ultima con TiIHSP21 para
encontrar motivos compartidos (Figura 4). Se idiedtiun motivo (D108-K120) en el dominim-
cristalino, que comparte un 92% de similitud coa sacuencia de la proteimB-crystallin humana,
gue confiere propiedades anti-apoptoéticas a esf@echbna y a las proteinas HSP20 y HSP27 (Nahomi
et al., 2015). Esta similitud sugiere la posiblgipgacion de TiIHSP21 en la regulacion del proceso
apoptotico en las células deinfestans

Asimismo, se identificaron tres motivos (R143-L15162-P177, K186-T191) que comparten
88%, 100% y 83% de similitud con secuencias honadagnoB-crystallin. Trabajos previos han
establecido que estas secuencias de la proteiranalinteraccionan con las proteinas blanco (Ghosh
et al., 2007). La similitud encontrada en las secias de TIHSP21 gB-crystallin, sugiere que estos
motivos podrian ser conservados en diferentes iespeebido a su importancia para conferir
propiedades de chaperona. Esto explicaria un eepogtio en el que se documento la capacidad de
interaccidon entreB-crystallin humana y proteinas Be melanogasteTue et al., 2012).
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Figura 4. Analisis de la secuencia de aminoacidos de TiIHSP24 lamina$3-39 del dominioa-cristalino se sefialan
con flechas. En fondo gris se indican los amina#&similares entre TIHSP21aB-crystallin humana en los motivos
con posible actividad antiapoptética (caja verdi)nciones de chaperona (cajas rosa).

160

Para corroborar que la disposicion espacial dmfuis/os funcionales de TIHSP2In-crystallin
era similar, se les identific6 en el modelo propa€Eigura 5). Se encontré que la disposicién de
todos los motivos era similar en ambas proteinate Eesultado abre la posibilidad de que ambas
proteinas puedan reconocer blancos similares. Hastaa se ha reportado quB-crystallin tiene
alta afinidad por el factor de crecimiento de fidestos (FGF), insulina §-catenina (Ghosh et al.,
2007). Aunque erT. infestansaln no se han descrito homologos de estas prsiesha@e han
documentado en otros insectos (Lin & Smagghe, 28a8r et al., 2019; Tsai & Galko, 2019).

TiHSP21 aB-crystallin

Figura 5. Disposicion de

los motivos funcionales

de TiHSP21. Se compar6
la disposicién espacial de
los motivos con funcion

anti-apoptética (verde) y
de chaperona (rosa) de
TiIHSP21 (izquierda) y

aB-crystallin -~ humana

(derecha). Las laminas
B339 se identifican en

cada cas
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CONCLUSION

Los resultados del analisis silico sugieren que TiIHSP21 comparte motivos de chaperomda
proteinaoB-crystallin humana por lo que podria unirse aspri@teinas para actuar como chaperona.
También podria participar en la proteccion de pnaiefrente a un evento de estrés térmico o frente
al pesticida beta-cipermetrina. Sera importanterobarar experimentalmente si esta proteina
aumenta su expresion frente a un incremento degietypa, si esta presente en el citoplasma celular
en forma de oligdmeros y si tiene la capacidachtiactuar con proteinas para evitar su agregacion
durante eventos de estrés térmico. Para ello patllizarse el ensayo de inhibicién de agregacion
de la malato deshidrogenasa, que es un modeloan®ite usado para caracterizar la actividad de
estas moléculas.
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