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ADECUACION
BIOLOGICA/EFICACIA
BIOLOGICA /FITNESS
AXENICO

BLASFEROBLASTO
EDEMA BIPALPEBRAL
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COEVOLUCION
COMENSALISMO
COMPETENCIA
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ESPECIE

EXITO REPRODUCTIVO
FISION BINARIA

HEMATOFAGO
HEMIMETABOLO

HETEROXENO
HOSPEDERO
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INFECCION

INOCULO
INTRADOMICILIARIO
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MACROFAGO

MEGAESOFAGO
MEGACOLON

METACICLOGENESIS
MUTUALISMO

OVIPOSICION
PARASITEMIA

Diferencias en el éxito reproductivo relacionadas con la variacion genética en las
poblaciones.

Cultivo de una sola especie no contaminado ni asociado con alguin otro organismo
viviente.

Nucleo donde se origina un flagelo.

Acumulacién en los tejidos de la superficie interna del parpado, que causa hinchazon.
Espacio fisico dénde se desarrolla una comunidad biolégica con ciertas caracteristicas
gue en conjunto lo hacen unico.

Expresa la cantidad de parasitos estimados contenidos en un hospedador.

Evolucion conjunta de dos o mas especies.

Asociacion bioldgica entre dos o mas especies para beneficio de una de ellas sin
perjudicar o beneficiar a la otra.

Asociacion bioldgica en la cual la aptitud o adecuacion bioldgica de uno se reduce con la
presencia del otro.

Es la infeccidn simultanea de un huésped por parte de multiples agentes patdgenos.
Unidad basica de clasificacion bioldgica. Es un conjunto de organismos o poblaciones
naturales capaces de entrecruzarse y producir descendencia fértil, aunque en principio
no con miembros de poblaciones pertenecientes a otras.

Fecundidad promediada por supervivencia. Se obtiene por ser capaz de transmitir sus
genes a la proxima generacion.

Tipo de reproduccién asexual en protozoos que consiste en la duplicacion del ADN,
seguida de la divisidn del citoplasma (citocinesis), dando lugar a dos células hijas id énticas
a las que le dio origen.

Animal cuya alimentacidn esta basada en el consumo de sangre.

Insecto cuya metamorfosis es gradual e incompleta, en esta etapa los estados juveniles
o formas inmaduras son similares al adulto, las formas inmaduras son llamadas ninfa o
nayade y se caracterizan por la ausencia de alas y los érganos genitales no desarrollados.
Tipo de parasito que para completar su ciclo biolégico requiere de dos o mas hospederos.
Organismo que da albergue y/o alimento a otro individuo.

Organismo que se aloja dentro de otro con la finalidad de obtener algun beneficio para
completar parte de su ciclo de vida o todo su ciclo de vida.

Proceso en el que un microorganismo patogeno invade a otro llamado hospedador,
multiplicandose produciendo una enfermedad.

Introduccion voluntaria o accidental en tejidos vivos o en medios de cultivo.

Organismo que se encuentra dentro de las casas pudiendo afectar la salud de las
personas que habitan en ellas.

Enzimas que catalizan la misma reaccién quimica.

Tipo de gldbulo blanco que rodea los microorganismos y los destruye, extrae las células
muertas y estimula la accion de otras células del sistema inmunitario.

Trastorno del eséfago en el que se produce un agrandamiento.

Dilatacion masiva del intestino grueso, acompafiada de dificultad para eliminar heces y
gases.

Proceso bioldgico que experimentan naturalmente los epimastigotes de T. cruzi en su
transformacion a tripomastigotes metaciclicos en la ampolla rectal del insecto.
Asociacién en la cual ambos individuos se benefician.

Acto de poner huevos y periodo en el que se realiza la puesta.

Presencia de parasitos en la sangre. Las parasitemias pueden ser medidas, y en dicho
caso se expresa en n parasitos/mL.
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PARASITO

PATOGENICIDAD
PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS
PERIDOMICILIADOS
PERIODO PREPATENTE
POLIMORFISMO
DEPREDACION
RELACIONES
INTERESPECIFICAS
RESERVORIO
SIMBIOSIS
SUPERVIVENCIA
VECTOR

VIRULENCIA
ZIMODEMA

Todo ser vivo que habita en la superficie o en el interior de otro denominado hospedero
del que obtiene substancias nutritivas y el medio adecuado para su desarrollo y/o
multiplicacion, y al que puede llegar a producir dafio.

Se refiere a la capacidad de un organismo parasito de causarle dafio a un hospedero.
Moléculas efectoras clave en la inmunidad innata, son secretados por células epiteliales
y leucocitos.

Area que circunda una vivienda en un radio de no mas de cien metros.

Etapa de la infeccion parasitaria comprendida desde el momento de la infeccién hasta la
demostracién de la presencia del parasito.

Variaciones de algin caracter determinadas genéticamente entre individuos de una
especie.

Interaccon bioldgica en la que un individuo de una especie animal caza a otro individuo
para subsistir.

Interaccidn entre dos o mas individuos pertenecientes a diferentes especies.

Organismo en donde los parasitos pueden vivir, multiplicarse y ser fuente de infeccion
para un hospedador susceptible.

Asociacion entre dos individuos de diferentes especies con el objetivo de obtener un
beneficio de dicha unidn.

Estudio estadistico de los procesos aleatorios relacionados con la muerte de los
organismos vy el fallo de sistemas mecanicos.

Animal invertebrado que propaga la enfermedad entre un vertebrado infectado y otro
sano.

Grado de patogenicidad de una cepa o colonia microbiana en un huésped susceptible.
Conjunto de cepas de micoorganismos que comparten el mismo perfil isoenzimatico.
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RESUMEN

Las interacciones interespecificas tienen efectos positivos, negativos o neutros. En particular, en la
depredacién la especie hospedera registra efectos negativos. Dentro de la asociacion parasito-
hospedero, el parasito se co-adapta a su anfitrién a través de convergencias adaptativas. Las
infecciones que generan los parasitos pueden ser provocadas por una sola especie, dos o mas a las
que llamamos co-infecciones. Poco se ha explorado acerca de cémo las co-infecciones por el
mismo parasito, pero con diferente diversidad genética afectan las historias de vida del hospedero
(P. ej. insectos). El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar distintos parametros de las
historias de vida del vector Triatoma pallidipennis infectado con cepas de Trypanosoma cruzi
genéticamente diferentes, la primera pertenecientea la UDT 1 6 Tcl y la segunda a la UDT VI 6 TcVI.
Para ello se formaron cuatro grupos con ninfas del V estadio: el grupo uno, infectado con la Cepa
Antonio (Tcl); grupo dos, infectado con la cepa CL Brener (TcVI); grupo tres, infectado con ambas
cepas (Tcl/TcVI) y el grupo cuatro sin infeccion por T. cruzi, representado como el grupo control.
Se registro la supervivencia, el tiempo de muda, la oviposicién y eclosion de huevos ovipositados
para cada grupo, permitiendo ahondar en las historias de vida de este vector de importancia
epidemiolégica en México. Los resultados nos sugieren que no existen costos aparentes al estar
infectado con las cepas Antonio, CL Brener o incluso co-infectado con ambas cepas. Estos
resultados podrian tener diversas explicaciones entre ellas, 1. Las cepas utilizadas (Cepa Antonio
Tcl y CL Brener TcVI), no son suficientemente patégenas para el vector T. pallidipennis; 2. T.
pallidipennis desarrolle tolerancia a la presencia de T. cruzi aun en las co-infecciones; y 3. La
respuesta inmune generada ante T. cruzi es eficiente. Dicha falta de costos en el vector mantiene
el riesgo de infeccién en humanos ademas de que la patogenicidad y los efectos en el hospedero
vertebrado no son iguales que en el vector, por lo que es importante que se conozcan mejor y que

se siga estudiando a las variantes de T. cruzi y a las interacciones con sus hospederos.

Palabras clave: Co-infeccion, costos, Trypanosoma cruzi, Triatoma pallidipennis, infeccién,

interaccidn, vectores, Enfermedad de Chagas, adecuacion.
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ABSTRACT

Interspecific relationships have positive, negative, or neutral effects on the host. In particular, the
host species registers negative effects on predation. Within the parasite-host association, the
parasite co-adapts toits host through adaptive convergence. The infections that parasites generate
can be caused by a single species, two or more, which we call coinfections. We know little of how
co-infections by the same parasite but with different genetic diversity, affect the life histories of
the host (e. g. insects). The present work aimed to evaluate different parameters of the life
histories of the T. pallidipennis vector infected with two genetically different T. cruzi strains, the
first belonging to DTU | or Tcl and the second to DTU VI or TcVI. Consequently, four groups each
were formed: group one infected with the Antonio strain (Tcl), group two infected with the CL
Brener strain (TcVI), group three infected with both strains (Tcl / TcVI) and group four without T.
cruzi infection, represented as the control group. Survival, molting time, oviposition and hatching
of oviposited eggs were recorded for each group, allowing delving into the life histories of this
vector of epidemiological importance in Mexico. The results suggest that there are no apparent
costs for being infected with the Antonio, CL Brener strains or even co-infected with both strains.
These results could have various explanations among them, 1. The strains used, Antonio Tcl and
CL Brener TcVI, are not sufficiently pathogenic for the vector T. pallidipennis; 2. T. pallidipennis has
developed tolerance to the presence of T. cruzi even in co-infections, and 3. The immune response
generated against T. cruzi is efficient. Such lack of costs in the vector maintains the risk of infection
in humans in addition to the pathogenicity and effects on the vertebrate host are not the same as
in the vector, so it is important that they are better understood and that the variants of T. cruzi

and the interactions with their hosts continue to be studied.

Keywords: Coinfection, costs, Trypanosoma cruzi, Triatoma pallidipennis, infection, interaction,

vectors, Chagas disease, fitness.
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1. INTRODUCCION

Una infeccidn es ocasionada cuando por ejemplo un parasito invade a un organismo llamado
hospedero. Las infecciones parasitarias pueden deberse a una o a mas especies de parasitos al
mismo tiempo, llamadas como coinfecciones o infecciones mixtas. Estudios previos nos han
mostrado que las infecciones pueden tener efectos negativos en los rasgos de vida de los
hospederos como la talla, la reproduccién o el tiempo de vida (Keymer 1980; Gwynn et al., 2005;
Kalinda et al., 2017). Las relaciones interespecificas (entre dos 0 mas especies) que se generan de
estas infecciones tienen distintos efectos (positivos, negativos o neutros). Entre las interacciones
benéficas podemos encontrar al mutualismo y comensalismo, mientras que las que generan
efectos negativos son la competencia y depredacién (Krebs, 1985), un ejemplo es la asociacion
parasito-hospedero en la que los dos protagonistas desempefian funciones activas vy
fundamentales que dependen del parasito involucrado llamada parasitismo (Palau, 2000).

Se sugiere que en la interaccidn del pardsito-hospedero (P-H), el parasito se co-adapta a su
anfitrién a través de convergencias adaptativas (informacion genética similar a la de su hospedero
provocando que co-evolucionen) (Mcinnes, 1976; Nee y Maynard-Smitch, 1990;), de igual manera
el hospedero se ve afectado dando lugar a que ambos organismos evolucionen, a este fendmeno
se le conoce como coevolucidn (Carius et al., 2001). Dicho modelo de coevolucion, en el que existe
afectacién para uno de los organismos es llamado “Carrera Armamentista Evolutiva” (CAE) (Leigh
Van Valen, 1973), donde los organismos van adaptandose para sobrevivir mientras compiten con
otros organismos, lo que provoca que evolucionen a la par. Por ejemplo, el parasito provoca que
disminuya la adecuacién del hospedero, quien por recombinacion o mutacién mejora su respuesta
y dispersa el caracter dentro de la poblacidon, eventualmente pasa lo mismo con el parasito,
ocasionando que se repita el ciclo (Bush et al., 2001).

Un hospedero puede ser también un vector de patégenos, por ejemplo los insectos, ellos
pueden transmitir enfermedades infecciosas a otros organismos (OMS, 2019). En la interaccion
parasito-vector (P-V) se ha propuesto que el pardsito cubre sus necesidades mientras los costos
del vector aumentan teniendo efectos en el vector, como por ejemplo en la reduccién del tiempo

de vida (Schmid-Hempel, 2011), reduccién del peso corporal (Boto-Mahan, 2009; Elliot et al., 2015)
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reduccion de la fecundidad, entre otras caracteristicas de las historias de vida de dichos insectos
(Schaub, 2009; de Fuentes, 2018). A partir de lo mencionado, se pensaria que un vector parasitado
reduce su adecuacion (fitness), es decir, se reduce la eficacia bioldgica de su genotipo que incluye
su capacidad de sobrevivir, encontrar una pareja, producir descendientes y en ultima instancia,
dejar sus genes en la siguiente generacion (Astete-Espinoza et al., 2000). Al reducirse la adecuacién
de los insectos vectores se espera un menor riesgo en la propagacion del parasito. Pero debido a
la necesidad del vector por la busqueda de alimento se eleva el riesgo de infeccion en humanos
(Schaub, 1989; Botto-Mahan et al., 2006; 2008).

Existen diferentes modelos biolégicos de interacciones. Dentro de los insectos vectores de
enfermedades de importancia médica se encuentran los dipteros de los géneros Aedes, Anopheles,
Culex, Lutzomia, Simulium; y los hemipteros, especificamente del género Rhodnius, Triatoma y
Panstrongylus. En cuanto a los parasitos transmitidos por los insectos vectores, se enlistan
diferentes arbovirus y protozoarios como: Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma bruceiy
Trypanosoma cruzi. Dichas asociaciones ocasionan en humanos enfermedades como dengue, zika,
chikungunya, fiebre amarilla, para los arbovirus; paludismo, enfermedad del suefio y la
enfermedad de chagas en cuanto a protozoarios (OMS, 2020).

En el caso de los vectores hemipteros de la subfamilia Triatominae y su agente causal el
protozoario T. cruzi, existen diferentes componentes de su biologia que considerar. Por ejemplo,
T. cruzi tiene una reproduccién asexual tanto en el vector como en el hospedero mamifero. Dicha
reproduccion asexual confiere la existencia de multiples cepas o aislados en una misma poblacién
de T. cruzi (ver marco tedrico) que se ve reflejada en los patrones de virulencia y patogenicidad
ocasionada en el hospedero mamifero (Palau, 2000). Sin embargo, existen pocos trabajos que
aborden como dicha diversidad genética afecta la adecuacion del insecto vector. Los pardsitos de
T. cruzi, por ejemplo, dependen del vector tanto metabdlica como evolutivamente (Pereira et al.,
2008). Las modificaciones mas significativas en el insecto vector son sobre todo a nivel de
respuestainmune debido a las implicaciones genéticas que se generan (Martinez, 1999) (ver marco

teodrico).
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2. MARCO TEORICO

2.1. Enfermedad de chagas

La enfermedad de chagas (EC) es causada por el parasito T. cruzi y el mecanismo de transmisién es
principalmente por contacto de las heces del insecto vector de la subfamilia Triatominae a diversos
mamiferos (Chagas, 1909, 1911). La EC en humanos cursa por dos fases: la fase aguda y la fase
cronica; donde la aguda puede ser asintomatica, pero es la mas virulenta y dura aproximadamente
entre treinta y sesenta dias (OMS, 2021). Cuando es sintomatica se caracteriza por presentar
fiebre, dolor muscular, abdominal y toracico; y se puede apreciar una hinchazén en el lugar de la
picadura de la chinche, donde también entra el parasito (Brener, 1973). Si el inéculo e infeccién se
da en los parpados se denomina signo de Romafia generando una inflamacion palpebral o bien si
el indculo ocurre en cualquier parte del cuerpo se denomina chagoma. En la fase aguda podemos
encontrar en circulacion por el torrente sanguineo al parasito en su forma de tripomastigote. Entre
10y 30 afios posterior a la inoculacion del parasito, solo el 30 % de los casos de la fase aguda puede
evolucionar a la fase crénica (OMS, 2021). En la fase cronica los parasitos circulantes entran a
células nucleadas y se transforman a amastigotes localizados generalmente en los tejidos del
musculo cardiaco, del sistema digestivo y nervisoso; provocando arritmias, taquicardias, e
insuficiencia cardiaca (Rojo-Medina et al., 2018) signos como megacolon o megaeséfago (Galvao-
Castro et al., 1984) y con el tiempo puede causar la muerte (OMS, 2019).

Como se menciond anteriormente, la forma de contagio predominante es la via vectorial
(80% de los casos), sin embargo, existen vias de transmision no vectoriales como, la ocasionada al
ingerir alimentos o bebidas contaminadas con el parasito; por transfusiones sanguineas que abarca
un 20% de los casos (OPS, 2019); la transmision por trasplantes (Pinto, 1984; Schmunis y Yadon,
2010; Martinez et al., 2019); y por via materna, conocida como via congénita, abarcando el 1% de
los casos (OPS, 2019). Por ultimo, la transmision por accidentes de laboratorio, es decir, al

manipular al parasito o al vector infectado, es otra ruta de contagio por T. cruzi (Hofllin et al., 1987).
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2.2.  Elagente causal Trypanosoma cruzi.

T. cruzi es un parasito flagelado que pertenece al Phylum: Sarcomastigophora, subphylum:
Mastigophora, clase: Zoomastigophora, orden: Kinetoplastida y familia: Trypanosomatidae.
(Castro y Llaca, 2013). Las principales formas del parasito son: tripomastigote (sanguineos vy
metaciclicos), epimastigote y amastigote (Schaub, 1989; Figura 1). Todas las formas poseen un
organelo especializado Ilamado cinetoplasto que contiene ADN, diferenciandolas de acuerdo con
su posicion (Maldonado, 2000) y con la presencia o ausencia de una membrana ondulante. La
forma de tripomastigote tiene una longitud de 10-25um, es un parasito extracelular y no
replicativo. En la parte anterior del parasito se encuentra el blaferoblasto donde emerge una
membrana ondulante a lo largo de todo el cuerpo que termina en flagelo lo que le da movimiento.
El tripomastigote presenta un nucleo central y el cinetoplasto se ubica posterior al nucleo. El
tripomastigote metaciclico es infectivo para mamiferos, mientras que el tripomastigote sanguineo
lo es para el vector y mamiferos. La forma de amastigote es esferoidal, con un diametro de 2-4 um,
no presenta flagelo, su nucleo es prominente y contiene el cinetoplasto cerca de él (Santos-Bush
1979; Garcia et al., 2007). Esta etapa del parasito se replica dentro de la célula del hospedero
mamifero por fision binaria, destruyendo a la célula para la liberacion de mas tripomastigotes al
torrente sanguineo. Por Ultimo, la forma de epimastigote, tiene una replicacion asexual dentro del
vector (Azambuja et al.,, 2005) y una longitud de 18-20um, presenta un nucleo central y
prominente, el cinetoplasto se ubica anterior al ndcleo (Uribarren, 2018). Los epimastigotes
cuentan con flagelo que emerge de la parte media del pardsito formando la membrana ondulante

mas pequefia que la del tripomastigote (Wainszelbaum, 2002).
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Figura 1. Formas de T. cruzi en el ciclo de vida natural. 1. Flagelo, 2. Depresién flagelar 3. Cinetoplasto, 4. Nucleo, 5.
Membrana ondulante (tomado de Ibanez-Carlos, 1989).

2.3.  Ciclo biolégico del agente causal T. cruzi (Chagas, 1909)

El ciclo de vida de T. cruzi es heteroxeno ya que interviene en su biologia el reservorio mamifero y
el insecto vector (Garcia et al., 1999; Ferreira et al., 2016). Dentro del vector, el desarrollo de T.
cruzi ocurre exclusivamente en el tracto digestivo (Figura 2). En la region del estémago (intestino
anterior) ocurre la transformacion de la forma tripomastigote sanguineo a la forma epimastigote;
en la regién del intestino (intestino posterior) la replicacion del epimastigote; y en la regién del
recto, la metaciclogénesis es decir, la transformacion del epimastogote a tripomastigote
metaciclico (Zeledon, 1987; Garcia et al., 1999; Gonzalez et al., 1999; Cortez et al., 2012; Dias et
al., 2015; Ferreira et al., 2016). El ciclo de vida de T. cruzi en el vector inicia cuando el insecto
triatomino se alimenta de sangre, generalmente de mamifero que contiene al pardsito en su forma

de tripomastigote, una vez dentro del vector tarda un aproximado de 15-30 dias en poder llegar al
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recto para ser infectante y permanecer toda la vida del vector dentro de él (Garcia et al., 2010).
Los tripomastigotes recorren el tracto digestivo del insecto, evadiendo la accion de los
componentes del suero (enzimas digestivas, hemolisinas, aglutininas, factores antimicrobianos),
asi como la microbiota (Garcia et al., 2019) transformandose después a epimastigotes. Para que el
parasito en su forma de epimastigote pueda replicarse por fision binaria, es necesario que llegue
a la region media del intestino y se adhiera por el flagelo a la membrana perimicroviliar (MPM)
para ello son necesarias las moléculas de fosfolipidos de glicoinositol (GIPLs) que se encuentran en
la superficie de los epimastigotes (Nogueira et al., 2007). Los tripomastigotes metaciclicos se
diferencian con un proceso llamado metaciclogénesis, estos se adhieren al epitelio rectal del
insecto vector que al soltarse son eliminados por orina o heces para invadir al mamifero (Toso et
al.,, 2011). El parasito entra al hospedero mamifero por heridas o mucosas, en la forma de
tripomastigote metaciclico (Cancino-Faure, 2016). Una vez que los tripomastigotes entran al
organismo invaden macréfagos (Kipnis, Calich y Da Silva, 1979; Montiel y Diaz, 2002) para poder
diferenciarse en la etapa de amastigote, en esta etapa se replican por fision binaria y algunos se
diferencian a tripomastigotes que son liberados al torrente sanguineo cuando la célula invadida se
destruye, los pardsitos se mueven por el torrente sanguineo e invaden células del sistema
reticuloendotelial, del sistema nervioso, los musculos y el miocardio (Brener, 1973). Cuando los
tripomastigotes son liberados al torrente sanguineo pueden ser ingeridos por el vector,

repitiéndose el ciclo de vida.
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Figura 2. Ciclo de vida natural de Trypanosoma cruzi (tomado de Pérez-Molina, 2018; Alberca, 2018).
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2.4.  Evolucién clonal del agente causal T. cruzi

La reproduccion de T. cruzi es asexual y aunque sus recombinaciones genéticas son limitadas aun
asi ocurren, por lo que presenta una poblacion compuesta de varias subpoblaciones de parasitos
(Tibayrencet al., 2018). Se ha reportado una gran diversidad en la morfologia del estadio de T.cruzi,
en la velocidad de multiplicacidon, capacidad de invasion, en el perfil de antigenos y propiedades
bioguimicas, en el tropismo tisular, en la sensibilidad frente a drogas tripanocidas y en la
trasmisibilidad por el insecto vector (Brener, 1965; Brener, 1973), debido a ello se ocuparon
marcadores bioquimicos, genéticos e inmunolégicos para su clasificacion (Tabla 1). A partir de
1999, diversos autores clasificaron la diversidad de T. cruzi en dos grandes grupos o dos linajes,
basandose sus caracteristicas bioldgicas (Andrade, 1974) bioquimicas y moleculares (Morel et al.,
1980; Miles et al., 1981, Tybarenc y Ayala, 1991; Freitas et al., 2006; Herrera et al., 2007)
denomindndolos como Tcl y Tcll. Al descubrir mds variantes de Tcll se clasifico para el linaje Tcll,

en Tclla-Tclle segln su tamafio cromosomal (Tibayrenc et al.,, 2003). Tiempo después se
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descubrieron cepas de T. cruzi que no podian clasificarse en esos dos grupos por lo que se origind
un tercero llamado Tclll (Freitas et al., 2006). Con la inclusion de mas marcadores moleculares
(Souto et al., 1996; Fernandes et al., 1998; Brisse et al., 2001; Mendonca et al., 2002; Figura 3) vy
con un mayor conocimiento de la estructura en la poblacion de T. cruzi se reclasificaron en seis

grupos Tcl-TcVI (Zingales et al., 2009).

ckocares Tamafio del ampicon, pb
[ome ][] ][]
| m'm | | 140n4sbp || 1250p | | 140bp | | 1250p |

Figura 3. Marcadores moleculares que nos permiten ver las diferencias en tamafio de los tipos de T. cruzi del producto
de (PCR) (tomado de Souto et al., 1996; Fernandes et al., 1998; Brisse et al., 2001; Mendonga et al., 2002).

Dicha diversidad genética de T. cruzi se ve reflejada en diferentes aspectos, como en la infectividad
a distintos tipos de células (Doyle et al., 1984) en las curvas de parasitemia (Brener et al., 1974;
Avilay Mufioz, 1981) en la patogenicidad dentro del vector, la patogenicidad dentro del hospedero,
(Postan et al.,, 1983) y en la cinética de crecimiento (Dvorak et al.,, 1980). En cuanto a las
caracteristicas bioguimicas, se encontraron diferencias en la composicién antigénica (Nussensweig
et al.,, 1963; Ketteridge, 1975; Gonzalez et al., 1984; Kirchhoff et al., 1984), en el metabolismo
oxidativo y el contenido de diferentes enzimas (Engel et al., 1990), en el contenido de ADN por
organismos (Dvorak et al., 1982; Kooy et al., 1989) y en el cariotipo y localizacién cromosémica de
distintos genes (Gibson y Miles, 1986; Engman et al., 1987; Henriksson et al., 1990).

Actualmente las diferentes cepas de T. cruzi se clasifican en siete Unidades Taxondmicas
Discretas, Unidades Discretas de Tipificacion (UDTs) o por sus siglas en inglés Discrete Typing Units

(DTUs) (Zingales et al., 2012). Las DTU s de la Tcl a la TcVI, mas TcBat. En México y América Central
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la DTU predominante es Tcl; mientras que en Sudamérica predomina de la Tcll a la TcVI (Uribarren,
2018; Figura 4). En la naturaleza, es posible que mas de una cepa de parasito genéticamente
diferente estén coexistiendo tanto en el hospedero mamifero como en el insecto vector (Andrade
et al., 1999; Printo et al., 2000; Aparicio et al., 2019). Los intercambios genéticos ocasionales
podrian ser la fuente de una mayor diversidad de T. cruzi (Bogliolo et al., 1996; Carrasco et al.,
1996). Dicha diversidad del pardsito se ha correlacionado con la diversidad de sintomatologia
presentada en humanos (Macedo y Pefia 1998; Macedo et al., 2002, 2004; Jiménez et al., 2018).
Ademas, se ha reportado que las cepas de T. cruzi suelen adaptarse mejor a las especies de
vectores del mismo origen geografico (Ryckman, 1965; Zeleddn, 1987; Laurent et al., 1997) o cepas
con las que interactlan normalmente.

En 2005, El-Sayed y colaboradores publicaron la secuencia completa del genoma de T. cruzi
gue contiene 55 millones de pares de bases utilizando el clon de referencia CL Brener (Brener y
Chiari, 1963), un clon hibrido perteneciente al grupo TcVI (Zingales et al., 2009; Sturm y Campbell,
2010) proveniente del receptor parental Tcll y del donante hibrido de los dos grupos parentales
(Tcl y Tcll) llamado Tclll (Freitas et al., 2006; Figura 5) tal evento fue uno de los que redefinio la

estrucura poblacional de T. cruzi propuesta con anterioridad.

Tabla 1. Actualizaciones de la clasificacidn y caracterizacién de los aislados de T. cruzi (Brisse et al., 2001 ; Buscaglia et
al., 2003 ; Lewis et al., 2009; Zingales et al., 2009).

Brissaetal, Tbayrenc Fraftasat

Aflo de actualizacién dngalas etal,

Miles et al.,, 1978 1996 . 2001 etal, 2003 al, 2006 2017

Método de clasificacin  MLEE (6 enzimas), Comportamiento an  MLEE Minl-axdn , Mint-exdn Antleusrpos MILEE, RAPD MLEE, Tamafie  Marcadores
MLEE (15 enzimas), infecciones tamalto ADNry (TSSA-1/TSSA) RAPD ADNr moleculares (5L~
PCR-RFLF del ADNr  experimentales polimorfismos |Rac, SL-IR 1y Il
Microsatélitas, 245-ar rfONA,
palimaorfismo Al0)
Término (Zimodema) Término (Blodema) — Término  Término (Linaje)  Término  Término(Grupe) Término  Término  Término  Término (DTU)
(Clonet) (Unaje) (oTu) (oTY)  (Unajes)
Poblaclién da referencla 1 Blodema | 125 Unaje 2 Linaja 2 Teerudl Toerull- Tel Ti Tel - OTUI
(Sthio 310, Colomblana) DTU1
Poblacidn de referencla 2 Blodema Il 30-34 Unaje 1 Unaje 1 Tooruzf il T. cruz! b - Tellb TI Tell = DTUI
(Esmeralda, JG) DTU2b
Poblacidn de refarencla 73/71 ASAT Blodema il 38-37 - Sublinaje 2 - T.cruz llc— Telle Te Telll - DTUM
(M5631, ME241) DTU 2¢
Poblacién de referencia ] - 26-29 - Sublinaje 2' - Teruzllla— Tella - TelV - DTUNV
(Caniif) DTU 2a
Poblaclién da referencla b - 3839 Grupo 1/2 LUnaja 1 - Teruzllid—  Telld Hibride TeV - DTUV
(MN ci2, S5C43) oTu2d
Poblacién de refarencla - - A0-43 Uraje | Linaje 1 - T. cruzl lbe - Te lle Hibrido Te\l - DTUWI
(CL Brenar) DTU 28
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Figura 4. Distribucién geografica de las DTU’s de Trypanosoma cruzi en el Continente Americano (Patterson y Guhl,
2010) y su patologia prevalente; cardiomiopatia chagastica crénica (CCC), forma digestiva (DIG) (tomado de Zingales
et al., 2018).
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Figura 5. Eventos de hibridacion que dieron origen a TcV y TcVI (Zingales et al., 2012). (a) modelo en el que se sugiere
gue se dieron dos eventos de hibridacion, el primero que da origen a Tclll y el segundo que da origen a TcV y TcVI
producto del primer hibrido Tclll y el parental Tcll (Westenberg et al., 2005). (b) modelo de tres ancestros en donde
Tcll'y Tcll dieron origen a TcV y TeVI (Freitas et al., 2006).
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2.5. Insecto vector

Los insectos vectores que transmiten la EC son los triatominos también llamados comunmente
chinches, vinchucas, chipo, kissing bugs, barbeiro o chichahuazu. Los triatominos son insectos
hematdfagos durante todas sus etapas de desarrollo (Tartarorri et al., 2006) y hemimetabolos de
habitos nocturnos (Salazar et al., 2010). Estos insectos pueden alcanzar 12 veces su peso corporal
después de una alimentacién (Schofield, 1980), asi como durar varios meses sin alimentarse, v si
estan infectadas por T. cruzi mantener la infeccién durante toda su vida (Zavala et al., 2008). Estos
insectos pertenecen al Orden Hemiptera (Linnaeus, 1758), Familia Reduviidae (Latreille, 1807) y
Subfamilia Triatominae (Latreille, 1807; Jeannel, 1919; Uribarren, 2018). Existen aproximadamente
151 especies de triatominos reportadas, (149 existentes y dos fésiles; Justi y Galvao., 2016)
repartidas en 5 tribus y 18 géneros (WHO, 2002; Dujardin et al., 2002; Garcia et al., 2007; Espinoza
de Aquino, 2012; Justi et al.,, 2014; Galvdo, 2016; ver Tabla 2). Su distribucion abarca
principalmente al continente americano (Figura 4) encontrandose infectadas por T.cruzi al 67% de
estas especies (Vidal-Acosta, 2000; Martinez et al., 2006; Rassi et al., 2010). Entre las especies con
habitos intradomiciliarios se pueden enlistar a Triatoma barberi y Triatoma dimidiata, de habitos
peri domiciliados: Triatoma longidipennis, Triatoma mazzottii, Triatoma pallidipennis, Triatoma
phyllosoma, Triatoma picturata, Triatoma gerstaeeckeri, Triatoma mexicana, Triatoma rubida,
Dipetalogaster maxima, Pastrongylus rufotuberculatus y Rhodnius prolixus (Cortes et al., 2005). La
asociacion de dichas especies de triatominos con los humanos influye drasticamente en la
transmision vectorial de T. cruzi, asi como la facilidad de ocupar distintos ecotopos (Noireau et al.,

2005; Cortez et al., 2007; Buitrago et al., 2010; Espinoza Echeverria et al., 2017).

En México se han reportado mads de 32 especies transmisoras de T. cruzi (Zarate y Zarate,
1985; Vidal-Acosta et al., 2000; Galvao et al., 2003; Martinez et al., 2006; Tay et al., 2008; Licén-
Trillo et al., 2010) distribuidas en toda la Republica Mexicana en siete géneros: Dipetalogaster
(Usinger, 1894), Eratyrus (Stal, 1859), Paratriatoma (Barber, 1938), Panstrongylus (Berg, 1811),
Belminus (Stal, 1859), Triatoma (Laporte, 1832) y Rhodnius (Stal, 1859) de éstas, 28 especies son
endémicas y 23 se reportan como infectadas naturalmente con T. cruzi (Chagas, 1909). Las

especies de triatomas consideradas como vectores de importancia médica (Martinez et al., 2006)
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son 19, principalmente del género Triatoma, asi como una especie por género de los siguientes:
Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma (Fuentes- Vicente et al., 2018). El género Dipetalogaster, al
igual que 8 especies del género Triatoma son exclusivos de México (Galvao et al., 2003) entre las
especies endémicas reportadas en México con importancia epidemiolégica se encuentran: T.
phyllosoma, T. picturata, T. pallidipennis, T. mazzottii, T. mexicana, y T. bassolsae, juntas forman el

complejo Phyllosoma (Martinez et al., 2006).

Tabla 2. Numero de especies de la subfamilia Triatominae reportadas. Enlistadas por tribu, género y nimero de
especies (Molina et al., 2000; Castillo y Wolff, 2000; Chavez, 2006; Justi y Galvao, 2016). Resaltadas en azul estan los
géneros que para algunos autores sustituyen a algunas especies del género Triatoma.

RIBU GENERO ESPECIE
Alberproseniini (Martinez y Carcavallo, 1977) Alberprosenia (Martinez y carcavallo, 1977) 2
Bolboderini (Usinger, 1944) Belminus (Stal, 1859) 8

Microtriatoma (Prosen y Martinez, 1952) 2
Bolbodera (Valdes, 1910) 1
Parabelminus 2
Cavernicolini {Usinger, 1944) Cavernicola (Barber, 1937) 2
Torrealbaia 1
Rhodniini (Pinto,1926) Psammolestes (Bergroth, 1911) 3
Rhodnius (5tal, 1859) 20
Triatomini (Jleannel, 1919) Dipetalogaster (Usinger, 1933) 1
Eratyrus (Stal 1859) 2
Hermanlentia (luberrg y Galvao, 1997) 1
Linshcosteus (Distant, 1904) 6
Meccus (Stal., 1858)
Mepraia (Mazza et al., 1940}
Nesotriatoma (Usinger 1994)
Panstrongylus (Berg, 1879) 15,
Paratriatoma (barber, 1938) 1
Triatoma (Laporte, 1832) 84
Total 151
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Strongyles geniculatus
e Rhodnius pallescens
o Rhodnius pictipes
Rhodnius prolixus
Triatoma (Meccus) pallidipennis
o Triatoma infestans
o Iriatoma maculata
Triatoma dimidiata

Triatoma barberi

Figura 6. Mapa de la distribucion de especies de la subfamilia Triatominae mas representativas incluida T. pallidipennis
(De fuentes, 2018).

2.6.  Triatoma pallidipennis: principal vector en Morelos

Una de las especies de mayor importancia para Morelos es T. pallidipennis reportada por primera
vez en Oaxaca, siendo el primer reporte de vector infectado con T. cruzi en México (Mazzotti,
1936). T. pallidipennis es una especie considerada de importancia médica debido a su capacidad
de vivir en ambientes humanos (condicién domiciliada) y tener altos porcentajes de infeccion
(Vidal-Acosta et al., 2000). Su distribucidon abarca el centroy oeste de la Republica mexicana (Zarate
y Zarate, 1985; Carcavallo et al., 1999; Vidal et al., 2000; Lépez et al., 2005; Figura 7) el rango
altitudinal que habita de T. pallidipennis es de 0-2400 metros (Zavala et al., 2008). Al igual que
todas las especies de triatominos, T. pallidipennis es hematdfaga y necesita de al menos una
alimentacién para poder mudar a la siguiente etapa de desarrollo (Gutiérrez-Cabrera, 2014). El
ciclo de vida de estos insectos (Figura 8) comienza como huevo de color blanco que poco a poco
se torna de un color rosado hasta eclosionar a ninfa de primer estadio. Durante su desarrollo, que
varia desde cinco meses hasta un afio (Dujardin et al., 2002; Noireau et al., 2009) presenta un total
de cinco etapas ninfales antes de Ilegar a adulto. En la etapa de adulto se visualiza un dimorfismo
sexual y un par de alas. En condiciones de laboratorio el ciclo de vida de T. pallidipennis dura en
promedio 308 dias y un 8% llega al estadio de adulto, mientras que en condiciones silvestres dura

396 dias y s6lo 4% llega a pasar de huevo a adulto (Zavala et al., 2008). La hembra en etapa adulta
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mide de 32-36 mmy el adulto macho de 28-36 mm (Lent y Wygodzinsky, 1979; Zavala et al., 2008).
Dentro de sus habitos estad frecuentar los nidos de aves y madrigueras de pequefios mamiferos

(Dujardin et al., 2002; Noireau et al., 2009).

T. pallidipennis es considerada responsable de la transmision de mas del 70% de los casos
de la EC notificados en la Republica Mexicana (Martinez-Ibarra et al., 2012) ya que comparada con
otras especies es muy susceptible a la infecciéon por T. cruzi (Vidal et al., 2000) y es una especie con
baja mortalidad, por lo que se potencializa el riesgo de infeccién (Martinez-lbarra et al., 2014). Una
hembra de T. pallidipennis sin estar infectada puede poner en promedio 2.35+2 (+DE) huevos por
dia con un 87.44% de eclosioén (Ibarra et al., 1999; Ibarra et al., 2004; Ibarra et al., 2012; Ibarra et
al., 2014) asi como una alta tasa de reproduccion de 838 huevos en su vida reproductiva (Tay-
Zavala et al., 2008) mientras que la supervivencia de los adultos machos oscila entre 27 y 620 dias

y para las hembras de 34 a 570 dias (Martinez-lbarra y Katthain-Duchateau, 1999).

ALABAMA
GEOR

BAUA v i :
CALIFORNIA Y 3 ' ”"\ . LUISIANA

CHIHUARUAS
s

A o

B COAHUILADE

L AMINRAGOZA
- S EVOILED
S NUEVOILEON
Vv “'_ g™

BAJA SINALOA » -
CALIFORNIA SUR OURANGORREINNR
o NURMATAMAULIPAS
Méxicoli

! ISANLUIS
NAYARIT SROoTOS|

GUANAJUATO
JALISCO YUCATAN

‘ QUINTANA
MICHOACAN CAMPECHE ROO

PUEBLA. VERACRUZ yagASCO
GUERRERO

COLIMA

CHIAPAS

OAXACA Belice

Guatemals
Honduras

El Salvador

Nicaragua

Figura 7. Mapa de distribucion de Triatoma pallidipennis en la Republica mexicana. Colima, Estado de México,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacdn, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y Zacatecas (Lenty
Wygodzinsky, 1979; Zarate y Zarate 1985; Salazar Schettino et al., 1988; Carcavallo et al., 1999; Schofeld, 1999; Vidal
et al., 2000; Lopez et al., 2005).

27



Figura 8. Ciclo de vida de T. pallidipennis, desde huevo, pasando por los cinco estadios ninfales hasta llegar a adulto,
con su notable diferencia en tamafio y ovipositor de la hembra.

2.7. Respuesta inmune en triatominos

Todos los insectos poseen mecanismos de respuestas innatas que los protegen de agentes
patogenos y los triatominos no son la excepcion. Las respuestas mediadas por el sistema inmune
se dividen en tres: estructural, respuesta celular y respuesta humoral (Garcia-Moreno, 2010). La
respuesta inmune estructural la conforma el exoesqueleto, las células epiteliales que recubren
organos como tracto digestivo, tubulos de Malpighi, sistema excretor y sistema reproductivo,
ademas de toxinas que secretan como especies reactivas de nitrogeno (ERN), éxido nitrico (ON) o
especies reactivas de oxigeno (ERO), como el perdxido de hidrégeno (H,0,). Después de que los
patogenos cruzan la barrera estructural se encuentra la segunda respuesta mediada por
hemocitos, conocida como respuesta celular, donde células especializadas llamadas hemocitos
encapsulan alos agentes infecciosos con compuestos a base de melanina (Paskewitz y Christensen,
1996). La tercera respuesta es la humoral, donde son sintetizadas moléculas inmunes producidas
por las células de tracto digestivo, los hemocitos y el cuerpo graso, activandose las vias Toll, IMD,

INK, Jak-STAT y MAPK. Las moléculas sintetizadas en la respuesta humoral son: péptidos
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antimicrobianos (PAM) las lizoenzimas, el ON, ERO, profenoloxidasa (proPO) y fenoloxidasa (PO),
esta Ultima es una enzima clave en la cascada de melanizacion que también participa en la
esclerotizacién de la cuticula y la cicatrizaciéon de heridas (Kenneth Sdéderhall, 2013). La proPOy la
PO tienen mejor actividad enzimatica en triatominos expuestos a temperaturas mas altas
(Gonzalez-Rete et al., 2019) y se desencadena tanto a nivel local como sistémico. Estd reportado
que con el paso del tiempo la PO en la hemolinfa disminuye y depende en gran medida de las
condiciones de alimentacién del insecto.

Dentro de los PAM en triatominos, se ha reportado a defensina (def) inducido por bacterias,
principalmente grampositivas (Bulet et al., 1999; Ganz, 2003; Lépez et al., 2003; Vieira et al., 2014),
especificamente en T. pallidipennis estan reportadas la def 3y def 4 (Diaz-Garrido et al., 2016), asi
como una lisozima tipo-c Tpallys (Martinez et al., 2019). Las def, al igual que las lisozimas actian
como agentes protectores que pueden modificar quimicamente a los parasitos y otros cuerpos
extrafos actuando dentro del tracto digestivo de los triatominos (Garcia et al., 2010), por lo que
juegan un papel importante en el control de pardsitos (Araujo et al., 2006; Waniek et al., 2011;
Vieira et al., 2016).

Diversas proteinas presentes en el tracto digestivo del vector estan relacionadas con el
sistema inmunoldgico y con vias metabdlicas, por ejemplo, gluconeogénesis/glucolisis,
metabolismo de dcidos grasos y fosforilacién oxidativa (Gumiel et al., 2020). Estudios demuestran
que la produccién de moléculas del sistema inmune son desencadenadas a partir de la presencia
del parasito, lo que sugiere que el insecto modula la poblacién del parasito dentro de él (Viera,
2016). Especificamente, en triatominos el tracto digestivo juega un papel importante como barrera
natural contra patégenos externos (Wigglesworth, 1936; Garcia et al., 2010) debido a las proteinas
que determinan la interaccién de T. cruzi con las células epiteliales del insecto. Dichas proteinas
participan en los procesos de digestion sanguinea, la absorcién de nutrientes, la adhesion de T.
cruzi a la superficie apical del intestino de la chinche, la replicaiéon del parasito, diferenciacion y los
mecanismos asociados a la microbiota intestinal (Alves et al., 2007; Nogueira et al., 2007; Gonzalez
et al.,, 2011, 2013; da Mota et al., 2012; Oliveira et al., 2012; Vieira et al., 2016; Nogueira et al,,
2017; Moreira et al., 2018).
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3. ANTECEDENTES

Los costos vy los beneficios que sufren los insectos vectores de enfermedades al estar infectados
con alguna especie de parasitos son variados. Factores como la presencia de T. cruzi, la
temperatura y la humedad influyen en las historias de vida de los triatominos (Changyun y Aksoy,
2006, Schaub, 2009; Yassine y Osta, 2010; de Fuentes, 2018). La duracién de los diferentes estadios
del vector esta determinada en gran parte por el acceso de alimento. Entre mayor cantidad de
sangre y mayor frecuencia de alimentacién tengan los triatominos, mayor es su tamafio corporal,
su ciclo de vida se acorta y tiene un mayor éxito reproductivo. Sin embargo, existe evidencia de
qgue cuando los triatominos se encuantran infectados con T. cruzi, se ha reportado un cambio en
la composicidn bacteriana contenida en el tracto digestivo del vector lo que puede retrasar el
proceso de muda (Schaub, 1989), el comportamiento v la fisiologia del insecto (Botto-Mahan et
al., 2006, 2008), dichas modificaciones pueden deberse a la adherencia de T. cruzi a la cuticula
rectal del vector, lo que puede formar una barrera que evita la absorcion de metabolitos necesarios
para la digestion (Schaub, 1989). Muchos de los estudios propuestos por diversos autores han
arrojado efectos negativos en el desarrollo (Botto-Mahan et al., 2006), fecundidad (Fellet et al.,
2014) y supervivencia (Elliot et al., 2015; Hinestroza et al., 2016; Peterson et al., 2016) debido a la
presencia de T. cruzi (Zeleddn et al., 1970; Schaub 1988; Elliot et al., 2015). Por ejemplo, en el caso
de T. pallidipennis infectada con las cepas Chilpancingo y Morelos, se ha observado una
disminucién en la supervivencia y un aumento en la tasa de fecundidad y de eclosion del vector,
por lo que, sugieren que la chinche prioriza y redirige sus recursos energénitos (Gabino et al,,
2019). Dichos cambios bioldgicos sugieren una conducta adaptativa para el parasito, alterando el
fenotipo del hospedador (Poulin, 2010; Gefaell et al., 2016).

De tal manera, es importante considerar el papel que desempefia la microbiota presente en
triatominos, por ejemplo, diversas especies bacterianas proporcionan vitaminas indispensables
para el desarrollo y supervivencia del insecto (Rockstein, 1973; Caracavallo et al., 1985; Nation,
2008). Distintos trabajos han sugerido que los linajes de T. cruzi presentes en los triatominos, estan
moldeados por las especies de vectores como el caso de las especies Triatoma dimidiata, R.

colombiensis y Panstrongylus geniculatus se encuentran infectadas mayormente por especies de
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T. cruzi del DTU | 6 Tcl en comparacién con Tcll, dos DTU’s genéticamente muy diferentes (Justiy
Galvao, 2016), se ha sugerido que esta accion de filtro bioldgico pareciera estar modulada por el
efecto de las bacterias en el intestino de los triatominos, las cuales tienen un papel importante en
la metaciclogénesis del parasito (Justi y Galvao, 2016).

Existen evidencias de que algunas especies del género Triatoma se defienden ante la infeccion
por T. cruzi, tal es el caso de T. pallidipennis debido a que después de su infeccidn se reduce el
numero de parasitos en ella (Flores-Villegas et al., 2016). La idea de que los triatominos pueden
desarrollar tolerancia a T. cruzi aun no se ha probado directamente como es el caso de muchos
sistemas animales (Raberg et al., 2008). Esperariamos que los triatominos se adecuen para reducir
el dafio causado por el pardsito de acuerdo con un escenario de tolerancia. Pero realmente no
conocemos que alteraciones produce T. cruzi en sus vectores, es decir, cual es el nivel de afectacion
o la patogenicidad del parasito sobre el vector (Elliot et al., 2003) sobre todo al existir una

diversidad genética de la especie T. cruzi.
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4. JUSTIFICACION

Los estudios ecoldgicos sobre los vectores de la enfermedad de Chagas, como el caso particular de
T. pallidipennis, han mostrado que son organismos susceptibles a cambios en sus historias de vida
al estar infectados por T. cruzi. A pesar de que se reportan costos para el insectos a consecuencia
de la infeccion por T. cruzi no existen reportes donde se aborden los efectos de las co-infecciones

por dos o mas cepas de T. cruzi genéticamente distintas.
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5. HIPOTESIS

En ambientes naturales, los triatominos pueden co-existir con mdas de una cepa de T. cruzi.
Conociendo la susceptibilidad de T. pallidipennis al estar infectada con T. cruzi, se esperan mayores
costos reflejados a nivel de historias de vida al presentar co-infecciones por distintas cepas de T.

cruzi de diferente origen genético.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar distintos parametros de las historias de vida del vector T. pallidipennis infectado con cepas

de T. cruzi genéticamente diferentes.

6.1.  Objetivos particulares

6.1.1 Evaluar la supervivencia de triatominos infectados con una o dos cepas de T. cruzi.

6.1.2 Evaluar si las infecciones multiples con T. cruzi afecta en el periodo de muda de ninfa a
adulto en T. pallidipennis.

6.1.3 Reportar el nimero de huevos depositados por los triatominos infectados con una o dos

cepas de T. cruzi.

34



7. MATERIALY METODOS

7.1 Insectos

Se utilizaron insectos de la especie T. pallidipennis establecidos y mantenidos bajo condiciones
controladas de temperatura (28 ° C+ 2 ° C) (Azambuja y Garcia, 1997) en el insectario del Instituto
Nacional de Salud Publica. Se formaron cuatro grupos de triatominos: grupo uno infectado con la
cepa Antonio (Tcl); grupo dos infectado con la cepa CL Brener (TcVI), grupo tres coinfectado con la
cepa Antonio (Tcl) y CL Brener (TcVI); por ultimo, el grupo cuatro sin infeccién (Figura 9). Cada
grupo estuvo conformado por 40 individuos de ninfas V estadio recién mudadas. Posterior a la
muda, las chinches se mantuvieron en ayuno de 3045 dias. Una vez cumplido el ayuno, los
diferentes grupos recibieron una primera alimentacién mas la infeccién con la cepa de T. cruzi
segun le correspondiera (ver seccion 7.3). Para cada individuo, se tomo el peso al inicio y al final
de la alimentacion. Posterior a la alimentacion, se midid para cada chinche la supervivencia vy el
tiempo que tomo para llegar a adulto. Una vez en la etapa adulta, esperamos 15 dias post-muda
para dar una segunda alimentacion, pero en esta ocasion sin el parasito, se formaron parejas de
hembra y macho infectados con la misma cepa o con la confeccidn, igualmente para el grupo
control. En etapa adulta se midid supervivencia y se contd el nimero de huevos puesto por cada

hembra y el nimero de huevos ovipositados.

T. pallidipennis
V estadio
N=160

G1 N=40 G2 N=40 G3 N=140 G4 N= 40
Cepa Antonio Cepa CL Brener Cepa Antonio/CL Brener Control /sin
Tel Te VI Tel/Te VI infeccié

Figura 9. Formacion de grupos.
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7.2 Cepas de T. cruzi utilizadas en el presente trabajo

Las cepas utilizadas fueron una Tcl y una TcVI segun la clasificacion de Zingales et al. (2012). La
cepa Tcl (Cepa Antonio) se obtuvo de un insecto Triatoma phyllosoma en el municipio Juchitan de
Zaragoza, Oaxaca y se encuentra en estudio. Fue donada por el Dr. De Fuentes-Vicente José A. del
Laboratorio de Investigacion y Diagndstico Molecular, Instituto de Ciencias Bioldgicas, Universidad
de Ciencias y Artes de Chiapas. Con base en los estudios realizados en nuestro laboratorio, se
conoce su curva de crecimiento bajo condiciones in vitro en medio de crecimiento LIT (Liver
Infusion Tryptose), la cual presenta una fase exponencial entre los dias 8 y 13 qué generalmente
disminuye a partir del dia 14. (Figura 1). La fase infectiva de esta cepa en triatominos se encuentra
alrededor del dia 25+2 (£ES). En el modelo murino el periodo prepatente es de 1 dia y presenta un
pico de parasitemia entre el dia 15 y 18, en los que puede morir o recuperarse (Figura 1). La cepa
TcVI (CL Brener) utilizada en este trabajo es una cepa tipo debido a que es ampliamente utilizada
para diversos estudios, esta cepa fue nombrada asi en honor al Dr. Zigman Brener, quien
originalmente la aisld del vector Triatoma infestans, cepa de ciclo doméstico debido a su vector
(Brener y Chiari, 1963). La cepa CL Brener en medio de crecimiento LIT presenta un tiempo de
duplicacion de 58413 horas (Brener et al., 1976), esta cepa en modelo murino presenta un periodo
prepatente de 6 a 7 dias, alcanzando el pico de parasitemia al dia 15 y muriendo al dia 16 (Figura
2). La cepa CL Brener tiene preferencia por las células cardiacas y musculares, ademds de una fase
aguda clara en humanos (Zingales et al., 1997). En triatominos la fase infectiva es generalmente al
dia 8+2. La cepa CL Brener fue donada por parte del Instituto Nacional de Cardiologia, aislada de
humano y mantenida con pases en medio LIT. En la actualidad, ambas cepas se mantienen en el
laboratorio de enfermedades transmitidas por vector del Centro de Investigacién Sobre

Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Publica.
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Figura 10. Curva de crecimiento in vitro de la cepa Antonio (Tcl) en medio LIT (Liver Infusion Tryptose). Conteo por
triplicado. Cada grafica representa el conteo diario de parasitos. Se puede observar que la fase exponencial va del dia
ocho al dia trece +ES debido a que se presenta la mayor cantidad de epimastigotes por mL.
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Figura 11. Curva de crecimiento in vivo de la cepa Antonio (Tcl) en raton Balb/c. Conteo de tres diferentes ratones
cada tercer dia iniciando con pase de raton de 1x10°6 contenidos en sangre.
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7.3 Infecciéon de triatominos con T. cruzi

Luego de un ayuno promedio de 30+5 (+DE) dias posterior a la muda, se realizd la
infeccién/alimentacion de los grupos utilizando el protocolo descrito a continuacién (Figura

11).

7.3.1  Preparacion de los pardsitos

Los parasitos se usaron en estadio de epimastigotes de cultivos axénicos y en fase de crecimiento
exponencial, fueron mantenidos en medio de crecimiento LIT (Liver Infusion Tryptose) a
temperatura ambiente. Para determinar el nUmero de parasitos se usé una camara de Neubauer
contando en los 16 cuadros diagonales como se indica en la Figura 10. Una vez realizado el conteo

se calculd el nimero de parésitos/mL con la siguiente formula:

parasitos contados X 10°(4) X factor de dilucion = parasitos / mL

Figura 12. Fotografia de forma de conteo en cdmara de Neubauer por microscopia dptica con el lente objetivo de 40x.

Posteriormente los epimastigotes se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min en centrifuga a
temperatura ambiente (eppendorf 5415c, EEUU), el sobrenadante se descartd y la pastilla se
reservd para la preparacion de la sangre que se utilizd para la alimentacion/infeccion de las

chinches.

7.3.2  Preparacion de la sangre para la alimentacion de los triatominos

La sangre obtenida por puncién cardiaca de conejos blancos Nueva Zelanda (Instituto Nacional de
Salud Publica) fué centrifugada a 2500 rpm durante 10 min en centrifuga refrigerante (HERMLE
7323 K, Alemania) para separar el plasma del hematocrito (Guarneri, 2020). El plasma se colecto
de la superficie y fue inactivado a 552C durante 30 minutos (Vieria et al., 2015). Por otro lado, el

botdn celular (hematocrito) se lavd una vez con PBS por centrifugacién a 2500 rpm durante 10 min
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a temperatura ambiente (Guarneri, 2020). Ya inactivado el plasma se dejo atemperar, y se le
agrego el botdn del hematocrito lavado, indicado previamente. En este Ultimo paso se agregaron

suavemente los parasitos, a una concentracion de 4 X10° pardsitos por mL de sangre.

7.3.3  Alimentacidon/infeccidn

Las chinches fueron alimentadas con la sangre que se prepard como se describié previamente.
Para ello, la sangre fue colocada con la ayuda de una jeringa en alimentadores artificiales de cristal,
gue en su base contaban con una membrana de parafilm que pueden picar las chinches facilmente
para succionar la sangre (Figura 11). Para estimular la alimentacion de las chinches, los
alimentadores se conectaron con mangueras a un recirculador de agua que mantiene una
temperatura constante de 36 2C. Cada chinche se procuro alimentar con alrededor de 500uL de la
sangre, lo cual ocurria entre 10 y 90 minutos por chinche.

Preparacion de la

sangre ‘

Separacion con ‘ ‘

centrifuga refrigerante & = m
(HERMLF 2323k, M AL

Conteo de

-
-

parasitos
Alemania) 2500rpm 2x10%individuo
durante 10 min -
* .y
. Eritrocitos
B S Plasma *
. - | .
bt Lavado de Eliminacion de medio LIT
Inactivacion del eritrocitos con PBS con centriguga (eppendort
sistema del 2500 rpm durante 5415¢, EfUU) a TA,
complemento 10 minutos. 2500rpm 5 min
calentando a 55 2C
durante 30 min. — _ J

Resuspender todo y
colocar en cada
alimentador la

cantidad necesaria

Figura 13. Infeccién artificial de los triatdminos con T. cruzi. Sangre reconstituida por el plasma inactivado, el
hematocrito lavado y los parasitos a una concentracion de 4X108/mL, se deposité en el alimentador artificial el cual se
colocé sobre los contenedores con las chinches.
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7.4 Medicién de rasgos de vida

Como rasgos de vida se consideraron supervivencia, tiempo de muda y nimero de huevos
ovipositados y eclosionados para los diferentes grupos de estudio y el control.

a. Lasupervivencia se evalud anotando diariamente el nimero de individuos vivos por grupo. Se
conté como el dia cero la fecha de infeccién. Cada chinche que murié fue disectada
inmediatamente para verificar por microscopia la presencia de T. cruzi en su forma de

tripomastigote metaciclico.

b. Seanotd cada nimero de chinche que fue mudando a adulto, asi como a que grupo pertenecia,

para poder comparar la muda entre grupos y saber si hubo retraso en la ecdisis.

c. Para conocer el nimero total de huevos se fue contando cada huevo puesto por las hembras

de los diferentes grupos y se sumoé el total por grupos.

d. De los huevos totales se contd el nimero de eclosiones a ninfas de primer estadio por grupos.

7.5 Andlisis estadisticos

Se realizd un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via para corroborar si existian diferencias
en el peso al inicio del experimento. Se realizé una prueba de Shapiro-Wik’s para comprobar
la normalidad de los datos. En caso de haber diferencias, se hizo un prueba post-hoc de Tukey

(ver Figura 14).

La supervivencia se evalu¢ utilizando el analisis estadistico Kaplan-Meier con prueba Long-
Rank (Mantel-cox), este andlisis estadistico es ideal para grupos sean menores o mayores de
30, y se conocen los tiempos individuales de los censurados y no censurados, ademas de ser
un método no paramétrico, es decir, que sus datos no tienen una distribucion normal, debido
a ello se utiliza la prueba Long-Rank (Mantel-cox) que evalla la probabilidad de que ocurra un
suceso en un determinado periodo de tiempo y como se menciond antes no se requiere

distribucion normal.
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Para poder comparar la eclosion entre grupos se realizd una tabla de contingencia y una

prueba X? para comprobar si es que existen diferencias entre grupos.

Los analisis estadisticos fueron realizados en el software GraphPad Prism 9 (Version 9.0.1).
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8. RESULTADOS

8.1 Peso posterior a la ingesta de sangre para cada grupo

Encontramos que no hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales infectados
con las cepas (Antonio (Tcl), CL Brener (TcVI), Antonio/CL Brener (Tcl/TcVI) y control (sin infeccién)
(F3= 1.393, p > 0.05). Lo anterior nos indica que los triatominos de los diferentes grupos no
presentaron diferencias en la cantidad de sangre ingerida, y de forma indirecta en el nimero de

parasitos (Figura 14).

Después de alimentar

it
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Antonlo (Tel) CL Brener (TeVl) Antonio/CL Brener (TelTeVI) Control

Figura 14. Comparacion de los pesos entre grupos de T. pallidipennis después de la infeccién dénde se observé que
no hubo diferencias significativas (ns). Podemos observar cada individuo representado por un punto, de color azul rey
el grupo Antonio (Tcl), de color marron el grupo CL Brener (TcVI), de color blanco el grupo con la co-infeccion y de
color azul turqueza el grupo sin infeccion, representada con una linea se puede observar la media.

8.2 Efecto en la supervivencia del insecto

No se observaron diferencias significativas comparando entre grupos, tomando en cuenta ninfas
de V estadio, adultos hembra y macho (X?=3.510, p>0.05)(Figura 15). Por lo que, se sugiere que
ninguna de las cepas tuvo alglin efecto sobre la supervivencia de los triatominos. Se realizd otra
prueba eliminando adultos hembra y macho y se obtuvo el mismo resultado, sin diferencias
estadisticas significativas (X°=2.055, p>0.05) (Figura 16). Por Ultimo, se realizd otro andlisis sélo con
hembras y machos, eliminando las ninfas de V estadio, aqui si se obtuvieron diferencias

significativas (X°= 8.403, p<0.05)(Figura 17).

42



100—] Antonio (Tel)
1 CL Brener (TeV)
. Antonio/CL Brener (Tcl/TeV)
— Control
8 i
[*]
= -
§ i
@ 50—
o -
=
[ .
0 l |
0 100 200 300 400

Dias

Figura 15. Supervivencia de los diferentes grupos de T. pallidipennis. Podemos observar en azul el grupo infectado con
la cepa Antonio (Tcl) en rojo el grupo infectado con la cepa CL Brener (TcVI), de verde el grupo infectado con la cepa
Antonio/CL Bener (Tcl/TcVI) y de morado el grupo control (sin infeccién). No se obtuvieron diferencias significativas
en la supervivencia comparando entre grupos x?=3.510, p-valor=0.3195.
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Figura 16. Supervivencia de T. pallidipennis en ninfas de V estadio eliminando los individuos que mudaron a adulto.
Los grupos se representan de la siguiente manera; en azul los infectados con la cepa Antonio (Tcl), en rojo los
infectados con la cepa CL Brener (TcVI), en verde con la infeccién mixta de Antonio/CL Brener (Tcl/TcVI), y en morado
el control (sin infeccién).
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Figura 17. Supervivencia de Adultos (hembras y machos) de T. pallidipenis. En azul el grupo infectado con la cepa
Antonio (Tcl), en rojo el grupo infectado con la cepa CL Brener (TcVl), en verde el grupo infectado con las cepas
Antonio/CL Brener (Tcl/TcVI), en morado el grupo sin infeccién o grupo control.

8.3 Efecto sobre la muda

Se evalué el tiempo de muda de ninfas de V estadio a adultos dentro de cada grupo (F3=0.4052, p
> 0.05). En la Figura 18, se muestra el tiempo en dias que tardaron los insectos en mudar y si fue
hembra o macho. Del total de adultos no se encontraron diferencias significativas entre grupos

(Figura 19).
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Figura 18. Ecdisis de ninfas de V a adultos de T. pallidipennis. Representado de la siguiente manera: En color gris los
adultos (hembray macho) del grupo infectado con la cepa Antonio (Tcl), de color morado los adultos (hembray macho)
del grupo infectado con la cepa CL Brener (TcVI), en color rosa los adultos (hembra y macho) con la infeccidon mixta de
Antonio/CL Brener (Tcl/TcVI) y en color meldn el grupo sin infectar.
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Figura 19. Numero de individuos en porcentaje del total de hembras y machos de T.pallidipennis que mudaron de cada
grupo.

8.4 Efecto sobre el éxito reproductivo

Del total de huevos ovipositados para cada grupo se obtuvé el nimero de huevos que eclosionaron
a ninfa de primer estadio. Los resultados mostraron diferencias significativas (X?=13.30, p < 0.05)
en los huevos eclosionados por el grupo infectado por la cepa Antonio (Tcl) con respecto a los otros

grupos debido a que eclosionaron menos huevos de los esperados.
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Figura 20. NUmero de huevos totales y nimero de huevos que eclosionaron de cada grupo. En la grafica se puede
observar que el nimero de los huevos de T.pallidipennis que eclosionaron a ninfa de primer estadio fueron menos de
los esperados para el grupo Antonio (Tcl), en comparacion con los otros tres grupos. (**)diferencia entre el nimero
de huevos totales y el nimero de huevos que eclosionaron con respecto a los otros grupos.
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9. DISCUSION

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas en los pardmetros de las
historias de vida evaluados de T. pallidipennis, contrario a los resultados obtenidos en diversos
estudios donde generalmente se encuentra que las infecciones por T. cruzi afectan negativamente
al vector (Botto-Mahan, 2009; Fellet et al., 2014; Cordero-Montoya et al., 2019). En el caso de los
triatominos, cuando no existen costos por la interaccion de T. cruziy el vector, se sugiere que es
debida a la poca o falta de patogenicidad de T. cruzi dentro del vector (Zeleddn, 1970; Schaub,
1989) o bien, que el rasgo afectado no esta dentro de los parametros que se evaluaron. Otro factor
importante que afecta de diferentes maneras las historias de vida de los insectos vectores de la EC

es sin duda la falta de nutrientes (Gutiérrez-Cabrera et al., 2020).

Wigglesworth (1954) mostro en los triatominos del género Rhodnius, que la alimentacidn,
puede activar diversos receptores de las paredes del estdmago de la chinche, que a su vez mandan
sefiales al cerebro. Dicha intercomunicacién en el cerebro de la chinche genera la secrecidon de
hormonas que estimulan a las glandulas protoracicas para la liberacion de ecdisona (hormona
encargada del proceso de muda). De tal manera, la falta de alimento en el vector puede prolongar
el tiempo de muda de este (Botto-Mahan et al., 2008; Elliot et al., 2015) como consecuencia del
descontrol de la homeostasis intestinal por la falta de metabolitos derivados de la digestidon
(Schroeder et al., 2008; Marinho et al., 2014; Van der Knaap y Verrijzer, 2016; Cohen et al., 2017).
Con base en lo anterior, proponemos que la falta de alimento a la que se sometieron los insectos
influyé en los resultados, debido a la aparente falta de costos. Es decir, que al recibir una sola
alimentacioén el parasito no pudo seguirse replicando y por lo tanto no se obtuvo un efecto mas
visible en las historias de vida del vector, ademas de que afectd a la ecdisis de quinto estadio a
adulto. Dicha falta de costos para los triatominos infectados con una cepa o dos de T. cruzi, también
ha sido observado por otros autores como Zeledon (1970), y Schaub (1988). Los resultados los
justifican que la ingesta de sangre promueve la metaciclogénesis, por lo que el estar en ayuno
disminuye la densidad poblacional de T. cruzi (Kollien y Schaub, 2000).

Como puede observarse en las Figuras 15y 16, en los primeros 100 dias de ayuno a partir

de su infeccidon comenzaba a notarse mayor cantidad de individuos muertos infectados con la cepa
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CL Brener (TcVI) con respecto al control, y una mayor supervivencia de los individuos infectados
con la cepa Antonio (Tcl) y de los individuos infectados con ambas cepas Antonio y CL Brener
(Tcl/TcVI) con respecto al control, que conforme aumento el ayuno se fue uniformando hasta no
obtener diferencias estadisticas. Zavala (2008) observé que un triatomino infectado puede vivir
hasta 250 dias sin volver a alimentarse, mientras que en nuestros resultados algunas T.
pallidipennis sobrevivieron mas de 300 dias sin alimentarse. También cabe la posibilidad de que las
cepas de T. cruzi usadas, Antonio (Tcl) y CL Brener (TcVI) no sean lo suficientemente virulentas
(Schaub, 1989), o que no encuentren un hospedero ideal en T. pallidipennis o bien que T.
pallidipennis se monte una respuesta inmune exitosa ante la infeccion por T. cruzi como en el caso
del aislado ITRI /MX /12 / MOR (Flores-Villegas et al., 2016). Dicha respuesta inmunoldgica puede
ser una respuesta adaptativa que beneficia al hospedador.

Un estudio de Carvalho-Moreira (2003) en el que infectaron chinches del genero Triatoma
y Rhodnius mostré una mayor cantidad de tripomastigotes metaciclicos en Rhodnius, de esta forma
se cree que el vector modula la virulencia de las cepas (Lammel, 1985; Macedo et al., 2004).
Autores como Garcia y Dvorak (1982) asi como Perlowagora y Moreira (1994), mencionan que la
susceptibilidad de los insectos vectores a T. cruzi, esta influenciada por el nivel adaptativo de una
cepa del parasito para desarrollarse mas facilmente en una especie de triatomino que, en otras.
Esto podria explicar la falta de costos, ya que ambas cepas Antonio (Tcl) y CL Brener (TcVI) no
fueron naturalmente aisladas de T. pallidipennis, en cambio solo completaron su ciclo de vida en
el vector.

En los resultados donde si se observd un efecto por lainfeccién de T. cruzien T. pallidipennis
fue en la eclosion para el grupo infectado con la cepa Antonio (Tcl), donde el nimero de huevos
eclosionados no fue el esperado en comparacién con los diferentes grupos experimentales. A partir
de ese dato se sugiere que existe un efecto negativo para este grupo en la adecuacién. La
importancia de ver el efecto de mas de una cepa dentro del vector, como ocurre normalmente en
vida silvestre, es que también puede existir una competencia entre las variantes de T. cruzi, en este
caso Tcly TeVl, lo que puede ser otra razén de la falta de costos en el vector, o bien predominar la
cepa que logra completar su ciclo dentro del vector, lo que, como antes se mencioné beneficia al

pardsito sin afectar al vector aparentemente. Sin embargo, al no afectar al vector, lo vuelve un
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problema de salud al elevar la probabilidad de transmision del parasito por coprofagia en el mismo

vector y por transmision al hospedero vertebrado.
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10. CONCLUSIONES

10.1

10.2

10.3

10.4

La muerte de los grupos no varié significativamente patogenicidad de las cepas Antonio (Tcl)

y CL Brener (TcVI), debido probablemente a la baja patogenicidad de las cepas.

Observamos un efecto negativo en el numero de eclosiones del grupo infectado con la cepa
Antonio (Tcl), debido a que el numero fue menor de lo esperado con respecto a los otros

grupos.

Creemos que el factor que mas influyé en los resultados fue la alimentacion, ya que
recibieron sélo una, por lo que pudo afectar la proliferacion de los parasitos, ademas de que
se ha visto que en algunas ocasiones es necesaria mas de una alimentacién para la ecdisis

del vector.

Es importante que se siga aportando mas conocimientos acerca de la biologia del vector de
la EC, asi como evaluar al mismo tiempo diferentes rasgos de sus historias de vida, estudiar
la diversidad genética que existe en las cepas de T. cruzi dentro del vector y las interacciones

con sus hospederos vertebrados.
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11. PERSPECTIVAS

11.1  Medir respuesta inmune en cuerpo graso y tracto digestivo de T. pallidipennis mediante la

expresion de PAMs en triatominos infectados y Co-infectados con la DTUs Tcly TcVI de T. cruzi.

11.2  Cuantificar los DTUs Tcl y TcVI de T. cruzi, presentes en la ampolla rectal de T. pallidipennis.

11.3  Tratar de emplear técnicas moleculares para identificar la cepa de T. cruzi abundante en T.

pallidipennis.
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