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RESUMEN

El estudio del sistema inmune de los insectos frente a diversos patdgenos, ha sido
un tema de interés en los ultimos afos. Este tema es particularmente importante en
insectos vectores de algun patégeno para el humano, como en el caso de los
insectos triatominos que son vectores del pardsito T. cruzi, agente causal de la
Enfermedad de Chagas. Entender la interaccion parasito-vector, podria generar
nuevas estrategias para disminuir el nimero de infectados por estos parasitos en
los humanos. Este trabajo intenta dilucidar si existe memoria inmunitaria innata en
los triatominos Meccus pallidipennis y Rhodnius prolixus frente a los parasitos T.
rangeli y T. cruzi. También permitid conocer si los triatominos, ante un reto dual
especifico contra los parasitos (grupo de Memoria), poseian mejor respuesta
inmunitaria y supervivencia que los triatominos sin reto dual (grupo Control). El
primer objetivo de la tesis fue proponer, después de una revisién exhaustiva, que
los triatominos podrian tener memoria inmunitaria innata. El segundo objetivo fue
determinar la respuesta inmunitaria (nUmero de hemocitos y sistema de
proFenoloxidasa —proPO, por sus siglas en inglés) de Meccus pallidipennis,
después de su activacion, alimentando a las chinches con sangre con parésitos
muertos fijados con glutaraldehido, y después de una segunda alimentacién con
pardasitos vivos (grupo de Memoria). El grupo Control consistié en triatominos que
recibieron sangre sin parasitos en la primera alimentacion y con parasitos vivos en
la segunda alimentacion. El tercer objetivo fue saber si Rhodnius prolixus del grupo
de Memoria, en comparacion con el grupo Control, tenia mejor probabilidad de vivir
aunque esto implicara un costo en términos de un retardo en el crecimiento.
Respecto al primer objetivo, propusimos realizar estudios de memoria inmunitaria
en triatominos. Los resultados del segundo objetivo no mostraron diferencias
significativas en el niamero de hemocitos ni en la actividad proPO en Meccus
pallidipennis, sin embargo, es necesario realizar mas experimentos porque el
tamafo de muestra fue pequefio. Finalmente, en el tercer objetivo, Rhodnius
prolixus, mostro evidencia de memoria inmunitaria en términos de supervivencia
aunque el grupo de Memoria, tuvo un retraso en su crecimiento, respecto al grupo
Control. Esto sugiere la existencia de memoria innata en triatominos pero con un
costo en el crecimiento. En conclusién, de manera empirica y experimental,
sugerimos que existe memoria inmunitaria en triatominos, pero se requiere analizar
los mecanismos fisioldgicos y moleculares que estan detras de esta memoria.



INTRODUCCION

Estudios recientes han demostrado que los invertebrados y no solamente los
vertebrados poseen memoria inmunitaria (Contreras-Gardufio et al., 2016;
Milutinovic y Kurtz, 2016). Esta memoria ocurre dentro y a través de las
generaciones, y provee resistencia especifica contra parasitos y patégenos después
de un primer encuentro especifico con la misma cepa o0 especie de parasito o
patégeno (Kurtz y Franz, 2003; Contreras-Gardufio et al., 2016; Milutinovic y Kurtz,
2016). Actualmente, esta inmunidad en invertebrados se conoce mejor dentro de
las generaciones, particularmente en moluscos, crustaceos e insectos (Milutinovic
y Kurtz, 2016; Thomas y Rudolf, 2010; Contreras—Gardufio et al., 2015).

A pesar de que hay evidencia de una respuesta de memoria inmune en lepidopteros,
dipteros, himendpteros y coledpteros (Mulitinovic y Kurtz, 2016), no hay estudios en
triatominos, los insectos que transmiten el Trypanosoma cruzi (T. cruzi), el agente
etiologico de la Enfermedad de Chagas. En estos insectos, los estudios se enfocan
en describir la respuesta inmune innata (Mello et al., 1995; Azambuja y Garcia,
2005; Vallejo et al., 2015), contra diferentes cepas de los parasitos Trypanosoma
cruzi y Trypanosoma rangeli (un parasito genéticamente similar a T. cruzi).

La enfermedad de Chagas, también llamada tripanosomiasis americana, se
encuentra endémicamente distribuida en 21 paises de América Latina. Su
transmision a los seres humanos y diversos mamiferos, ocurre principalmente por
las heces de insectos triatomineos conocidos como vinchucas o chinches
besuconas (World Health Organization, 2018). La capacidad de una especie de
triatomino para alojar y desarrollar al parasito hasta las formas infectantes, depende
principalmente de factores fisiologicos, tales como la respuesta inmune del insecto,
la identidad genética del parasito y/o el patron de alimentacion del insecto
(Azambuja y Garcia, 2005; Arévalo et al., 2007).

Por lo tanto, este trabajo se centré en saber si existia memoria inmune en dos
especies de chinches besuconas Rhodnius prolixus y Meccus pallidipeniis, ambas
especies de importancia epidemioldgica ya que son de los mayores vectores de T.
cruzi en América Latina. Se usaron dos especies de parasitos Trypanosoma cruzi y
Trypanosoma rangeli.



ANTECEDENTES

Sistema inmunitario de invertebrados

El sistema inmunitario de los invertebrados es considerado menos complejo, que el
de los vertebrados, porque los vertebrados presentan linfocitos que generan
anticuerpos que les permiten generar memoria inmunitaria (memoria adaptativa).
Con esta estrategia, los hospederos responden mas rapida y eficazmente cuando
se vuelven a enfrentar contra el mismo patégeno (Moreno, 2017; Anton y Salazar-
Lugo, 2009). A nivel de mecanismos, los invertebrados no presentan respuesta
adaptativa como los vertebrados, pero hay evidencia de su capacidad de generar
memoria inmunitaria. En invertebrados, este fendbmeno se denomina memoria
inmunitaria innata (immune priming, en inglés) para poder diferenciar sus
mecanismos de los mecanismos de la memoria adaptativa de los vertebrados (Little
y Kraaijeveld, 2004; Milutinovic y Kurtz, 2016).

De manera general, la defensa de los invertebrados esta conformada por hemocitos
(defensa celular equivalente a los macrofagos en vertebrados), que llevan a cabo
procesos de fagocitosis, nodulacion y encapsulacién, y por la defensa humoral,
representada por lisozimas, lectinas, 6xido nitrico, especies reactivas de oxigeno,
la actividad del sistema de fenoloxidasa y los péptidos antimicrobianos (Schmid-
Hempel, 2005; Milutinovic y Kurtz, 2016; Little y Kraaijeveld, 2004). Estas moléculas
se activan después de que el organismo logra diferenciar lo propio de lo extrafo, y
esta, es la base de la inmunologia.

Tal vez, el sistema de defensa mas antiguo que se haya documentado es el sistema
CRISPR-Cas9. En bacterias y la mayoria de las arqueas, CRISPR-Cas9 otorga
resistencia contra virus y plasmidos. Es un sistema enzimatico que reconoce el ADN
extrafio, memorizando invasiones pasadas y respondiendo de manera especifica y
eficiente contra estos agentes en posteriores encuentros. Este sistema tiene
similitudes con la via de interferencia del ARN en eucariotas y comparte funciones
analogas con el sistema inmunoldgico adaptativo de los mamiferos (Goren et al.,
2012; Barrangou y Marraffini, 2014).

En organismos pluricelulares invertebrados se han observado respuestas en sus
mecanismos de defensas que se asemejan a los de los vertebrados. En un estudio
de trasplantes de injertos en la esponja Callyspongia diffusa, se observé una fusion
de tejidos genéticamente idénticos derivados de la misma colonia (isoinjertos),
mientras que los tejidos no genéticamente relacionados (aloinjertos) no se
fusionaron y provocaron reacciones antagonicas que involucran citotoxicidad y
necrosis bilaterales (Hildemann et al., 1979).

Aunque lo anterior sugiere evidencia de memoria, el primer estudio que demuestra
de manera contundente una respuesta de memoria inmune en invertebrados, se
realizd en crustaceos, al estudiar la respuesta inmunitaria del copépodo



Macrocyclop salbidus contra el céstodo Schistocephalus solidus, donde se usaron
dos grupos experimentales, ambos grupos fueron inoculados con S. solidus y dos
dias después, se retd a un grupo con un parasito genéticamente similar (reto
homélogo) y al segundo grupo se retd con un parasito no genéticamente relacionado
(reto heter6logo). Los resultados mostraron que la reinfeccion fue menos intensa en
el grupo homologo que en el grupo heterélogo (Kurtz y Franz, 2003). Estudios mas
recientes, con otros modelos biologicos, mostraron que retos homologos, a nivel de
cepa de parasito inducen una mayor supervivencia del hospedero y una mejor
respuesta inmunitaria que los retos heterélogos (Contreras-Gardufio et al., 2016;
Milutinovic y Kurtz, 2016).

En otro estudio con el ctenoforo Mnemiopsis leidyi, retado con la bacteria Gram-
negativa Listonella anguillarum y la bacteria Gram-positiva Planococcus citreusse,
se observo una expresion diferencial de genes inmunes tras un posterior desafio en
individuos que previamente habian sido retados con especies bacterianas iguales o
diferentes (Bolte et al., 2013). En la anémona de mar Exaiptasia pallida, una
exposicion a una dosis sub-letal con Vibrio coralliilyticus, mejoré la supervivencia en
un posterior desafio (Brown y Rodriguez-Lanetty, 2015). Por otro lado, en una
investigacion con el escarabajo Tribolium confusum (organismo que sufre
metamorfosis, un cambio critico de estadio donde hay reorganizacién y pérdida de
tejidos) y sus parasitos intestinales Gregarina minuta, muestra que los organismos
que fueron parasitados en etapa larval, tenian una menor intensidad de infeccion en
etapa de adulto, en comparacién con los organismos que no fueron infectados en
etapa larval (Thomas y Rudolf, 2010). Estos resultados sugieren una respuesta de
memoria inmunitaria en distintos grupos de invertebrados. Cabe destacar que la
mayor evidencia de memoria inmunitaria en invertebrados proviene de
investigaciones con artrépodos, especificamente con insectos (Milutinovic y Kurtz,
2016). Los insectos son el grupo mas diversificado y abundante de la naturaleza, se
encuentran en todos los ecosistemas donde también se encuentran organismos con
la capacidad de parasitarlos (Vargas-Albores y Ortega-Rubio, 1994). Debido a esto,
los insectos han desarrollado efectivos sistemas de defensa tanto celular (Ratcliffe
et al., 1985) como humoral, manifestando una proteccion inmune después de una
infeccion primaria (Dunn, 1986; Ratcliffe et al., 1985).

En insectos vectores de enfermedades hay pocos estudios de memoria, como la
realizada por Contreras-Gardufio et al. (2015), donde infectaron a Anopheles
albimanus con el parasito Plasmodium berghei. En este estudio se demostré que la
proteccion de memoria dura casi toda la vida de los adultos, y que los mosquitos a
los que se les induce la memoria controlan mejor una infeccion posterior y viven
mas después de la infeccion (Contreras-Gardufio et al., 2015).

Sin embargo, como se menciond previamente, no hay investigaciones de memoria
inmunitaria en los insectos vectores de Trypanosoma cruzi y de Trypanosma rangeli.



Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli

Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), causante de la enfermedad de Chagas, es un
parasito que desarrolla un ciclo de vida con diferentes estadios en hospederos
vertebrados (mamiferos) e invertebrados (triatomineos; Zingales y Coli, 1985). Este
parasito se transmite principalmente por las heces infectadas de insectos
triatomineos hematofagos en América latina (Teixeira et al., 2001).
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Figura 1: Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi.

Con el andlisis de isoenzimas, del ADN ribosomal y del gen mini exon en T. cruzi,
se han identificado 6 DTU" (Discret Taxonomic Units) T. cruzi I-VI (Zingales, et al.,
2009) y dentro de DTU I se identificaron 4 haplotipos (Herrera et al., 2007; Falla et
al., 2009). Sin embargo, en los ultimos afios, los aislamientos de T. cruzi de
murciélagos brasilefios que mostraban patrones unicos de PCR tradicionales
ribosomales, no se agrupaban en ninguna de las seis DTU y se designaron como el
genotipo Tcbat (Lima et al., 2015).

Entre las mas de 120 especies de estos insectos vectores (todas de la subfamilia
Triatominae y familia Reduviidae), cerca de 12 especies, de los géneros Triatoma,
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Panstrongylus y Rhodnius, son vectores del parasito T. cruzi (Teixeira et al., 2001;
Figura 1). No obstante, Rhodnius también puede transmitir Trypanosoma rangeli
(Vallejo et al., 20092, un parasito que no resulta patégeno para el hombre (Dias,
2000; Vallejo et al., 2009) pero si para las especies de Rhodnius (Figura 2, Guhl y
Vallejo, 2003), ya que invade las glandulas salivales del triatomino y hay produccion
de tripomastigotes metaciclicos que son infectivos para algunos mamiferos (Abad-
Franch et al., 2013; da Rosa et al., 2014). A diferencia de T. cruzi, que entra a su
hospedero vertebrado por medio de las heces del triatomino, T. rangeli invade las
glandulas salivales del insecto y se transmite por medio de las secreciones salivales
de la chinche directamente por la picadura (Garcia et al., 2004).

Ciclo evolutive de Trypanosoma (Herpetosoma) rangel
huésped inverebrado: (triatomino vector)

intestino madio hemoceloma glandulas salivares
{eEtdmaga) (hemalinfa y hemacitos) {pared externa y uz)

huésped vertebrado (hombre vy mamiferos susceptibles)

Figura 2: Ciclo biolégico de Trypanosoma rangeli.

(Cuba, 1998).
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Estudios en kinetoplastos del DNA (kDNA) de T. rangeli, mostraron que tiene dos
grupos filogenéticos. En cepas que presentan tres clases de minicirculos de kDNA
llamadas KP1, KP2 y KP3, se denominan KP1 (+), mientras que las cepas que
presentan solo dos clases de minicirculos, los KP2 y KP3, se denominan KP1 (-)
(Vallejo et al., 2003, 2007). Estos grupos tienen afinidad a dos grupos determinados
de Triatominos, T. rangeli KP1(+) se asocia con los vectores que pertenecen al
grupo prolixus: Rhodnius prolixus, R. neglectus y R. robustus tipo I, II, I, IV, V
(también llamado grupo robustus; Abad-Franch y Monteir; 2007; Abad-Franch et
al., 2009), estas especies se ubican principalmente al oriente de la cordillera de los
Andes, mientras que T. rangeli KP1(-) se asocia con los vectores que pertenecen al
grupo pallescens (Rhodnius pallescens, R.colombiensis, R. ecuatoriensis y R.
pictipes) (Vallejo et al., 2003; Urrea et al., 2005) o también llamado grupo pictipes
(Abad-Franch y Monteir; 2007; Abad-Franch et al., 2009) estas especies ubicadas
en toda la cordillera de los Andes (Urrea et al., 2005).

T. rangeliy T. cruzi en gran parte de América Latina, se encuentran infectando a los
mismos hospederos tanto vertebrados como invertebrados y esto dificulta el
diagndstico e identificacion del agente causal de la enfermedad de Chagas (Vallejo
et al, 1988).

Se ha confirmado la gran cercania filogenética entre T. cruzi y T. rangeli,
identificando varios elementos transponibles, genes asociados a la expresion
mitocondrial y genes especificos de ARN. A pesar de esta cercania filogenética, se
encontraron diferencias en sus genomas. T. rangeli posee menos copias de genes
de las familias multigénicas, factores de virulencia presentes en T. cruzi, como las
trans-sialidasas, mucinas y proteinas de superficie asociadas a mucinas (MASP por
sus siglas en inglés). También T. rangeli posee un reducido repertorio de genes que
codifican enzimas de respuesta antioxidante y proteinas de choque térmico y genes
ortdlogos vestigiales de la maquinaria de ARNi (Vallejo et al., 2015). T. rangeli, T.
cruzi y T. brucei (causante de la enfermedad del suefio en Africa, vector mosca
tsetsé, OMS, 2020), son las Unicas especies de tripanosomas que infectan al
hombre (Vallejo et al., 2015).

Triatominos

Los triatominos son una subfamilia de insectos pertenecientes a la familia
Reduviidae, del Orden Hemiptera, suborden Heteroptera (Otalora-Luna, 2015). Son
aplanados dorsoventralmente, con proboside articulada, cabeza pequefia
(generalmente cilindrica y alargada), ojos compuestos, antenas divididas en cuatro
artejos y lateralmente insertadas, con articulaciones membranosas entre el segundo
y tercer artejo de rostro. La diferencia entre adultos y ninfas son la presencia de alas
anteriores y posteriores bien desarrolladas (Pérez, 2010).

La mayoria de las especies de los triatominos estan concentradas en América y son
conocidas de diferentes maneras de acuerdo a la regién, los mas comunes son:

12



chipo (Venezuela), pito (Colombia), barbeiro (Brasil), vinchuca (desde el Ecuador
hasta la Patagonia), kissing bug (EUA), chinche (Centro América) y chinche
besucona (México). Todos los miembros de la subfamilia Triatominae son
potenciales vectores de Trypanosoma cruzi, y casi en su totalidad son hematofagos
(se alimentan de sangre), de las mas de 120 especies que se conocen, solo una
veintena de especies se consideran de importancia epidemiologica, entre ellas
Rhodnius prolixus (Figura 3) considerado uno de los principales vectores en
América Latina (Otélora-Luna, 2015). En México, Meccus pallidipennis (Figura 4) es
considerado uno de los vectores méas importantes ya que tiene una amplia
distribucion en la Republica Mexicana (Pérez, 2010).

Los triatominos viven en promedio entre uno y dos afos, tardando de 3 a 8 meses
en llegar de huevo a adulto y durante este crecimiento, ocurren 5 mudas
denominadas estadios ninfales (Perez, 2010).

Reino: Animalia

Filo: Artrépodos
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Estudios en chinches

Algunas investigaciones de infecciones experimentales sobre triatominos se basa
en xenodiagnosticos, porque dan mejores resultados que las técnicas de
diagnoéstico parasitologicos y serologicos y puede realizarse de manera directa
(natural) o indirecta (artificial). EI xenodiagndstico natural, consiste en colocar los
insectos en un recipiente sobre la piel del paciente sospechosos y se deja el libre
consumo de sangre de los insectos, la variante xenodiagnostico artificial consiste
en extraer sangre de individuos sospechosos y se alimenta con esta sangre a
triatominos cultivados en laboratorio y libres de infecciébn (Schenone, 1999).
Después de un periodo de incubacion (15-30 dias post-alimentacion) se revisan las
heces de los triatominos, para saber si hay parasitos (Pérez, 2010).

Se ha observado que no todos los triatominos son igualmente susceptibles a
infectarse por T. cruzi. Pérez (2010) evalud la susceptibilidad del primer y tercer
estadio de 8 especies de triatominos (Dipetalogaster maximus, Meccus bassolsae,
M. pallidipennis, M. phyllosomus, M. picturatus, Triatoma infestans, T. lecticularia y
T. mexicana) a la infeccion con Trypanosoma cruzi con la cepa NINOA, utilizando
una cantidad de 5 000 parasitos por mL como dosis infectante. Los criterios para
establecer la susceptibilidad incluyeron el porcentaje de triatominos infectados,
densidad de parasitos en heces y cantidad de sangre ingerida. No se encontraron
diferencias significativas en la susceptibilidad a la infeccion entre las ninfas de
primer y tercer estadio, pero se sugirié usar el tercer estadio para llevar acabo el
xenodiagndéstico por su mejor manejo debido al tamafio del insecto. En cuanto a la
susceptibilidad a la infeccién se obtuvieron los siguientes datos: M. bassolsae > M.
pallidipennis = T. mexicana > D. maximus > M. picturatus > T. infestans= T.
lecticularia > M. phyllosomus, concluyendo que las especies Meccus bassolsae y
M. pallidipennis serian ideales para llevar a cabo esta técnica de diagndstico (Pérez,
2010).

También, se evaluo6 la susceptibilidad a la infeccion con epimastigotes cortos de T.
rangeli de la cepa KP1 (+) en Triatoma infestans, Triatoma brazilliensis, Triatoma
sérdida, Triatoma vitticeps y Panstrongylus megistus, y se observé que los
epismatigotes cortos atraviesan la pared intestinal, ingresan al hemocele y se
desarrollan dentro de los hemocitos (De Stefani-Marquez et al., 2006).

Algunas investigaciones afirman que existen adaptaciones locales entre las
diferentes especies de vectores con T. cruzi (Schenone et al., 1974), ya que las
especies de vectores locales son mas susceptibles a la infeccion con cepas locales
de T. cruzi, que a las cepas de T. cruzi que no se encuentran en esa area (Barreto
et al., 1978; Perlowagora-Szumlewicz y Miller, 1982). Debido a esto se han
realizado diversas investigaciones con diferentes triatominos y diferentes cepas de
T. cruzi o T. rangeli.
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Sistema inmune en chinches

El T. cruzi es un protozoario capaz de infectar a las chinches, pero no es una
relacion simbidtica, sino que existe una relacion de hospedero/parasito en el que el
parasito en su lucha por colonizar al hospedero puede dafiarlo. En un estudio en el
que se utilizé6 a Meccus pallidipennis para hacer xenodiagndéstico en perros que
habian recibido una infeccién experimental con T. cruzi cepa Sylvio, se observé que
T. cruzi es de alguna manera patégeno para el triatomino, porque, el 38% de las
chinches que fueron alimentadas directamente de perros infectados con T. cruzi,
murieron durante el periodo de incubacion, posterior a la alimentacion (Aparicio et
al., 2011).

Entre las pocas investigaciones realizadas para indagar la respuesta inmune de
triatominos hacia Trypanosomas se encuentra un estudio con Rhodnius prolixus y
T. cruzi (Mello et al., 1995), quienes usando la cepa Dm28c, encontraron mas
profenoloxidasa y menos parasitos en la hemolinfa (Mello et al., 1995). Un afio mas
tarde Mello et al. (1996), demostraron diferencias en el desarrollo de 3 cepas de T.
cruzi (Dm28c, Cly la cepa Y) en el intestino de R. prolixus, y encontraron que las
cepas Dm28c y CI, logran infectar exitosamente el intestino de R. prolixus, a
diferencia de la cepa Y, que rapidamente es eliminada del intestino.

En otra investigacion, Zabala et al. (2011), evaluaron la actividad trypanolitica de la
hemolinfa de 10 especies de triatominos (Triatoma infestans, T. dimidiata T.
maculata, Rhodnius pallescens, R. colombiensis, R. ecuadoriensis, R. stali, R.
robustus y R. prolixus doméstico y silvestre) a la infeccion de 6 cepas diferentes de
T. cruzi, R-col 02, 1321, (caracterizadas como T. cruzi ), 34E (T. cruzi Il), 845 (T.
cruzi lll), 967 y la cepa 167 (T. cruzi V). Los resultados mostraron que ninguna de
las muestras de hemolinfa de las 10 especies de triatomino, presentaron actividad
tripanolitica contra las cepas R-col 02 y 1321. R. prolixus (silvestre y doméstico),
presentd actividad tripanolitica contra las cepas 34E, 967 y 167. R. robustus y R.
stali, solo presentaron actividad tripanolitica contra las cepas 34E y en R.
colombiensis se observo aglutinacién de hemocitos contra la cepa 845.

Pulido et al. (2008) aislaron dos cepas de T. rangeli, KP1 (-) I/COL/CO/98/P53 y
KP1 (+) I/PRX/CO/84/P19) de las glandulas salivales de Rhodnius colombiensis y
Rhodnius prolixus, y fueron incubadas en la hemolinfa de Rhodnius prolixus,
revelando presencia de un factor tripanolitico en la fraccion de GF-1. Esta proteina
se comporta como una barrera bioldgica ya que es responsable de inhibir el
desarrollo de las cepas de T. rangeli KP1 (-) pero cuando se infecta con T. rangeli
KP (+), la proteina no reconoce esta subpoblacion de parasitos, permitiendo su
desarrollo dentro del triatomino y entonces se podra transmitir al hospedero
vertebrado.

Una de las interacciones mas estudiada de hospedero-parasito es Rhodnius
prolixus con Trypanosoma rangeli. Una variedad de mecanismos celulares y
humorales en el vector, actian como factores limitantes para el desarrollo del
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parasito (Vallejo et al., 2009). Lo mas significativo de estos mecanismos son las
lizoenzimas, lectinas, factores tripanoliticos (Mello et al., 1995, 1999; Gomes et al.,
1999; Gregorio y Ratcliffe, 1991), activacion del sistema profenoloxidasa (Mello et
al.,, 1995; Gomes et al., 1999, 2003; Garcia et al., 2004a), fagocitosis,
microaglutinacién de hemocitos (Mello et al., 1995; Garcia et al., 2004a), produccion
de 6xido nitrico y superéxido (Whitten et al., 2001, 2007), las vias de eicosanoides
(Garcia et al., 2004b) y la melanizacion en la microagregacion de hemocitos
(Alvarenga et al., 1990).

La infeccion exitosa de T. rangeli para generar tripomastigotes metaciclicos dentro
del hospedero invertebrado esta asociada con la produccion de ectofosfatasas en
el parasito (Gomes et al., 2008; Dos-Santos et al., 2012,2013; Freitas-Mesquita y
Meyer Fernandes, 2014). Algunos estudios demuestran que si T. rangeli KPI (+)
infecta a triatominos de las especies R. prolixus, R. robustus o R. neglectus, los
epimastigotes cortos atraviesan la pared intestinal del insecto, ingresando al
hemocele e invadiendo los hemocitos, donde se multiplican, posteriormente los
epimastigotes cortos son reemplazados por los epimastigotes largos, los cuales
salen de los hemocitos y se adhieren a las glandulas salivales, donde producen
tripomastigotes metaciclicos, a diferencia que cuando T. rangeli KPI (-) infecta a R.
prolixus y R. robustus, los epimastigotes cortos atraviesan la pared intestinal,
ingresan al hemocele y son inmediatamente lisados por factores tripanoliticos
presentes en la hemolinfa (Vallejo et al., 2015).

De acuerdo a estas investigaciones, cuatro componentes son determinantes en la
infeccion de los triatominos por tripanosomas: la especie de triatomino, la cepa y el
genotipo del parasito, la respuesta inmune del insecto y la microbiota intestinal del
triatomino (Schaub, 2009; Garcia et al., 2010, 2012).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de toda la informacién que se ha acumulado respecto a la interaccién entre
triatominos y parasitos, se desconoce si los triatominos poseen memoria inmunitaria
contra Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli.

HIPOTESIS

La memoria inmunitaria de los Triatominos los protege de la infeccion por T. cruzi
y T. rangeli.
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PREDICCION

Los triatominos con previo reconocimiento de un parasito (atenuado o inactivado)
viviran mas y tendran mejor respuesta inmunitaria después de un posterior
encuentro con el mismo parasito, pero virulento, en comparacion con un grupo
Control tendran una mayor respuesta inmunitaria (Memoria), y vivirhn mas que los
grupos Control (que solamente tenga el contacto con el parasito virulento, sin
reconocimiento previo).

JUSTIFICACION

No existen reportes acerca de la capacidad de los triatominos de montar una
respuesta inmune de memoria ante un patégeno. T. cruzi, es un parasito de
humanos cuyo vector son triatomonos hematéfagos, para quienes se ha observado
que ciertas cepas del parasito también le resultan patdgenas. Estudiar la relacién
del sistema inmune del vector con el parasito, podria generar conocimiento que
permitiera desarrollar nuevas estrategias de control de la tripanosomiasis
americana. De ahi que resulta interesante estudiar la capacidad de la chinche
besucona de controlar una infeccion, a través de una respuesta inmune de memoria
para saber si existe la posibilidad de bloquear el ciclo parasitario de T. cruzi en el
mismo vector.

OBJETIVOS

Evaluar si existe memoria inmunitaria innata en Rhodnius prolixus y Meccus
pallidipennis.

Objetivos Secundarios
1. Evaluar si Meccus pallidipennis posee memoria inmunitaria en términos de
numero de hemocitos (respuesta celular) y proPO (respuesta humoral).
2. Determinar si Rhodnius prolixus posee memoria inmunitaria en términos de

supervivencia y si existe una reduccion en su crecimiento, derivado del
costo de la memoria.
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METODOLOGIA (MATERIALES Y METODOS)

Para cumplir con los objetivos, primero se realiz6 una busqueda de informacion en
diferentes bases de datos, como PubMed, ScienceDirect, ScienceResearch,
SciELO, Redalyc y Springer. Se recopilé la informacion obtenida y se escribié un
articulo de revision. No se encontro informacion sobre investigaciones realizadas de
memoria inmunitaria en chinches. En cada buscador se usaron las siguientes
palabras claves: Triatominos, T. cruzi, T. rangeli, sistema inmunitario, memoria
inmunitaria, Rhodnius prolixus, Meccus pallidipennis.

Protocolos para el primer objetivo secundario

Obtencién y mantenimiento de triatominos

El primer objetivo, se realizd en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
Salud Animal (CIESA) de la UAEMex, en el Estado de México. Para este
experimento se obtuvieron chinches de la especie Meccus pallidipennis
provenientes del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos “Dr. Manuel
Martinez Baez” (InDRE) y se cuidaron en el laboratorio, de acuerdo a las
condiciones adecuadas para su mantenimiento y reproduccion, a 28°C y una
humedad relativa (HR) de 70 — 80% (Arévalo et al., 2007; Tay et al., 2008;
Rabinovich, 1972; Pérez, 2010). Las colonias se mantuvieron en forma semejante
a lo propuesto por Ryckman, 1951, en contenedores de plastico que se les retird
parte de la tapa y se les cubrié con una tela delgada que permite la ventilacién
(Figura 5).

Figura 5: Contenedores para Meccus
pallidipennis.
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Preparacion de parasitos fiajdos para la primera exposicion de los
triatominos al patégeno

Se determind la eficacia de la aplicacion de parasitos muertos fijados con
glutaraldehido. Para este procedimiento, los parasitos se cosecharon en fase de
crecimiento exponencial y fueron lavados 3 veces por centrifugacion en PBS a
1000g por 20 minutos a 4°C. Posteriormente se mezclaron con glutaraldehido al
0.1% durante 15 minutos a temperatura ambiente y 15 minutos a 4°C y se volvieron
a lavar con PBS (Basso et al., 2007). Una vez fijados los pardsitos con
Glutaraldehido, se agregaron en sangre de ovino o conejo y por medio del sistema
de alimentacion artificial se les dio de comer a las chinches.

Alimentacién de Meccus pallidipennis

La alimentacion de los triatominos se realizé de manera artificial, método que
consiste en colocar sangre de ovino (Gomes et al., 2003) sobre un recipiente
cilindrico de vidrio cubierto con una membrana de latex boca abajo, posteriormente
se calienta el recipiente con la ayuda de un bafio maria a 37°C permitiendo la libre
alimentacion durante una hora (Figura 6; Silva, 1991; Franco et al., 2002).

Figura 6: Proceso de alimentacion artificial para
Meccus pallidipennis.

Cultivo de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli

De T. cruzi, se utilizé la cepa “NINOA” que se mantuvo en monocapas de ceélulas
Hela, en medio de cultivo DMEM con 10% de suero fetal bovino y 1% de penicilina-
estreptomicina (Aparicio et al., 2011) y de T. rangeli se utilizé la cepa “Guatemala”,
gue se mantuvo en medio LIT, a un pH de 6.8 a 28°C (Manning-Cela et al., 2001)
en tubos falcon de 15 mL.
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Se llevé a cabo un bioensayo en adultos de Meccus pallidipennis siguiendo el
protocolo de Bacca y Lagos (2014) para obtener los porcentajes de mortalidad a
dosis letales (DL) 100% para Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli (NOTA: no
se encontr6 una dosis letal para las chinches, por lo tanto se usé una dosis de 1x10°
parasitos por 1mL de sangre para las alimentaciones).

Memoria innata en Meccus pallidipennis

Para determinar la respuesta de la memoria inmunitaria se hicieron dos
alimentaciones: La primera alimentacion se llevé acabo en el 5to estadio (“1” en
Figura 7) con 3 grupos experimentales. El primer grupo con 45 chinches fue
alimentado con sangre sin parasitos (grupo denominado SNP), el segundo grupo
conformado por 30 chinches fue alimentado con sangre que contenia parasitos
muertos de T. rangeli fijados con glutaraldehido (grupo denominado T. rangeli;
Basso et al., 2007), y el tercer grupo también con 30 chinches fue alimentado con
sangre que tenia parasitos muertos de T. cruzi fijados con glutaraldehido (grupo
denominado T. cruzi; Basso et al., 2007).

Una vez que las chinches mudaron a adultos, se les alimenté nuevamente con
sangre que contenia parasitos vivos, a excepcion de 15 chinches del grupo “SNP”,
que se les alimenté con sangre que no tenia parasitos. Del grupo “SNP”, 15
chinches fueron alimentadas con T. cruzi (grupo SNP- T. cruzi) y a 15 chinches con
T. rangeli (SNP-T. rangeli). Del grupo “T. cruzi” a 15 chinches con T. cruzi (reto
homologo, T. cruzi-T. cruzi), y a 15 chinches con T. rangeli (reto heterdlogo, T. cruzi-
T. rangeli). Y del grupo “T. rangeli”, a 15 chinches con T. rangeli (T.rangeli-T.rangeli)
y a 15 chinches con T. cruzi (T. rangeli-T.cruzi).

De tal manera que se tuvieron 7 grupos experimentales cada uno conformado con
15 chinches, la dosis que se us6 en ambas alimentaciones fue del 1x10° parasitos
por 1mL de sangre, a todas las chinches se les extrajo hemolinfa a las 24 horas y al
5to dia post-alimentacién, para hacer conteo de hemocitos y andlisis de actividad
de ProPO (solo se realiz6 con muestras de hemolinfa de 24 horas post-
alimentaciones).

Analisis del sistema inmunitario

La hemolinfa fue recolectada con micropipetas de 5uL, a las 24 horas y al 5to dia
post-alimentacion, cortando una extremidad del triatomino y presionando
suavemente el abdomen de los organismos (Mello et al., 1995).
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Conteo de Hemocitos

Para el conteo total de hemocitos (24 horas y 5to dia post-alimentaciones), se tomo
una muestra de la hemolinfa y se diluyé en PBS (5uL de hemolinfa'y 25uL de PBS),
posteriormente se tomaron 10uL de la solucion y se colocaron en un hemocitbmetro
para el conteo de hemaocitos.

Actividad de ProPO

Se extrajeron 30uL de hemolinfa a las 24 horas post-alimentaciones (Mello et al.,
1995) y se diluy6 con 470uL de PBS. Posteriormente se llenaron placas de 96 pozos,
de la siguiente manera: Se tomaron 50uL de la muestra (hemolinfa con PBS), se
colocaron 40uL de PBS y se agregaron 10uL de L-DOPA. Se incubd la placa de 15-
20 minutos. Posteriormente se leyo la placa en el espectrofotometro a 490nm.

VR
SNP e —~
N T. cruzi T. rangeli
N—r—" S
= 1 ~~ A
SNP I.cruzi T rangeli T cruzi T rangeli T. cruzi T rangeli
~— ~— ~ — ~—" ~— ~—

Figura 7: Disefio experimental para evaluar la respuesta de memoria inmunitaria en Meccus
pallidipennis.

1, representa la primera alimentacidn que se llevd acabo en el 5to estadio con parasitos fijados con
glutaraldehido; 2, representa la segunda alimentacion que se llevé acabo en adultos, con sangre
que contenia parasitos vivos; “SNP”, representa los grupos alimentados con sangre SIN PARASITOS;
“T. cruzi”, los grupos alimentados con parasitos de la especie T. cruzi; “T. rangeli”, los grupos
alimentados con pardsitos de la especie de T. rangeli.
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NOTA: A partir de los ensayos previamente explicados, se establecio la dosis de
parasitos que se usaria en los sigueintes experimentos, asi como el numero de
chinches que conformarian los grupos experimentales, considerando las muestras
gue se tomarian para realizar los ensayos de conteo de hemocitos y actividad de
proPO.

Se estandarizaron los procedimientos de fijacion de parasitos, la alimentacion con
el sistema artificial y la extracciéon de hemolinfa.

Ademas, durante el tiempo que duraron los experimentos se obtuvo experiencia
para la manipulacion de las chinches y los cultivos tanto celulares como de paréasitos
para obtener el nimero necesario de parasitos para los posteriores experimentos.

A partir de los datos obtenidos con los experimentos de Meccus pallidipennis, se
establecieron los procedimientos, el tamafio de muestra y los ensayos del sistema
inmune gque se analizarian, para los experimentos con la especie Rhodnius prolixus,
para el segundo objetivo de la investigacion.

Protocolos para el segundo objetivo

El objetivo 2, se llevo acabo en el Instituto Fundacién Oswaldo Cruz Fio-Cruz, en
Rio de Janeiro, Brasil.

Obtencion y mantenimiento de Rhodnius prolixus

Para este experimento se usaron chinches de la especie Rhodnius prolixus y se
mantuvieron en el laboratorio de acuerdo a las siguientes condiciones para su
mantenimiento y reproduccion, a 28°C, con una humedad relativa (HR) de 70-80%
(Arévalo et al., 2007; Tay et al., 2008; Rabinovich, 1972; Pérez, 2010). Las colonias
se mantuvieron en forma semejante a lo propuesto por Ryckman (1951), en
contenedores de vidrio. La tapa del contenedor fue sustituida por una tela delgada
que permite su ventilacion (Figura 8).

Figura 8: Contenedores de Rhodnius prolixus. s



Determinacion de la eficacia de la aplicacion de parasitos muertos fijados con
glutaraldehido

Para este procedimiento, los parasitos se cosecharon en fase de crecimiento
exponencial y fueron lavados 3 veces por centrifugacion en PBS a 1000g por 20
minutos a 4°C. Posteriormente se mezclaron con glutaraldehido al 0.1% durante 15
minutos a temperatura ambiente y 15 minutos a 4°C y se volvieron a lavar con PBS
(Basso et al., 2007). Una vez fijados los parasitos con Glutaraldehido, se agregaron
en sangre y por medio del sistema de alimentacion artificial se les dio de comer a
las chinches.

Alimentacién de los triatominos

Los triatominos se alimentaron de manera artificial con sangre de conejo inactivada
(Figura 9; Gomes et al., 2003) y se utilizaron las cepas “Dm28c” y “Y” de T. cruzi y
la cepa “Macias” de T. rangeli (sin embargo, por problemas de mantenimiento y
contaminacion, ésta ultima cepa se descartdé para los experimentos), las cepas
“‘Dm28c” y “Y” se mantuvieron con medio BHI (Brian heart infusion) complementado
con 10% suero fetal bovino, hemina y acido folico (Mello et al., 1995).

Figura 9: Sistema de alimentacion artificial para Rhodnius prolixus.
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Tasa de sobrevivenciay muda

Para evaluar la tasa de supervivencia y muda, se realiz6 una primera alimentacion
en el 4to estadio y consistio en 3 grupos experimentales, el primer grupo, que
termind conformado por 176 chinches fue alimentado con sangre sin parasitos
(Grupo “Control”), el segundo grupo con 109 chinches, fue alimentado con sangre
que contenia parasitos muertos fijados con glutaraldehido de T. cruzi de la cepa
“‘Dm28c” (Grupo “Dm28c”) y el tercer grupo con 93 chinches con sangre que
contenia parasitos muertos fijados con glutaraldehido de T.cruzi de la cepa “Y”
(Grupo “Y”). Posteriormente a la alimentacion, se registro la tasa de supervivencia
y muda, hasta que las chinches mudaron a 5to estadio.

Una vez que las chinches mudaron a 5to estadio, fueron alimentadas con parasitos
Vivos, a excepcion de 70 chinches del grupo “Control” que fueron alimentadas con
sangre sin parasitos (Grupo Control-Control). Del grupo “Control” a 51 chinches se
les alimento con sangre con parasitos vivos de T. cruzi cepa “Dm28c” (Grupo
Control-Dm28c), y 47 chinches con la cepa “Y” (Grupo Control-Y). Del grupo
“Dm28c” a 46 chinches con cepa “Dm28c” (Grupo Dm28c-Dm28c), y 55 chinches
con la cepa “Y” (Grupo Dm28c-Y). Y del grupo “Y” a 45 con la cepa “Dm28c” (Grupo
Y-Dm28c) y 44 chinches con parasitos de la cepa “Y” (Grupo Y-Y). La dosis usada
para ambas alimentaciones fue de 1x10° pardsitos por 1mL de sangre. Y
posteriormente a esta segunda alimentacion se registro la supervivencia y la muda
de las chinches hasta llegar a Adulto (Figura 10).

Analisis estadisticos

Después del segundo desafio, se usé la prueba Log-rank x? para detectar
diferencias en las curvas de supervivencia y muda entre los grupos experimentales
y los grupos control (Vargas et al., 2016)

Se compararon los resultados del nimero de hemocitos, la actividad del sistema de
fenoloxidasa y actividad litica entre grupos por medio de una prueba de Kruskal-
Walllis y ANOVA
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Figura 10: Disefo experimental que se llevé acabo para Rhodnius prolixus.

—

1, primera alimentacion que se llevd acabo en el 4to estadio con parasitos fijados con
glutaraldehido; 2, segunda alimentacién que se llevé acabo en 5to estadio, con sangre que
contenia parasitos vivos; “control”’, representa los grupos alimentados con sangre SIN
PARASITOS; “Y”, los grupos alimentados con paréasitos de la cepa Y; “Dm28c”, los grupos
alimentados con parasitos de la cepa “Dm28c”.
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Resultados

Los resultados de esta investigacion fueron:

1. Se publico un articulo de revision a la revista Acta tropica “The innate
immune response of triatomines against Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma rangeli with an unresolved question: do triatomines have
immune memory?" (Se adjunta el articulo en la seccion Anexos)

2. Para el primer objetivo: Se muestran los resultados del experimento de
Memoria inmunitaria de Meccus pallidipennis.

3. Para el segundo objetivo: Se enviara un articulo a Microbial Pathogenesis
“Benefits and costs of immune memory in Rhodnius prolixus due to
Trypanosoma cruzi Infection”

(Se adjunta el articulo ESTATUS: en revision por los autores)

Anexos

Se anexan los articulos y los datos del objetivo 1.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The present work aimed to review the immune response from different triatomi inst Tryp cruzi and

Host-parsite interaction

Trypanosoma rangeli and propose the study of immune memary in such insects. 1‘rypnnosoma use triatomines as
ecor-immunology

veclors to reach and infect mammals. A key question to be answered about vector-parasite interaction is why the

fh“:::edi*:‘e defi and resi ofthe insect against the parasites vary. Up to date data shows that the defense of
h‘:;m h::mnys triatomines against parasites includes cellular (phagocytosis, nodulation and encapsulation) and h 1
Vectors (antimicrobial peptides, phenoloxidase and reactive oxygen and nitrogen species) responses. The immune

response varies depending on the triatomine species, the nypanosomestram and species, and the insect intestinal
microbiota. Despite significant ad to i T ite-insect interaction, it is still unknown if tri-
atomines have i y against p. and if this memory may derive from tolerance to parasites
attack. Therefore, a closer study of such interaction could contribute and establish new proposals to control the
parasite at the vector level to reduce pamsite transmission to mammals, including men. For instance, if immune
memory exists in the triatomines, it would be interesting to induce weak infections in insects to find out if

subsequent infections are less intense and if the insects succeed in eliminating the parasites.

1. Introduction

Chagas disease, also called American Trypanosomiasis, is potentially
lethal to humans and can be found in 21 Latin American countries. The
disease has two completely different phases in humans. In the first
instance, there is an acute infection, which extends for about two
months, where the parasites circulate in the blood and infect some tis-
sues such as the heart and skeletal and smooth muscle. At this point, in
most cases, signs are mild and nonspecific such as fever, headache,
lymphadenopathy, paleness, muscle pain, breathing difficulty, and
abdominal and/or thoracic pain. In the second phase of the disease, the
chronic infection, the parasites are also infecting heart tissue, skeletal
muscle and smooth muscle from the digestive tract. Despite no evident

* Comesponding author.

parasitemia, after several years, the infection may induce death due o
cardiac arrhythmia and insufficiency caused by tissue destruction
(World Health Organization, 2018). The etiological agent of such dis-
ease is the protozoa Tryp cruz, endemic from the South of the
USA down to Argentina. It is mainly transmitted to humans through
feces of the insect known as kissing bug (World Health Organization,
2018). Currently, many cases of Chagas disease reported are of oral
transmission (Guarner, 2019). However, the capacity of a determined
triatomine species to carry and support development up to the infecting
stages of the parasite mainly depends on factors such as the immune
response of the insect, the parasites’ genetic identity, and feeding and
defecating patterns (Azambuja and Garcia, 2005).

All hematophagous species from the Triatominae and several from
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Resultados objetivo 1

Memoria inmunitaria Meccus pallidipennis.

No se encontraron diferencias significativas en el nimero de hemocitos con la
prueba de Kruskal-Wallis 10.81, g. =5, p = 0.055, a las 24 horas ni al 5to dia post-
alimentacion entre los grupos. Los grupos registraron a las 24 horas post-
alimentacion los siguientes datos de hemocitos: el grupo SNP registro 195,652 +
83,819 (n =23), el grupo T. cruzi con 264,286 + 335,369 (n = 14) y el grupo T. rangeli
con 300,000 * 166,771 (n = 17). Al 5to dia post-alimentacion el grupo SNP registro
241,304 + 233,380 hemocitos (n = 23), T. cruzi 369,231 £ 231,425 (n = 13) y T.
rangeli 461,765 + 377,711 (n = 17; Figura 11).

Numero de Hemocitos post- primera alimentacion.

900,000 -
800,000 4

700,000+ ® 24 horas post- primera
600,000 4 - alimentacion

500,000 1 Sto dia post-primera

400,000 - alimentacion

300,000 -

200,000 -

100,000 - !
0- T T

Mumero de Hemocitos

en 1mL de hemolinfa

£ o £a el £ o
& u-b &® nb & ab
g O I
ql'i- S v h Y &
I A A
o A Ja{" o
A 3 A
Grupos

Figura 11: Niumero de hemocitos post-primera alimentacion.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en el niumero de
hemocitos post-segunda alimentacion (con parasitos de T. cruzi) con la prueba
Kruskal-Wallis 5.789, g.l = 7, p = 0.565, a las 24 horas y 5to dia post- segunda
alimentacion (Figura 12).

El grupo SNP-SNP registro a las 24 horas post-segunda alimentacion 120,000 +
57,009 hemocitos (n = 5), el grupo SNP-T.cruzi 310,000 + 245,967 (n =5), T. cruzi-
T. cruzi 225,000 + 103,682 (n = 6) y el grupo T. rangeli-T. cruzi 220,000 + 152,480
(n = 5). Al 5to dia post-segunda alimentacion registraron, SNP-SNP 280,000 +
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144,049 hemocitos (n =5), SNP-T. cruzi 375,000 + 388,909 (n =5), T. cruzi-T- cruzi
220,000 + 115,109 (n =5), y el grupo T. rangeli-T. cruzi 162,500 + 143,614 (n = 5;
Figura 12).
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Figura 12: Numero de hemocitos post-segunda alimentacion con T. cruzi.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en el nimero de
hemocitos post-segunda alimentacion (con parasitos de T. rangeli) con la prueba
Kruskal-Wallis 8.193, g.l = 7, p = 0.3159, a las 24 horas y al 5to dia post-
alimentacion. El numero de hemocitos a las 24 horas post-segunda alimentacion en
el grupo SNP- SNP fue de 120,000 + 57,009 (n =5), el grupo SNP-T.rangeli registro
320,000 + 195,576 (n =5), T. cruzi-T. rangeli 183,333 + 152, 753 (n = 3) y el grupo
T. rangeli-T.rangeli 220,000 + 115,109 (n = 5). Al 5to dia post- alimentacion e |
namero de hemocitos fueron los siguientes: en el grupo SNP-SNP 280,000 +
144,049 (n = 5), el grupo SNP-T.rangeli con 450,000 + 282,843 (n = 2), T. cruzi-T.
rangeli con 583,333 £ 794,250 (n = 3) y el grupo T. rangeli-T.rangeli con 475,000 +
388,909 hemocitos (n = 2; Figura 13).
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Numero de hemocitos post- segunda alimentacion con T. rangeli
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Figura 13: Niumero de hemocitos post-segunda alimentacion con T. rangeli.

Actividad proPO.

No se encontraron diferencias significativas en la actividad de proPO a las 24 horas
post-primera alimentacién, con la prueba de Kruskal-Walis 3.573,g.l. =2, p=0.167,
entre los grupos SNP, con una actividad de proPo de 0.00180 + 0.0024 (n = 23), en
el grupo T. cruzi la actividad de proPO fue de 0.00162 = 0.00255 (n = 14) y en el
grupo T. rangeli 0.00059 + 0.0004 (n = 16, Figura 14).

No se encontraron diferencia significativas en la actividad de proPO a las 24 horas
post-segunda alimentacion, con la prueba de Kruskal-Walis 5.105 g.l=6 yunap =
0.53. El grupo SNP-SNP registro una actividad de proPo de 0.00242 + 0.0023 (n=5),
SNP-T. cruzi registro 0.00202 £ 0.0024 (n = 5), SNP-T. rangeli con una actividad de
0.0008 + 0.0016 (n = 4), el grupo T. cruiz — T. cruzi con 0.0002 = 0.0003 (n = 6), el
grupo T. cruzi-T. rangeli con 0.0028 + 0.0047 (n = 3), el grupo T. rangeli-T. rangeli
0.0008 + 0.0019 (n =5) y el grupo T. rangeli-T. cruzi 0.0022 + 0.0029 (n = 4; Figura
15).
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Figura 14: Actividad de proPO a las 24 horas post-primera alimentacion.

Actividad proPo 24 horas post-segunda alimentacion.

0.008 -
o 0.006-
l ——
0
& 0.004-
o
S -
2 0.002- T
k1]
< 0.000- 1 11 T
-0.0021— : : r —
Q Do O S\ 4
s A o a“ga A & a“q'a 1‘5{\% A &
. A .
e.q * 'ﬂ{ ,\_. ﬂ_ :’\- ‘:‘c
SO Voo & P
> & & RO A
L= ‘ﬁ. [v} “b{\ I‘l‘b

Grupos

Figura 15: Actividad proPO a las 24 horas post-segunda alimentacion.
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Actividad proPO comparacion ambas alimentaciones.
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Figura 16: Comparacion de la actividad proPO entre los grupos de la primera y la
segunda alimentacién.

No hay diferencias significativas entre los grupos en la actividad proPO a las 24
horas post-primera y segunda alimentacion, con la prueba Kruskal-Walis 9.582, g.
=9y una p = 0.385. SNP, registro una actividad de proPO de 0.00180 * 0.0024 (n
= 23) post-primera alimentacion, en el grupo T. cruzi se observo una actividad de
0.00162 £ 0.00255 (n = 14) y en el grupo T. rangeli fue de 0.00059 + 0.0004 (n =
16). En la actividad de proPO a las 24 horas post- segunda alimentacion, el grupo
SNP-SNP obtuvo 0.00242 + 0.0023 (n = 5), el grupo SNP-T. cruzi 0.00202 + 0.0024
(n =5), SNP-T. rangeli 0.0008 + 0.0016 (n = 4), el grupo T. cruzi-T. cruzi 0.0002 +
0.0003 (n = 6), el grupo T. cruzi-T. rangeli con 0.0028 + 0.0047 (n = 3), el grupo T.
rangeli-T. rangeli 0.0008 + 0.0019 (n = 5) y el grupo T. rangeli-T. cruzi registré
0.0022 £ 0.0029 (n = 4, Figura 16).
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Discusion General

A pesar de que hay evidencia de una respuesta de memoria inmune en insectos
como en lepidopteros, dipteros, himendpteros y coledpteros (Mulitinovic y Kurtz,
2016; Lanz-Mendoza y Contreras-Gardufio 2018, 2021), hasta ahora no se habian
reportado estudios en triatominos. Los estudios en triatominos se enfocan en
describir la respuesta inmunitaria contra diferentes cepas de los parasitos
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli (Mello et al., 1995; Azambuja y Garcia,
2005; Vallejo et al., 2015). La interaccion entre Rhodnius prolixus y T. rangeli es la
mas estudiada, y se han encontrado diversos mecanismos del sistema inmunitario
como lizoenzimas, lectinas, factores tripanoliticos (Mello et al., 1995, 1999; Gomes
et al.,, 1999; Gregorio y Ratcliffe, 1991), activacién del sistema profenoloxidasa
(Mello et al., 1995; Gomes et al.,, 1999, 2003; Garcia et al., 2004a), fagocitosis,
microaglutinacién de hemocitos (Mello et al., 1995; Garcia et al., 2004a), produccién
de 6xido nitrico y superéxido (Whitten et al., 2001, 2007), las vias de eicosanoides
(Garcia et al., 2004b) y la melanizaciébn en la microagregacion de hemocitos
(Alvarenga et al., 1990). Gomes et al., 2003, reporto una inhibicion de proPO en los
grupos que tuvieron un desafio con parasitos de T. rangeli de forma oral y
posteriormente de forma inoculada, en comparacion a los grupos que no tuvieron
un desafio oral y solo se les inoculé el parasito, teniendo una mayor actividad con
diferencias significativa de proPO.

A pesar de que los resultados de esta investigacion con Meccus pellidipennis y los
parasitos de la cepa “NINOA” (T. cruzi) y la cepa “Guatemala” (T. rangeli) no
muestran diferencias significativas en el numero de hemocitos a las 24 horas y al
5to dia post primera alimentacion, se observa una tendencia a aumentar la cantidad
de hemocitos en el grupo que fue alimentado con parasitos muertos fijados con
glutaraldehido de la cepa de T. rangeli, esto es interesante ya que se sabe que los
pardsitos de T. rangeli pueden salir del intestino, ingresar al hemocele e invadir los
hemocitos, donde se multiplican. En ciertas especies como en Rhodnius prolixus los
epimastigotes cortos son reemplazados por los epimastigotes largos, los cuales
salen de los hemocitos y se adhieren a las glandulas salivales, donde producen
tripomastigotes metaciclicos y asi son transferidos directamente al mamifero por la
picadura del insecto (Vallejo et al., 2015). Este resultado sugeriria que el insecto
estd montando una respuesta celular esperando que el parasito llegue al hemocele,
sin embargo, es necesario realizar otro experimento ampliando el tamafio de
muestra, usando pardsitos vivos en la primera alimentacién para confirmar esto y
saber cdmo se comporta la respuesta celular con parasitos vivos. Ademas, la
activacion del sistema inmunitario en alimentaciones con sangre que contiene
pardsitos muertos no es suficiente para activar el sistema inmunitario, ya que se
sabe que el uso de parasitos vivos en lugar de parasitos muertos, genera una
respuesta mayor del sistema inmune (Milutinovic y Kurtz, 2016). Aunque esta mayor
activacion del sistema inmunitario con parasitos vivos no se observa en los
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resultados, en la Figura 11, el grupo alimentado con parésitos muertos de T. cruzi a
las 24 horas y al 5to dia, registran aproximadamente el mismo nimero de hemocitos
que los grupos que en la segunda alimentacion se usaron parasitos vivos de T. cruzi
(SNP- T. cruzi). Esto mismo se observa con los grupos alimentados con T. rangeli,
es necesario ampliar la muestra para confirmar esta observacion.

En cuanto a la segunda alimentacion, tampoco se encontraron diferencias
significativas en el niumero de hemocitos a las 24 horas y al 5to dia post-
alimentacion. Sin embargo, se observa que el grupo que no tuvo una previa
activacion del sistema inmunitario y fue desafiado con parasitos vivos de T. cruzi,
muestra una tendecnia a tener mayor cantidad de hemocitos. Esto sugiere que el
insecto activa la respuesta celular, aunque T. cruzi, cumple parte de su ciclo de vida
en el intestino del insecto (Teixeira et al., 2001), tal vez sale del intestino e ingresa
al hemocele, donde serian eliminados por los hemocitos, por lo tanto T. cruzi solo
se puede transmitir por medio de las heces de los insectos (Teixeira et al., 2001).
Es necesario realizar mas investigaciones ampliando el nimero de muestra y
observar el comportamiento de T. cruzi dentro del insecto, para poder confirmar
esto. Esto pasa en Rhodnius prolixus y R. robustus, los cuales se sabe que pueden
transmitir los parasitos de T. rangeli (KPI +), ya que si logran invadir los hemocitos,
donde se reproducen y posteriormente salen de los hemocitos y se adhieren a las
glandulas salivales, pero no logran transmitir a T. rangeli (KPI-), ya que una vez que
los parasitos salen del intestino e ingresan al hemocele son lisados por factores
tripanoliticos presentes en la hemolinfa (Vallejo et al., 2015).

Los resultados de proPO en Meccus pallidipennis y T. cruzi, no mostraron
diferencias significativas a las 24 horas post primera alimentacién. Hay pocos
reportes sobre la respuesta inmunitaria de esta especie de chinche con los parasitos
T. cruzi, uno de ellos evalué el efecto de la actividad de proPO y se encontraron que
no hay diferencia significativa a las 24 horas entre el grupo control y el grupo
infectado. Sin embargo, a los dias 9, 16 y 29, si se encontraron diferencias
significativas, y los grupos infectados mostraron siempre menor actividad de proPO
que los grupos controles (Favila-Ruiz et al., 2018). En este experimento, los insectos
se alimentaron directamente de ratones previamente infectados, por lo tanto, es
necesario repetir los experimentos de esta investigacion ampliando el tamafio de
muestra y con parasitos Vvivos.

De igual manera, no se encontraron diferencias significativas en la actividad de
proPO de Meccus pallidipennis y los parasitos T. rangeli. No hay reportes sobre la
respuesta de proPO en esta especie de chinche contra los parasitos de T. rangeli,
el Unico trabajo encontrado evalla péptidos antimicrobianos en la hemolinfa (Dias-
Garrido et al.,, 2019). No obstante, los grupos homodlogos (T. cruzi-T. cruzi, T.
rangeli-T. rangeli) mostraron menor actividad de proPO que los grupos heterélogos
(T. cruzi-T. rangeli, T. rangeli-T. cruzi). Esto sugiere una inhibicion de proPO cuando
los insectos son dos veces alimentados con la misma cepa de parasitos, Yy
concuerda con lo dicho por Gomes et al., 2003, donde reporta una supresion del
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sistema de proPO en chinches de la especie Rhodnius prolixus con los parasitos de
T. rangeli. Pero es necesario realizar experimentos ampliando el tamafio de muestra
y usando pardsitos vivos en ambas alimentaciones, para confirmar esta inhibicion
de proPO en esta especie de chinche y con estos parasitos.

Aungue no hubo diferencia significativa entre la primera y segunda alimentacion
(Figura 6), el tamafio de muestra en los grupos pertenecientes a la segunda
alimentacion, es muy pequefia, por lo tanto, no son suficientes para descartar
posibles diferencias en los triatominos frente a estos parasitos. Seria interesante
realizar otro experimento aumentando el tamafio de muestra ya que se sabe que
los parasitos podrian inhibir la actividad de proPO en un segundo encuentro con T.
rangeli (Vallejo et al., 2015; Garcia et al., 2009).

En los resultados de Rhodnius prolixus el grupo Dm28c-Dm28c, fue el grupo que
mostré una mayor tasa de muda y una menor tasa de supervivencia, aparentemente
debido a la virulencia de esta cepa. Se sabe que la cepa Dm28c es virulenta en
Rhodnius prolixus ya que logra hacer una infeccidn exitosa en el intestino de la
chinche (Mello et al., 1996). EI montar una respuesta inmunitaria frente a esta cepa,
implica un costo muy alto para la chinche, por lo tanto, no se producira una inversion
en la defensa (se aceptara un riesgo de dafio; Rolff y Siva-Jothy, 2003; Schmid-
Hempel, 2005), y se invertird en acelerar el crecimiento y asi la reproduccion
(Thomas y Rudolf, 2010). Nuestros datos sugieren que esto estaria pasando en
Rhodnius prolixus cuando es desafiado con la cepa Dm28c. En cuanto a la
superviviencia, los grupos Dm28c-Dm28c y el grupo Y-Y, muestran diferencias
significativas siendo el grupo Dm28c-Dm28c el grupo con menor tasa de
superviviencia y el grupo Y-Y el grupo con mayor tasa de supervivencia. Esto
concuerda con lo observado por Medina-Gomez et al., 2019, ya que la memoria
innata esta estrechamente relacionada con la virulencia del patégeno.

Finalmente, la supervivencia de los grupos desafiados con la cepa Y, con previa
activacion del sistema inmunitario, registraron una tasa de supervivencia mayor que
el grupo que no tuvo una activaciéon previa (Grupo Control-Y). Esto sugiere una
respuesta de memoria inmunitaria, aunque no es especifica a nivel de cepa, ya que
los grupos heterélogos y homodlogos (Grupo Dm28c-Y y grupo Y-Y,
respectivamente) no muestran diferencias significativas entre ellos (Kurtz y
Milutinovic, 2016; Contreras-Gardufio et al., 2016). En cuanto a la supervivencia del
grupo Dm28c-Dm28c, la supervivencia no se vio afectada de manera positiva y esto
sugiere que no hay una respuesta de memoria inmunitaria contra esta cepa, esto
concuerda con lo dicho por Contreras-Garduiio et al., 2016, ya que la memoria
innata no ocurre contra algunos patdgenos. Estos datos sugieren una respuesta de
memoria inmunitaria de Rhodnius prolixus contra la cepa Y, y seria interesante
observar como se comportan los componentes inmunitarios.
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Conclusion General

Objetivo 1

Es necesario realizar otro experimento para Meccus pallidipennis ampliando el
namero de muestra entre los grupos, ademdas de realizar otros experimentos
analizando diversos componentes del sistema inmune de los triatominos, como
analizar la expresion de péptidos antimicrobianos, catalasa, actividad litica,
citosinas, y fenoloxidasa (en intestino), para poder saber si existe una respuesta de
memoria inmune frente a los parasitos T. rangeliy T. cruzi.

Objetivo 2

Los datos de supervivencia post-segunda alimentacion con la cepa “Y” sugieren una
respuesta de memoria innata a nivel de cepa en Rhodnius prolixus.

La virulencia de la cepa Dm28c, juega un papel importante en la tasa de
supervivencia y muda de las chinches de Rhodnius prolixus.

El desafio con parasitos muertos, no estimula lo suficiente al sistema inmunitario,
por lo tanto, se propone realizar estudios con parasitos vivos.
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