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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es producida por Trypanosoma cruzi y su principal modo de
transmision es a través de las deyecciones de insectos hemat6fagos de la subfamilia
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), las cuales se liberan principalmente cuando los insectos
se alimentan del hospedador mamifero. Considerando el modo de transmision, Ilamativamente
pocos estudios evaluaron el efecto del T. cruzi sobre los patrones de alimentacion y de
excrecion/defecacion de los triatominos y ninguno sobre Triatoma infestans, el principal
vector en el Cono Sur de América. Asi, el objetivo de este trabajo fue estudiar por primera vez
el efecto de la infeccion con T. cruzi sobre la alimentacion y la excrecion/defecacion de T.
infestans. Se trabajo con dos grupos experimentales: insectos infectados con T. cruzi e insectos
no infectados. La infeccion se realizo en el 3er estadio ninfal y al llegar al quinto estadio ninfal
se las alimentd sobre palomas para describir los patrones de alimentacion y de
excrecion/defecacion. Las diferentes variables analizadas fueron determinadas durante la
alimentacion y durante la siguiente hora posterior a la ingesta. Los resultados mostraron que el
patron de alimentacion no difiri6 entre ambos grupos experimentales. Sin embargo, los
insectos infectados comenzaron a defecar antes, defecaron en mayor cantidad y mostraron una
mayor proporcion de individuos que defecaron en relacion con los insectos no infectados
durante la primera hora post-alimentacion. Estas diferencias fueron observadas en tiempos tan
cercanos al fin de la alimentacion como 5 y 10 min luego de la misma y determinaron que los
insectos infectados presentaran indices de defecacion mayores que los no infectados a esos
mismos tiempos. Adicionalmente, los individuos parasitados desarrollaron mayor tamafio
corporal y estado nutricional que los no parasitados durante el tiempo transcurrido desde la
infeccion hasta la determinacién de los patrones antes mencionados. Este es el primer trabajo
que demuestra el efecto de T. cruzi sobre el patron de excrecién/defecacion en T. infestans.
Este efecto se manifestd en un sentido tal que aumentaria la probabilidad de contacto entre las
heces infectivas y el hospedador mamifero, es decir, que aumentaria la probabilidad de
transmision del propio parésito. En términos adaptativos o de causa distales, la manipulacién

adaptativa del hospedador por parte del parasito emerge como la hipotesis con mayor sustento.

Palabras claves: Triatoma infestans, Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas,

alimentacion, defecacion, excrecion, competencia vectorial, manipulacion adaptativa.



INTRODUCCION

Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis americana, mas conocida cominmente como enfermedad de
Chagas, se encuentra principalmente en zonas endémicas de 21 paises de América Latina. En
las Gltimas décadas, debido a la gran movilidad poblacional humana a nivel mundial, se han
reportado en forma creciente casos de la enfermedad en otros paises no endémicos, como
Estados Unidos, Canadd y en algunos paises europeos, modificando las caracteristicas
epidemioldgicas de la enfermedad (Organizacion Mundial de la Salud, 2017; Sanmartino et
al., 2015). Estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud sefialan que, a nivel mundial,
existen entre 6 y 7 millones de personas que padecen la enfermedad y en América
aproximadamente 70 millones de personas se encuentran en riesgo de contraerla
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2017; OMS, 2017). En Argentina, se estima que
existen al menos 1,5 millones de personas infectadas y méas de 7 millones de personas con
riesgo de infeccion (Ministerio de Salud de la Nacion, 2018). Esta enfermedad es considerada
una problematica compleja ya que presenta factores de riesgos epidemiolédgicos asociados con
la pobreza y con las malas condiciones de vivienda, principalmente en las areas rurales de
Latinoamérica, siendo mdltiples los factores socio-ambientales que exponen a millones de
personas a la infeccion (Guhl, 2009; Morillo, et al., 2015; Bern, 2015; Flores-Ferrer et al.,
2017).

Esta enfermedad potencialmente mortal es causada en seres humanos y en otros
mamiferos por el parésito Trypanosoma cruzi. Este organismo pertenece a la familia
Trypanosomatidae y se caracteriza por la presencia de un solo flagelo y un kinetoplasto
(Souza, 1999). La principal via de transmisién es a través de las heces y orina de insectos
hematdfagos infectados pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Heteroptera: Reduviidae),
conocidos comdnmente en Argentina como vinchucas (Schofield, 1994). Sin embargo, existen
otros mecanismos de transmision menos frecuentes, como la transmision a través de
transfusion de sangre infectada, a través del trasplante de 6rganos proveniente de una persona
infectada, la transmision desde una madre infectada a su hijo durante el embarazo o el parto,
accidentes de laboratorio o por consumo de alimentos contaminados con T. cruzi (OMS,
2017).



La enfermedad de Chagas se presenta en dos etapas o fases clinicas: la fase aguda y la
fase crénica. La fase aguda comienza luego de 10 dias de incubaciéon y es generalmente
asintomatica o presenta sintomas leves como dolor de cabeza, fiebre leve o malestar general
(Storino et al., 2003). Esta fase se caracteriza por una alta parasitemia y se diagndstica
mediante métodos parasitolégicos o seroldgicos. Una vez que la parasitemia baja a niveles
indetectables y desaparecen los sintomas generales (entre 4 y 8 semanas de la infeccion)
comienza la fase cronica. En esta fase los parasitos se encuentran mayormente dentro de las
células del tejido muscular cardiaco y liso y/o del tejido nervioso. Debido a la proliferacién
intracelular del parésito, la fase cronica puede llevar a lesiones debilitantes en drganos vitales
como el corazon y diferentes tramos del sistema digestivo que pueden ocasionar la muerte
(Bern, 2015).

Hasta el momento existen dos medicamentos que se utilizan en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas: el Benznidazol o el Nifurtimox. Estos presentan la mayor eficacia
terapéutica cuando son administrados durante la fase aguda de la enfermedad, especialmente
en menores de 15 afios. En los casos cronicos, la medicacion solo permite retrasar el desarrollo
de la enfermedad y se requiere de un tratamiento especializado para las lesiones organicas
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2016). Como no existe una vacuna contra la
enfermedad de Chagas, su control se basa en diferentes modos de prevenir el contacto entre las
personas Yy el parasito como el rociado de las casas y sus alrededores con insecticidas para
eliminar el vector; la mejora de las viviendas para prevenir la infestacion por el vector;
medidas preventivas personales empleando mosquiteros; buenas précticas higiénicas en la
preparacion, transporte, almacenamiento y consumo de los alimentos; andlisis en recién
nacidos de las madres infectadas (para diagnosticar y tratar tempranamente el problema); el
cribado de la sangre, érganos, tejidos o células donados y en los receptores de estos (OMS,
2017). Entre estos métodos, el control vectorial mediante el uso de insecticidas ha sido y es
una herramienta fundamental e imprescindible para disminuir el avance de la enfermedad
(Zerba, 1999; OMS, 2017).

Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida del agente etioldgico de la enfermedad de Chagas presenta diferentes

estadios morfoldgicos de acuerdo al momento del desarrollo y el hospedador donde se
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encuentre. El desarrollo del parasito transcurre en dos hospedadores, el mamifero y el insecto
vector, y en cada uno de ellos se desarrollan los diferentes estadios que van a permitir su
replicacion y su transmision de un hospedador al otro. Su ciclo de vida incluye tres formas
principales: amastigotas, epimastigotas y tripomastigotas (Fig. 1). La primera corresponde a
células esféricas, sin flagelo visible, que se localizan dentro de células de mamiferos donde se
replican. Los epimastigotas son alargados, flagelados y presentan el kinetoplasto anterior al
nucleo; son extracelulares y se localizan Unicamente dentro del tracto digestivo de los
triatominos donde se replican. Por ultimo, los tripomastigotas también presentan un cuerpo
alargado y flagelo pero, a diferencia de los epimastigotas, el kinetoplasto se localiza posterior
al nucleo, se encuentran extracelularmente en el tracto digestivo del insecto y en diferentes

tejidos en el mamifero, siendo una forma no replicativa (Kollien & Schaub, 2000).

Fig.1: Formas principales de Trypanosoma cruzi, epimastigota (A), tripomastigota (B), amastigota (C)
(Consultado 2 de Mayo 2018 de https://www.pinterest.es/pin/440086194812061375/?Ip=true).

El insecto vector nace libre de paréasito y se infecta al ingerir sangre de un hospedador
infectado. Al alimentarse de un hospedador infectado, los tripomastigotas infectantes del
torrente sanguineo son transmitidos al insecto conjuntamente con la sangre ingerida. En el
lumen del tracto digestivo del vector, los tripomastigotas se transforman en epimastigotas
replicativos, que constituiran la forma dominante en la region media de intestino. Tras la

replicacion en el intestino medio, los epimastigotas pasan al recto donde se transforman en
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tripomastigotas metaciclicos, por medio de un proceso que se denomina metaciclogénesis
(Schaub & Losch, 1988; Kollien & Schaub, 2000). Los tripomastigotas metaciclicos
constituyen la forma infectante para el mamifero. En los estadios flagelados (epimastigota y
tripomastigota), el flagelo ademéas de utilizarse para el movimiento cumple una segunda
funcién que es la adhesion a la pared intestinal del insecto. La adhesion de los tripomastigotas
a la pared del intestino es fundamental en la metaciclogénesis (Souza, 1999). Durante la
excrecion/deyecciones del insecto, por accion de arrastre de la orina o de las heces, los
tripomastigotas metaciclicos y los epimastigotas presentes en la zona del recto son liberados
(Schaub & Ldsch, 1988; Kollien & Schaub, 2000). El proceso de excrecion/defecacion en los
triatominos puede ocurrir, entre otros momentos, durante o inmediatamente después de la
alimentacion sobre el hospedador mamifero. En esta situacion, el parésito liberado puede
ingresar al interior del mamifero a través de escoriaciones en la piel o a través de las mucosas.
Una vez en el torrente sanguineo del mamifero los tripomastigotas metaciclicos ingresan a las
celulas de distintos tejidos, donde se transforman en la forma amastigotas y comienzan a
replicarse por fision binaria. Tras la replicacion, los nuevos amastigotas se transforman en
tripomastigotas, que luego lisan las células y emergen hacia el torrente sanguineo nuevamente.
La liberacion de tripomastigotas a la circulacion corresponde a la fase aguda de la enfermedad.
Los parasitos circulantes pueden dirigirse a otros tejidos, ingresar en nuevas células,
transformarse en amastigotas y replicarse nuevamente. Los tripomastigotas que circulan en
sangre se corresponde con la forma infectante para el vector. Si un vector sano se alimenta del
hospedador infectado, el ciclo vuelve a comenzar (Schaub & Losch, 1988; Kollien & Schaub,
2000). En la Figura 2 se esquematiza el ciclo de vida del parasito.



Tripomastigotas
metaciclicos
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Fig. 2: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Consultado 2 el Mayo 2018 de

http://biologiaeparasitas.blogspot.com/2014/05/parasitismo-termos-agente-etiologico.html)

Los triatominos vy Triatoma infestans

Los triatominos son insectos clasificados como una subfamilia dentro de Reduviidae
pertenecientes al orden Hemiptera. Son hemat6fagos obligados tanto en estado ninfal como en
el estado adulto y obtienen su alimento de un amplio rango de animales vertebrados. Presentan
desarrollo hemimetabolo y son descriptos como estrategas k, adaptados a medios estables
alcanzando altas densidades poblacionales de tamafio similar afio a afio. El desarrollo
ontogenético comprende tres estados: huevo, cinco estadios inmaduros o ninfales y adulto
(Fig. 3). Al menos una ingesta de sangre a replecidn es necesaria en cada uno de sus 5 estadios
ninfales para completar su desarrollo. El tiempo que transcurre desde el estado huevo hasta
gue el insecto muda al estado adulto varia segun la especie y las condiciones ambientales a la
que se encuentren expuesta. Las hembras pueden copular varias veces y retener el esperma por
un largo periodo de tiempo depositando entre 100 a 600 huevos a lo largo de su vida adulta
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(Carcavallo & Martinez, 1972). La ingestion de sangre es determinante para la muda entre los

diferentes estadios y para la produccion de huevos y la oviposicion (Schofield, 1994).

Adulto

Ninfa 3

Fig. 3: Ciclo de vida de triatominos (Consultado 2 de Mayo 2018 de
https://www.pinterest.es/pin/47780446019792253/?1p=true).

La subfamilia Triatominae contiene alrededor de 140 especies agrupadas en 5 tribus
(Triatomini, Rhodniini, Alberproseniini, Bolboderini y Cavernicolini) y en 15-17 géneros que
se encuentran principalmente en América en diferentes ecosistemas de zonas tropicales y
subtropicales entre los 46°N y los 46°S (Galvéo et al., 2003; Schofield & Galvao, 2009). Si
bien todas las especies son potencialmente capaces de transmitir el T. cruzi, desde el punto de
vista epidemioldgico no todas son igualmente importantes. La importancia epidemioldgica de
los triatominos como vectores depende de caracteristicas ecoldgicas, fisioldgicas y
comportamentales que determinan su capacidad vectorial (ver abajo). Entre estas
caracteristicas se encuentran el tipo de habitat, la preferencia de hospedador, el grado de
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antropofilia, el tiempo de alimentacion, el tiempo entre la alimentacion y la
defecacion/excrecion y la capacidad de dispersion (Lent & Wygodzinsky, 1979). Segun su
importancia epidemioldgica las especies se clasifican en primarias o secundarias (Dias et al.,
1998). Las especies primarias se caracterizan por colonizar las viviendas humanas usualmente
en altas densidades y ser antropofilicas presentando ademas alta infeccion natural con T. cruzi.
Las especies secundarias viven en ambientes silvestres o peridomiciliarios donde se alimentan
de aves, mamiferos o reptiles y en consecuencia presentan menor relevancia epidemioldgica
(Zeledon, 1983; Dias et al., 1998; Schofield & Galvéo, 2009; Flores-Ferrer et al., 2017).

En Latinoamérica, los vectores de mayor importancia epidemiolédgica son Triatoma
infestans en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Per(; Rhodnius prolixus
en Colombia, Venezuela y Centroamérica; Triatoma dimidiata en Ecuador y América Central;
y Rhodnius pallescens en Panamé (Galvéao et al.,, 2003; OPS, 2016). Debido a su gran
adaptacion domiciliaria y su amplia distribucion geogréfica T. infestans es el vector de mayor
importancia en Argentina (Fig. 4). T. infestans presenta un desarrollo embrionario que varia
entre 15-17 dias bajo condiciones favorables de temperatura y humedad (25-27°C y 50-70 %
HR) (Picollo, 1999). A medida que avanza el desarrollo embrionario, los huevos van
cambiando de coloracion, pasando sucesivamente por un color amarillento, anaranjado, rojo
hasta llegar finalmente a color violeta cuando esta a punto de eclosionar (Picollo, 1999). El
desarrollo ninfal, de ninfa de ler estadio a adulto, tiene una duracién entre 6-7 meses en
condiciones ambientales dptimas y la vida adulta es de entre 3-12 meses segun las condiciones
ambientales (Schaub, 1988; Silva & Silva, 1989). Ademas de esta especie existen otras que se
encuentran en el ambiente silvestre desde donde eventualmente invaden las viviendas y
pueden presentar un rol significativo en la transmision del T. cruzi como vectores secundarios,
principalmente una vez que el vector principal ha sido eliminado por las acciones de control
(Zeledon & Rabinovich, 1981; Vazquez-Prokopec et al., 2005; Giraldez et al., 2009). Entre
estas especies, en Argentina se destacan T. guasayana, T. sordida, T. garciabesi, T. platensis y
T. patagonica (Canale, 2005).
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Fig.4: Distribucion geografica de Triatoma infestans, maxima distribucion estimada en ausencia de medidas de
control (A) y distribucién estimada a 2006 (B). Extraido de Schofield et al., 2006.

Competencia vectorial en triatominos

Como se menciond anteriormente la importancia epidemioldgica de los vectores
depende de su capacidad vectorial. La capacidad vectorial describe la relacion dindmica entre
vectores de agentes infecciosos y hospedadores vertebrados combinando factores intrinsecos y
extrinsecos de los vectores. Dentro de los primeros encontramos atributos fisiologicos que
determinan la susceptibilidad de infeccién, permisividad para el desarrollo del patdégeno y su
habilidad de transmitir el patégeno. Los factores extrinsecos se refieren a caracteristicas
ecoldgicas y comportamentales de los vectores como longevidad, preferencia de hospedador y
abundancia (Eldridge & Edman, 2012). Los factores intrinsecos, es decir, habilidad
fisiolégica de un vector de ser infectado, desarrollar y posteriormente transmitir un agente
patdgeno constituye la competencia vectorial (Quintero Gil et al., 2010; Eldridge & Edman,
2012; OMS, 2017).

Considerando el modo de transmision del T. cruzi, el comportamiento de alimentacion
y el patron de defecacion de los triatominos resultan determinantes en su competencia
vectorial. Por lo tanto, si bien todas las especies de triatominos son potenciales vectores, las
mas competentes seran aquellas que eliminan deyecciones infectantes durante o

inmediatamente después del evento de alimentacion cuando aun se encuentran sobre el
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mamifero. Segin Zeledon et al. (1977) si la deyecciones ocurren durante los primeros 10 min
tras la alimentacion existe una alta probabilidad de transmitir T. cruzi al hospedador.

Diferentes estudios han abordado la competencia vectorial en triatominos, tanto desde
el comportamiento alimenticio (e.g. tiempo de alimentacion, volumen de ingesta, nimero de
intentos de alimentacion, etc.) como del patrén de excrecidn/defecacion (e.g. tiempo de la
primera defecacion, niumero y frecuencia de las deyecciones, etc.) (Wood, 1951; Dias, 1956;
Zeledon et al., 1977; Kirk & Schofield, 1987; Trumper & Gorla, 1991; Diotaiuti et al., 1995;
Crocco & Catala, 1996; Braga & Lima, 1999; Nattero et al., 2002; Almeida et al., 2003;
Rodriguez et al., 2004; Reisenman et al., 2011; Lobbia et al., 2018). Entre los diferentes
estadios de desarrollo las ninfas de quinto estadio son més eficientes como vectores que los
adultos y entre estos, las hembras son mas competentes con respecto a los machos (Dias,
1956; Zeledodn et al., 1977). Con respecto al comportamiento alimenticio, una mayor ingesta
de sangre aumenta el volumen y la frecuencia de heces mientras que disminuye el tiempo
hasta la primera defecacion (Trumper & Gorla, 1991; Crocco & Catala, 1996). También, a
mayor ingesta mayor tiempo de contacto entre el hospedador y el vector, lo que aumenta la
probabilidad de deyecciones sobre el hospedador. Por otra parte, a mayor ingesta de sangre
mayor probabilidad de ingerir parésitos. Sin embargo, si se prolonga el periodo de hambruna
mas se tarda en producirse la primera gota fecal, consecuencia que también puede observarse a
mayor peso inicial del insecto (Trumper & Gorla, 1991). Existen especies mas agresivas al
momento de iniciar la alimentacion mientras que otras demoran mas, aunque este parametro
depende de las condiciones de temperatura y humedad (Wood, 1951; Martinez-Ibarra et al.,
2008). Aquellos vectores que completan su alimentacion en menor tiempo y/o presentan una
mayor tendencia a interrumpir la ingesta por movimientos del hospedador disminuyen las
probabilidades de ser detectado y ser predados. Ademas, estos podrian ser considerados mas
competentes porque aumentan el nimero de eventos de contactos entre vector y hospedador.
Sin embargo, esto resulta controversial ya que interrumpir la alimentacion también reduciria
las posibilidades de emitir deyecciones sobre el hospedador en un determinado evento de
alimentacion (Dias, 1956; Zeledon et al., 1977).

En diferentes trabajos se han comparado los patrones de alimentacion y de
defecacion/excrecion de T. infestans con otras especies de triatominos, como por ejemplo R.

prolixus, T. sordida y Pastrongilus megistus, y se han observado caracteristicas que sittan a T.
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infestans como un vector competente (Dias, 1956; Zeledon et al., 1977). Dentro de estas
caracteristicas se pueden mencionar: tiempos de alimentacion medios que varian entre 15,5
min a 25 min, alta probabilidad de excrecion dentro de los primeros 10 min post-alimentacion
y una alta probabilidad de que los insectos produzcan al menos una deyeccion durante la
primera hora post-alimentacion (Dias, 1956; Zeledon et al., 1977; Trumper & Gorla, 1991).Si
ademas de estas caracteristicas se tienen en cuenta otros atributos de T. infestans como altas
densidades poblacionales, el tipo de habitat, la adaptacion a la variabilidad climatica, la
preferencia de hospedador, el grado de antropofilia y la extensa area de distribucion se
entiende su gran importancia como vector de la enfermedad de Chagas (Zeledon et al., 1977;
Lent & Wygodzinsky, 1979).

Efectos de los parasitos sobre los hospedadores

Efectos necesarios y adaptativos de la infeccién. El parasitismo es una asociacion
bioldgica entre dos organismos, el hospedador y el paréasito, estableciendo una relacion donde
cada uno de ellos desempefia funciones activas. Una condicién importante del parasitismo es
que el hospedador resulta perjudicado al establecerse la asociacion, siendo los dafios méas o
menos perceptibles de acuerdo al sistema parasito-hospedador que se considere (Berenguer,
2007; Rodriguez-Diego et al., 2014). Tras la infeccion de un parasito se pueden observar
diferentes alteraciones en la fisiologia o el comportamiento del hospedador (Libersat et al.,
2009). Una vez establecida la asociacion parasito-hospedador en términos evolutivos, las
alteraciones que se observan en el fenotipo del hospedador luego de ser infectado por el
parasito pueden ser consecuencia de diferentes escenarios adaptativos. Uno de ellos
corresponde a alteraciones que benefician al pardsito en términos adaptativos y es
clasicamente interpretado como manipulacion adaptativa del hospedador por parte del
parasito. Esta interpretacion supone que la alteracién esta asociada a la variacion genética del
parasito. Por ejemplo, el parasito Toxoplasma gondii, que se transmite del ratén (el
hospedador intermedio) al gato (el hospedador definitivo), revierte en el raton infectado la
aversion al olor del gato, en atraccion, lo que aumentaria la tasa de transmision del paréasito
(Poulin, 2010). Otro escenario corresponde a cambios que afectan negativamente al parasito o
disminuyen los efectos negativos de la infeccion, es decir que benefician adaptativamente al

hospedador, y esto representaria una respuesta compensatoria adaptativa por parte del
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hospedador. Esta interpretacién supone que la alteracion esta asociada a la variacion genética
del hospedador. La conducta de descanso o el aumento en la temperatura corporal son
adaptaciones de los hospedadores que permiten hacer frente a la infeccion (Poulin, 2010;
Gefaell Borras, 2016). Otro escenario tedrico corresponde a alteraciones vinculadas con
variacion genética del parasito o el hospedador pero adaptativamente neutras para las cuales su
ocurrencia actual es consecuencia del azar. Por ultimo, la alteracion puede ser una
consecuencia necesaria de la infeccidbn (en este contexto "necesario” indica que la
modificacion no es consecuencia de un proceso adaptativo) ya sea como efecto patoldgico o
un subproducto de la patologia. Por ejemplo, la bacteria Salmonella typhimurium causa
nduseas, vomitos y diarreas en las personas a las que parasita y estas alteraciones son
consideradas un subproducto del dafio causado en el sistema digestivo por la presencia de la
bacteria (Poulin, 2010; Gefaell Borras, 2016).

Manipulacién adaptativa. La manipulacién adaptativa puede definirse como cualquier
alteracion en el fenotipo del hospedador inducida por un parasito que aumenta las
probabilidades de supervivencia, reproduccion y transmision de este ultimo (Poulin, 2010;
Gefaell Borréas, 2016; Heil, 2016). El término “manipulaciéon” alude a que la alteracion
fenotipica del hospedador estd determinada en parte por los genes del parasito. Esta
manipulacion puede darse de dos formas: directa o indirecta. La primera esta asociada a
alteraciones del sistema nervioso del hospedador mientras que la segunda estd asociada a
modificaciones del sistema inmune, endocrino o procesos metabdlicos del hospedador
(Libersat et al., 2009). Alteraciones especificas en el comportamiento del hospedador
infectado que facilitan la dispersidn/transmision del paréasito, y por lo tanto permite completar
su ciclo vital, son el tipo de manipulacién méas evidente y también mas descripta (Poulin,
2010). Asi como la construccion de un dique para un castor o la de un hormiguero para las
hormigas son importantes para su supervivencia y reproduccion, la modificacion del cuerpo
del hospedador por parte del parasito podria aumentar el éxito reproductivo del parasito. La
modificacion del ambiente externo por parte de un organismo y que esta bajo su control
genético se lo considera el fenotipo extendido del individuo (Gefaell Borras, 2016). En este
contexto, las alteraciones del hospedador manipuladas por parte del parasito son interpretadas
como el fenotipo extendido del parésito (Gefaell Borras, 2016; Heil, 2016). Este fendmeno ha

sido descripto para todos los principales grupos taxonoémicos de parésitos, que incluye las
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clases platelmintos, acantocéfalos, nematodos, nematomorfos y artrépodos, asi como en virus,
bacterias, hongos y en protistas. En algunos grupos se encuentra ampliamente extendido
mientras que en otros ha evolucionado independientemente en distintas familias
filogenéticamente distantes unas de otras (Poulin, 2010). La convergencia evolutiva, y su
explicacién como el resultado de la adaptacion a presiones de seleccion similares, seria la
causa de este patron filogenético. En este sentido, los eventos de transmision de las formas
infectantes entre hospedadores, donde ocurren masivas perdidas de paréasitos, generan una
intensa presion de seleccion sobre los parasitos. Asi, similares modos y rutas de transmision
probablemente hayan promovido adaptaciones similares que se distribuyen en diferentes
linajes. La manipulacion adaptativa seria una de estas adaptaciones que aumentaria la tasa de
transmision durante aquellos eventos (Poulin, 2010). Desde el punto de vista experimental, el
criterio mas importante para considerar un cambio en la conducta u otro rasgo fenotipico de un
hospedador como manipulacién por el parésito es la demostracién empirica de que el cambio
aumenta el fitness del parasito, principalmente mostrando que aumenta la probabilidad de
transmision (Gefaell Borréas, 2016).

Dentro de los casos mas dramaticos de manipulacion adaptativa se encuentran aquellos
que tienen lugar en insectos parasitados. Por ejemplo, un hongo parasitico del género
Ophiocordyceps puede modificar el comportamiento del insecto hospedador haciéndolo subir
hasta la punta de las hojas de los arboles donde las condiciones son mejores para la dispersion
por aire de las esporas (Maitland, 1994; Andersen et al., 2009; Pontoppidan et al., 2009). Otro
ejemplo lo constituye el nematodo parasito Myrmeconema neotropicum en cuyo ciclo
intervienen hormigas y aves. El ciclo comienza cuando las hormigas recogen heces de aves
infectadas con el parasito y alimentan a las larvas con ellas, ingresando asi el parasito a las
hormigas. Cuando las larvas de las hormigas mudan a adultos, el abdomen cambia de
coloracion de negro a rojo y el parasito las induce a subir hasta la punta de un arbol y a
exponer sus abdémenes rojos que son confundidos por las aves con la frutas de estos arboles
que son del mismo color y son su alimento (Gefaell Borras, 2016). Por sus implicancias
epidemioldgicas, resultan de particular interés las modificaciones en la fisiologia o el
comportamiento de insectos hematdfagos vectores de enfermedades que pueden interpretarse
como manipulacion adaptativa por parte de los patdgenos que transmiten. Los parasitos que

inducen alteraciones en el comportamiento de vectores pueden ser virus, protistas (como

17



Trypanosoma spp y Plasmodium spp) y nematodos. En diferentes estudios se han demostrado
cambios en el comportamiento de alimentacion del vector por parte del parasito que permitiria
aumentar su tasa de transmision entre sus hospedadores. Por ejemplo, en el sistema
Plasmodium falciparum (parasito causante de la malaria) y el mosquito vector Anopheles
gambiae, las hembras infectadas mostraron una mayor tendencia a picar a mas personas por
noche que las hembras no infectadas (Koella et al., 1998) y presentaron un sistema olfativo
mas sensibles a olores humanos que las hembras no infectadas (Smallengange et al., 2013). La
infeccion con Leishmania major en el fleb6tomo vector, Lutzomyia longipalpis, causé un
aumento en la tasa de intentos de alimentacion y promovid la alimentacion en multiples
hospedadores (Rogers & Bates, 2007). Ademas, se demostré que existe una correlacion entre
los cambios de comportamiento del vector con los estados de desarrollo del parasito
observandose que el vector se alimenta sélo cuando en su interior se ha desarrollado el estadio
infectante del parasito (Beach et al., 1985; Rogers & Bates, 2007). El virus del dengue
modificd el comportamiento del mosquito vector Aedes aegypti donde se observd un
incremento de hasta el 50% de la actividad motora en hembras infectadas comparadas con las

no infectados (Lima-Camara et al., 2011).

Efectos de Trypanosoma cruzi sobre triatominos

Se han llevado a cabo multiples estudios sobre la interaccion entre T. cruzi y
triatominos. La mayoria de ellos abordaron las posibles alteraciones del patégeno sobre el
vector desde una perspectiva patoldgica. Los resultados obtenidos en muchos de esos estudios
han llevado a establecer la convencion de que T. cruzi no es patogénico a sus insectos vectores
(Fellet et al., 2014; Elliot et al., 2015; Marliére et al., 2015). Schaub (2009) propuso el término
sub-patogénico para esta especie y otros tripanosmatidos que no evidencian efectos
patoldgicos bajo condiciones Optimas, pero éstos pueden ocurrir si un factor estresante
sinergista esta presente. Sin embargo, en los ultimos afios se han descripto los efectos de T.
cruzi sobre la supervivencia, el desarrollo ontogenético, el comportamiento y diferentes
procesos fisiologicos en diferentes especies de triatominos (Schaub, 1992, 2006, 2009; Eichler
& Schaub, 2002; Vallejo et al., 2009; Oliveira et al., 2010; Fellet et al., 2014; Elliot et al.,
2015; Marliére et al., 2015). Por ejemplo, las ninfas de 4to y 5to estadio de T. infestans no

infectadas sobrevivieron hasta un afio sin ingerir sangre, pero en las ninfas infectadas esta
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resistencia disminuyé en un 15% (Schaub & Lésch, 1989). Estudios realizados con Mepraia
spinolai y R. prolixus demostraron una reduccion en la supervivencia de los insectos
infectados, en la ultima especie de manera dependiente de la temperatura (Botto-Mahan 2009;
Elliot et al., 2015). R. prolixus, T. brasiliensis y M. spinolai infectados mostraron una
prolongacion en el desarrollo ontogenético, tanto en algunos estadios como en el desarrollo
total (Botto-Mahan et al. 2008, Botto-Mahan 2009; Oliveira et al., 2010, Elliot et al., 2015).
Parejas infectadas de R. prolixus y T. infestans mostraron una reduccién en la fecundidad y la
fertilidad, en el caso de R. prolixus de manera dependiente de la temperatura (Schaub, 1988,
1992; Fellet et al., 2014). Las hembras de M. spinolai infectadas desarrollaron ovarios con
menor peso que las hembras no infectadas y diferentes estadios infectados de la misma especie
mostraron menor peso corporal, menor longitud corporal y menor ancho del abdomen que
insectos no infectados (Botto-Mahan et al., 2008; Botto-Mahan, 2009). R. prolixus infectados
mostraron una disminucién de la actividad locomotora durante determinados periodos de la
escotofase (Marliére et al., 2015). Existe evidencia que sugiere que T. cruzi provoca una
reduccion en la respuesta inmune celular y humoral en T. infestans y modifica las
concentraciones hemolinfaticas de algunos aminoacidos en R. prolixus (Schaub, 1992; 2009).
En R. robustus, R. prolixusy M. spinolai infectados se observé un mayor nimero de intentos
de ingesta comparado con insectos no infectados (Schaub, 1992; Botto-Mahan et al., 2006). M
spinolai infectados detectaron mas rapido al hospedador, ingirieron menos sangre durante los
estadios inmaduros y comenzaron a defecar antes que los insectos no infectados (Botto-Mahan
et al., 2006; Botto-Mahan et al., 2008), sin embargo, otro estudio sobre la misma especie
reportd que el parasito no afectd la cantidad de sangre ingerida por el insecto (Botto-Mahan,
2009).

Estos resultados han sido interpretados de diferentes maneras en el contexto de los
tipos de alteraciones como explicaciones adaptativas o no de los efectos observados. En
general, la discusion de los diferentes trabajos sigue la siguiente l6gica: los autores identifican
0 deducen los beneficios para el parasito o el hospedador de la modificacion descripta y, en
consecuencia, sugieren que la ocurrencia de la modificacion es consecuencia del proceso
selectivo correspondiente: manipulacién adaptativa (si el beneficiado es el parasito) o
respuesta compensatoria adaptativa (si el beneficiado es el hospedador). Paralelamente, los

autores sugieren que la existencia de tal modificacion podria ser una consecuencia necesaria
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de la infeccidn, generalmente descripta como efecto colateral, efecto patoldgico o subproducto
de la infeccion. Una vez planteados los escenarios tedricos posibles, en algunos casos los
autores proponen uno de ellos como el méas probable en funcion trabajos previos y sus propios
resultados. Asi, Botto-Mahan et al. (2008) y Botto-Mahan (2009) interpretaron el menor peso
y tamafio de las gonadas y del adulto, la menor sangre ingerida, el mayor tiempo de desarrollo
ontogenético de M. spinolai infectados como efecto patoldgico del parésito. EI mecanismo
subyacente seria que los insectos infectados tienen menores reservas energeticas debido a la
competencia por los nutrientes de la sangre ingerida entre el parésito y el insecto. Sin
embargo, también sugieren que el insecto podria relocalizar reservas energéticas que favorece
su supervivencia sobre el crecimiento somatico. El autor finalmente se inclina por el efecto
colateral. Segun Elliot et al. 2015, el aumento de mortalidad de R. prolixus en el rango de
temperatura donde T. cruzi muestra mayor crecimiento poblacional indicaria una estrategia
adaptativa por la cual el parésito alcanzaria altas densidades poblacionales en el intestino del
vector lo que aumentaria la probabilidad de transmisién. Pero como también aumentaria la
probabilidad de matar al vector, el aumento poblacional de parasitos podria tratarse de un
efecto patolégico. Por otro lado, el retraso en la muda beneficiaria al parésito porque
permitiria el desarrollo de la forma infectante en el momento que el vector se alimente por lo
que la manipulacién adaptativa es facilmente deducida. Pero nuevamente, la competencia
entre el parasito y el vector por nutrientes provenientes de la sangre ingerida podria afectar el
desarrollo del vector y el efecto colateral seria una interpretacion alternativa. Fellet et al.
(2014) interpretaron la disminucion de la fecundidad y la fertilidad dependiente de la
temperatura en R. prolixus como a) efectos colaterales de la infeccion debido a la competencia
directa por recursos energeticos entre el parasito y el vector o a la inversion de recursos
energéticos por el vector en la respuesta inmune y b) manipulacién del parasito por la cual
disminuye en el vector la inversién en reproduccion dejando recursos disponibles al parasito.
Segun Marliere et al. (2015), la disminucion de la actividad locomotora en R. prolixus
infectados podria entenderse como una respuesta adaptativa compensatoria del vector que le
permitiria preservar su fitness a partir de la energia “ahorrada” disponible pero, por el mismo
motivo de energia no utilizada por el vector, también sugirieron el beneficio del parasito al
aumentar la energia disponible para su desarrollo. Botto-Mahan et al. (2006) también
interpretaron la mayor tasa de intentos de alimentacion, la mayor velocidad de deteccion del
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hospedador y la mayor rapidez en comenzar a defecar como a) consecuencia del ayuno por la
competencia por nutrientes entre el parésito y el vector (el escenario apoyado por los autores)
y b) manipulacién adaptativa por el parasito al aumentar la probabilidad de transmision de
parasito.

Entre la gran cantidad de procesos fisioldgicos de los triatominos que pueden
modificarse por la presencia del T. cruzi son de especial interés aquellos que determinan la
competencia vectorial. En este contexto y considerando el modo de transmision de T. cruzi,
resulta de gran relevancia epidemioldgica conocer los posibles efectos de la infeccion con T.
cruzi sobre los patrones de alimentacion y excrecion/defecacién de los triatominos y la
relacion funcional y temporal entre ellos. Si bien, como se coment6 antes muchos autores han
estudiado los patrones de alimentacion y de defecacidn/excrecion en muchas especies de
triatominos (Wood 1951; Zeledon et al., 1977; Trumper y Gorla, 1991; Crocco & Catal3,
1996; Nattero et al., 2002; dos Santos et al., 2006; Rodriguez et al., 2008; Reisenman et al.,
2011), so6lo dos trabajos estudiaron de manera acoplada estos dos patrones en triatominos
infectados con tripanosomatidos. Uno de estos trabajos estudio el sistema R. prolixus-T. cruzi
y mostré que los insectos infectados no difirieron significativamente en el nimero de intentos
de alimentacion, tiempo de alimentacion, tiempo hasta la primera deyeccion y nimero de
deyecciones después de la alimentacion respecto de insectos no infectados (Takano-Lee &
Edman, 2002). El otro trabajo, es el ya comentado de Botto-Mahan et al. (2006), en el cual M.
spinolai infectados mostraron mayor tasa de intentos de alimentacion, mayor velocidad de
deteccion del hospedador y tardaron menos tiempo en producir la primera gota fecal.

Es en este contexto de interaccion del parésito y el hospedador donde surgen las
preguntas que dirigen el presente plan de trabajo: ¢La infeccién con T. cruzi afecta la
alimentacion y la defecacidn/excrecion de T. infestans?, si lo hace, ¢favorece la transmisién
del parasito? Si, por ejemplo, insectos infectados defecaran mas y mas proximo a la
alimentacion que insectos no infectados entonces la competencia vectorial de los primeros
estaria incrementada y no seria dificil interpretar esta modificacion bajo el concepto de
manipulacion adaptativa del hospedador por parte del parasito. Para responder estas preguntas
el presente trabajo de tesis estudié los patrones de alimentacion y excrecion/defecacion de T.

infestans con y sin infeccion con T. cruzi.
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OBJETIVOS

1) Determinar el efecto de la infeccion con T. cruzi sobre el proceso de alimentacion

en T. infestans.
2) Determinar el efecto de la infeccion con T. cruzi sobre el proceso de

excrecion/defecacion en T. infestans.

HIPOTESIS

1) La infeccion con T. cruzi modifica los patrones de alimentacidn y/o excrecion/defecacion

de T. infestans de manera que favorece la transmision del parésito.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico

-Insectos:

Se trabaj6 con una colonia de segunda generacion de laboratorio de Triatoma infestans
cuyos insectos fundadores fueron recolectados en viviendas del Paraje 25 de Mayo, del
departamento Quitilipi, provincia de Chaco, Argentina (26052'42"” S, 60013'52” W). La
colonia fue mantenida en el insectario del Centro de Referencia de Vectores (CeReVe) bajo
condiciones ambientales controladas (27 = 1°C, 50-60% HR, fotoperiodo 12:12) y alimentadas
cada 15 dias en gallinas (Gallus gallus domesticus Linné). Para la determinacion de los
patrones de alimentacion y excrecion los insectos fueron alimentados en palomas (Columba
livia).

-Parasitos:

Se trabajo con Trypanosoma cruzi cepa Tulahuén, DTU VI (Zingales et al., 2009),
mantenidas por transmisiones ciclicas de manera estandarizada por inoculacion intraperitoneal
en ratones adultos cepa BALB/c.

-Ratones:

Se utilizaron ratones adultos cepa BALB/c mantenidos en el bioterio del CeReVe bajo
condiciones ambientales controladas.

Las palomas, las gallinas y los ratones fueron criados y mantenidos de acuerdo a la
resolucion 1047/2005 del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) sobre el Marco Nacional de Referencia Etica para la Investigacion Biomédica en
Laboratorios, Granjas y Animales Naturales Recolectados, y la Ley Nacional N° 14346 sobre

Bienestar Animal.

Procedimiento experimental

- Infeccion de los insectos:

Ninfas de 3er estadio, de entre 15 y 20 dias post muda, fueron alimentadas con sangre
infectada de raton. Las infecciones se realizaron en grupo de 20-30 individuos por ratén. Para
el procedimiento, el ratdn se mantuvo con movilidad restringida y las ninfas se alimentaron ad

libitum. Solo se utilizaron las ninfas en las que efectivamente se corroboro la alimentacion,
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para ello las ninfas fueron pesadas antes y después de la alimentacion y se realizé un ANOVA
a un factor para ambas variables, y se corroboraron los supuestos de homocedasticidad y
normalidad, mediante el test de Levene y el test de Shapiro-Wilks modificado,
respectivamente (Tabla 1). Luego de la infeccién de las ninfas, se corroboro el nivel de
parasitemia del raton por medio del recuento de Pizzi, estableciéndose como minimo 100.000
pardsito/ ml para que el proceso de infeccion sea considerado valido (Pizzi, 1961).
Transcurridos 20 dias desde la alimentacion se evalud la infeccion efectiva de cada insecto
mediante analisis microscopico de las heces con magnificacion 400X. Aquellos insectos que
resultaron positivos formaron parte del grupo experimental y los insectos negativos fueron
descartados. Para el grupo control se alimentaron ninfas de 3er estadio sobre raton no
infectado y a los 20 dias post alimentacion se realizé el protocolo de evaluaciéon de la
infeccion por medio de analisis microscopico. De esta manera se conformaron dos grupos
experimentales: insectos infectados e insectos no infectados. Luego de la evaluacion de
infeccion, los insectos de los dos grupos experimentales fueron alimentados sobre gallina cada
quince dias y mantenidos en las condiciones estandarizadas de cria hasta que mudaron al

quinto estadio ninfal.

Tabla 1. Valores medios y error estandar para el peso antes y después de la alimentacion sobre

ratones infectados y no infectados con Trypanosoma cruzi de ninfas de 3er estadio de Triatoma

infestans pertenecientes a los dos grupos experimentales.

Infectadas No infectadas
Media + EE Media £ EE
n 88 95
Peso inicial () 9,80+0,21 (a) 11,10 £ 0,20 (b)
Peso final (Q) 30,86 £ 2,06 (a) 26,70 £ 1,10 (a)

n: nimero de insectos; EE: error estandar; letras distintas muestran

diferencias significativas con P < 0,05.
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- Determinacion de los patrones de alimentacion y de excrecion/defecacion

Se determinaron los patrones de alimentacion y de excrecion/defecacion en los dos
grupos experimentales: insectos infectados (n=31) y no infectados (n=48). Se utilizaron ninfas
de quinto estadio de entre 15y 20 dias, ayunadas desde la muda.

Se siguid el siguiente procedimiento para cada uno de los individuos: cada insecto fue
inmovilizado en una cinta de papel para medir su longitud con un calibre. Luego fue pesado
con una balanza analitica (Ohaus PA214) precision +/- 0,001 g., dentro de un recipiente
cilindrico de plastico transparente de 2,75 x 3,78 cm, previamente pesado (tubo 1). Luego de
la medicion, cada insecto fue colocado en recipiente cilindrico (de similar dimensién que el
tubo 1) que contenia una tira de carton, la cual le permitié al insecto moverse dentro del tubo
durante el proceso de alimentacion. Para la alimentacion se utiliz6 una paloma con
movimiento restringido la cual fue colocada sobre un dispositivo que mantuvo su superficie
ventral expuesta y a 20 cm de la mesada del laboratorio. Sobre la superficie ventral de la
paloma fue apoyado el extremo abierto del recipiente cilindrico permitiendo al insecto
acercarse, acceder a la piel de la paloma y alimentarse a replecién. El recipiente con el insecto
dentro fue sostenido durante la alimentacion con una estructura de alambre (Fig. 5). Durante la

alimentacidn se registraron diferentes variables que determinaron el patrén de alimentacion.

Fig.5: Dispositivo para la alimentacion de Ninfa 5ta de Triatoma infestans sobre paloma.

Concluida la alimentacion, que se determind por el alejamiento del insecto de la

paloma, cada individuo fue pesado y rapidamente colocado sobre un papel de filtro circular de
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9 cm de diametro durante una hora. Para evitar que el insecto se escape, se coloco una placa
de Petri. Durante el trascurso de una hora se registraron las deyecciones y el tiempo en el que
ocurrieron (Fig. 6). Finalizada la hora, el insecto fue pesado por Gltima vez y se midio su
longitud. A los insectos correspondientes al grupo de los infectados, se los coloco dentro de un
tubo Eppendorf y a los 5 dias posteriores a la alimentacion se les efectdo un nuevo analisis
parasitolégico para confirmar su positividad a T. cruzi.

Fig.6: Ninfa 5ta de Triatoma infestans durante la primer hora post-alimentacion, en observacién de
deyecciones.

Durante el procedimiento experimental se registraron las siguientes variables (Lobbia et
al., 2018):
% Previo a la alimentacion:
o Li (mm): la longitud de cada insecto se medio desde el clipeo hasta la punta del

abdomen.

o Pi(g): peso del insecto antes de la alimentacion.
o Estado nutricional: :—ii(g/mm) (Schofield, 1980).

« Durante la alimentacion:
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o

o

Tiempo de ataque (min): es el tiempo que transcurrid desde que se ubico el
insecto en alimentador hasta que apoyé su probdscide sobre la paloma por primera

VEZ.

Tiempo total de alimentacion (min): es el tiempo que transcurrié desde que el

insecto se ubico en la paloma hasta que completo su alimentacion.

Tiempo hasta el comienzo de alimentacion (min): es el tiempo que transcurrié

desde que el insecto se lo ubico en la paloma hasta que ingiere por primera vez.

Tiempo real de alimentacion (T1) (min): es el tiempo que transcurrié el insecto

ingiriendo sangre.

Intentos de alimentacion: nimero de veces que el insecto apoyo la probdscide
sobre la paloma sin ingerir sangre. Se considerd alimentacion cuando el insecto
mantuvo por mas de un minuto apoyada la probdscide en la misma ubicacién sobre

la paloma.

Eventos de alimentacion: numero de veces que el insecto apoyd la proboscide

sobre la paloma e ingiri6 sangre.

Numero de contactos: es la suma de los eventos de alimentacion y los intentos de

alimentacion.
Numero de deyecciones durante la alimentacién.

Pd (g): peso de las deyecciones durante la alimentacion

«» Post-alimentacion:

o

o

Pf (g): peso del insecto después de la alimentacion.
Peso de ingesta (Pal) (g): peso de la sangre ingerida durante la alimentacién (g).
Pal = Pf + Pd — Pi

Ganancia de peso (Gp): peso de sangre ingerida relativizado al peso inicial del

. Pal
insecto. Gp = P—“i

Tasa de alimentacion (Ta) (g/min): peso de sangre ingerida relativizada al tiempo

real de alimentacion. Representa la cantidad de sangre que ingiere por minuto de

. . Pal
alimentacion. Ta = T—‘i
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o Tiempo de la primera deyeccion: tiempo que transcurrié desde el fin de la
alimentacion hasta la aparicion de la primera gota fecal.

o Nudmero de deyecciones durante la primera hora post-alimentacion.

o Ph (g): peso del insecto una hora post-alimentacion

o Longitud del insecto una hora post-alimentacion (mm).

o Peso de las deyecciones totales emitidas durante la primer hora post alimentacion
(Pdh). Pdh = Pf — Ph(g)

o Peso de deyecciones relativizado al peso de ingesta (Pdal). Pdal = %

o Indice de deyeccion a los 5 min post-alimentacion: acuerdo a Zeledon et al. (1977)
modificado.

ID: % de insectos que defecaron X n® medio de deyecciones por insectO/
100
o Indice de deyeccion a los 10 min post-alimentacion: calculado de acuerdo a
Zeledon et al. (1977).

ID: % de insectos que defecaron X n° medio de deyecciones por inseCtO/
100

Andlisis estadisticos

Las variables estado nutricional, Pi, Li, tiempo de ataque, tiempo hasta comienzo de la
alimentacion, tiempo total de alimentacion, tiempo real de alimentacion, intentos de
alimentacion, eventos de alimentacion, nimero de contactos, peso de ingesta, ganancia de
peso, tasa de alimentacién, tiempo de la primera deyeccion, peso de deyecciones, peso de
deyecciones relativizado al peso de la ingesta, nimero acumulado de deyecciones por insecto
a los 5, 10 y 60 min post-alimentacion fueron analizadas mediante anélisis de la varianza de
un factor (ANOVA). Ademas, se comprobaron los supuestos de homogeneidad de varianzas y
normalidad mediante el test de Levene y el test de Shapiro-Wilks modificado respectivamente.
El porcentaje de insectos que defecaron a cada intervalo de 10 min fueron analizados mediante
el test de independencia G con correccion de Williams. EI nimero de defecaciones por insecto
en cada intervalo de 10 min fue analizado por medio de un ANOVA de dos factores con
medidas repetidas en el tiempo como un factor seguido por el test de Tukey cuando
comparaciones a posteriori fueron requeridas. En todos los casos las diferencias fueron

consideradas estadisticamente significativas si P < 0,05. EIl ANOVA de medidas repetidas se
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realizé con el programa STATISTICA (StatSoft. Inc., 2011). El resto de los test fueron
realizados con el programa estadistico InfoStat, version 2008 (Di Rienzo et al., 2008). Los

resultados de todos los analisis estadisticos se muestran en el Anexo (Tabla 1, 2y 3).
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RESULTADOS

Variables antes de la alimentacion

En la Tabla 2 se muestran los valores de las medias y los errores estdndar para las

variables que describen las condiciones iniciales de los dos grupos estudiados.

Tabla 2. Valores medio y error estdndar para las variables iniciales de ninfas de 5to estadio de

Triatoma infestans infectadas y no infectadas con Trypanosoma cruzi.

Infectadas No infectadas
Media + EE Media + EE
n 31 48
Longitud inicial (mm) 16,66 + 0,12 (a) 16,03 + 0,11 (b)
Peso inicial(g) 89,74 £ 2,28 (a) 80,26 £ 2,04 (b)
Estado nutricional
537+0,11 (a) 5,00 £ 0,11 (b)

(g/mm)

n: nimero de insectos; EE: error estandar; letras distintas muestran

diferencias significativas con P < 0,05.

En la Fig. 7 se muestra la longitud inicial de las ninfas de 5to estadio de T. infestans
infectadas y no infectadas. Los individuos infectados presentaron significativamente mayor
longitud inicial que los no infectados. EI mismo patron es observado en la Fig. 8 para al peso
inicial. A partir del peso y longitud inicial se calcul6 el estado nutricional de cada individuo
previo a la alimentacion (Fig. 9). Los resultados mostraron que los insectos infectados

presentaron significativamente un mayor estado nutricional frente a los no infectados.
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Fig. 7. Longitud inicial de ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectados y no
infectados con Trypanosoma cruzi. Las barras representan las medias, las lineas verticales
representan el error estandar y el asterisco indica diferencias significativas entre los grupos
(P< 0,05).
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Fig. 8. Peso inicial de ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectados y no infectados
con Trypanosoma cruzi. Las barras representan las medias, las lineas verticales representan

el error estdndar y el asterisco indica diferencias significativas entre los grupos (P< 0,05).

31



5,721 *

5,45+

5,18+

1,501

Estado nutricional (g/mm)
N

0,00 T 1
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Fig. 9. Estado nutricional en ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectados y no
infectados con Trypanosoma cruzi. Las barras representan las medias, las lineas verticales
representan el error estandar y el asterisco indica diferencias significativas entre los grupos
(P <0,05).

Variables durante la alimentacion

En la Tabla 3 se muestran los valores de las medias y los errores estandar para todas las
variables que describen la alimentacién de ambos grupos. Como se observa en la tabla, no se
observaron diferencias significativas para las distintas variables analizadas entre los dos
grupos experimentales. Por lo que los insectos infectados muestran un comportamiento similar

a los no infectados durante el proceso de alimentacion.
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Tabla 3. Valores medios y error estdndar para las variables alimentarias de ninfas de 5to estadio de

Triatoma infestans infectadas y no infectadas con Trypanosoma cruzi alimentadas sobre paloma.

Infectadas No infectadas
Media + EE Media tEE
n 31 48
Tiempo de ataque
) 0,35+0,07 (a) 0,42 £0,08 (a)
(min)
Tiempo hasta
comienzo de 1,13+0,29 (a) 0,87 £0,15 (a)
alimentacion (min)
Tiempo real de
) . ] 15,72+ 1,36 (a) 15,39 + 0,86 (a)
alimentacion (min)
Tiempo total de
) 19,59 + 1,65 (a) 17,95+ 1,09 (a)
evento (min)
Intentos de
) . 6,74 + 1,58 (a) 6,96 £ 1,43 (a)
alimentacion
Eventos de
) . 1,71 +0,17 (a) 1,77 £0,13(a)
alimentacion
NUmero de contactos 8,45 + 1,68 (a) 8,73+ 1,51 (a)

n: nimero de insectos; EE: error estandar; letras distintas muestran

diferencias significativas con P <0,05.

Variables post-alimentacion

En la Tabla 4 se muestran los valores de las medias y los errores estandar de las

variables registradas durante la hora post-alimentacién en insectos infectados y no infectados.
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Tabla 4. Valores medios y error estdndar para las variables registradas post-alimentacion de ninfas

de 5to estadio de Triatoma infestans infectadas y no infectadas con Trypanosoma cruzi.

Infectadas No infectadas
Media + EE Media + EE
n 31 48
Peso de ingesta 224,06 + 12,04 (a) 193,83 £ 6,21 (b)
Ganancia de peso 2,53+0,15 (a) 2,48+ 0,10 (a)
Tasa de alimentacion (g/min) 16,77 £ 1,30 (a) 14,32 £ 0,86 (a)
Peso deyecciones por insecto (Q) 29,563+ 1,66 (a) 18,36 £ 1,18 (b)
Peso deyecciones/Peso ingesta 0,14 £ 0,01 (a) 0,10 +0,01 (b)
Tiempo de la primera deyeccion 7,77 £1,09 (b)
. 3,30 £ 0,64 (a)
(min)
Numero de deyecciones a los 5min
) . 0,94+0,11 (a) 0,60 = 0,09 (b)
post-alimentacion
Numero de deyecciones a los
) ) . 1,61+0,13 (a) 0,94 £ 0,10 (b)
10min post-alimentacion
Numero de deyecciones a los
) ) . 5,19£0,24 (a) 3,06 £0,17 (b)
60min post-alimentacién
Porcentaje de insectos que
defecaron a los 5min post- 77% (a) 52% (b)
alimentacion
Porcentaje de insectos que
defecaron a los 10 min post- 94% (a) 75% (b)
alimentacion
indice de deyeccion a los 5 min 0,72 0,31
indice de deyeccion a los 10 min 1,51 0,71

n: ndmero de insectos; EE: error estandar; letras distintas muestran diferencias

significativas con P <0,05.



En la Fig. 10 se muestran los valores medio y errores estandar del peso de sangre
ingerida por los insectos infectados y no infectados. Se observé que el grupo de los infectados
ingirio significativamente mayor cantidad de sangre que los no infectados. Sin embargo, el
peso de ingesta relativizado al peso inicial del insecto (i.e. ganancia de peso) no mostro
diferencias significativas entre los grupos, en ambos grupos el alimento ingerido fue en

promedio una vez y medio su peso corporal (Tabla 3).

240,001 *

210,001

180,001

150,001

Peso de ingesta (g)

N N

60,004

0,00 T 1
No infectados Infectados

Fig. 10. Peso de ingesta en ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectados y no
infectados con Trypanosoma cruzi. Las barras representan las medias, las lineas verticales
representan el error estandar y el asterisco indica diferencias significativas entre los grupos

(P< 0,05).

El tiempo medio de la primera defecacion para ambos grupos experimentales se
muestra en la Fig. 11. Las diferencias son estadisticamente significativas entre los dos grupos
mostrando que los no infectados tardaron el doble de tiempo para comenzar a defecar que los

infectados.
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Fig. 11. Tiempo de la primera defecacion en ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans
infectados y no infectados con Trypanosoma cruzi. Las barras representan las medias, las
lineas verticales representan el error estandar y el asterisco indica diferencias significativas

entre los grupos (P< 0,05).

En la Fig. 12 se muestra el peso de las deyecciones por insecto de cada grupo
experimental durante la primera hora post-alimentacion. Se observd que el peso de las
deyecciones en los insectos infectados fue significativamente mayor que en los no infectados.
Para saber si la diferencia en el peso de las deyecciones radicé en el hecho de que los grupos
presentaron diferencias en la cantidad de sangre ingerida, se relativizo el peso de las
deyecciones al peso de sangre ingerida. El analisis de medias mostré que el peso relativizado

fue significativamente mayor en los insectos infectados (Fig. 13).
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Fig. 12. Peso de las deyecciones emitidas por insecto durante la hora post-alimentacién en
ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectados y no infectados con Trypanosoma
cruzi. Las barras representan las medias, las lineas verticales representan el error estandar y
el asterisco indica diferencias significativas entre los grupos (P < 0,05).
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Fig. 13. Peso de las deyecciones/Peso de ingesta en ninfas de 5to estadio de Triatoma
infestans infectados y no infectados con Trypanosoma cruzi. Las barras representan las
medias, las lineas verticales representan el error estandar y el asterisco indica diferencias
significativas entre los grupos (P< 0,05).
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El nimero de deyecciones por insecto en cada intervalo de 10 min durante la primera
hora post-alimentacion para cada grupo experimental se muestra en la Fig. 14A. No hubo
interaccion entre el factor tiempo y el factor infeccion. Los insectos infectados emitieron
significativamente méas deyecciones que los insectos no infectados en todos los intervalos. Por
otro lado, el nimero de deyecciones en cada intervalo disminuyé significativamente en el
tiempo entre el intervalo 0-10 min y el resto de los intervalos y entre los intervalos 10-20
min/20-30 min y el intervalo 50-60 min. La Fig. 14B muestra nimero acumulado de
deyecciones por insecto durante la primera hora post-alimentacion. Para ambos grupos se
registré un aumento en el nimero de deyecciones durante la primera hora tras la alimentacion.
El nimero acumulado de deyecciones a los 5, 10 y 60 min post-alimentacion difieren
significativamente, siendo los insectos infectados los que emitieron un mayor numero de
deyecciones por insecto para cada uno de esos tiempos con respecto a los no infectados (ver
también Fig. 16 y 17).
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Fig. 14. Namero de deyecciones por insectos durante la alimentacion y durante la primer
hora post-alimentacion para ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectados y no
infectados con Trypanosoma cruzi. Nimero de deyecciones por insectos: (A) en cada
intervalo de 10 min y (B) acumulados cada 10 min. Los cuadrados negros representan las
medias en cada tiempo para los insectos infectados, mientras que los cuadrados blancos
representan las medias en cada tiempo para los insectos no infectados. La secuencia fue
analizada mediante un ANOVA de dos factores con medidas repetidas en un factor. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) en el efecto principal “Infeccion”. Las

diferencias en el efecto principal “Tiempo” no son mostradas.
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En la Fig. 15A se muestra el porcentaje de insectos que defecaron encada intervalo de
10 min durante la primera hora post-alimentacion para cada grupo experimental. En todos los
intervalos defecaron mas insectos infectados que no infectados, con diferencias significativas
en los intervalos 0-10 min, 20-30 min, 30-40 min y 40-50 min. Para los insectos infectados el
rango de porcentajes fue de 42-94%, mientras que para los no infectados el rango fue de 25-
75%. En la Fig. 15B se muestra el porcentaje acumulado de insectos que defecaron durante la
primera hora post-alimentacion. A los 5 min luego del fin de la alimentacién ya defecaron el
77% de los insectos infectados mientras que los no infectados s6lo defecaron el 52%. A los 10
min, casi la totalidad de los infectados (94%) emitieron al menos una deyeccion mientras que
el porcentaje de los no infectados fue de 75%. Finalmente, el 100% de insectos que defecaron
se alcanzé a los 20 min para los infectados y a los 30 min para los no infectados.

En las figuras 14B y 15B se observd que ningln insecto, de ambos grupos
experimentales, defeco durante la alimentacion como lo evidencia el nimero de defecaciones
y la proporciéon de insectos que defecaron igual a cero al comienzo de la hora post-

alimentacion (tiempo 0).
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Fig. 15. Porcentaje de insectos que defecaron durante la alimentacion y durante la primer
hora post-alimentacion para ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectados y no
infectados con Trypanosoma cruzi, (A) en cada intervalo de 10 min y (B) acumulados cada
10 min. Los cuadrados negros representan las medias en cada tiempo para los insectos
infectados, mientras que los cuadrados blancos representan las medias en cada tiempo para
los insectos no infectados. La secuencia fue analizada mediante un test G ajustado en base a
las correcciones por Williams en cada intervalo. Los asteriscos indican los intervalos con

diferencias significativas (P < 0,05) entre insectos infectados y no infectados.



La Fig. 16 muestra los valores medios y errores estandar del nimero deyecciones
acumulado por insecto (A) y el porcentaje de insectos que defecaron (B) en los primeros 5 min
post-alimentacion para ambos grupos experimentales. A partir de estos valores medios se
calculo el indice de deyeccion a los 5 min post-alimentacion, que se muestra en la Fig. 16C.
Para las dos primeras variables se observaron valores significativamente mayores en las ninfas
infectadas lo que determiné que el indice de deyeccion de los insectos infectados haya sido el
doble que el de los no infectados.

La Fig. 17 muestra los valores medios y errores estandar del nimero deyecciones
acumulado por insecto (A) y el porcentaje de insectos que defecaron (B) en los primeros 10
min post-alimentacion para ambos grupos experimentales. Con estas variables se calculo el
indice de deyeccion a los 10 min para los grupos estudiados, que se muestra en la Fig. 17C.
Como en el caso anterior, los insectos infectados mostraron valores significativamente
mayores con respecto a los no infectados y el indice de deyeccion de los infectados también
fue el doble que el de los no infectados. Los valores del indice de deyeccién a 5y 10 min
indican que los insectos infectados tienen mayor capacidad de defecar inmediatamente
después de la alimentacion, o cerca del final del evento de alimentacién, que los insectos no

infectados.
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Fig. 16. Numero de deyecciones acumuladas por insecto (A), porcentaje de insectos que

defecaron (B) vy el indice de defecacion (C) durante los primeros 5 min post-alimentacién en

ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectadas y no infectadas con Trypanosoma

cruzi. Las barras representan las medias (A), los porcentajes (B) y el indice de deyeccion

(C). Las lineas verticales representan el error estandar y el asterisco indica diferencias

significativas entre los grupos (P < 0,05).
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Fig. 17. Numero de deyecciones acumuladas por insecto (A), porcentaje de insectos que
defecaron (B) y el indice de defecacion (C) durante los primeros 10 min post-alimentacion
en ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectadas y no infectadas con Trypanosoma
cruzi. Las barras representan las medias (A), los porcentajes (B) y el indice de deyeccion
(C). Las lineas verticales representan el error estandar y el asterisco indica diferencias

significativas entre los grupos (P < 0,05).
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DISCUSION

En el presente trabajo se determinaron por primera vez los patrones de alimentacion y de
excrecion/defecacion en T. infestans infectados y no infectados con T. cruzi. Los resultados
obtenidos reflejan que los individuos parasitados desarrollaron mayor tamafio corporal y
estado nutricional que los insectos no parasitados durante el tiempo transcurrido desde la
infeccion hasta el comienzo de la determinacion de los patrones de alimentacion y defecacion.
Por otro lado, el patron de alimentacion no mostré diferencias entre ambos grupos
experimentales; consecuentemente, los insectos infectados ingirieron mayor cantidad de
sangre de manera proporcional a su mayor tamafo. Finalmente, los insectos infectados
comenzaron a defecar antes, en mayor cantidad (tanto en nimero como en peso de las
deyecciones) y mostraron una mayor proporcion de individuos que defecaron en relacion con
los no infectados durante la primera hora post-alimentacion. Estas diferencias fueron
observadas en tiempos tan cercanos al fin de la alimentacién como 5 y 10 min luego de la
misma y determinaron que los insectos infectados presentaran indices de defecacion mayores
que los insectos no infectados en esos mismos tiempos. De esta manera, este es el primer
trabajo que de muestra el efecto de T. cruzi sobre el patron de excrecidn/defecacion en T.
infestans.

Al comenzar el estudio, las ninfas de 3er estadio que iban a ser infectadas pesaban menos
que las ninfas que conformaron el grupo control. Sin embargo, al analizar el peso inicial (antes
de la alimentacion) en ninfas de 5to estadio, resultaron ser mas pesadas las que se encontraban
infectadas presentando también mayor longitud y mayor estado nutricional que las no
infectadas. Considerando que los insectos de los dos grupos experimentales fueron mantenidos
en las mismas condiciones estandarizadas (i.e. temperatura, humedad relativa, fotoperiodo y
régimen de alimentacion), estos resultados indicarian que la infeccion con T. cruzi ejercié un
efecto sobre el desarrollo de los insectos desde que fueron infectados hasta el momento de la
alimentacion experimental, periodo durante el cual ocurrieron dos eventos de muda (i.e. la
muda del 3er estadio ninfal al cuarto y la muda del cuarto estadio ninfal al quinto). Estudios
realizados sobre R. prolixus, T. brasiliensis y M. spinolai infectados con T. cruzi mostraron
una prolongacion en el desarrollo ontogenético, tanto en algunos estadios como en el
desarrollo total (Botto-Mahan et al., 2008; Botto-Mahan, 2009; Oliveira et al., 2010; Elliot et
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al., 2015). Profundizando en las explicaciones causales, se ha sugerido la competencia entre el
hospedador y el parasito por los nutrientes de la sangre ingerida por el insecto como
explicacion de diversas alteraciones en triatominos infectados con T. cruzi incluyendo la
prolongacion en los tiempos de muda (Botto-Mahan et al., 2008; Elliot et al., 2015). Por otro
lado y en contraste al presente estudio, Botto-Mahan (2009) observé que, en condiciones de
ayuno y con so6lo una alimentacion ofrecida en cada estadio, el peso de cada estadio de M.
spinolai infectados con T. cruzi fue menor que en los no infectados; sin embargo, como el
propio autor destaca en la discusion, insectos infectados y mantenidos en condiciones éptimas
de alimentacién compensarian la competencia por nutrientes con un aumento en el nimero de
alimentaciones 0 un aumento en la cantidad de sangre ingerida (Schaub 2009). En este
contexto, y considerando que el T. cruzi no afect6 el proceso de ingesta de T. infestans, es
posible que durante el presente estudio con régimen de alimentacion constante los insectos
infectados hayan requerido mas tiempo y méas alimentaciones hasta la ocurrencia de la muda
que los no infectados diferencidndose ambos grupos en tamafio corporal y estado nutricional.
No se descarta la hipdtesis que afirma que el parésito tiene un efecto sobre el procesamiento
del alimento ingerido independientemente de la posible competencia por los nutrientes entre
ambos organismos. Finalmente, es necesario destacar que el presente trabajo y su disefio
experimental no tuvieron como objetivo estudiar el efecto del parasito sobre el desarrollo
ontogenético del insecto por lo que los resultados obtenidos no permiten evaluar
apropiadamente el efecto observado. Asi, se necesitan nuevos experimentos para estudiar
especificamente este efecto y contrastar las hipétesis propuestas.

Los resultados de esta investigacion muestran que los insectos infectados y los no
infectados se comportaron de manera similar durante el proceso de alimentacion. La unica
variable de alimentacion que mostré diferencias entre ambos grupos fue el peso de la ingesta.
Sin embargo, cuando este peso fue relativizado por el peso del insecto los grupos
experimentales no se diferenciaron evidenciando que la mayor ingesta es explicada por el
mayor tamafio de los insectos infectados y no por un efecto del parésito sobre el proceso de
ingesta. En coincidencia con los resultados del presente trabajo, Trumper & Gorla (1991) y
Rodriguez et al. (2008) determinaron que el peso inicial se correlaciond positivamente con la
ingesta de sangre en ninfas 5tas de T. infestans. Sin embargo, esta correlacion fue negativa

para adultos de T. sordida (Crocco & Catala, 1996) y no existio correlacion para ninfas 5tas
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de T. sordida, hembras de T. patagonica y ninfas 5tas de T. guasayana (Crocco & Catala,
1996; Nattero et al.,, 2002; Rodriguez et al., 2004). Es posible que las diferencias de
resultados, entre los estudios, estén vinculadas a que un peso individual mayor puede ser
consecuencia de un tamafio corporal mayor, de un estado nutricional mayor o de ambos. Un
insecto de mayor tamafo ingiere mas alimento que el de menor tamafio, entonces si el peso
refleja el tamafio corporal la correlacion peso/ingesta sera positiva. Por otro lado, un insecto
con mayor estado nutricional ingiere menos alimento que el de menor estado nutricional,
entonces si el peso refleja el estado nutricional la correlacién peso/ingesta sera negativa.
Finalmente, si el insecto es mas grande y tiene mayor estado nutricional, la cantidad de ingesta
dependeréd de cudl variable es mas determinante en esas condiciones. Sin embargo, no se
pueden descartar diferencias relacionadas a la especie y a las condiciones experimentales. Por
otro lado, en primera instancia podria establecerse que, si los insectos parasitados ingirieron en
promedio mayor cantidad de alimento que los no infectados y ambos tardaron en promedio el
mismo tiempo en alimentarse, entonces los insectos infectados se habrian alimentado a mayor
velocidad. Sin embargo, el anélisis de la variable especifica tasa de alimentacion de cada
insecto mostrd que si bien los insectos infectados ingirieron a mayor tasa que los no infectados
esta diferencia no fue significativa.

Unos pocos trabajos estudiaron diferentes variables vinculadas al proceso de alimentacion
en triatominos infectados con tripanosomatidos. En concordancia con la presente
investigacion, T. cruzi no afect6 el tiempo de alimentacion e intentos de ingesta en R. prolixus
y tampoco afect6 el tiempo hasta el primer intento de alimentacion y la cantidad de sangre
ingerida en M. spinolai (Takano-Lee & Edman, 2002; Botto-Mahan et al., 2006; Botto-
Mahan, 2009). Sin embargo, otro estudio en M. spinolai mostrd que los insectos infectados
con T. cruzi ingirieron menos sangre que los insectos no infectados (Botto-Mahan et al.,
2008). En el mismo sentido, el nimero de intentos de ingesta de M. spinolai y R. robustus fue
mayor en individuo infectados con T. cruzi (Schaub, 1992; Botto-Mahan et al. 2006).
Especular sobre las posibles causas de las diferencias entre los resultados obtenidos por
distintos autores resulta complejo debido a las multiples diferencias experimentales y de
material bioldgico entre los estudios. Estos difirieron en factores tan determinantes como la
especie de triatomino, estadio en que el insecto fue infectado, estadio del insecto en el que se

observaron los efectos, tiempo en el que el insecto estuvo infectado, cepa de T. cruzi, disefio y
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arena experimental en los que se evaluaron los posibles efectos. Varios estudios reportaron
que el comportamiento y el desarrollo de T. cruzi sobre los triatominos, incluyendo la
transmisibilidad, varia con la cepa o variante genética del parasito y con la especie del vector
(Lana et al 1998, Campos et al 2007, Noireau et al. 2009, Vallejo et al. 2009). Por otro lado,
como todos los estudios experimentales, las condiciones en las cuales se realizan la infeccion
y los ensayos donde se evalUa la alimentacion y la defecacion son determinantes en los
resultados obtenidos. A pesar de esta dificultad en la posibilidad de obtener conclusiones, es
probable que los efectos descriptos en los diferentes estudios puedan ser explicados por alguno
de los dos mecanismos propuestos por Schaub (1992) por los cuales un parasito puede
modificar el comportamiento de alimentacion de un insecto hematdfago: 1) los parésitos y los
insectos compiten por los metabolitos de la sangre ingerida y 2) los parasitos afectan al
proceso de alimentacion. En los parrafos previos se observa que estos mismos mecanismos
fueron considerados en la discusion de los propios resultados del presente estudio. Mas adn,
con el objetivo de aportar a las posibles explicaciones, un tercer mecanismo fue propuesto
segun el cual el parésito podria afectar el procesamiento del alimento ingerido
independientemente de la posible competencia por los nutrientes ente ambos organismos.
Cabe destacar que el primer mecanismo propuesto por Schaub permitiria explicar una amplia
variedad de efectos no necesariamente vinculados con la alimentacion.

Las principales variables de defecacion/excrecion en ninfas de quinto estadio de T.
infestans fueron afectadas por la infeccién con T. cruzi. La modificacion del patron de
excrecion/defecacion en triatominos puede tener gran relevancia epidemioldgica debido al
papel central que tiene en la transmision natural de T. cruzi al hospedador mamifero. Esta
relevancia es potenciada cuando el factor que modifica tal patron es el parasito ya que,
dependiendo del tipo de alteracion, podria promover su propia transmision. Debido a que la
transmision vectorial ocurre cuando los triatominos defecan durante la alimentacion o después
de finalizada mientras aun estan sobre el hospedador, una de las variables mas relevantes es el
tiempo transcurrido entre la alimentacion y el comienzo de la defecacion. De acuerdo a
Zeleddn et al. (1977), una especie que defeque dentro de los primeros diez minutos de
terminada la alimentacion tiene altas probabilidades de transmitir el parasito al hospedador.
Ademas del tiempo de la primera gota fecal, también resulta de gran relevancia
epidemioldgica la cantidad de deyecciones que emite cada insecto y la proporcion de insectos
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que defecan a diferentes tiempos ya que determinan la cantidad de eventos de liberacion de
pardsitos que ocurriria en una poblacion de insectos mientras se alimenta o en los tiempos
posteriores. En el presente trabajo se observd que ambos grupos experimentales comenzaron a
defecan antes de los diez min, pero los insectos infectados lo hicieron 4,47 min antes que los
insectos no infectados. Ademas, los insectos infectados emitieron més deyecciones que los
insectos no infectados durante toda la hora post-alimentacion y particularmente en tiempos tan
cercanos al fin de la alimentacion como 5 y 10 min post-ingesta. Este efecto también se
evidencio en el peso del total de las deyecciones emitidas durante la hora post-alimentacion el
cual fue mayor en los insectos infectados. Finalmente, la proporcion de insectos infectados
que defecaron fue mayor que la proporcion de insectos no infectados a los 5y 10 min post-
ingesta, diferencia que se mantuvo durante el resto de la hora post-alimentacion. Estas
diferencias se evidenciaron en el indice de defecacion, una medida de la cantidad de eventos
de liberacion de parasitos que ocurriria en un determinado tiempo, el cual fue el doble para los
insectos infectados que para los no infectados tanto a los 5 como a los 10 min post-ingesta. En
resumen, el presente estudio muestra que el T. cruzi afect6 el patron de defecacion/excrecion
en ninfas 5tas de T. infestans, y lo hizo en un sentido que aumentaria la probabilidad de
contacto entre las deyecciones infectivas y el hospedador mamifero o, dicho de otra manera,
aumentaria la probabilidad de transmision del parasito.

Las diferencias recién discutidas podrian ser debidas a la mayor ingesta observada en las
ninfas infectadas o al efecto de T. cruzi sobre el proceso de defecacion/excrecidn propiamente
dicho. El procesamiento del alimento y los procesos derivados de tal procesamiento, como es
la excrecion/defecacion que sigue a una alimentacion, no serian diferentes entre insectos de
diferente tamafio si la alimentacion en todos los insectos fuera proporcional al tamafio del
individuo y si no hubiera otro factor que aporte variacion. Debido a que efectivamente en el
presente estudio el alimento ingerido fue proporcional al tamafio individual, las diferencias en
el tiempo y el nimero de las deyecciones entre ambos grupos experimentales no serian
consecuencia de los diferentes tamafios de ingesta sino que seria una modificacion del propio
proceso de defecacion/excrecidn por parte del parasito. Diferente es el analisis del peso de las
deyecciones las cuales claramente serian proporcionales al tamafio de la ingesta absoluta. Sin
embargo, las diferencias entre ambos grupos se mantienen cuando el peso de las deyecciones

es relativizado al peso de la ingesta indicando que la variacion en el peso de las deyecciones
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no es explicada totalmente por el tamafio del alimento ingerido sino que en parte es
consecuencia de la presencia del parésito. De esta manera, las diferencias observadas en el
patron de defecacion/excrecion podrian ser atribuidas a un efecto de T. cruzi sobre el propio
proceso de defecacion/excrecion. Las dos estructuras involucradas en el proceso de formacion
de la orina y posterior deyeccion, los tubulos de Malpighi y el recto, son colonizados en altas
densidad por el T. cruzi (Kollien & Schaub, 2000; Schaub, 2009). De esta manera, y si bien
hasta ahora no se han reportado efectos patoldgicos sobre la estructura o funcionamiento de
los tubulos de Malpighi o el recto, es posible proponer que las modificaciones descriptas en el
presente estudio podrian estar vinculadas con algin efecto del parasito sobre el
funcionamiento de aquellas estructuras.

Solo dos trabajos analizaron el efecto de la infeccion con tripanosomatidos sobre el
proceso de excrecion en triatominos. Ambos trabajaron con T. cruzi, en un caso infectando a
M. spinolai y en otro a R. prolixus y solo este Ultimo describi6 el patron de defecacion en una
manera similar a la presente tesis. En la especie M. spinolai se demostré que ninfas 5tas
infectadas con T. cruzi defecaron en promedio 3 min mas rapido que las ninfas no infectados
(Botto-Mahan et al., 2006). Sin embargo, Takano-Lee & Edman (2002) no encontraron
diferencias en el tiempo de aparicién de la primera gota fecal entre R. prolixus (ninfas 4tas,
5Stas y adultos) infectados y no infectados. Estos autores también mostraron que los insectos
infectados no difirieron significativamente en el nimero de intentos de alimentacion, tiempo
de alimentacion y nimero de deyecciones después de la alimentacion respecto de insectos no
infectados; vy si bien destaca que el indice de defecacidon tiende a ser menor en los infectados,
esta diferencia es marginal y no ocurre en todos los estadios y condiciones experimentales
estudiadas (i.e. alimentacion artificial vs alimentacion sobre raton y diferente nimero de
alimentaciones previas para evaluar el patron de excrecion). Como fue mencionado arriba, si
bien se puede asegurar que la explicacion de los diferentes resultados radica en la variacion
experimental y/o en el material biologico (i.e. diferentes cepas de parésitos y especies de
triatominos) entre los estudios citados, la multiplicidad de factores diferentes impide precisar
las causas.

Como fue discutido, en el presente estudio los insectos infectados evidenciaron
modificaciones en el desarrollo somatico y en el patron de defecacion/excrecion. ¢Coémo

podrian ser interpretadas estas modificaciones desde el punto de vista adaptativo?, es decir,

50



¢podrian interpretarse en términos de adaptacion del parasito o del hospedador? o, por el
contrario, ¢s6lo son efectos necesarios o colaterales de la infeccion? Un vector que se
encuentra infectado por un parésito puede presentar alteraciones en diferentes procesos
fisioldgicos a causa de la infeccion. De acuerdo a Heil (2016) estas modificaciones pueden ser
consecuencias necesarias de la infeccion o consecuencias adaptativas de la infeccion. Este
ultimo caso podria ser una respuesta del hospedador que disminuye los efectos negativos de la
infeccion o afecta al parasito (i.e. respuesta compensatoria por parte del hospedador) o una
modificacion de algun aspecto del fenotipo del hospedador por parte del parésito cuyo
resultado es un incremento en la tasa de transmision del parasito (i.e. manipulacion adaptativa
del hospedador por parte del parésito). Resulta complejo clasificar un determinado efecto de
un parasito sobre un hospedador dentro de estas categorias; incluso cuando la clasificacién de
un determinado efecto parezca obvia podria interpretarse de otra manera o, mas aun, su causa
distal (la que explica su origen, ya sea adaptativo o no) podria ser otra. La identificacion de
posibles ventajas o beneficios que un determinado efecto significaria para el parésito o el
hospedador permitiria proponer la hipétesis por la cual aquel efecto se trata efectivamente de
una consecuencia adaptativa y ademas, adaptativa para cual de los dos organismos (i.e.
manipulacion adaptativa si el beneficiado es el parasito o respuesta compensatoria si el
beneficiado es el hospedador). Existen ejemplos claros como el de las hormigas zombis donde
el efecto de la infeccion sobre el comportamiento de la hormiga resulta en un evidente
beneficio para el parasito ya que aumenta su probabilidad de transmision y por lo tanto la
manipulacion adaptativa por parte del parasito parece ser la hip6tesis con mayor sustento. Sin
embargo, en otros casos donde la interpretacion del beneficio también parece evidente, pueden
establecerse otras interpretaciones. Un ejemplo es la tos. Esta reaccion es claramente
beneficiosa para el hospedador porque evita que el agente patdgeno siga ingresando por el
tracto respiratorio y, en este sentido, puede entenderse como una respuesta compensatoria
adaptativa para el hospedador. Por otro lado, también seria beneficioso al patégeno porque le
permite dispersarse Yy, bajo esta interpretacion, la manipulacion adaptativa parece un escenario
evolutivo probable. Sin embargo, al considerar que se trata de una respuesta compleja,
inespecifica (i.e. ocurre ante la presencia de diferentes patdgenos y particulas inertes) y que los

beneficios para el hospedador son muy evidentes, la hipdtesis que afirma que la tos es una
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respuesta adaptativa del hospedador a la presencia del patdgeno emerge como la mas probable
(Brooks, 2011).

Este marco tedrico permite discutir las modificaciones descriptas durante este estudio en T.
infestans infectados con T. cruzi ya no en términos mecanisticos (i.e. las causas proximales) o
en sus consecuencias epidemioldgicas, como en los parrafos anteriores, sino en términos de su
origen (i.e. las causas distales). En primer lugar, la interpretacion de los efectos de la infeccion
sobre el desarrollo somatico no resulta tan evidente. Como ya fue comentado, se ha postulado
la existencia de una competencia por los nutrientes de la sangre ingerida entre el parasito y el
insecto (Schaub, 2009). Se puede sugerir que esta competencia pudo haber ejercido una
presion de seleccion sobre el insecto que haya permitido la evolucién de una reaccion
fisiolégica compensatoria (por ejemplo, un mayor numero de alimentaciones) cuya
consecuencia es un mayor tamafio y estado nutricional. Sin embargo, el mayor nimero de
alimentaciones podria ser consecuencia del incremento en el tiempo de desarrollo en los
insectos infectados y, en este sentido, pueda interpretarse como un efecto colateral de la
infeccion. Por otro lado, las modificaciones en la dindmica de defecacion son de interpretacién
mas evidente. Considerando el modo natural de transmision vectorial del T. cruzi, las
deyecciones cercanas al final de la alimentacién en insectos infectados aumentarian las
probabilidades de transmision del parésito al hospedador vertebrado. A su vez, el aumento en
la cantidad de deyecciones o en el volumen de las mismas también aumentarian las
probabilidades de transmision del parasito ya que se liberarian mas parasitos del insecto pero,
justamente por la misma razén, estas modificaciones también beneficiarian al vector. En
general, cualquier efecto que incremente la liberacion del parésito podria interpretarse como
una ventaja para el parasito (manipulacion adaptativa) o bien como un beneficio para el
hospedador (respuesta compensatoria). Para distinguir entre estas dos alternativas, un criterio
de importancia es si el parasito completa su ciclo de vida dentro del vector antes de que el
evento modificado ocurra. Al completar el ciclo, los estadios infectantes ya desarrollaron y el
aumento en la liberacion de parésitos resulta en un incremento en la transmision. En esta
situacion, la manipulacion adaptativa seria la hipotesis mas probable. En triatominos, las
deyecciones ocurren cuando se libera la orina que arrastra los contenidos que se localizan en el
recto (principalmente residuos de la digestion de la sangre y &cido Urico) y es en esta region

donde se desarrolla el estadio infectante de T. cruzi. Entonces, un aumento en el niumero de
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deyecciones arrastraria un mayor numero de tripomastigotas metaciclicos que se exponen al
ambiente circundante donde aumentaria la tasa de contacto entre estos y el hospedador.
Adicionalmente, al ser T. cruzi no patogénico o sub-patogénico para T. infestans, se podria
especular que la presion de seleccion para una respuesta compensatoria adaptativa por parte
del insecto no seria tan intensa. De esta manera, y si bien no se descarta una consecuencia
necesaria de la infeccion, este estudio propone la hipétesis que afirma que las modificaciones
en el proceso de defecacion/excrecion T. infestans por parte de T. cruzi son el resultado del
proceso adaptativo denominado manipulacion adaptativa por parte del parasito. Los futuros
estudios que contrasten esta hipotesis deberian considerar que el criterio fundamental para
establecer la ocurrencia de manipulacion adaptativa es la verificacion empirica de que la
alteracion observada aumenta el fitness o la probabilidad de transmision del parasito (Poulin
2010). Ademas, seria clave determinar si el comportamiento/efecto estudiado muestra
variacion individual asociada a variacion genética aditiva en las poblaciones de parasitos lo
que hablaria de su heredabilidad y en consecuencia de su posible seleccién. Por Gltimo, los
beneficios de las conductas manipuladas variaran de acuerdo a las condiciones ambientales y
ecologicas donde sean estudiadas, y el estudio de estas condiciones permitird entender su
posible origen y desarrollo evolutivo (Gefaell Borras, 2016). Existe escasa bibliografia sobre
el estudio de manipulacion por parte de parésitos en general desde estos puntos de vista, y la
existente es considerada muy laxa por no considerarse lo suficientemente realistas.

Siguiendo una logica similar a la del parrafo anterior, i.e. identificar los beneficios para el
parédsito o el hospedador y sugerir el proceso selectivo correspondiente sin descartar la
ocurrencia de efectos necesarios, los autores de los trabajos previos han hecho diferentes
interpretaciones de los efectos del T. cruzi en triatominos. De esta manera, el menor peso y
tamafo de las gonadas y del adulto de M. spinolai infectados fueron interpretados como
respuesta compensatoria por parte del insecto quien relocalizaria las reservas energéticas
favoreciendo su supervivencia sobre el crecimiento somaético. Sin embargo, el efecto
patolégico del parésito también es sugerido. EI mecanismo subyacente seria la competencia
entre ambos organismos por los nutrientes de la sangre ingerida que disminuiria las reservas
energéticas utilizadas por el vector (Botto-Mahan et al., 2008). El retraso en la muda
observado en R. prolixus y en M. spinolai seria ventajoso para el parasito ya que aumentaria el

numero de alimentaciones hasta la muda al siguiente estadio y, en consecuencia, aumentaria el
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nimero de contactos entre hospedador y vector. Ademas, este mismo retraso en la muda
permitiria el desarrollo de la forma infectante en el momento que el vector se alimente por lo
que el beneficio para el parasito, y la manipulacién adaptativa, es facilmente deducida.
Aunque nuevamente, la competencia entre el parasito y el vector por nutrientes provenientes
de la sangre ingerida podria afectar el desarrollo del vector y el efecto colateral seria una
interpretacion alternativa. (Botto-Mahan, 2009; Elliot et.al., 2015). Segun Fellet et al. (2014)
la disminucion de la fecundidad y la fertilidad en R. prolixus podria entenderse como
manipulacion del parasito ya que este efecto dejaria mayores recursos disponibles al parasito.
Sin embargo, los autores también sugieren efectos colaterales de la infeccion como
consecuencia de la competencia por recursos energéticos entre el parésito y el vector o la
inversion de recursos energéticos por el vector en la respuesta inmune. Botto-Mahan et al.
(2006) interpretaron la mayor tasa de intentos de alimentacion, la mayor velocidad de
deteccion del hospedador y la mayor rapidez en comenzar a defecar como manipulacion
adaptativa al aumentar la probabilidad de transmision de paréasito, pero también consideraron a
estos efectos como consecuencia del ayuno causado por la competencia por nutrientes entre
ambos organismos. Segun Elliot et al. (2015), el aumento de mortalidad de R. prolixus en el
rango de temperatura donde T. cruzi muestra mayor crecimiento poblacional indicaria una
estrategia adaptativa por la cual el parasito alcanzaria altas densidades poblacionales en el
intestino del vector lo que aumentaria la probabilidad de transmision. Sin embargo, como
también aumentaria la probabilidad de matar al vector, el aumento poblacional de parasitos
podria tratarse de un efecto patoldgico. Marliére et al. (2015) interpretaron la disminucion de
la actividad locomotora en R. prolixus infectados como una respuesta compensatoria del
vector que le permitiria preservar su fitness a partir de la energia “ahorrada” disponible pero,
también sugirieron el beneficio del parasito al aumentar la energia disponible para su
desarrollo.

En conclusion, este es el primer trabajo que describe el efecto de T. cruzi sobre los
patrones de alimentacion y defecacion/excrecion en T. infestans. Estos patrones resultan de
gran importancia epidemioldgica ya que la transmision vectorial del parasito depende del
contacto infectivo entre el vector y el mamifero a través de las heces del insecto, y este
contacto ocurre mayormente cuando el insecto defeca mientras se alimenta o inmediatamente

después. Este estrecho vinculo entre la alimentacion y la defecacion/excrecion con la
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transmision del parasito determina que estos procesos sean componentes relevantes de la
competencia vectorial de los triatominos. Otros componentes son el grado de antropofilia, la
adaptacion al habitat doméstico, capacidad de dispersion, el desarrollo de la infeccion, etc.
(Lent & Woygodzinsky, 1979). El presente estudio demostrd que el T. cruzi modifico la
dinamica del proceso de excrecion/defecacion en T. infestans en un sentido en que aumentaria
la probabilidad de contacto entre las heces y el mamifero. De esta manera, considerando solo
el patron de defecacion/excrecion, el T. cruzi aumento la competencia vectorial de las ninfas
de T. infestans sugiriendo que la infeccion aumenta la probabilidad de transmision del
parésito. Finalmente, en términos adaptativos o de causa distales, la manipulacion adaptativa
del hospedador por parte del parésito emerge como la hip6tesis con mayor sustento.
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ANEXO

Tabla 1. Resultados del ANOVA a un factor de variables registradas sobre ninfas de 3er y 5to estadio

de Triatoma infestans infectadas y no infectadas con Trypanosoma cruzi.

Variable F g.l. P

Peso inicial ninfas 3 20,05 1,181 <0,0001

Peso final ninfas 3 0,07 1,181 0,7879

Longitud inicial 15,43 1,77 0,0002

Peso inicial 9,16 1,77 0,0034

Estado Nutricional 5,35 1,77 0,0235

Tiempo de ataque 0,36 1,77 0,5478

Tiempo total de la alimentacién 0,75 1,77 0,3893

Tiempo hasta comienzo de la 0,76 177 0,3859

alimentacion

Tiempo real de alimentacion 0,05 1,77 0,8296

Intentos de alimentacion 0,01 1,77 0,9214

Eventos de alimentacion 0,08 1,77 0,7797

NUmero de contactos 0,01 1,77 0,9047

Peso de ingesta 4,86 1,77 0,0304

Ganancia de peso 0,09 1,77 0,7609

Tasa de alimentacion 2,69 1,77 0,1048

Tiempo de la primera deyeccion 10,82 1,77 0,0015

Peso de las deyecciones 31,75 1,77 <0,0001
Peso de las deyecciones

relativizado al peso de ingesta 10,97 LT 0.0001

Numero de deyecciones por
5,08 1,77 0,0271

insecto a los 5 min post-
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NUmero de deyecciones por
] ) 17,33 1,77 0,0001
insecto a los 10 min post-

NUmero de deyecciones por
) ) 55,05 1,77 0,0001
insecto a los 60 min post-

F: estadistico F; g.l.: grados de libertad; P: probabilidad, las diferencias son significativas si P < 0,05.

Tabla 2. Resultados del ANOVA de medidas repetidas del nimero de deyecciones por insecto a cada

intervalo de 10 min post-alimentacion registrados sobre ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans

infectadas y no infectadas con Trypanosoma cruzi.

Interaccion y )
) _, Infeccion Tiempo
(TiempoxInfeccion)

F g.l. P F g.l. P F g.l. P

1,4445 5 0,2074 55,0473 5 0,0001 20,4759 1 0,0001

F: estadistico F; g.l.: grados de libertad; P: probabilidad, las diferencias son significativas si P < 0,05.

Tabla 3. Resultados del anélisis de independencia del porcentaje de insectos que defecaron

registrados sobre ninfas de 5to estadio de Triatoma infestans infectadas y no infectadas con

Trypanosoma cruzi.

Intervalo de tiempo G g.l. P

0-5min 5,33 1 0,0210
0-10 min 4,99 1 0,0254
10-20 min 0,49 1 0,4825
20-30 min 5,22 1 0,0224
30-40 min 9,20 1 0,0024
40-50 min 4,42 1 0,0354
50-60 min 2,47 1 0,1161

g.l.: grados de libertad; P: probabilidad, las diferencias son significativas si P < 0,05; G: estadistico G.
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