- :
2 NF EDUCACION T e

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
INSTITUTO TECNOLOGICO DE CONKAL

COMPORTAMIENTO DE AGREGACION DE Triatoma
dimidiata A HECES INFECTADAS Y NO INFECTADAS CON
Trypanosoma cruzi.

TESIS

Que presenta:

Mirely del Carmen Franco Sosa

Como requisito parcial para obtener el grado de:

Licenciatura en Biologia

Director externo:
Dr. Irving Jesus May Concha
Codirector:
Dr. Joel Israel Moo Millan
Asesor interno:

M. en C. Francisco Javier Nava Guizar

Conkal, Yucatan, México.
Agosto, 2024




TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO-

| EDUCGACION

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
INSTITUTO TECNOLOGICO DE CONKAL

COMPORTAMIENTO DE AGREGACION DE Triatoma
dimidiata A HECES INFECTADAS Y NO INFECTADAS CON
Trypanosoma cruzi.

TESIS

Que presenta:

Mirely del Carmen Franco Sosa

Como requisito parcial para obtener el grado de:

Licenciatura en Biologia

Director externo:

Dr. Irving Jesus May Concha (
IRVING J. MAY CONCHA

Codirector: DR. EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Dr. Joel Israel Moo Millan \ )

. _ CCATN
Asesor Interno:
M. en C. Francisco Javier Na\%?z‘ag »\JA\/Q 9

Conkal, Yucatan, México.
Agosto, 2024







DEDICATORIAS

Gracias Dios, porque solo tu sabes todo lo que he pasado (lo bueno y lo malo) para poder
terminar satisfactoriamente este proyecto. De igual manera, creo que es necesario agradecerme a
mi misma por nunca desistir y creer siempre en mi, ya que a lo largo de realizar esta tesis rectifique

que todo pasa por algo.

Le dedico el resultado de este proyecto a toda mi familia por acompafiarme en cada paso
que doy en la busqueda de mi crecimiento personal y profesional. Principalmente, a mis padres
gue me apoyaron en todo momento. Me han ensefiado a ser la persona que soy hoy, con principios
y valores, asi como a tener perseverancia, empefio y dedicacion en mi dia a dia para terminar todo

lo que me propongo. Todo esto con una enorme dosis de amor.

A mi madre Ligia Sosa por ser un pilar fundamental en mi vida, por darme todo sin esperar
nada a cambio, gracias por apoyarme en todas y cada una de las decisiones que tomo y también

por ensefiarme a afrontar las dificultades y responsabilizarme de mis actos.

A mi padre Alberto Franco que a pesar de ser un poco reservado referente a mis cosas

siempre me ha escuchado y me ha apoyado cuando lo he necesitado.

A mi hermano Alberto por siempre estar ahi para mi sin importar nada. Esos dias llenos de
risas que hacian gque todo lo demaés pasara a segundo plano. Gracias por tu amor incondicional y

por tener esa conexion tan magica de hermanos que pocos entienden.

A mis amigos que en esas noches de incertidumbre siempre tenian unas palabras de aliento

para brindarme.



Por ultimo, una dedicacion muy especial y llena de amor a mis abuelitos, Ana Maria y

Alfredo Sosa, que ambos desde el cielo son esa luz resplandeciente que me guia en todo momento.

«Equipado con sus cinco sentidos, el hombre explora el universo que lo rodea

y a sus aventuras las llama cienciax.

-Edwin Powell Hubble



AGRADECIMIENTOS

Detras de un trabajo de investigacién hay todo un equipo multidisciplinario compuesto por
grandes cientificos haciendo lo que mas les gusta: dilucidar el mundo que les rodea. Por ello quiero
agradecer al Centro de Investigacion Regional Dr. Hideyo Noguchi CIR-UADY por abrirme las
puertas para desarrollar mi tesis ahi. A todo el personal del laboratorio de Parasitologia por

recibirme con la calidez de un hogar y apoyarme en todo momento.

Mi sincero agradecimiento a mi director general de Tesis, el Dr. Irving May Concha por
guiarme en todo momento en este largo camino y tenerme mucha paciencia. Gracias por
involucrarme en sus proyectos y conferencias Utiles para mi crecimiento académico. Al Dr. Joel
Moo Millan por todo el animo y apoyo brindado, sobre todo por los cursos y asesorias de
Bioestadistica para el optimo analisis de datos de esta tesis. De igual forma al Dr. Etienne Waleckx
por su asesoramiento y financiamiento del equipo proporcionado para la realizacion de este

proyecto, pero sobre todo por su tiempo y amistad.

Me gustaria agradecer al M. en C. Pedro Martinez VVega por su ayuda en el manejo éptimo
de los animales de experimentacion utilizados en esta tesis de acuerdo con los principios de
bioética. Asimismo, a mi colega y amiga, Ivette Hernandez Bolio, por acompafiarme en esta
aventura desde la residencia y apoyarme en la realizacion de los ensayos experimentales junto con

Luis Gonzalez.

Expreso mi gratitud al Tecnologico Nacional de México Campus Conkal, por haberme
brindado una formacion integral y las herramientas necesarias para mi desarrollo profesional. A

los profesores, M. en C. Omar Julian Argaez Quijano, M. en C. Francisco Javier Nava Guizar y



Dr. José Maria Tun Suérez cuyas ensefianzas y guia fueron fundamentales en mi camino

académico. Gracias por su dedicacion y compromiso.

Mi mas profundo agradecimiento al profesor José Andrés Trejo (1), cuya pasion por la
ensefianza trascendia las aulas y dejé una huella imborrable en mi formacién. Su entusiasmo por
la entomologia no solo despertd en mi un interés genuino por este fascinante mundo, sino que
también me inspird a seguir explorando con curiosidad y rigor cientifico. Aunque hoy no esta
fisicamente con nosotros, su legado perdura en cada uno de los que tuvimos el privilegio de
aprender de él. Esta tesis es, en parte, un reflejo de su influencia y de la semilla de conocimiento

que sembro en mi.

Finalmente, a todos aquellos con quienes me crucé en este camino, gracias. De una u otra

forma, cada encuentro dej6é en mi una ensefianza.



| RESUMEN

La enfermedad de Chagas es ocasionada por el parasito Trypanosoma cruzi, transmitido
principalmente por las heces infectadas de chinches hematdfagas llamadas triatominos. Triatoma
dimidiata es el principal vector en la Peninsula de Yucatan, y al igual que otros triatominos, estos
insectos utilizan el refugio como un recurso fundamental dado que, mientras permanecen
agregados dentro del mismo durante el dia, obtienen proteccion contra posibles predadores, acceso
a la transferencia de simbiontes y busqueda de pareja. Diversos autores han demostrado que las
deyecciones de triatominos contienen compuestos quimicos volatiles que promueven la agregacion
intra e interespecifica, asi como la atraccion de triatominos inmaduros y adultos. Sin embargo,
hasta el momento, ningln estudio, en esta especie en particular, ha analizado el efecto de la
infeccion por T. cruzi sobre el comportamiento de agregacion. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio es determinar las posibles diferencias entre T. dimidiata infectados y no infectados con T.
cruzi en el comportamiento de orientacion a sefiales quimicas emitidas por heces infectadas con T.
cruzi y no infectadas. La respuesta comportamental de ninfas de cuarto estadio infectadas y no
infectadas con T. cruzi, fue evaluada en una arena experimental circular de vidrio, que tenia en su
interior como sustrato un papel filtro dividido en dos areas iguales donde fueron dispuestos los
estimulos. En este estudio se realizaron dos series experimentales: 1) ensayo de una via donde se
comparé un control (sin estimulo quimico) vs un tratamiento: heces infectadas, heces no
infectadas; 2) ensayo de doble via donde se compararon dos tratamientos: heces infectadas vs heces
no infectadas. Los resultados mostraron que las heces infectadas atraen significativamente mas a
insectos infectados y no infectados que las heces no infectadas, sugiriendo que este efecto podria
ser una estrategia del parasito para asegurar su transmision, teniendo un impacto importante en la

epidemiologia de la enfermedad.



Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Ecologia quimica, Comportamiento de

agregacion, Triatoma dimidiata, Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease, mainly transmitted by the infected
feces of hematophagous bugs called triatomines. Triatoma dimidiata is the main vector in the
Yucatan Peninsula. As other triatomines, T. dimidiata may use shelter as a fundamental resource
since, while remaining aggregated inside the shelter during the day, they obtain protection
against possible predators, access to symbiont transfer and mating search. Several authors have
shown that triatomine feces contain volatile chemical compounds that promote intra- and
interspecific aggregation, as well as the attraction of immature and adult triatomines. However,
so far, no study has evaluated the effect of T. cruzi infection on aggregation behavior for this
particular species. Therefore, the objective of the present study is to determine the possible
differences between T. cruzi -infected and non-infected T. dimidiata in the orientation behavior
to chemical signals emitted by T. cruzi-infected and -uninfected feces. The behavioral response
of fourth instar nymphs infected with T. cruzi and non-infected nymphs was evaluated in a
circular glass experimental arena with a filter paper substrate divided into two equal areas where
the stimuli were placed. We performed two experimental series: 1) one-way test where a control
(no chemical stimulus) was compared with a treatment: infected feces, uninfected feces; 2) Two-
way test where we compared the two treatments: infected feces vs uninfected feces. The results
showed infected feces attracted significantly more infected and non-infected insects than
uninfected feces. This suggests that this effect could be a strategy of the parasite to ensure its

transmission, having an important impact on the epidemiology of the disease.

Key words: Chagas disease, Chemical ecology, Aggregation behavior, Triatoma

dimidiata, Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad,
es endémica del Continente Americano y ocupa el tercer lugar entre las enfermedades infecciosas
de Latinoamérica, después del VIH-SIDA y la tuberculosis. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, cerca de 100 millones de personas estan en riesgo de infectarse, y entre seis

y siete millones estan infectadas con el parasito (OMS, 2023).

En Meéxico se estima que existen cerca de dos millones de personas infectadas, con un
incremento de 69 mil casos por afio. El 65% de esta poblacion reside en areas rurales y suburbanas
(Ramsey et al., 2003). En Yucatan se estima que hay 62 mil personas infectadas con una

prevalencia del 3% (Carabarin-Lima et al., 2013).

En México, la enfermedad de Chagas en el 96 % de los casos es por transmision vectorial
y se da principalmente por las heces contaminadas de triatominos de la subfamilia Triatominae
(Ramsey et al., 2003). En la peninsula de Yucatan, Triatoma dimidiata es el vector principal de la
enfermedad de Chagas (Waleckx et al., 2015). Se considera que la importancia epidemioldgica de
T. dimidiata, en esta region, se basa en su amplio grado de adaptabilidad debido a que habita

diversos ecosistemas, incluyendo selvas himedas y secas (Zeledon et al., 2001).

En triatominos al igual que en otros insectos, las sefiales quimicas desempefian un papel
importante en casi todos los aspectos del ciclo de vida, como por ejemplo la agregacion entre
conespecificos, la emision de mensaje de alarmay defensa, la busqueda y seleccion de hospederos,

la busqueda de pareja y el comportamiento sexual (May-Concha et al., 2013).
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Diversos autores han demostrado que las deyecciones de triatominos promueven
agregacion intra e interespecifica y que contienen compuestos quimicos volatiles que atraen
triatominos inmaduros y adultos (Lorenzo-Figueiras y Lazzari, 2002; Galvez-Marroquin et al.,
2017; May-Concha et al., 2018a) y este comportamiento es relevante en la ecoepidemiologia de la

enfermedad de Chagas.

Existe mucho conocimiento sobre el comportamiento de agregacion y la ecologia quimica
de los triatominos; sin embargo, hay aspectos que ain no han sido estudiados, sobre el
comportamiento de agregacion, y las posibles modificaciones en los componentes del sistema de
comunicacion por diferentes factores. En este contexto, es de interés particular estudiar el factor
vinculado directamente con su rol como vector (p. €j., la infeccion por T. cruzi). Ademas, este tipo
de investigacion adquiere aun mas relevancia al considerar la importancia epidemiolégica que
tienen los triatominos vectores del T. cruzi (el agente causal de la enfermedad de Chagas) en
Yucatan. Por lo tanto, analizar el efecto que tiene T. cruzi sobre el comportamiento de agregacion,
profundiza el conocimiento sobre la capacidad vectorial y de manera mas general, sobre la
epidemiologia de la enfermedad. Finalmente, esta investigacion pretende hacer un aporte directo
a nuevas estrategias de control y monitoreo utilizando métodos que sean seguros y sustentables,
que integren la ecologia y biologia del vector y, por ende, permita la disminucion de riesgo en la

transmisién vectorial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

e Determinar las diferencias entre T. dimidiata infectados y no infectados con T. cruzi en el
comportamiento de orientacién a sefiales quimicas emitidas por heces infectadas y no

infectadas con T. cruzi.

2.2 Objetivos especificos

e Analizar el comportamiento de agregacion de insectos infectados y no infectados hacia

heces infectadas con T. cruzi.

e Analizar el comportamiento de agregacion de insectos infectados con T. cruzi. y no

infectados hacia heces no infectadas.

e Comparar el comportamiento de agregacion de insectos infectados y no infectados hacia

heces infectadas y no infectadas con T. cruzi.

19



3 HIPOTESIS

La infeccion de Triatoma dimidiata con Trypanosoma cruzi modifica el comportamiento de

agregacion.

20



4 FUNDAMENTO TEORICO

4.1 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana €S una antropozoonosis
caracteristica de América. Es ocasionada por el protozoario Trypanosoma cruzi y es transmitida
principalmente por las heces infectadas de chinches hematofagas de la subfamilia Triatominae.
Actualmente, se calcula que en el mundo hay entre seis y siete millones de personas infectadas

(OMS, 2023).

La enfermedad de Chagas y su vector, se conocen desde los escritos de Fray Bernardino de
Sahagun, quien en su obra «Historia General de las Cosas de la Nueva Espafia» (1830) describe a
los triatominos como cucarachillas pardas, ponzofiosas y donde pican presentan comezon e
hinchazdn. Posteriormente en 1811, Latreille describio cientificamente la especie T. dimidiata, y
en 1909, el médico brasilefio Carlos Chagas descubrid la enfermedad que lleva su apellido y que

se vincula al parasito con los triatominos.

México, es un pais endémico para la enfermedad de Chagas, donde dos terceras partes del
territorio pueden ser consideradas en riesgo de transmision vectorial (Salazar et al., 2016). Sin
embargo, en la ultima década, el perfil epidemiologico de esta enfermedad ha sido modificado y
la han convertido en un riesgo mundial por la globalizacion y el aumento de los movimientos
poblaciones, por ejemplo, se estd extendiendo a areas no endémicas como los Estados Unidos de
América, Canada, Europa y algunos paises del Mediterraneo oriental y del Pacifico occidental

(Figura 1) (Liu et al.,2020).
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Figura 1. Patrones de propagacion mundial de la enfermedad de Chagas en la Ultima década. Rojo:
Zona endémica de la enfermedad de Chagas transmitida por vectores locales. Amarillo: Zona
endemica de la enfermedad de Chagas transmitida ocasionalmente por vector local. Azul: areas no
endemicas de la enfermedad de Chagas introducidas por casos importados con transmision no

vectorial (Liu et al., 2020).

Las zonas de riesgo para la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas, en la mayoria
de los paises de América Latina, se ubican en las areas rurales donde existe una alta proporcion de
viviendas en condiciones precarias y una convivencia estrecha con los ambientes silvestres del
vector-reservorio (Ramsey et al., 2003). Sin embargo, se ha evidenciado que los patrones de
infestacion dependen principalmente y en gran medida de la ecologia local de los vectores

(Waleckx et al., 2015).
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4.2 Descripcion bioldgica del agente etioldgico Trypanosoma cruzi

4.2.1 Anatomia y morfologia

Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae,

caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria, cuyo genoma se encuentra

ordenado en una compleja y compacta regién dentro de la propia mitocondria, denominada

cinetoplasto (Goldenberg y Avila, 2011).

T. cruzi presenta cuatro formas distintas de involucion: amastigote, promastigote, epimastigote

y tripomastigote (Figura 2). Las diferentes formas se distinguen entre si por la posicion del

cinetoplasto en relacion con el nicleo y por la presencia o ausencia de una membrana ondulante

(Goldenberg y Avila, 2011). A continuacion, se describen las formas del parasito:

Amastigote: Es més esférico y no tiene flagelo libre. El cinetoplasto se ve como un cuerpo
obscuro cerca del nucleo. Es la forma reproductiva en el interior de las células mamiferas
(principalmente en células musculares y nerviosas).

Promastigote: Tiene el cinetoplasto en la parte anterior y un flagelo libre sin membrana
ondulante.

Epimastigote: El cinetoplasto se encuentra localizado en la parte media del organismo justo
por delante del nucleo. El flagelo emerge de la parte media del parasito y forma una
membrana ondulante mas pequefia que la observada en los tripomastigotes. Es la forma
reproductiva en el tracto digestivo de los invertebrados (triatominos vectores) y en medio
de cultivos.

Tripomastigote metaciclico: El cinetoplasto se encuentra localizado posterior al nucleo,

usualmente en la porcion mas posterior del parasito. El flagelo sale del extremo posterior
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y se dobla hacia delante a lo largo del cuerpo del parasito, formando una membrana
ondulante a lo largo de todo el parésito y emerge en forma libre en su extremo anterior. Se
encuentra en la sangre de los mamiferos y es la forma infectante que contienen las heces

de los triatominos. Esta forma no se divide.

Anterior Anterior
\ Flagellum /

Basal
Bady

Kinetoplast

| Muclear
Pastarior

¥ Posterior

Amastigote Promastigote

Antarior

————— Anteriar

Dosmrlor.._‘\__‘\ / Posterior

Epimastigote Trypomastigote

Figura 2. Formas celulares de los Trypanosomatida. Por Richard Wheeler (Zephyris) 2006.

4.2.2 Transmision y ciclo biologico de T. cruzi

La principal ruta de transmision de T. cruzi es la vectorial, el ciclo de transmision comienza
cuando un triatomino hemato6fago infectado con el parasito se alimenta de los mamiferos (incluido
el humano) y posterior a la alimentacion, el triatomino excreta las heces sobre la piel lacerada por
la picadura y de esta forma, el hospedero, al rascarse, inocula dentro de la herida las formas
infectivas del parésito (tripomastigotes metaciclicos). Los tripomastigotes metaciclicos se

convierten en amastigotes cuando son fagocitados por los glébulos blancos. Esta es una etapa
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donde el parasito se reproducira por fision binaria. Después de la reproduccion, una gran cantidad
de amastigotes se encontraran dentro de la célula infectada. El amastigote se convertira de nuevo
en tripomastigote metaciclico para romper la célula e infectar otras células nuevas. (Carrada,

2004).

El 85% de los casos de enfermedad de Chagas es por la via vectorial. Sin embargo, también
existen las infecciones por transfusion de sangre o productos sanguineos de donantes infectados,
por la transmisién de la madre infectada a su hijo durante el embarazo o el parto (via congénita),
trasplante de 6rganos, oral (por consumir alimentos contaminados con heces de triatominos) y por

accidentes de laboratorio (Ramsey et al., 2003; OMS, 2023).

Clinicamente, la enfermedad de Chagas presenta dos fases principales llamadas fase aguda
y fase cronica. La primera fase (aguda), dura entre cuatro y ocho semanas después de la infeccion
inicial, y se caracteriza por la presencia de una alta cantidad de parasitos circulando en el torrente
sanguineo de los pacientes (Ballesteros-Rodea et al., 2018). Durante esta fase el paciente puede
no presentar sintomas o estos ser leves y no especificos. Posteriormente, empieza la fase cronica.
Al inicio de esta etapa, los parasitos se encuentran en forma de amastigotes en tejido cardiaco y no
se presentan signos clinicos. Sin embargo, con el paso de los afios, aproximadamente 30-40% de
los pacientes desarrollan sintomas, siendo generalmente alteraciones cardiacas, las cuales pueden
resultar en muerte subita por arritmias o insuficiencias cardiacas progresivas por destruccion del

musculo cardiaco y sus inervaciones (OMS, 2023).

Actualmente no se cuenta con una vacuna eficaz, y los medicamentos existentes
(Benznidazol y Nifurtimox) son parcialmente eficaces, siendo poco efectivos en la fase crénica

(60%) y se encuentran contraindicados para algunos pacientes (Secretaria de Salud, 2016; Murillo-
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Godinez, 2018; Villanueva-Lizama et al., 2018). Por lo tanto, el control vectorial es el método mas

utilizado para la prevencion de la transmision del parasito.

El principal objetivo de los programas de control de vectores en paises endémicos se ha
centrado en la eliminacién de las poblaciones domésticas de triatominos mediante la aplicacion de
insecticidas residuales para reducir la incidencia de la enfermedad (Lobbia, 2019). Sin embargo,
esta estrategia tiene como inconveniente su insostenibilidad a mediano plazo, generacion de
resistencia y dafios al medio ambiente por lo que actualmente se reconoce la importancia de
desarrollar estrategias de control basadas en una comprension integral de la ecologia del vector

(Waleckx et al., 2015).

4.3 Vectores del parasito T. cruzi

Todas las especies de triatominos se consideran vectores potenciales de T. cruzi, siendo los
géneros Triatoma y Rhodnius los mas abundantes y relevantes en la eco-epidemiologia de la
enfermedad. Dentro de estos dos géneros, las especies mas reconocidas son Triatoma infestans,
principalmente confinados en los paises del extremo sur de Sudamérica, Rhodnius prolixus con
una amplia distribucion por América Central hasta paises localizados en el norte del Amazonas y
Brasil y T. dimidiata principalmente distribuida desde México hasta el norte de Per (Dulbecco et

al., 2015).

La riqueza de triatominos en México es abundante, con 32 especies autoctonas descritas,
de las cuales todas, excepto Belminus costaricensis, Triatoma bassolsae, Triatoma bolivari y
Triatoma gomeznunezi, se han identificado naturalmente infectadas con T. cruzi (Ryckman, 1962;
Zarate y Zarate, 1985; Tay et al., 1992; Vidal et al., 2000; Magall6n-Gastélum et al., 2001; Ibarra-

Cerderia et al., 2009).
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Las especies mexicanas de Triatoma pertenecen a dos subgrupos: protracta y rubrofasciata
(Lent & Wygodzinsky, 1979). El primero incluye el complejo protracta, con seis especies y cuatro
subespecies de T. protracta en México y el complejo lecticularia (principalmente Triatoma
lecticularia, con un registro para Triatoma incrassata y dos para Triatoma indictiva en México)
(Ryckman, 1962; Galvao et al., 2003; Kjos et al., 2009). El subgrupo rubrofasciata incluye el
complejo rubida (5 subespecies de T. rubida) del norte de México y el sur de Estados Unidos
(Field-Cortazares et al., 2019), el complejo Phyllosoma, que se encuentra sélo en México (11
especies incluyendo Triatoma recurva) y el complejo dimidiata: 3 haplogrupos (hg) de Triatoma

dimidiata (Ibarra-Cerdefia et al., 2009).

4.4 Reservorios y hospederos de T. cruzi

Mas de 180 especies domésticas, sinantropicas y silvestres de mamiferos, incluido el
humano, pueden infectarse con el parasito T. cruzi y estar involucrados en el ciclo de transmision
del parasito (OMS, 2023, Ramsey et al., 2015). Los mamiferos domesticos son hospederos
relevantes para el parasito porque pueden desempefiar varios papeles en la transmision de T. cruzi,
y pueden actuar como un vinculo entre los ecotopos silvestres, peridomésticos y domésticos

(Carabarin-Lima et al., 2013).

En Yucatan, se ha documentado que los perros y gatos son importantes reservorios
domésticos (Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006). Por otro lado, los mamiferos silvestres con
registro de infeccion por Trypanosoma cruzi en la Peninsula de Yucatan son: Didelphis
marsupialis, D. virginiana, Ototylomys phyllotis, Heteromys gaumeri, Peromyscus yucatanicus,
Liomys irroratus, Neotoma mexicana, Paramelomys levipes, Sigmodon hispidus, Artibeus

jamaicensis, Choeronycteris mexicana, Glossophaga soricina, y Sturnira lilium (Zavala-
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Velazquez et al., 1996; Villegas-Garcia y Santillan-Alarcén, 2001; Ruiz-Pifia y Van-Wynsberghe
2002; Ramsey et al., 2012). Los mamiferos sinantropicos hallados frecuentemente infectados son
la zarigieya (Didelphis marsupialis), los roedores (Mus musculus y Rattus rattus), y los

murciélagos (Quiropteros).

En un estudio realizado por Moo-Millan y colaboradores (2019) en Yucatan, mencionan
que el perro, el humano y el ganado vacuno, son identificados como los principales mamiferos
involucrados en la conexién de los ciclos de transmision silvestre y doméstico. Siendo el perro el
hospedero que aparecié como el animal mas importante en la via de transmision de T. cruzi a los
humanos. Ademas, en este trabajo se evidenciaron otras especies domeésticas como gatos y cerdos,
asi como especies sinantropicas como los ratones, que previamente han sido reportados como

hospederos importantes de T. cruzi en la region.
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4.5 Descripcion Biologica de Triatoma dimidiata (Hemiptera: Reduviidae)

4.5.1 Anatomia y Morfologia

Triatoma dimidiata es una especie con un colorido distintivo en el cuerpo, que
generalmente va desde piceo a negro, y en el conexivo y corium desde amarillo palido hasta
amarillo naranja. El macho mide entre 24.5 a 32.0 mm, mientras que la hembra mide entre 24.5 a
35.0 mm (Figura 3) (Menes, 2004). Esta especie pertenece al Orden Hemiptera y se caracterizan
por poseer alas anteriores con la porcion basal engrosada y coriacea, y la apical membranosa
(denominada Hemélitros). Las alas posteriores son membranosas. Las partes bucales son del tipo
picador chupador y la probdscide estd segmentada; presentan o0jos compuestos bien desarrollados

(Borror et al, 1989).

anteclipeo

antena

tubérculo
antenifero

hemelitron (ala)

CONEXIvo

Membrana del

T hemelitron

Figura 3. Descripcion morfoldgica de Triatoma dimidiata. (Tomado de Menes, 2004).
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Estos insectos tienen una metamorfosis hemimetéabola cuyo ciclo biologico pasa por cinco
estadios ninfales hasta llegar al estado adulto (Figura 4). Cuando eclosionan del huevo lo hacen
con un aspecto muy similar a los adultos y se diferencian de los mismos por la ausencia de alas y
el aparato reproductor no desarrollado (Castillo y Wolff, 2000). Ambos sexos, asi como todos sus

estadios ninfales se alimentan de sangre (hematdfagos estrictos) (Obed y Rabinovich, 2010).

¥
t ]

Adulto

Huevo NI N2 N3

Figura 4. Ciclo de vida de Triatoma dimidiata. (Elaboracion personal: Franco-Sosa y Hernandez-

Bolio, 2023).

4.5.2 Reproduccién

En general, en los triatominos, la oviposicion comienza a los 10-20 dias siguientes de la
primera copula. Cada hembra puede depositar entre 100 y 600 huevos durante su vida adulta (3-4
meses), dependiendo de la especie y de la cantidad de alimento ingerido (Castillo y Wolff, 2000).
Se ha observado que aquellas hembras que no copulan, aunque se alimenten tienen vida corta (115
dias en promedio), mientras que aquellas que copulan pueden vivir 630 dias en promedio (Reyes-
Novelo et al., 2011). Los machos son llamados por las hembras para la copula a través de las
feromonas sexuales. Esta feromona sexual es producida por la glandula metasternal, la cual, solo

se encuentra en los estados adultos machos y hembras de los triatominos (May-Concha et al, 2013).
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4.5.3 Etologia y ecologia

Los triatominos presentan habitos nocturnos para desarrollar diversos comportamientos
entre ellos la alimentacion y la reproduccién (Castillo y Wolff, 2000). De acuerdo con Schofield
(1994), la regulacion natural del tamafio de la poblacion de triatominos depende de la densidad de
sus hospederos vertebrados. Generalmente, los triatominos tardan entre 10 y 20 minutos en
alimentarse a replecion. La mayoria de las especies de triatominos se alimentan de noche, cuando

sus hospederos vertebrados estan dormidos (Pefia-Callejas et al., 2022).

La importancia ecologica que presenta la especie T. dimidiata, es la capacidad que tiene de
habitar tanto en ambientes silvestres como en aquellos modificados por la accion humana
(peridomiciliares y domiciliares) (Gomez-Palacio et al., 2015). En este sentido, en Guatemala, se
le ha encontrado dentro de cuevas y refugios de animales (marsupiales, murciélagos, y otros
mamiferos), huecos y raices de arboles, cercas y pilas de piedras y en los domicilios (Sasaki et al.,
2003; Ramos-Ligonio et al., 2012; Cazorla-Perfetti, 2016; Guzman-Gomez et al., 2021; Murillo-

Solano et al., 2021).

En Yucatan esta especie vive principalmente en ecotopos selvaticos y en menor medida en
habitats peridomésticos, sin embargo, presenta un comportamiento intrusivo, es decir, ingresa al
interior de las viviendas de forma estacional durante la estacion de secas (marzo-julio), sin
establecer colonias sustentables dentro de los hogares (Gourbiere et al.,2008; Dumonteil et al.,

2009; Waleckx et al., 2016).
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4.6 Infeccion de T. cruzi en T. dimidiata

La presencia del parasito en el interior del vector puede modificar una amplia gama de
procesos fisioldgicos, comportamentales y morfoldgicos en el insecto, lo que resulta en una mayor
probabilidad de que el parésito pase de un hospedero intermedio a su hospedero definitivo (Poulin,

2010; Herbison et al., 2018).

Estas modificaciones podrian ser consecuencias necesarias de la infeccién o interpretarse
como manipulacion adaptativa del hospedero por parte de la infeccion. Varios estudios han
interpretado como manipulacion adaptativa diferentes modificaciones en la fisiologia o el
comportamiento de insectos vectores infectados con los parésitos que transmiten (Heil, 2016). Por
ejemplo, mosquitos Anopheles gambiae infectados con Plasmodium falciparum tienden a ingerir
poca sangre de varios mamiferos ademas que muestran una mayor atraccion a olores emitidos por
humanos con respecto a los mosquitos no parasitados (Smallegange et al., 2013). Por otro lado,
Aedes aegypti infectados con virus Dengue 2 mostraron mayor actividad locomotora en
comparacion a los no infectados (Lima-Camara et al., 2011). Phlebotomus doboscgi infectados
con Leishmania major tendieron a picar repetidamente a sus hospederos ratones (Beach et al.,

1985).

Aunque hay muchos estudios que determinan los cambios en insectos vectores infectados
con los paréasitos que transmiten, hasta el momento T. cruzi se considera histéricamente como no
patdgeno o sub-patdgeno para sus vectores (Schaub, 2009; Marliére et al., 2015). Sin embargo,
diversos estudios han demostrado que T. cruzi tiene efectos sobre la supervivencia, el desarrollo
ontogenético, el comportamiento y diferentes procesos fisioldgicos en diferentes especies de

triatominos probablemente por una manipulacion metabdlica (Schaub, 1992; Eichler y Schaub,
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2002; Schaub, 2006; Schaub 2009; Vallejo et al., 2009; Elliot et al., 2015; Marliére et al., 2015;
Ramirez-Gonzélez et al., 2019; Depickeére et al., 2019). Por ejemplo, Rhodnius prolixus infectado
con T. cruzi y T. rangeli mostraron un retraso en el tiempo de muda, la disminucion del potencial
reproductivo, el incremento en la actividad locomotora y la disminucién de la fototaxia positiva
(Fellet et al., 2014; Elliot et al., 2015; Marliére et al., 2015). En Mepraia spinolai infectados con
T. cruzi, mostraron una disminucidn en el peso de las génadas, en el tamafio corporal, en el tiempo
de deteccion del hospedero y en el tiempo de la primera deyeccion comparado con los insectos no

infectados (Botto-Mahan et al., 2006; 2008).

En Triatoma infestans se observo que los insectos infectados con T. cruzi, comenzaron a
defecar tempranamente y en mayor cantidad en comparacion con los insectos no infectados
(Pereyra et al., 2019). Otra modificacion en la etologia de este vector es que los insectos infectados
presentan un mayor comportamiento de agregacion hacia las heces de insectos infectados
(Depickere et al., 2019). Por otro lado, Triatoma pallidipennis y Triatoma longipennis infectados
con T. cruzi mostraron un aumento en su actividad locomotora y ademas refinan su respuesta
comportamental hacia olores de humano (Marliére et al., 2015; Ramirez-Gonzalez et al., 2019;

Marliére et al., 2021).

Estudios recientes con la especie T. dimidiata han demostrado el efecto de T. cruzi en su
biologia sensorial (Escalante-Talavera, 2021; May-Concha et al., 2022) y en la busqueda y
seleccion de hospederos (Uc-Diaz, 2021). Estos ltimos trabajos, han demostrado el efecto de T.
cruzi sobre el comportamiento y la plasticidad fenotipica del vector, concluyendo que estas
modificaciones en el vector podrian tener profundas consecuencias epidemioldgicas para la

transmision de la enfermedad de Chagas.
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4.7 Comunicacion quimica

Todos los organismos se comunican por medio de sefiales quimicas para transmitir
informacion. Existe una rama de la ciencia, llamada ecologia quimica, que se encarga de la
identificacion y sintesis de las sustancias que transportan informacion (semioquimicos), asi como
de los mecanismos de percepcion de los organismos y de las consecuencias ecoldgicas,
conductuales y de desarrollo que generan estos compuestos en los seres vivos (Alavez-Rosas et

al., 2023).

En insectos la comunicacion quimica permite las interacciones intra e interespecificas
mediante sefiales quimiosensoriales para impulsar una multitud de comportamientos. Hay tres
elementos importantes en esta interaccion: un emisor, una sefial y un receptor. Las sefiales
guimicas a menudo se denominan semioquimicos (del griego semeion, sefial), y estan divididos en
feromonas (actuan entre miembros de la misma especie) y aleloquimicos (acttan entre diferentes

especies) (Alavez-Rosas et al., 2023).

Las feromonas pueden clasificarse con base en su funcion: sexual, agregacion, alarma y
busqueda de alimento. Por ello, en los insectos sirven para encontrar pareja, permanecer juntos,
enviar sefiales a miembros de su misma especie indicando la locacion de alimento y para protegerse
de predadores, entre otras funciones (Klowden y Palli, 2022). Por su parte, los aleloquimicos se
dividen en: alomonas (compuestos que benefician al emisor), kairomonas (benefician al receptor),

y sinomonas (benefician a ambos).

Para detectar estos semioquimicos, los triatominos utilizan sus antenas, las cuales poseen
unos diminutos dérganos especializados llamados sensilas, que parecen pelos muy pequefios

(Figura 5). Dentro de las sensilas existe todo un mecanismo de reconocimiento y procesamiento
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de las moléculas que desencadena un impulso nervioso que es procesado en el cerebro para generar

una respuesta comportamental (Barrozo et al., 2017; Alavez-Rosas et al., 2023).
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Figura 5. Sistema olfativo de los triatominos. (Tomado de Alavez-Rosas et al., 2023).

4.8 Agregacion de triatominos

Los semioquimicos juegan un papel importante en los triatominos para llevar a cabo sus funciones
y procesos bioldgicos naturales y una de las feromonas mas importantes son las feromonas de
agregacion, que son sefiales que inducen la formacion de grupos de conespecificos, conduciendo
a sitios de alimentacion y/o de reproduccion (Cardé, 2014; McKinney et al., 2015). Por ello,
diversos autores han demostrado que las deyecciones de triatominos promueven agregacion intra
e interespecifica y que contienen compuestos quimicos volatiles que atraen insectos inmaduros y
adultos (Lorenzo-Figueiras y Lazzari 2002; Galvez-Marroquin et al., 2017; May-Concha et al.,

2018a). Esta sefial estaria asociada a la busqueda y encuentro del refugio 6ptimo mediante el patrén
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de deyecciones en los alrededores del ingreso al refugio que dejan los individuos que ya lo habitan,
Ademas, se sugiere que estas sefiales podrian indicar una fuente de alimento adecuada para los
triatominos (Lorenzo-Figueiras y Lazzari, 1996; Lorenzo-Figueiras et al., 1994). Es importante
resaltar que los refugios moderan la variacion climética y la vulnerabilidad a los depredadores, y
facilitan la transferencia de simbiontes a conespecificos, también podria facilitar la adquisicion de
T. cruzi (Lazzari et al., 2013; Beard et al., 2002). La estrecha interaccion de las ninfas con los
adultos conespecificos dentro de los refugios facilita el canibalismo, la hemolinfagia y la
coprofagia (Schaub, 1989), este tltimo comportamiento podria ser un factor preponderante en el
contexto de infeccion horizontal con T. cruzi en estados inmaduros (Schofield, 1979; Schaub y

Losch, 1988).

Como se ha descrito anteriormente, existe mucho conocimiento sobre la comunicacion y
ecologia quimica de los triatominos. A partir de los estudios pioneros realizados por May-Concha
(2010), T. dimidiata empez0 hacer objeto de estudios en ecologia quimica y fisiologia sensorial
(May-Concha et al., 2013, 2015, 2018b; Galvez-Marroquin et al., 2017). Sin embargo, hasta el
momento, ningun estudio, en esta especie en particular, ha analizado el efecto de la infeccion de
T. cruzi sobre el comportamiento de agregacion, ya sea como efecto patolégico o bajo el concepto
de manipulacién adaptativa. Por tal razdn, el presente trabajo de investigacion es pionero en esta

rama.
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5 DESARROLLO DEL PROYECTO
5.1 Determinacién del universo y obtencion de la muestra
5.1.1 Area de estudio y seleccion de la localidad

El estudio se realiz6 en las instalaciones de la Unidad de Experimentacion Animal (U.E.A.)
y en el laboratorio de Parasitologia del Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi
(CIR), dependencia de la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY); con la direccion calle 43

No. 613 x 90, Col. Inalambrica C. P. 97069, Mérida, Yucatan.

5.1.2 Obtencidén de la muestra

Se utilizaron ejemplares ninfales del 11 estadio de Triatoma dimidiata haplogrupo 1 (Pech-
May et al., 2019) obtenidos a partir de colonias del laboratorio de Parasitologia. Todos los insectos
fueron mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura (27° £ 2 °C), humedad relativa (70
+ 10%) y un fotoperiodo de 12:12 h dentro del insectario de la U.E.A, CIR-UADY y alimentados

cada siete dias con sangre de palomas (Columba livia) (Foto 1y 2 Anexos).
5.2 Determinacion del tipo de estudio (tipo de investigacion)

Este proyecto de investigacion fue del tipo investigacion cuantitativa ya que se realiz6 por
medio de un método estructurado y lineal, siguiendo una serie de etapas. Este se caracteriza por
usar herramientas de analisis matematicos y estadisticos para poder explicar, describir y predecir

el problema de investigacion.
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5.3 Infeccion de T. dimidiata con T. cruzi

Para la infeccion de triatominos (n=200), se uso la «cepa H1», una cepa Tcl de T. cruzi
mantenida en el laboratorio por transmisiones ciclicas de manera estandarizada por inoculacion

intraperitoneal (IP) en ratones adultos (hembras) cepa BALB/c. (Foto 3 Anexos).

Se utilizaron 4 ratones con una carga parasitaria entre 750,000 y 1,375,000 p x mL
aproximadamente. Durante la alimentacion, se coloc6 a cada uno de los ratones anestesiados con
Xilazyna-Ketamina (10 mg-100 mg x kg) por via intramuscular (IM) dentro de una jaula de 30 cm
por 20 cm, posteriormente se liberaron a 50 ninfas del 11 estadio de Triatoma dimidiata haplogrupo
1. El tiempo de alimentacion de las ninfas ad libitum con el raton infectado fue de
aproximadamente 30 minutos. La caja fue tapada con tela tipo malla fijada con una liga de hule

para evitar que las ninfas se salieran de la caja (Foto 4 Anexos).

Después de la infeccidn con T. cruzi los insectos fueron alimentados cada siete dias con
sangre de palomas (Columba livia) para su muda hasta alcanzar el cuarto estadio ninfal y con estos

ejemplares se realizaron los ensayos comportamentales de agregacion (Foto 5 Anexos).

5.3.1 Estatus de la infeccion de T. dimidiata por T. cruzi

Para determinar si las ninfas se infectaron con T. cruzi, después de 20 dias post
alimentacion, se evalud la infeccion de los insectos mediante analisis microscopico de las heces
(May-Concha et al., 2022). Para ello, por compresion abdominal se colectd una alicuota de las
heces aproximadamente entre 5 a 10 ul. Después, fueron colocadas en un portaobjetos y se observé
en un microscopio 6ptico con un aumento de 400x. Aquellos triatominos que resultaron positivos

a la infeccién formaron parte del grupo infectado, mientras los insectos del grupo control fueron
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aquellos triatominos que no estaban infectados con el parasito. De esta manera se conformaron dos
grupos experimentales: Insectos Infectados (I1) e Insectos No Infectados (INI). EI nimero total de

insectos analizados fue de 180 individuos, 90 Insectos Infectados y 90 Insectos No Infectados.

5.4 Obtencién de las heces

Se obtuvieron las heces de 15 ninfas de quinto estadio infectadas y no infectadas (emisores
de sefiales), comprimiendo suavemente la tltima seccion del abdomen con pinzas durante mas de
5 segundos para cada insecto, haciendo fluir gotas del contenido rectal. Se formaron dos
tratamientos experimentales: heces infectadas (HI) y heces no infectadas (HNI) con T. cruzi. Las
heces se recogieron y se mantuvieron en tubos Eppendorf cerrados de 1,5 ml y se utilizaron 24h
después de su recogida mientras aln estaban en estado liquido. Antes de cada ensayo, las heces se

mezclaron durante 3s.

Durante la recogida de las gotas fecales, no se permitié el contacto de las heces con ninguna
parte del cuerpo del insecto, esto se debe a que investigaciones previas han demostrado un aumento
en el comportamiento de agregacion cuando las heces se encuentran con cualquier parte del cuerpo,

como las patas (May-Concha et al., 2018a).

5.5 Ensayos comportamentales de agregacion

Los ensayos se realizaron con ninfas de cuarto estadio infectados (I1) y no infectados (INI)
con T. cruzi. La respuesta comportamental se evalud en una arena experimental circular de vidrio
(15 cm de diametro) de acuerdo con la metodologia descripta por May-Concha et al., 2018a. La
arena experimental tuvo como sustrato un papel filtro marca Whatman dividido en dos areas

iguales sobre el cual se le coloco un cuadro de papel filtro de 1 cm x 1 cm impregnado con el
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estimulo a evaluar (2ul de tratamiento) o (control). La posicién de los estimulos fue invertida
después de cada evaluacion para evitar sesgo direccional. La arena experimental se ubico dentro
de un cuarto en total oscuridad y se coloco en la parte superior una luz roja para tener una mejor

observacion durante el ensayo.

En este estudio se realizaron las siguientes series experimentales: se realizaron tratamientos
de una via (control vs estimulo) y de doble via (estimulo vs estimulo). El grupo de insectos
receptores fueron: ninfas infectadas y no infectadas con T. cruzi que se evaluaron en los siguientes
tratamientos: a) Heces Infectadas vs Control, b) Heces No Infectadas vs Control y c) Heces
Infectadas vs Heces No Infectadas (Figura 6). En total, se realizaron 30 repeticiones por cada grupo

de insecto receptor y tipo de tratamiento (emisor), para un total de 180 ensayos comportamentales.

Antes de iniciar cada ensayo, se coloco al insecto en el centro de la arena y se cubri6 con
un tubo de plastico para su aclimatacion durante cinco minutos. Después de este tiempo el insecto
fue liberado y se inici6 con el analisis de su comportamiento. La observacion del comportamiento
fue de diez minutos. Durante el tiempo transcurrido de cada ensayo, se registraron 3 datos: la
primera eleccion (hacia que area de la arena se dirigié al momento de liberarlo), el tiempo de
permanencia en cada area (tratamiento o control) y la Gltima eleccion (area de la arena donde quedo

el insecto al terminar el tiempo del ensayo).
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Ensayos — Ninfas cuarto estadio ()
y (INI) con T. cruzi
-* 3 HivsC HNI vs C Hivs HNI =90
I
& Hvwsc | HNivsc | HivsHNL =90

1= Insecto Infectado. INI= Insecto No Infectado. HI= Heces Infectadas. HNI= Heces No
Infectadas. C= Control.

Figura 6. Esquematizacion de la estrategia experimental (Elaboracion personal).
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5.6 Analisis de datos

Para evaluar la adecuacion de los datos a los supuestos de la estadistica paramétrica, se
realizaron pruebas de normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia. Aquellos datos

que no cumplieron con los supuestos fueron analizados con pruebas no paramétricas.

Los datos obtenidos respecto a la primera eleccion se analizaron por medio de prueba
binomial para determinar si habia diferencias significativas entre atraccion del tratamiento o el

control.

Los datos obtenidos respecto al tiempo de permanencia en cada uno de los tratamientos se
analizaron por analisis paramétricos: prueba t de Student y prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon, la cual es una prueba no paramétrica para comparar el rango medio de las dos muestras

relacionadas y determinar si existen diferencias entre el control y el tratamiento.

Todos los datos fueron analizados con el programa R (v.4.1.2) y los resultados fueron
considerados estadisticamente diferentes cuando presentaron un valor de p<0.05. Las gréaficas

fueron realizadas con los programas esquisse y Prism.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Infeccion de triatominos

En total se infectaron 200 insectos del Il estadio ninfal. Sin embargo, solo 123 ninfas (61%)
lograron sobrevivir y mudar al 1V estadio. Ademas, el periodo de muda tardo dos veces més de lo
normal en su ciclo biol6gico de T. dimidiata. El objetivo de este trabajo no fue medir el tiempo de
muda o mortalidad de los insectos cuando estan infectados con T. cruzi. Sin embargo, se pudo
observar este letargo en la muda y la tasa de mortalidad elevada en los insectos infectados con T.
cruzi. Estos resultados también han sido observados por otros autores (Reis dos Santos y Lacombe,

1985; Botto-Mahan et al., 2008; Schaub, 2021).

Es importante resaltar que, durante los estadios juveniles, las ninfas deben alimentarse a
replecion cuando menos una vez, para poder mudar al siguiente instar (Zeledon et al. 1970;
Zeleddn 1981). No obstante, en un estudio realizado por Elliot et al. (2015) han sugerido
adaptaciones evolutivas tempranas del vector a la infeccién con T. cruzi debido a la competencia
de nutrientes, ya que los triatominos prolongan el tiempo de muda al estadio adulto, lo cual requiere
de mayor cantidad de nutrientes. Por otro lado, Fellet et al. (2014) y Ferreira et al. (2010)
determinaron que los insectos infectados tienen dificultades para alimentarse y tienen una mayor
mortalidad, asi mismo observaron que los insectos se dafian durante la ecdisis, lo que lleva a una

morfologia alterada.

Estos resultados demuestran que la tasa de supervivencia es baja en triatominos infectados
tal como lo ha sugerido Schaub (1992). Con base a estos trabajos y las observaciones obtenidas de
este estudio, es importante que futuras investigaciones analicen la tasa de mortalidad y el tiempo

de muda de T. dimidiata cuando estan infectados con T. cruzi, ya que estos pardmetros podrian
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proporcionar informacion clave sobre la influencia de la infeccion en la biologia del vector, lo que

a su vez permitiria entender mejor su papel en la transmision de la enfermedad de Chagas.

6.2 Comportamiento de agregacion a heces infectadas y no infectadas con T. cruzi

6.2.1 Analisis de primera eleccion en T. dimidiata

Para los ensayos de primera eleccion evaluando a los insectos no infectados (INI), se
observé que el 56% (17/30) de los INI fueron a las heces no infectadas (HNI), mientras que el 44%
eligio el control (p= 0.5847). Por otro lado, cuando se evaluaron las heces infectadas (HI) vs
control, el 60% (18/30) de los INI fueron a las HI, mientras que el 40% eligio el control (p=
0.3616). Por ultimo, cuando se evaluo el emisor de doble via con heces infectadas (HI) vs heces
no infectadas (HNI), se obtuvo que el 60% (18/30) de los INI fueron a las HI, mientras que el 40%

eligieron las HNI (p= 0.3616) (Tabla 1).

Aunque en los analisis estadisticos por medio de la prueba binomial comparando la primera
eleccion de los INI hacia cada tratamiento no mostro diferencias significativas (Figura 6), se puede
observar una tendencia de atraccion hacia las heces (tanto infectadas como no infectadas) en

comparacion con el control.
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Tabla 1.

Porcentaje del nimero de Insectos No Infectados (n=90) atraidos a los tratamientos respecto a la

primera eleccion.

Tratamientos % de insectos en HNI % de insectos en HI % de insectos en C
HNI vs C 56% 44%
Hl vs C 60% 40%
HNI vs HI 40% 60%

HNI= Heces No Infectadas. HI= Heces Infectadas. C= Control.

Evaluando a los Insectos Infectados (I1) y su primera eleccion, se observo que el 63%
(19/30) de los Il fueron a las HNI, mientras que el 37% eligi6 el control (p= 0.2005). De igual
manera cuando se evaluaron las HI contra un control, el 66% (20/30) de los Il fueron a las HI,
mientras que el 34% eligio el control (p= 0.09874). Finalmente, se evalud el ensayo de doble via
con HI vs HNI, y se obtuvo que el 63% (19/30) de los Il fueron a las HI, mientras que el 37%

eligio las HNI (p= 0.2005) (Tabla 2).

En este estudio se observé que los Il cuando fueron liberados se sintieron atraidos
inmediatamente por las heces (independientemente de si estaban infectadas o no) en comparacion
con el control, sin embargo, estadisticamente la prueba binomial no mostro una diferencia

significativa (Figura 7).
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Tabla 2.

Porcentaje del nimero de Insectos Infectados (n=90) atraidos a los tratamientos respecto a la

primera eleccion.

Tratamientos % de insectos en HNI % de insectos en HI % de insectos en C
HNI vs C 63% 37%
Hilvs C 66% 34%
HNI vs HI 33% 67%

HNI= Heces No Infectadas. HI= Heces Infectadas. C= Control.
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Figura 7. Comparacién en la primera eleccion de insectos infectados y no infectados con T. cruzi
hacia diferentes tratamientos: heces infectadas (HI), heces no infectadas (HNI) y control (C). Los

analisis realizados mediante prueba binomial no mostraron diferencias significativas en la eleccion

inicial de los insectos (p>0.05).
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6.2.2 Analisis del tiempo de permanencia en T. dimidiata

Se evalud el comportamiento de agregacion en insectos infectados y no infectados a heces

infectadas y no infectadas con T. cruzi.

6.2.2.1 Insectos de T. dimidiata infectados y no infectados a heces infectadas vs control

En esta primera serie se evaluaron insectos infectados (30 repeticiones) y no infectados (30

repeticiones) hacia heces infectadas vs un control.

Se analizé la normalidad de los datos (Kolmogorov-Smirnov, p= 0.3287); la homogenidad de
varianzas (Bartlett test, p= 1) y la independencia de los datos (Durbin-Watson test, p= 0.9942);
por consiguiente, se procedio a analizar los datos con la prueba t de Student mostrando una
diferencia estadisticamente significativa en el tiempo de permanencia de los Il en las HI en
comparacion con el control (p= 6.575e-05). Esto sugiere que los insectos infectados pasan mas
tiempo en las heces infectadas que en el area control, posiblemente indicando una atraccién

especifica hacia algun estimulo.

Por el contrario, los INI no mostraron una diferencia significativa en el tiempo de permanencia
entre las HI y el control (p= 0.3666), lo que sugiere que, en ausencia de infeccién, no hay una

preferencia clara hacia las HI (Figura 8).
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Figura 8. Tiempo de permanencia de T. dimidiata infectados y no infectados en heces infectadas
(HI) vs control (C). Los insectos infectados (I1) pasaron significativamente mas tiempo en las heces
infectadas que en el control (prueba t de Student, p= 6.575e-05), lo cual sugiere una atraccién
especifica hacia las heces infectadas. En contraste, los insectos no infectados (INI) no mostraron
diferencias significativas en su tiempo de permanencia entre las heces infectadas y el control (p=

0.3666). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0,001

6.2.2.2 Insectos de T. dimidiata infectados y no infectados a heces no infectadas vs control

Para esta serie de experimentos de igual manera se realizaron 30 repeticiones para cada
tratamiento (60 repeticiones en total). Se analiz6 la normalidad de los datos (Kolmogorov-
Smirnov, p= 0.998); la homogenidad de varianzas (Bartlett test, p= 0.8555) y la independencia de

los datos (Durbin-Watson test, p= 0.0101).

Los resultados estadisticos mostraron que no hubo diferencias significativas en el tiempo de
permanencia para ninguno de los grupos de insectos (infectados y no infectados) (Figura 9): en el

caso de los insectos infectados, el analisis de la prueba no paramétrica (Wilcoxon) report6 valor
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de p= 0.8129, indicando que estos insectos no muestran una preferencia en el tiempo de
permanencia entre las HNI y el control. De igual manera, los INI presentaron resultados similares,
sin diferencias significativas entre las HNI y el control (t de Student, p= 0.9128), lo cual sugiere

que este tipo de heces no genera una atraccion especifica en ambos grupos.
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Figura 9. Tiempo de permanencia de T. dimidiata infectados y no infectados en heces no
infectadas (HNI) vs control (C). No se encontraron diferencias significativas en el tiempo de
permanencia para ninguno de los grupos (prueba de Wilcoxon para insectos infectados (Il) p=

0.8129; prueba t de Student para insectos no infectados (INI) p= 0.9128).
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6.2.2.3 Insectos de T. dimidiata infectados y no infectados a heces infectadas vs heces no

infectadas

En este experimento se compard el tiempo de permanencia de los insectos en heces infectadas
(HI) frente a heces no infectadas (HNI). Se evaluaron 30 repeticiones para insectos infectados (1)

y 30 repeticiones no infectados (INI).

Se analiz6 la normalidad de los datos (Kolmogorov-Smirnov, p= 0.6489); la homogenidad de
varianzas (Bartlett test, p= 1) y la independencia de los datos (Durbin-Watson test, p= 0.04739).
Para los I1l, los andlisis estadisticos revelaron diferencias significativas en el tiempo de
permanencia, con un valor de p = 1.016e-05 en la prueba de Wilcoxon, indicando que estos
insectos prefieren las HI en comparacion con las HNI. Esto puede interpretarse como una
adaptacion o atraccion hacia ambientes que podrian favorecer la transmision del parasito. De igual
manera, los INI mostraron una diferencia significativa en el tiempo de permanencia (t de Student,
p = 0.02913) lo que sugiere una ligera preferencia hacia las HI (Figura 10). Esto podria implicar
que las HI presentan estimulos quimicos adicionales que atraen de alguna forma a ambos grupos

de insectos, siendo mas marcada en los insectos infectados.
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Figura 10. Comparacion del tiempo de permanencia de insectos infectados y no infectados de T.
dimidiata a heces infectadas (HI) vs heces no infectadas (HNI). Los insectos infectados (1)
mostraron una preferencia significativa por las heces infectadas en comparacion con las no
infectadas (prueba de Wilcoxon, p= 1.016e-05), lo que puede indicar una adaptacion o atraccion
hacia ambientes que podrian facilitar la transmision del paréasito. Los insectos no infectados (INI)
también mostraron una preferencia leve por las heces infectadas (prueba t de Student, p= 0.02913).

*p < 0.05, **p < 0,01, ***p < 0.001.

El presente estudio es el primero que analiza el cambio de comportamiento de agregacion de
T. dimidiata debido a la infeccién por T. cruzi. Para este estudio se evaluaron ninfas del cuarto
estadio esto respaldado por trabajos realizados sobre biologia sensorial en triatominos, en los
cuales se determinaron que las ninfas a partir del tercer estadio, tienen activado la parte sensorial

olfativa de receptores y responden a estimulos de alarma, defensa, etc.
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Estudios previos han reportado que las heces inducen un comportamiento de agregacion en
varias especies de triatominos como T. infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma mazzottii, Triatoma
longipennis, Triatoma pallidipennis, Triatoma barberi y T. dimidiata (Cruz-Lépez y Morgan,
1995; Lorenzo-Figueiras et al., 1994; Mota et al., 2014; Géalvez-Marroquin et al., 2017). Sin
embargo, en este estudio, se observo que las heces no infectadas emitidas por T. dimidiata (emisor

de la sefial) no atraen a los insectos infectados y no infectados (receptor de la sefial).

Las diferencias en los resultados podrian deberse en primer lugar, a que la mayoria de los
investigadores no realizan ensayos de agregacion conductual con insectos individuales; esto es
relevante dado que en un estudio reciente sobre el comportamiento de agregacion en T.
pallidipennis demostraron que los triatominos toman decisiones basadas en el grupo y no en el
individuo. Esto sugiere que la presencia de congéneres puede guiar a los individuos hacia los
refugiados, reduciendo asi la exposicion a los depredadores al mejorar la eficiencia de busqueda

de los refugiados (Alavez-Rosas et al., 2024).

En segundo lugar, cuando han evaluado las heces, estas han estado en contacto con las patas
(papel filtro) y diversos hidrocarburos cuticulares. En este sentido, un estudio realizado por May-
Concha et al. (2018b) sobre T. infestans demuestra que las heces tienen un efecto significativo en

el comportamiento de agregacién de los insectos cuando entran en contacto con la cuticula.

Los bioensayos de comportamiento demostraron que los insectos infectados con T. cruzi
prefirieron el lado que contenia heces infectadas, pasando mayor tiempo que en el lado control.
Ademas, en los resultados obtenidos para las series bidireccionales (es decir, heces no infectadas
frente a heces infectadas), se observo que los insectos infectados y no infectados prefieren las

heces infectadas, pasando mas tiempo sobre ellas que sobre las heces no infectadas. Estos
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hallazgos son consistentes con investigaciones previas que demuestran el impacto de la infeccion
por T. cruzi en el comportamiento de los insectos (Botto-Mahan et al., 2006; Schaub, 2006;
Depickere et al., 2019; Pereyra et al., 2019; Chacén et al., 2022). De igual manera hay que
considerar que los estudios difirieron en factores como la especie de triatominos, etapa en la que
se infecto el insecto y en la que se observaron los efectos, duracion de la infeccion, cepa de T.

cruzi, y disefio experimental.

La presencia prolongada de insectos en el lado que contiene heces infectadas sugiere un posible
mecanismo de transmision del parasito, ya que puede aumentar la probabilidad de contacto entre
insectos infectados, a través de la transmision oral por depredacion de triatominos (Jansen et al.,

2015).

Otro factor a tomar en cuenta son los simbiontes intestinales, microorganismos esenciales en
los triatominos que proporcionan compuestos metabdlicos clave que no estan presentes en la
sangre (Eichler & Schaub, 2002), y su presencia en la materia fecal podria proporcionar una fuente
potencial directa de compuestos de agregacion fecal. Se ha demostrado que las comunidades
microbianas fecales desempefian un papel en la comunicacion animal (Ezenwa et al., 2012). Por
ejemplo, en la cucaracha alemana Blattella germanica (Blattodea: Blattellidae) (Linnaeus, 1767),
las comunidades bacterianas intestinales median en la produccion de la feromona de agregacion

(Wada-Katsumata et al., 2015).

Otros estudios han demostrado que los triatominos infectados presentan un aumento de
expresion del producto antimicrobial del intestino medio en T. infestans y también se ha observado
un incremento de los compuestos volatiles de heces y orina de los hospederos, adquiriendo una

mayor intensidad, volviéndose mas perceptibles por el vector (Palau, 2000). Este aumento favorece
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el establecimiento del parésito en el intestino anterior del vector y en la atraccion en el
comportamiento de agregacion (Botto-Mahan et al., 2006; Botto-Mahan et al., 2008; Dumonteil

et al., 2018; May-Concha et al., 2020).

Los cambios conductuales en la agregacién podrian promover la competencia vectorial, que
engloba la capacidad de adquirir, mantener y transmitir un patégeno, y podrian afectar a la
dindmica de transmision del paréasito (Chacon et al., 2022). Por consiguiente, resulta fundamental
investigar con mayor profundidad los efectos de los multiples escenarios complejos y dindmicos

del ciclo de transmision de T. cruzi durante el comportamiento de agregacion.

54



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las heces infectadas atraen en mayor porcentaje a Triatoma dimidiata infectados y no
infectados con Trypanosoma cruzi que las heces no infectadas, sugiriendo que este efecto podria
ser una estrategia del parasito para asegurar su transmision, teniendo un impacto importante en la

epidemiologia de la enfermedad.

La infeccion con T. cruzi modifica el comportamiento de agregacién en T. dimidiata, en

este sentido aumentaria la probabilidad de contacto entre vector-parésito.

El comportamiento de agregacion a heces de los triatominos puede tener un papel crucial

en la prevencion y control de enfermedades transmitidas por vectores.
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ANEXOS

Galeria de fotos

Foto 1. Colonia de T. dimidiata dentro del U.E.A. del laboratorio de Parasitologia.
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Foto 2. Separacion de ninfas del 11 estadio de T. dimidiata para realizar los bioensayos.
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Foto 3. Cria de ratones infectados con T. cruzi.
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Foto 4. Alimentacion de T. dimidiata con ratones infectados con T. cruzi.
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Foto 5. Alimentacion de T. dimidiata con palomas (Columba livia).
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