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RESUMEN

La interaccion parasito-hospedero es frecuentemente una carrera
armamentista. Dentro del modelo de carrera armamentista, se ha demostrado
que los paréasitos podrian manipulan la conducta alimentaria de sus vectores
invertebrados, resultando en un aumento en las probabilidades de transmisién
del parasito al hospedero vertebrado. La enfermedad de Chagas es causada por
el parésito Trypanosoma cruzi y es transmitida a diferentes especies de
mamiferos, incluyendo el humano por chinches vectores de la subfamilia
Triatominae. Algunas investigaciones sugieren que la interaccién triatomino-
T. cruzi podria presentar aspectos de manipulacion en el vector por los
parasitos. En este estudio, se analizd si la conducta del triatomino Meccus
pallidipennis se verd modificada, cuando estaba infectado por T. cruzi. Se
utilizaron triatominos de los estadios 3, 4 y 5, se hicieron observaciones del
tiempo (en segundos) de la actividad tanto de chinches infectadas (dos
aislados de T. cruzi: Chilpancingo y Morelos) como libres de infeccion.
Ademas, se realizaron pruebas de preferencias de olor con un olfatometro,
donde se probd una mezcla de compuestos que se encuentran en los olores
expelidos por los humanos. Se encontrd que las chinches infectadas con
aislados de Chilpancingo y Morelos fueron més activas que las no infectadas,
pero no hubo diferencias en los dos grupos de infectadas. Las chinches
infectadas se dirigieron mas el olor humano que las no infectadas. Estos
resultados sugieren posible manipulacion de la conducta y deteccion de

fuentes de alimento de M. pallidipennis por T. cruzi.



1. INTRODUCCION

1.1 Interaccion paréasito-hospedero: un enfoque coevolutivo

El parasitismo es una interaccion entre dos organismos de distintas especies,
en donde la dependencia del parasito respecto al hospedero es de tipo
metabdlico, donde el primero se nutre a expensas del Gltimo, algunas veces
afectando su salud, ¢ incluso llegando a causar su muerte (Quiroz, 2005). Bajo
esta definicion, se podrian catalogar como parasitos muchos organismos,
desde bacterias, virus hasta metazoarios, ampliando la definicion clasica de
parasito generalmente limitada a eucariontes (Merino, 2013; Geffre et al.,
2017).

Dada la considerable diversidad de organismos que son parasitos, no es de
extrafiar que el parasitismo se encuentre ampliamente extendido en la
naturaleza y que, por consecuencia, sea una estrategia de historia de vida
amplia y muy exitosa (Geffre et al., 2017). Existen muchas interacciones
parasito-hospedero las cuales son particulares dependiendo del parasito
involucrado (Merino, 2013). Los parasitos juegan un papel importante en la
ecologia y la evolucion de sus hospederos. Diferentes estudios presentan al
parasitismo como una fuerza selectiva fundamental para explicar el
mantenimiento de ciertos rasgos, que suponen un costo importante a nivel
fisioldgico para los organismos. Por ejemplo, si el hospedero esta limitado en
alimento puede sufrir una mayor mortalidad o morbilidad, comparado con los
hospederos que tienen una mejor condicion (Tseng y Myers, 2014). Esto

impone costos de adecuacion para el hospedero.



Uno de los modelos més empleados en la interaccidn parasito-hospedero es el
co-evolutivo. Segln esta idea, los parésitos y sus hospederos responden
evolutivamente con nuevas adaptaciones para contrarrestar los ataques (por el
parasito) o defensas (por el hospedero) del contrincante. Esto generaria lo que
Se conoce como una carrera armamentista parésitos y hospederos. Segln esta
carrera, la seleccion del parasito va dirigida siempre hacia una mayor
explotacion del hospedero, mientras que la seleccion en este Gltimo es siempre
hacia una exclusion mas efectiva del parasito (Rico-Hernandez, 2011; Swann
et al., 2015). La resistencia del hospedero, basada en los costos en adecuacion
derivados de su interaccidn, también puede considerarse como la principal
fuerza motriz de la evolucion de los parasitos (Penczykowski et al., 2015).
Esta resistencia generaria a su vez seleccion por parte del parasito generando

cambios evolutivos para contrarrestarla (Penczykowski et al., 2015).

1.2 Manipulacion del hospedero por sus parasitos

En el contexto de la carrera armamentista, se espera que los parésitos sean
capaces de manipular la conducta de sus hospederos (Moore et al., 1993;
Poulin, 1995). Asi, varias especies de parasitos han evolucionado de forma
gue son capaces de modificar el comportamiento de sus hospederos, para
mejorar su transmision hacia el hospedero definitivo (Merino, 2013). Esta
manipulacidén va desde pequefias alteraciones en la conducta del hospedero
hasta la expresion de conductas nuevas, que no estan presentes de manera
normal (Moore, 2002; Hughes et al., 2012). Estos cambios en la conducta

pueden servir para promover la terminacion del ciclo de vida del parasito, y



generalmente se asume que es el resultado de la expresion de genes por el

parasito (Rico-Hernandez, 2011).

Los cambios més comunes en la conducta de los hospederos por los parésitos
son manifestados en alteraciones en los niveles de actividad (incrementan el
letargo), los patrones de suefio, inversion en la reproduccion sexual, en la
conducta de alimentacién, entre otras (Moore, 2012). La manipulacion del
parasito en la conducta de alimentacion del hospedero ha sido poco estudiada
en insectos. Un caso que llama la atencion es el de los parasitos transmitidos
por vectores. En estos para asegurar la transmision, los parasitos cambian la
conducta de alimentacién del vector y aumentan las tasas de encuentro entre
los vectores y los hospederos mediante la alteracion de las preferencias de los
vectores (Hafer, 2016).

Todos los parésitos provocan cambios en la conducta del hospedero. Sin
embargo no todos los cambios en la conducta del hospedero lo hacen debido a
la manipulacién directa. En muchos casos, el cambio en la conducta es debido
a un subproducto de la infeccion. Existen rutas evolutivas que pueden explicar
la manipulacion del hospedero. La diferencia entre la manipulacion de la
conducta del hospedero por el paréasito de otros cambios en la conducta, es que

en la manipulacion es adaptativa para el parasito (Hughes et al., 2012).

Muchos parasitos necesitan pasar algin tiempo dentro de su hospedero
intermedio o del vector antes de que estén listos para ser transmitidos al
siguiente hospedero. Durante ese tiempo reducen temporalmente la mortalidad
del hospedero (Hafer, 2016), en otros parasitos aumentan su probabilidad de

ser consumidos por los hospederos definitivos. Por ejemplo, los Killis peces
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(Orden Cyprinodontiformes) parasitados por un trematodo, son hasta 31 veces
méas susceptibles a la depredacion que los individuos no parasitados
(Laffaeerty y Morris, 1996). Toxoplasma gondii requiere que un roedor sea
ingerido por una especie de felino para completar su ciclo bioldgico, es capaz
de manipular el cerebro del roedor, de forma tal que este pierde su aversion a
los estimulos que se asocian a la presencia de los felinos (Borrés, 2016).
Myrmeconema neotropicum modifica el color del abdomen de las hormigas,
gue pasa de ser negro a rojo, Y las inducen a desplazarse hacia zonas elevadas
de los arboles. Cuando llegan a zonas suficientemente altas, el parasito
provoca que las hormigas se sitten con el abdomen situado hacia arriba junto
a las bayas rojizas del arbol, esto hace mas facil que las aves ingieran a las
hormigas, al confundirlas con bayas y que el nematodo pueda completar su
ciclo biologico. (Borrés, 2016). En el caso de los insectos vectores sabemos
gue también son manipulados en la conducta alimentaria por parasitos, tal es
el caso del protozoario del género Leishmania, que hace que los fleb6tomos
infectados pasen mas tiempo alimentandose, lo que resulta en una mayor tasa

de transmision (Hughes et al., 2012).

1.3 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana fue descubierta en
1909 por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico brasilefio. Es uno de los
problemas més graves de salud en América Latina, ya que afecta a millones de
personas (CDC, 2017; WHO, 2018). Esta enfermedad es endémica de 21
paises en América (WHO, 2018). Se calcula que en el mundo hay entre 8 y 11
millones de personas infectadas (PAHO, 2016; WHO, 2018).



El parasito protozoo que causa la enfermedad de Chagas es Trypanosoma
cruzi y es transmitido por chinches hematofagas pertenecientes a la subfamilia
Triatominae (Garcia y Azambuja, 1991). Se transmite a los reservorios
mamiferos (por ejemplo, los humanos) principalmente por las heces de los
triatominos infectados, porque cuando los triatominos se alimentan, defecan
sobre el hospedero y es cuando tiene contacto con el hospedero (Pérez-Rivero,
2010). El parasito puede entrar al hospedero a través de mucosas, por lesiones
ocasionadas por la picadura del triatomino en la piel o por las heridas que
tenga. El parésito entra al torrente sanguineo siendo capaz de invadir varios
organos, principalmente el corazon, los intestinos y el sistema nervioso
(Rojas, 2010).

1.4 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un parésito protozoario hemoflagelado. Pertenece al
orden Trypanosomatida y a la familia Trypanosomatidae. Son organismos
flagelados que poseen un cinetoplasto conteniendo una red fibrosa de DNA
(Florin-Christensen y Schnittger, 2015).

Presenta cuatro etapas principalmente:
= Tripomastigote metaciclico: forma no replicativa, infectante para los
mamiferos, presente en los triatominos (Cabello, 2007; Rassi et al.,
2010) (Figura 1A).
= Tripomastigote sanguineo: forma no replicativa, infectante para el
hospedero invertebrado y se encuentra en la sangre los mamiferos
infectados (Carrada-Bravo, 2004) (Figura 1B).



= Amastigote: fase replicativa intracelular, en las células del vertebrado
(Palau, 1996; Concha, 2015) (Figura 1C).

= Epimastigote: en el intestino del triatomino y en medios de cultivo
(Concha, 2015) (Figura 1D).

Figura 1. Formas diferentes de Trypanosoma cruzi. A) Tripomastigote metaciclico, B)
Tripanomastigote sanguineo, C) Amastigote, D) Epimastigote. Tomado de: Image Library.
http://www.mcdinternational.org/trainings/malaria/english/DPDx5/HTML/lageLibrary/SZ
TrypanosomiasisAmerican/body TrypanosomiasisAmerican_il3

Se han encontrado diferentes poblaciones de T. cruzi, que circulan en el
humano, las cuales presentan variaciones morfologicas, letalidad, virulencia e
incluso en tasa de infectividad. Ademas se han reportado diferentes aislados
en diferentes regiones en Ameérica, que presentan un patron biologico vy

comportamiento patoldgico diferente (Suarez et al., 2009).

Trypanosoma cruzi presenta gran variabilidad genética a pesar de su

replicacion clonal (Cura y Schijman, 2013). Una cepa o un aislado de éste
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corresponde a una poblacion constituida por varios clones, 1o que conlleva a
diferencias de comportamiento entre los distintos linajes, ya que los
organismos pertenecientes a una misma unidad estan comprendidos por cepas
gue son mas parecidas entre ellas que con el resto de la poblacién, pudiendo
ser identificables por marcadores genéticos, moleculares y/o inmunoldgicos
(Duffy, 2010).

Varios marcadores moleculares han sido utilizados para la genotipificacion del
parasito (Acosta y Lopez, 2013). Actualmente las poblaciones naturales del
parasito se clasifican en seis unidades discretas de tipificacion o UDTs (TCl,
TCII, TCHI, TCIV, TCV Y TCVI), las cuales aparentemente se distribuyen
diferencialmente entre las diversas especies de triatominos, hospederos
mamiferos y héabitats en distintas areas geograficas. En México el genotipo
gue se distribuyen es el TC1 (Ceballos, 2010).

Un ejemplo de diferentes aislados con distintos efectos en sus hospederos es el
caso de los aislados Morelos (ITRI/12/IMX/MOR) vy Chilpancingo
(ITRI/MX/14/CHIL). Estos han sido caracterizados biologica Yy
bioquimicamente y pertenecen al linaje TCI de Trypanosoma cruzi. Ambos
aislados exhiben diferentes porcentajes de sobrevivencia y parasitemia en los

ratones (De Fuentes-Vicente et al., 2017).

1.5 Ciclo de vida Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi cumple su ciclo de vida en dos hospederos diferentes: en
insectos de la subfamilia Triatominae, y en vertebrados mamiferos, como un

mamifero, dentro del cual esta incluido el humano, animales domésticos y
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silvestres. Durante el ciclo de vida experimenta varias etapas de
transformacion en los dos hospederos (Figura 2) (Concha, 2015; Silva et al.,
2018).

El ciclo de vida de T. cruzi en el vector comienza cuando el triatomino ingiere
sangre de un mamifero infectado con la forma de tripomastigotes del torrente
sanguineo (tripomastigote sanguineo). En el intestino medio anterior
(estobmago) del vector, los tripomastigotes sanguineos se transforman en
epimastigotes los cuales migran al intestino medio donde se replicaran por
division binaria. Posteriormente migran al intestino posterior (recto), donde se
diferencian en tripomastigotes metaciclicos (forma infectante). Estas Gltimas
dos formas son eliminadas junto con las heces del vector después de una
alimentacion (Palau, 1996; Garcia et al., 2007).



(1) En triatdminos En humanos
LA incha iplorn SagI ¥ dviicn © Los rpomastigotes metacicicos
vque tran diferentes tipos celulares y
penetran por sitio de mordida prens

(ej. conjuntiva) (1 se fransforman en amastigotes

: WM
Sestmo

l Mulhphcaaon en %

AC\

Los amastigotes se
leslmo medio muitiplican por
division binaria fen células
La chinche ingiere sangre Los tripomastigotes pueden

mpornasugo'es (de sujeto infectar otras células y
e o infectado) ransformarse en amastigote:
: s El cuadro clinico de
Epimastigotes en de ubicacién
intestino medio &
¢ —~ ? -\. /@
Los amastigotes intracelulares se transforman en
A\~ Infectante tripomastigotes sanguineos que al ser destruida la célula
A\~ Diagnostico ingresan a la comiente sanguinea

Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosona cruzi. Tomado de Centers for Disease Control and

Prevention. https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

1.6 Vectores

Los vectores de T. cruzi son chinches hematofagas que pertenecen al orden
Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae que contiene mas de
130 especies (Garcia et al., 2007; Justi y Galvdo, 2017). Los triatominos se
distribuyen principalmente en América Latina, pero también se han
encontrado en Estados Unidos de América, Canadd, paises europeos y algunos
de Pacifico Occidental (WHO, 2018).

especies de triatominos, distribuidas en todo el territorio nacional. De las 32

En México se han reportado 32

especies, 19 se han encontrado infectadas naturalmente con T. cruzi y 13 de
ellas estan reportadas en la transmision al humano (Salazar-Schettino et al.,
10
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2010; Rodriguez-Bataz et al, 2011), los géneros méas importantes son Triatoma
y Meccus (Rodriguez-Bataz et al., 2011).
Estudios realizados con DNA de estos géneros, encontraron que son diferentes

tanto morfologicamente como filogenéticamente (Justi y Galvéo, 2017).

1.7 Meccus pallidipennis

La especie M. pallidipennis es endemica de Meéxico, tiene una amplia
distribucion y se encuentra principalmente en el centro del pais. Se ha
reportado en los estados de: Colima, Nayarit, Guanajuato, Zacatecas,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Estado de México, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Veracruz y Morelos (Figura 3) (Salazar-Schettino et al., 2010; Martinez-1barra
et al., 2014). Se considera una especie peridomiciliar (Martinez-Ibarra et al
1999), ya que la mayoria de los especimenes se han colectado alrededor de las
viviendas, lo que implica que este vector es de importancia epidemiologica
humana, asi como para los hospederos animales (Martinez-lIbarra et al 1999;
Martinez-lbarra et al., 2014). Es responsable del 74% de la transmision
vectorial en México (Martinez-Ibarra et al., 2012), pero el porcentaje de

infeccion, varia segun la regién (Mazzotti, 1937).
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Figura 3. Estados donde se distribuye de Meccus pallidipennis. Tomado de Salazar-
Schettino et al., 2010.

1.8. Ciclo de vida de Meccus pallidipennis

Al igual que otros triatominos, M. pallidipennis presenta un ciclo de vida
compuesto por huevo, cinco estadios ninfales y la fase adulta (Rodriguez-
Sanchez, 2009; Castillo y Wolff, 2010). Son insectos nocturnos
recurrentemente, pero también se han encontrado a plena luz de dia. El tamafio
corporal va aumentando gradualmente, las alas y el conexivo se desarrollan
por completo en la etapa adulta (Noireau et al., 2000). Todos los estadios
ninfales y adultos presentan los mismos habitos alimenticios, son
hematdfagos, esto quiere decir que pueden picar, infectarse e infectar con T.
cruzi en todas sus etapas de desarrollo. Las ninfas llegan a presentar habitos
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coprofagos, por lo cual el parésito se puede transmitir por medio de
interacciones intraespecificas (Beaty y Marquardt, 1996; Norireau, et al,
2009).

1.9. Sistema olfativo en triatominos

Los mecanismos Yy estructuras sensoriales de los triatominos estan
especializadas en la deteccién de una gran variedad de estimulos, como la
intensidad de la luz, movimiento visual de su fuente de alimento, calor,
sustancias volatiles, sustancias quimicas de contacto, entre otras (Barrozo et.,
2017). Se ha descrito que el sistema olfativo de los triatominos se encuentra
en las antenas. La antena se compone de tres segmentos: escapo, pedicelo y
dos flagelomeros (Figura 4). Solo en la parte distal de los flagelomeros se
encuentran la sensila, en algunas especies también las podemos encontrar en el
pedicelo y los flagelomeros. Existen tres tipos de sensilas en el flagelo, que
han sido descritas en varias especies de triatominos: la basiconica, trichoide y
“grooved-peg”. El numero y la diversidad de las sensilas olfativas varian entre
las especies de triatominos, dependiendo principalmente de la zona geografica
que habitan. Por lo tanto, se sugiere que aquellas especies que viven en
habitats menos estables, tienen un mayor numero de sensilas olfativas
(Carbajal de la fuente y Catala, 2002). El sistema olfativo en los triatominos
media conductas importantes, como la busqueda de una fuente de alimento,
ovoposicion, respuestas de alarma, y/o pareja, entre otros (Manrique et al.,
2006; Guerenstein y Lazzari, 2009; Manrique y Lorenzo, 2012; Guidobaldi y
Guerenstein, 2015). Las sefiales quimicas volatiles son detectadas por
neuronas sensoriales del olfato, que se encuentran en la sensila olfativa. Dicha

sensila se encuentra en la superficie de la antena.
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Figura 4. Esquema de una antena de triatomino adulto Triatoma infestans mostrando 4
segmentos: escapo (sc), pedicelo (pe) y flagelomeros 1 y 2 (f1, f2). Tomado de Barrozo et
al., 2017.

En distintos grupos de insectos hematofagos, se conoce que la deteccion de
CO:2 en el ambiente, es importante para localizar fuentes de alimento
(Guerenstein y Guerin, 2001). EI CO: estd implicado en la atraccion de los
triatominos, (Nufiez, 1982; Guerenstein y Guerin, 2001; Barrozo y Lazzari,
2004). En triatominos la respuesta al CO2 es modulado por un ciclo circadiano
enddgeno, llevando a los triatominos a responder sélo durante las primeras
horas de la escotofase (periodo donde la motivacion para alimentarse es mas
alta; Lazzari, 1998), dependiendo del estado nutricional, y el tiempo posterior
a la ecdisis (Barrozo et al., 2004; Bodin et al., 2008).

Actualmente se cuenta con un conocimiento robusto sobre las preferencias de
los olores en triatominos. En un estudio con Triatoma infestans, evaluaron la
respuesta de las sensilas basiconica y “grooved-peg”, y se encontré que ambas
tenian una respuesta al olor derivado del hospedero (mamifero), como el acido
lactico y acido piravico; mientras que la sensila trichoide respondio al

amoniaco y al acido butirico (Nafiez, 1982, 1987; Taneja y Guerin, 1995;
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Barrozo y Lazzari, 2006). También se ha demostrado que el amoniaco es
capaz de provocar la activacion y atraccion en T. infestans, y junto con el
acido pentanoico y acido lactico contribuye a la atracciéon en Rhodnius
prolixus y T. infestans, asi como también ocurre en los mosquitos (Guidobaldi
y Guerenstein, 2013). Estos compuestos son expelidos por los mamiferos. De
hecho, Las mezclas de olores naturales son mas eficientes en la atraccion de
triatominos, que olores individuales (Nufiez, 1987; Barrozo y Lazzari, 2004;
Ortiz y Molina, 2010). El 4cido lactico combinado con CO: genera una
respuesta en T. infestans, las mezclas mas complejas que tienen constituyentes
del olor de la piel humana son maés atractivos (Barrozo y Lazzari, 2004;
Guidobaldi y Guerenstein, 2013).
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2. ANTECEDENTES

Muchos estudios han descrito que los parésitos pueden modificar una amplia
gama de aspectos conductuales, fisioldgicos y morfologicos del hospedero. La
forma en que los parasitos inducen cambios en los hospederos, por ejemplo
manipulando la conducta alimenticia de sus vectores invertebrados (por
ejemplo, en los insectos hematd6fagos), resulta en un aumento en la
probabilidad de transmision del patdgeno a otro hospedero y/o supervivencia
(Penczykowski et al., 2015). Tambien, dichos cambios en la conducta o
apariencia del hospedero a menudo aumentan la susceptibilidad a la
depredacion del hospedero intermediario igualmente para llegar al hospedero
definitivo (Hurd, 1990; Moore, 2002).

Es probable que la relacion T. cruzi/triatominos se pueda entender en contexto
de carrera armamentista y manipulacién. En un estudio que se hizo en la
especie Mepraia spinolai, se demostrd que los individuos infectados
detectaron mas rapidamente al hospedero e incrementando el numero de
picaduras, que los individuos que no se encontraban infectados (Molyneux y
Jeffries, 1986; Moore, 1993; Hurd, 2003) y disminuyendo el tiempo de
defecacidn y aumentando por lo tanto las probabilidades de la transmisién del
parasito (Botto-Mahan et al., 2006). En otro estudio, demostré que T. cruzi
altera la actividad de locomocion en Rhodnius prolixus, disminuyendo su
actividad durante la noche (Pinto et al.,, 2015). Desde la perspectiva del
parasito, estas conductas le podrian favorecer para poder pasar al siguiente

hospedero mamifero.
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El humano puede ser el hospedero de T. cruzi, de aqui radica la importancia
epidemioldgica que tienen los triatominos. Se han hecho esfuerzos para
desarrollar dispositivos para atraerlos y capturarlos. Algunos dispositivos
utilizaron a Rhodnius prolixus y Triatoma infestans, de estadio 3 y adultos
(Ortiz y Molina, 2009; Palottini, 2014; Guidobaldi y Guerenstein, 2013;
Guidobaldi y Guerenstein, 2016). Estos estudios obtuvieron buenas respuestas
de atraccién al usar CO-, acido lactico, acido hexanoico, hidroxido de amonio
y acido isobutirico. Seria muy Util poner a prueba la atraccion generada por
estos compuestos en el marco de la manipulacion. Es igualmente interesante, y
desconocido, si las caracteristicas sintomatoldgicas que producen los aislados,

generan diferentes respuestas de posible manipulacion en el vector.
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3. JUSTIFICACION

La infeccion por T. cruzi parece tener consecuencias fisioldgicas para los
triatominos, asi como una modificacion en su conducta. Sin embargo, son
pocos los estudios realizados en las diferentes especies de triatominos, en
especial M. pallidipennis de una posible manipulacién por parte del parasito.
Esto no tan sélo permitird poner a prueba esta hipdtesis en un insecto vector,
sino que puede ayudar a entender las dinamicas de infeccion en otros
hospederos, incluyendo humanos, en ambientes naturales. Una parte
importante de este entendimiento es el hecho de conocer si aislados del
parasito que varien en la sintomatologia del hospedero difieran en sus efectos

de manipulacion del vector.
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4. HIPOTESIS

La infeccién por el parasito Trypanosoma cruzi afecta la actividad y

preferencia por atrayentes caracteristicos de humano en Meccus pallidipennis.

5. PREDICCION

Las chinches infectadas con T. cruzi se moveran y preferirdn mas los

compuestos que caracterizan el olorl humano que las chinches no infectadas

En funcion del aislado de T. cruzi, las chinches infectadas con el aislado de
Chilpancingo (aislado mas virulento) serdn mas activas y preferiran méas los
compuestos que caracterizan el olor humano que las chinches infectadas con

el aislado de Morelos (menos virulento)

6. OBJETIVO

6.1. Objetivo general

Registrar la actividad de desplazamiento, preferencia por atrayentes quimicos
volatiles y cuantificacion de parasitos en la chinche Meccus pallidipennis
(Hemiptera: Reduviidae) infectada con dos diferentes aislados de

Trypanosoma cruzi

6.2. Objetivos especificos

 Investigar los patrones de actividad de Meccus pallidipennis infectadas

con dos diferentes aislados y no infectadas
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 Estudiar el efecto atrayente de: a) &cido lactico, b) acido hexandico, y c)
hidroxido de amonio en Meccus pallidipennis infectadas con dos

diferentes aislados y no infectadas

» Investigar la diferencia parasitaria de Meccus pallidipennis con dos

diferentes aislados

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Triatominos

Los insectos utilizados provinieron de la colonia de M. pallidipennis del
Laboratorio de Biologia de Paréasitos, Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM. Las condiciones de su crianza

en el laboratorio son 60% de humedad relativa y una temperatura 27+ 2 °C.

7.2 Origen de los aislados de T. cruzi

Se seleccionaron dos aislados de T. cruzi: Morelos (ITRI/MX/12/MOR) vy
Chilpancingo (ITRI/MX/14/CHIL), los cuales previamente han sido
caracterizados en el laboratorio de Biologia de Parasitos, Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM. Ambos fueron
aislados de Triatominos adultos de la especie M. pallidipennis de la region de

Morelos y Chilpancingo, respectivamente
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7.3 Infeccion de los triatominos

La infeccidn inicial se llevd a cabo en ninfas del segundo estadio (N2) de M.
pallidipennis, utilizdndose ratones CD-1 de 20-25 grs. inoculados previamente
con 20,000 parasitos / ml del aislado Morelos (ITRI/MX/12/MOR). Lo mismo
se realizd utilizando el aislado Chilpancingo (ITRI/MX/14/CHIL). El grupo
control (libres de infeccion) fue alimentado con ratones de 35-40 grs. libres de
infeccion. El tiempo de alimentacion fue durante 30 minutos, en condiciones

de obscuridad.

Posterior a la primera alimentacion/infeccion de las ninfas de 2do. estadio, de
los tres grupos experimentales, se alimentaron con ratones de 35-40 grs. libres
de infeccidn, para lograr que los insectos mudaran hasta el 5to estadio, para
posteriormente dejarlos un mes de inanicion. Una vez cumplido el tiempo de

ayuno se evalud la actividad y se metieron al olfatometro.

7.4 Actividad de los triatominos

Para medir la actividad en las chinches, se colocaron individualmente en un
recipiente de vidrio (21.5 cm x 10.5 cm), dejandose por 3 minutos de
aclimacion y posterior a este tiempo, se inicio la observacion durante 5
minutos, registrando el tiempo (segundos), que se movian. Esto se hizo para
los tres grupos y en los tres estadios (3,4 y 5), con un tamafo de muestra de 30

individuos en cada grupo experimental, incluyendo el grupo control.
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7.5 Olfatometro

Se construyeron dispositivos mediante una caja de plastico (7 cm de ancho x
11.5 cm largo x 1.5 cm alto) con tres tubos (10 cm de largo cada uno)
adheridos a la base inferior de la caja, uno junto al otro de forma paralela
(distancia entre tubos = 4 cm). Cada tubo tiene en su base inferior una malla
pero esta abierto en su parte superior (la conectada a la caja). El tubo de en
medio tenia colocada una manguera sellada con papel film, en la parte inferior
(la parte opuesta a la caja). Dicha manguera estaba conectada a una bomba de
aire. Los dos tubos laterales se encontraban insertados casi en su totalidad en
un frasco de cristal de capacidad de 1L. Un frasco contenia el olor
experimental, mientras que el otro servia de control (Figura 5). EI compuesto
experimental consistio en una mezcla de hidréxido de amonio (1000 pl), &cido
lactico (200 pl) y acido hexanoico (400 ul), mientras que para el control se
utilizé agua destilada (1600 pl) (Guidobaldi y Guerenstein, 2016). Estos dos
compuestos eran puestos sobre papel filtro colocados en la base de cada
frasco. El experimento iniciaba cuando se colocaba una chinche dentro del
tubo sellado con parafilm, esperando tres minutos para su aclimacion, luego se
coloco una tira de papel estraza que le permitio escalar durante la prueba y se
coloco la tapa de vidrio para cubrir el dispositivo (Figura 5). La chinche se
dejo dentro del dispositivo por 15 horas (de las 16:00 horas a las 8:00 del dia
siguiente; horas de actividad de M. pallidipennis, A. L. Flores Villegas,
comm. pers.) para entonces registrar en cual tubo se encontré a la chinche al
final de la prueba: tubo experimental, control y original (sellado con
Parafilm). Después de cada experimento, se limpiaron cuidadosamente los

dispositivos, las placas de vidrio y los frascos con alcohol al 70% (Figura 6).
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Figura 5. Olfatometro, se muestra cada una de las partes que componen el dispositivo.

23



Papel estraza -

\ Compuesto
~experimenf51l |

/

'destilada

Figura 6. Olfatometro, vista completa.

7.6 Cuantificacion de parasitos

Para realizar la cuantificacion de parasitos en el insecto vector, se limpio su
abdomen con alcohol al 70%, se retiraron cada una de sus extremidades para
impedir su movimiento y se coloc6 al triatomino en una caja de Petri. Se cortd
el conexivo del triatomino para exponer la cavidad abdominal. Se retird el
cuerpo graso y los tubos de Malpighi con unas pinzas de relojero en
microscopio estereoscopico (Carl Zeiss 426126). Se disecto la parte final del
intestino y se colocd 20ul de solucidn salina isotonica (0.9%), para extraer la
mayor cantidad de heces, posteriormente se colocé en un microtubo de

propileno para microcentrifuga (eppendorf) en 20 pl de solucién salina
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isotonica. La muestra se homogeneizd por 5 segundos y se realizO una
dilucion 1:10 para cuantificar en una camara de Neubauer a 40X.

Este procedimiento se realizé con 15 triatominos del 5to. estadio para cada

grupo.

7.8 Andlisis estadisticos

Se realiz6 un anélisis de varianza (ANOVA) donde la edad (tercero, cuarto y
quinto estadios) y tratamiento (infeccion por T. cruzi Morelos, Chilpancingo y
testigo) se integraron como variables predictoras y la actividad (en segundos)
fue la variable de respuesta. Se usaron pruebas de Tukey para las
comparaciones post hoc (GraphPadPrism). Para analizar los datos de
frecuencia de chinches que se orientan a la fuente de olor humano vs agua, se
usd una y°. Para analizar el nimero de parasitos de los dos grupos de

triatominos infectados con T. cruzi, se utilizo el programa SPSS.
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8. RESULTADOS

8.1 Actividad en los triatominos

El modelo general indicd diferencias en la actividad de las chinches (F =
3.596, gl = 8, p = 0.001). El tratamiento fue significativo (F =9.341, gl =2, p
< 0.0001) (Figura 6), pero no la edad (F = 3.065, gl = 2, p = 0.048), ni la
interaccion del tratamiento con la edad (F = 0.989, gl = 4, p = 0.414). Las
pruebas post hoc indicaron que las chinches infectadas con aislados de
Chilpancingo y Morelos fueron mas activas que las que no estuvieron
infectadas (p = 0.001), pero no hubieron diferencias en los dos grupos de

chinches infectadas (p > 0.05).
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Figura 6. Actividad (en segundos) en los tres grupos
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8.2 Olfatometro

Se observd que las chinches infectadas se dirigieron mas hacia el lugar donde
se encontraba el compuesto, en comparacion con las del control (libre de
infeccion) (P<0.0001). Estas diferencias no surgieron con las ninfas del
estadio 4 (Tabla 1).

Estadio Chilpancingo Morelos Control (libre de
infeccion)
N3 22 (30%) 29 (40%) 10 (13%)
N4 12 (16%) 12 (16%) 14 (19%)
N5 21 (29%) 19 (26%) 15 (20%)

Tabla 1. Numero de chinches que fueron atraidas al compuesto (acido lactico, acido
hexandico e hidroxido de amonio) en los tres grupos (Chilpancingo, Morelos, Control) en

los diferentes estadios

8.2 Cuantificacion de parasitos

En la cuantificacion de parasitos del grupo de Morelos (X = 233333, error
estandar = 42164) y Chilpancingo (X = 220000, error estandar = 57900), no
existieron diferencias significativas en cuanto al nimero de parasitos por ml (p
= 0.4695) (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacion de parasitos en los dos grupos de triatominos infectados con T.
cruzi.

9. DISCUSION

Los resultados sugieren que los triatominos exhiben una conducta diferente
cuando estan parasitados en términos de movilidad: las chinches infectadas se
movieron mas que las no infectadas. Esta diferencia no cambia en funcion del
estadio, es decir, las chinches infectadas se mantienen igual de mdviles al

menos en los tres diferentes estadios (n3, n4, n5).

Ademas, las chinches infectadas fueron méas atraidas a compuestos que
constituyen parte del olor humano (acido lactico, acido hexandico e hidroxido
de amonio). Estos resultados apoyan a la hipdtesis central de esta tesis, que
indica una posible manipulacion por parésitos. Se ha visto que algunas
especies de triatominos a menudo exhiben conductas de alimentacion

diferentes cuando estan parasitados que cuando no lo estan; los primeros
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aumentan las picaduras e ingesta de sangre, muestran una deteccion mas

rapida del hospedero y acortan el tiempo de deyeccion (Botto et al, 2006).

Aunque se han reportado diferencias en los efectos de los aislados en roedores
(parasitemia, mortalidad), no detecté diferencias en las conductas evaluadas o
en la cuantificacion de parasitos de las chinches. Es posible que en esta
especie al ser de habitos peridomesticos, los estadios ninfales como n3, n4 y
n5 son los que méas se alimentan del hospedero vertebrado. Una mayor
movilidad estaria relacionada con el hecho de que encuentre una fuente de
alimento, y tenga una mayor probabilidad de infeccion en el hospedero
vertebrado. De hecho un estudio indica que la ingesta de sangre en estos
estadios de M. pallidipennis es de 1-6 veces su peso corporal (Martinez-Ibarra
y Novelo-Lépez, 2004).

De acuerdo con los resultados de actividad y preferencia de olores que se
obtuvieron, los individuos de M. pallidipennis infectados con T. cruzi
presentan una mayor preferencia por algunos de los compuestos expelidos por
el humano, en comparacion con los triatominos no infectados. Se sabe que los
triatominos son atraidos por los olores que emanan de sus fuentes de alimento.
En estudios previos donde se utilizaron las especies Rhodnius prolixus y
Triatoma infestans (tercer estadio y adultos) se encontrd una atraccion por la
mezcla de olores que consistian en acido lactico, acido hexandico e hidréxido
de amonio, (Ortiz y Molina, 2009; Palottini, 2014; Guidobaldi y Guerenstein,
2013; Guidobaldi y Guerenstein, 2016). Dichos resultados son similares a los
obtenidos en el presente estudio, ya que se encontréo una mayor preferencia
por esa mezcla de compuestos en las chinches infectadas con T. cruzi, en
comparacion con las libres de infeccion. En futuros experimentos se podrian

disefiar trampas que contengan estos atrayentes (&cido lactico, &cido
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hexanoico e hidroxido de amonio), en localidades afectadas y en héabitats (por
ejemplo, alrededor de las viviendas), donde se distribuya la especie M.
pallidipennis, para poder captar el mayor nimero de triatominos. Ejemplos de
este disefio de trampas han sido elaborados por Ortiz y Molina (2009),
Palottini (2014), Guidobaldi y Guerenstein (2013, 2016), y consisten en un
olfatometro, donde ponian a prueba diferentes olores, como un cebo vivo

(ratén), los que simulan el olor del humano, u otras sustancias quimicas.

Los datos indican que M. pallidipennis es considerada como la responsable del
74% de transmisidn de T. cruzi en nuestro pais (Martinez-lbarra et al., 2012).
Detectar las bases fisioldgicas o conductuales de los efectos del parasito sobre
la chinche genera informacion valiosa para entender tan alta transmision.
Presenta un indice de infeccion de 61.39%, que es uno de los indices altos en
especies de chinches triatominas en México. En el contexto de manipulacion
del vector, el parasito podria manipular de manera méas efectiva a M.
pallidipennis que otras especies de chinches. La podemos encontrar en varios
estados del occidente, centro y sur de México (Martinez-lbarra et al., 2012).
Esto sumado a la gran adaptabilidad de esta chinche a los ambientes
antropizados, explicaria no tan sélo la alta transmision, sino también porque
esta especie es de las mas comunes en ambientes rurales en nuestro pais (De
Fuentes-Vicente et al., 2017).

Los olores que se encuentran en la mezcla utilizada en este experimento, se
han reportado en otros mamiferos y aves. Esto es importante porgque en
condiciones naturales, en Morelos y Chilpancingo, la mayoria de las
comunidades humanas estan asociadas a animales de granja y de compaiiia
(Torres-Estrada et al., 2003; Salazar-Schettino et al., 2010).
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Las lesiones que produce T. cruzi dependen de las caracteristicas del parasito
y del hospedero. Entre los factores asociados al parasito son el polimorfismo,
tropismo, virulencia, constitucion antigénica, cantidad de parasitos. El aislado
de Chilpancingo causa una sintomatologia mas grave en el humano que el de
Morelos (Uribarren-Berrueta, 2018).

Finalmente, este trabajo abona a la necesidad de entender los efectos de los
parasitos en la conducta de vectores de importancia medica (Quiroz, 2005).
Paraddjicamente, aunque tenemos datos de manipulacion del hospedero por
parasitos, frecuentemente provienen de casos con poca relevancia para el ser
humano. Los datos de este trabajo son uno de los primeros en el campo de
estudios la enfermedad de Chagas, y podrian usarse como punto de partida
para desarrollar otros estudios. Ejemplos de estos estudios son las posibles
bases enddcrinas de la manipulacibn como menciono anteriormente, el
desarrollo de trampas para chinches basadas en el olor y otras conductas de las
chinches producto de la infeccidén. Con respecto a esto ultimo, podria medirse
si las chinches infectadas son mas capaces de detectar ambientes antropizados
o discriminar entre hospederos finales (por ejemplo, evitar hospederos donde
el parasito no es viable, como el caso de aves) ya que se ha visto que entre

especies varia la preferencia de la fuente de alimento (Carcavallo et al., 1997).
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10. CONCLUSIONES

e Las chinches infectadas con T. cruzi tuvieron una mayor actividad en
comparacion las chinches no infectadas.

e Las chinches infectadas con T. cruzi prefirieron mas la mezcla de
algunos de los compuestos que caracterizan el olor humano que las
chinches no infectadas

¢ No existieron diferencias entre los dos aislados utilizados en el presente
trabajo (Morelos y Chilpancingo) de T. cruzi en cuanto a la actividad y
preferencia por la mezcla de olores

e En cuanto a la cuantificacion de parasitos no se encontraron diferencias

entre el aislado de Morelos y Chilpancingo.
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