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RESUMEN

Introduccion: Una de las estrategias del control de la enfermedad de Chagas, esta
relacionada con la interaccion parasito-vector. Dado que los triatominos son vectores
transmisores del parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), y en su intestino coexiste
con bacterias simbiontes, era probable que la eliminacidn de los simbiontes influyera
en el comportamiento del parasito, el cual se puede ver reflejado en la atenuaciéon de
su virulencia. Objetivo: Determinar la influencia de simbiontes bacterianos,
presentes en Triatoma barberi (T. barberi), el principal triatomino en México, sobre la
virulencia de T. cruzi. Material y Métodos: Se aislaron bacterias simbiontes del
intestino y de heces de ejemplares de T. barberi, desde primer estadio hasta la
adultez, desarrollados en el laboratorio de investigacion del ICSa de la UAEH,
Pachuca, Hidalgo. También se aislaron tripanosomas a partir de contenido intestinal
de triatominos infectados con el parasito en el laboratorio. Las bacterias aisladas se
pusieron en contacto con T. cruzi en medio de cultivo y después de 2 pases se
utilizé al parasito para infectar ratones, de igual manera se infecté otro grupo de
ratones Unicamente con el parasito sin tener contacto previo con las bacterias.

Resultados: Triatoma barberi contiene simbiontes de tipo bacteriano desde el
momento de la eclosién; éstos influyen negativamente en la reproduccion de T.

cruzi, y atendian su patogénesis.



CAPITULO |

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es un problema importante de salud publica en México, y
en el resto del continente americano. El agente causal denominado Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) es transmitido al humano a través de las deyecciones de insectos
hematofagos denominados triatominos. Para control de la enfermedad es necesario
evitar la transmision, para ello, se han investigado las interacciones parasito-
triatomino. Se sabe que estos insectos contienen en su intestino bacterias
simbiontes que en algunas especies de triatominos favorecen o evitan la presencia
de diferentes tripanosomatidos. En México existen 31 especies de triatominos, no se
conoce su flora de bacterias simbiontes y mucho menos su interaccién con T. cruzi.
De causar un efecto negativo para el parasito el estudio de los simbiontes seria una
estrategia de control de la transmision. La pregunta principal de investigacion es:
¢La presencia de bacterias simbiontes del tubo digestivo de T. barberi de

triatominos, influyen sobre la virulencia de T. cruzi?

El objetivo principal de este trabajo, fué determinar la influencia de simbiontes
bacterianos, presentes en T. barberi, el principal triatomino en México, sobre la

virulencia de T. cruzi.



CAPITULO Il

ANTECEDENTES

La enfermedad de Chagas es una parasitosis exclusiva del continente americano, y
es causada por un protozoario hemoflagelado denominado Trypanosoma cruzi, el
cual es transmitido principalmente por insectos hemipteros redavidos de la
subfamilia Triatominae, también llamados triatominos y que comunmente se les
conoce como chinches besuconas®. A principios de los 90s, fué considerada como la
infeccidbn parasitaria mas importante en Latinoamérica y con un impacto

socioeconémico alto?.

Se sabe que 8-9 millones de personas que habitan en México, en paises Andinos y
en América Central, estan infectados, y 25 millones estan en riesgo de infeccion®.
Para todo el continente americano hay 16 a 18 millones de personas infectadas, y 90
millones en riesgo de infeccién.! * Esta infeccién se caracteriza por presentarse en
tres fases: aguda, indeterminada y crénica; en esta Ultima el paciente manifiesta
cardiomegalia, megaesoéfago y megacolon; el mas comun es la cardiomegalia; la
cual conduce a problemas cardiacos y finalmente la muerte por insuficiencia
cardiaca’. La enfermedad de Chagas tiene ademas un impacto social y econémico
muy importante; por un lado la gente que vive en zonas endémicas convive con los
triatominos; y estos se pueden asociar con pobreza, mala higiene e incluso pérdidas
econdémicas y dafio al ambiente por esfuerzos inapropiados mediante plaguicidas

para controlarlas.* Desde el punto de vista econémico, el individuo infectado se



muestra discapacitado para laborar, provocando ausentismo; ademas de que el
costo de atencion médica para una persona infectada varia segun el tratamiento,
desde 150 hasta 1630 délares EU por afio®. Por tanto, es necesario realizar
campafnas de control y prevencion de la transmision de la enfermedad de Chagas.
En algunos paises sudamericanos, como es el caso de Uruguay, Chile, Argentina,
Brasil, Paraguay y Bolivia los indices de infestacion por triatominos en los hogares
ha disminuido gracias al empleo de insecticidas; en Uruguay disminuy6é de 6% en
1983 a 0.3% en 1996, en Chile en el mismo periodo disminuy6 de 20% a 0.1%. De
igual manera y como consecuencia de lo anteriormente mencionado, la infeccion en

nifios también disminuyé de un 7.2 a 0.1%.*

Con relacion a México, la enfermedad de Chagas también es un problema de salud
importante. La encuesta nacional seroepidemiologica en la que se muestrearon mas
de 66000 individuos de todo el pais, muestra resultados de seropositividad con una
prevalencia de 1.6%, variando desde 0.1 hasta 5% para los diferentes estados de la
Republica Mexicana.® Varios estudios reportan la presencia de individuos infectados
con T. cruzi, la presencia de triatominos y el aislamiento del paréasito.® * En México,
se reportan 31 especies de triatominos transmisores del parasito, considerandose
por ello un problema importante de salud para nuestro pais.” Por un lado se impulsa
un programa de control de la transmision por transfusion sanguinea en diferentes
bancos de sangre, aunque no se ha aplicado en todos los existentes del pais.” Con
relacion a la transmision por triatominos, a pesar de las campafas de fumigacion
mediante el empleo de insecticidas, las zonas endémicas y vulnerables por la
presencia de triatominos no se han reducido.®> * Ademas, el empleo de sustancias
quimicas pueden deteriorar el medio ambiente y su costo de fabricacion puede
resultar elevado para paises tercermundistas. Se piensa que es imposible eliminar a
los triatominos hasta su extincién, y quizas el empleo de insecticidas conduzca a su
resistencia, por lo que es necesario comprender mas aspectos bionémicos de su
especie para el disefio de mejores y garantizados programas de control de la

transmision de la enfermedad de Chagas. & °



Respecto a los triatominos, una interrogante que surge es: ¢ Cuales son los factores
gue permiten el establecimiento de T. cruzi dentro del intestino de los triatominos? Al
conocer la respuesta a esta pregunta, se podra disefar alguna estrategia de control
que pretenda interrumpir el ciclo de transmision. En este sentido, se ha demostrado
gue los factores que influyen en dicho establecimiento estan relacionados con los
tejidos epiteliales del triatomino, con receptores moleculares en la superficie de T.
cruzi y con el microambiente que permite dicha interaccion, en el cual, estan
presentes moléculas que facilitan la interaccibn o microorganismos que son

simbiontes del intestino de los triatominos.®t

Se ha demostrado que
particularmente termitas y cucarachas contienen en su intestino microorganismos
que actGan como simbiontes que inclusive contribuyen a la dieta del propio insecto.™*
Sin embargo, es interesante conocer si estos simbiontes producen sustancias que
influyen positiva 0 negativamente con parasitos que puedan ser transmitidos por el
insecto vector. A este respecto diversas moléculas que interfieren en el desarrollo
del parasito dentro del transmisor, han sido identificadas.'? De este modo se han
establecido técnicas que transforman genéticamente a los vectores, ocasionando
gue ellos produzcan moléculas que interfieran con el desarrollo del parasito; asi, los
transmisores de parasitos de importancia médica como es el caso de los triatominos
se han estudiado con la finalidad de buscar mecanismos que impiden el
establecimiento de T. cruzi. Se ha observado que bacterias como Rhodococcus
rhodnii y Nocardia sp. presentes en el intestino de triatominos, particularmente en
Rhodnius prolixus y Triatoma infestans, respectivamente, afectan el desarrollo de
algunas especies de tripanosomatidos: Trypanosoma rangeli y Blastocripthidia

triatomae.*®

Una estrategia que se ha disefiado con esta finalidad, es extraer las bacterias
simbiontes del intestino del triatomino, manipularlas genéticamente, introduciendo en
ellas genes que codifican para moléculas que puedan eliminar o impedir el
establecimiento de T. cruzi y volverlas a introducir al intestino para que realicen la

accion esperada.’* *® La bacteria Rhodococcus rhodnii fue aislada del triatomino



Rhodnius Prolixus y se le introdujo un plasmido con el gene que codifica para
Cecropin A, un péptido con actividad tripanocida; cuando se volvié a introducir al
triatomino, redujo o elimin6 los tripanosomas presentes en el insecto.’® ’Estos
resultados permitieron crear una estrategia para eliminacion de T. cruzi dentro del
intestino de triatominos a los cuales por esta razon se les da el nombre

paratransgénicos.'® *°

Todos estos hallazgos muestran el papel que juegan las bacterias simbiontes
presentes en el intestino de los triatominos y su relacion con T. cruzi; sin embargo la
literatura principalmente de paises sudamericanos, como es el caso de Brasil
Uruguay, Chile, Argentina, Paraguay y Bolivia ha reportado estudios en solo dos
especies de triatominos, como es el caso de Rhodnius prolixus y Triatoma infestans.
Mientras que en México existen 31 especies de vectores, en las cuales, aun no
sabemos si se encuentran las mismas bacterias simbiontes y ademéas qué efectos

producen éstas con el desarrollo de las cepas de T. cruzi en nuestro pais.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

La tripanosomiasis americana o la enfermedad de Chagas es un grave problema de
salud publica en Centroamérica y Sudamérica; es la enfermedad parasitaria mas
importante, y la que causa mas morbilidad que todas las otras enfermedades
parasitarias juntas; se estima que de 16 a 18 millones de personas son infectadas

por la enfermedad de Chagas; de los infectados, 50 000 moriran cada afio.*

En su ciclo de vida incluye cuatro estadios basicos; los cuales se definen por su
forma, la posicidn del cinetoplasto respecto al nucleo y la region por donde emerge

el flagelo, de esta forma se identifican:

Epimastigote: No es infectiva, se encuentra en el intestino del vector y es la fase de

reproducciéon del parasito. El cinetoplasto es anterior y esta cerca del nucleo, y su

flagelo es como una pequefia membrana ondulante.

Tripomastigote metaciclico: Esta es la forma no replicativa e infectiva para el

humano y es la que se obtiene de la diferenciacion de los epimastigotes en la

porcién distal del intestino del vector, éstos son expulsados junto con las heces



fecales y de esta manera pueden penetrar en el huésped ya sea por mucosas 0
soluciones de continuidad. Su nudcleo es vesiculoso y en la parte posterior se
encuentra el cinetoplasto esférico; el flagelo con su membrana ondulante estéa a lo

largo de todo el cuerpo y se contintia libremente en el extremo posterior.

Amastigote: Es la forma replicativa intracelular y proviene de la diferenciacién de los
tripomastigotes tanto metaciclicos como sanguineos y pueden infectar a otras
células; su forma es redondeada, su flagelo no es visible y presentan un gran nicleo

y cinetoplasto.

Tripomastigote sanguineo: También es forma no replicativa pero infectiva para el

vector y es producto de la diferenciacién del amastigote. *

Este parasito como ya se ha mencionado, es transmitido por los triatominos, los
cuales han encontrado en nuestro entorno las condiciones adecuadas para su
adaptacion como lo son las caracteristicas de la vivienda; ya que estos elaboran sus
nidos dentro de los agujeros de las paredes de madera que son caracteristicas de
las zonas rurales; también pueden morar en los alrededores de las viviendas y

emplear los troncos o desperdicios abandonados en los traspatios de las casas.*

Los aspectos morfolégicos que caracterizan a los hemipteros son: presencia de un
rostro o pico recto por debajo de la cabeza, que consiste en un labio segmentado
gue aloja a las piezas bucales que son finas y delgadas (estiletes) y constituyen 2
mandibulas (perforan la epidermis), y 2 maxilas (que penetran en busca de un
capilar al momento de la picadura). Poseen antenas de 4 segmentos a ambos lados

de la cabeza en la region anterior de los 0jos; en el segundo segmento poseen pelos



finos y largos, que se insertan en depresiones redondas, llamados tricobotrios cuya

distribucion parece ser caracteristica en diversas especies.?’ (ver Figura 1).
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Figura 1. Estructura cefalica general de triatominos; donde se observa el labio
segmentado que aloja a las piezas bucales que son finas y delgadas (estiletes) y

constituyen dos mandibulas y dos maxilas (1) y sus antenas (2).

El pronoto posee un lobulo anterior y otro posterior, que pueden llevar espinas o
tubérculos de interés taxonomico. EI mesonoto estd formado por un escutelo. El
abdomen en los adultos, tiene 7 segmentos visibles; el primer segmento esta
escondido y los dltimos tres son parte de los genitales de ambos sexos?® (ver Figura
2).

El conectivo, o parte lateral del abdomen muestra generalmente manchas de colores

y formas variadas dependiendo de la especie. Los adultos son alados; las alas
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anteriores son verdaderos hemélitros con una porcion dura (corio) y otra
membranosa (ver Figura 2); las posteriores son delgadas, membranosas y se doblan

debajo de las primeras.

Figura 2. Estructura dorsal general de triatominos donde se observan: I6bulo anterior
del pronoto (1), I6bulo posterior del pronoto (2), espinas o tubérculos (3), escutelo

(4), conectivo (5), corio (6), porcion membranosa (7), ocelo (8), ovipositor (9).

Las ninfas no solo carecen de alas y de aparato genital, sino también de ocelos,
escutelo y conectivo (ver Figura 3). En ellas su torax posee sus tres porciones mas o

menos nitidas y el abdomen muestra 10 segmentos, aunque los ultimos son muy
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reducidos. Las caracteristicas del térax dorsal permiten reconocer cualquiera de los
cinco estadios ninfales y el aspecto de los dltimos segmentos abdominales de la

ninfa de 5to estadio permite determinar el futuro sexo del adulto® (Figura 3).

Figura 3. Estadios morfoldgicos de triatominos, desde huevo, pasando por cinco

estadios ninfales hasta su diferenciacion sexual, macho y hembra respectivamente.

El canal chupador de los triatominos, se continGa con la faringe; luego hay un
esofago corto y un estdmago distensible (promesenteron) en donde la sangre se
acumula para su digestion. Este se continla con una porcién mas delgada y larga
(postmesenterén o intestino medio), que atrae los productos principales de la
digestion, y que va a terminar en el saco rectal a la misma altura en que se abren las
cuatro ampollas de los tubos de Malphigi que descargan la orina directamente en

este saco el cual constituye por si solo el intestino posterior. En esta seccion se
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encuentra una glandula especial, que tapiza la porcion inicial del saco, llamada
glandula rectal.?°

En cuanto a la transmision de esta parasitosis, inicia cuando el triatomino no
infectado se alimenta de la sangre de un mamifero que si esta infectado y porta a los
pardsitos en su sangre (ver Figura 4); los tripomastigotes pasan hacia el intestino del
triatomino donde se transforman en epimastigotes; éstos se multiplican por fisién
binaria y a los pocos dias vuelven a convertirse en tripomastigotes metaciclicos en la

porcion distal del intestino.

ESTADOS EN LA PULGA

La chinche se alimenta

ESTADOS EN EL HOMBRE

Los tripomastigotes
mataciclicos penetran en varias
células en el sito de la picadura.

Dentro de las células se

Tripomastigotes
transforman en amastigotes

de sangre después de
metaciclicos en el

picar
intestino terminal @
B LR
.Y

s/

Multiplicacién en el
integtino madio

R9)

Los amastigoies se
e multiplican por

Los tripomastigotes  fiSion binaria en las
células infectadas

o pueden infectar otras
células y
La pulga se alimenta transformarse en
de sangre amastigotes em
contaminada nuevos sitios.
{lngestlén de Pueden producirse
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en &l intestine =
- v A
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Los amastigotes intracelulares se
transforman en tripomastigotes
que salen de las células y entran en
la sangre

A- diagnéstico

Figura 4. Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi.

Cuando el vector se alimenta, puede defecar sobre la piel 0 mucosas del humano o
mamifero, y de esta forma deposita las heces junto con los tripomastigotes
metaciclicos infectantes; estos se introducen a las células del tejido del huésped
vertebrado cercano al sitio de penetracién, y aqui se transforman en amastigotes, los
cuales también se multiplican por fision binaria y llegan a la sangre cuando su
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elevado numero causa la muerte y destruccion de la célula infectada, pueden
infectar otras células o transformarse en tripomastigotes sanguineos y el ciclo
finaliza cuando un triatomino se alimenta y adquiere el parasito." Existen ademas
otras vias de transmision, aunque son menos frecuentes, como es el caso de la
transfusién sanguinea con sangre infectada, ingestion de comida contaminada con
el parasito, accidentes de laboratorio por inoculacion directa, también por via
congénita o transmisién a través de lactancia materna.® La patogenia de esta
enfermedad no se ha establecido con certeza, pero actualmente se han propuesto
tres teorias principales; la primera habla de un dafio directo, que se debe a la lesion
gue produce el parasito al invadir a las células del huésped desencadenando un
proceso inflamatorio localizado, ya que al provocar la invasion, replicacion y muerte
de las células infectadas ocasionan liberacion de los parasitos y reinfeccion de otras
células produciendo dafos irreversibles en los érganos afectados, en particular
corazén, esofago y colén. La segunda teoria habla de afeccion autoinmunitaria, ya
gue se han descrito anticuerpos circulantes en pacientes chagasicos cronicos, que
reaccionan contra proteinas de tejido conectivo, endocardio y proteinas de musculo
estriado, entre otras; lo que ocasiona reconocimiento de las particulas proteinicas
tanto propias como extrafias y activacion de un proceso inmunolégico humoral y
celular en contra de los érganos del huésped. Y por ultimo la teoria neurdégena, que
asume que el dafio del parasito se observa principalmente en las células del sistema
parasimpatico que inerva los drganos afectados; esto tiene como consecuencia una
estimulacién simpética excesiva, que a través de los afios causa lesion irreversible

por sobrecarga de trabajo.*

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas por lo regular se dividen

en tres fases:

Fase Aguda. Es més visible en nifios menores de 6 afios, la mortalidad en esta

etapa es muy baja. El periodo de incubacién es de 3 dias y se pueden encontrar
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parasitos en sangre después de 14 a 28 dias hasta 6 meses. Los signos mas
comunes son los de “puerta de entrada”, como el chagoma de inoculacion
(inflamacién localizada en el sitio de infeccion) que produce inflamacién, dolor y
eritema; el signo de Romafa Mazza que es un edema bipalpebral unilateral, eritema
conjuntival, adenitis de cadena cervical y dacriocistitis; este aparece cuando la via
de infeccion es por la conjuntiva ocular. Ademas, hay malestar general, hipertermia
intermitente, linfadenitis generalizada, mialgias, escalofrio, hepatoesplenomegalia,

astenia, adinamia.

Fase subclinica o indeterminada: Puede extenderse desde los 6 meses hasta 20

afos, es un periodo asintomatico, que se localiza antes de presentar el dafio
caracteristico de la fase «cronica. Puede haber manifestaciones

electrocardiograficas, pero estas son muy inespecificas.

Fase Cronica: Hay alteraciones cardiacas principalmente de la conduccion, las

cuales propician bloqueos completos o incompletos de alguna de las ramas del haz
de His. EIl crecimiento ventricular es comun, y éste puede llevar al paciente a una
insuficiencia cardiaca, ademas de estas alteraciones podemos encontrar
valvulopatias, la mas comudn es la estenosis mitral. Esta dilatacién progresiva nos

lleva a una cardiomegalia visible en radiografias y en electrocardiograma.

En cuanto al diagnéstico debemos de tomar en cuenta otras patologias que
ocasionan cuadros clinicos similares, como alergias (por el signo de Romafa
Mazza), y mordeduras de insectos (por el chagoma). Durante la fase aguda de la
enfermedad de Chagas se puede establecer un diagnostico de manera directa por
medio de observacion en un frotis de sangre; de igual manera se puede emplear la
inoculacion de sangre del paciente en animales de experimentacion, el hemocultivo

y el xenodiagnéstico. Este ultimo consiste en utilizar triatominos no infectados
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alimentados con la sangre del paciente, y efectuar observaciones directas de las
heces fecales en busca del parasito en los dias 7, 14 y 30 después de alimentarse.*
Y dentro de los métodos serol6gicos mas aplicados durante todas las fases de la
enfermedad, se encuentran la hemaglutinacion indirecta (HAI), el método de ELISA,

y la inmunofluorescencia (IF1).!

Hablando de tratamiento, podemos afirmar que hasta el momento no existe un
farmaco del todo efectivo e inocuo para el paciente contra la enfermedad de Chagas,
dado que los suministrados hasta el momento, no son por completo eficaces en
todas las fases de la enfermedad o producen graves efectos colaterales. El agente
mas prescrito en el tratamiento de la enfermedad de Chagas, es un derivado de la
nitrofurfurilidina  (3-metil-4-5-nitrofurfurilidenamino-tetrahidrol  [1,4]-tiazino-1, 1-
diéxido), el cual es efectivo en los casos agudos y crénicos tempranos; su
mecanismo de accion es la inhibicion del desarrollo intracelular del parasito. El
benznidazol se ha prescrito con cierto éxito para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas, sin embargo hay varias desventajas por su utilizaciéon: entre las cuales se
encuentran la resistencia al medicamento por el parasito, reacciones secundarias en
el paciente,! asi como el costo de los medicamentos, por lo cual es preferible la
profilaxis, en este sentido, el control de los triatominos ha llegado a ser una prioridad
para la salud publica. A la fecha se han demostrado los beneficios que resultan del
control eficaz en diferentes paises de Sudamérica.?™ ** En la década pasada, los
programas de control en la mayoria de los paises endémicos, habian tenido un gran
éxito, interrumpiendo la transmision de la enfermedad y ocasionando una reduccion
sustancial de la enfermedad de Chagas.® Sin embargo el empleo de insecticidas
tiene sus desventajas: el costo de su fabricacion, el deterioro del medio ambiente y
finalmente la resistencia que se genera en los insectos. Por lo cual es importante la

creacion de nuevas herramientas de control. 2%
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El estudio de triatominos paratransgénicos es otra alternativa: la cual consiste en
extraerles los simbiontes del intestino, introducir en estos simbiontes genes que
codifiguen para péptidos que tengan una funcidon en contra de T. cruzi; de esta
manera se impide que T. cruzi se desarrolle sin necesidad de desaparecer al
vector.}¥% 2 Es posible que T. cruzi, si se desarrolle en triatominos pero modifique
su comportamiento y por tanto repercuta en su virulencia, la cual se define como la
capacidad del parasito para producir dafio en el huésped. En el caso de las
infecciones por T. cruzi, la virulencia se determina infectando ratones de
experimentacion: se mide la parasitemia, la mortalidad y la afinidad que tiene el
pardsito para infectar diferentes 6rganos (histotropismo), en un determinado tiempo

(30 a 90 dias de infeccion).? %



CAPITULO IV

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que la principal via para adquirir la enfermedad de Chagas, es a través de la
transmision de T. cruzi por medio de las deyecciones de triatominos, el control de la
infeccion se podria enfocar hacia el estudio de estos. Se sabe que presentan en su
intestino simbiontes que interactian con T. cruzi, como es el caso de Rhodnius
prolixus y Triatoma infestans. Es posible que otras especies de triatominos también
presenten simbiontes aunque no necesariamente los mismos que para aquellos
triatominos. De hecho no se conoce la presencia de simbiontes en el intestino de
otras especies que existen en nuestro pais, como T. barberi, el transmisor mas
importante de T. cruzi en México, y por consiguiente no se conocen las
repercusiones que traerd en la virulencia del parésito. Es por eso que surgio la

siguiente pregunta:

¢Influye la presencia de bacterias simbiontes del tubo digestivo de especies

mexicanas de triatominos, sobre la virulencia de T. cruzi?
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4.1 Justificacion

El mecanismo de transmision de T. cruzi mas frecuente es mediante las deyecciones
de los triatominos infectados. Lo cual indica que en las zonas donde exista la
presencia de estos insectos se convierten en regiones de alto riesgo de infeccién.
Por lo que es indispensable el control de la transmision bajo esta via. No obstante
gque se han empleado insecticidas con la finalidad de controlar y disminuir la
poblacidn de triatominos en zonas endémicas de enfermedad de Chagas, sabemos
gue éstos ocasionan dafios a la naturaleza, intoxicaciones al humano y alta
probabilidad de resistencia a los insectos, asi como una gran inversion economica.
Sin embargo, diversos estudios sefalan la coexistencia de microorganismos
simbiontes con T. cruzi dentro del tubo digestivo de los triatominos y que estos a su
vez facilitan el establecimiento del parasito. Es probable que también influyan en la
capacidad patogénica de T. cruzi y por lo tanto lo conviertan en un microorganismo
con mayor potencial de infeccidn y agresiéon al huésped. Conociendo los factores
que influyen tanto en la adaptacion como en la estimulacion de la virulencia de T.
cruzi sera posible disefiar estrategias del control de la presencia de simbiontes sin
necesidad de eliminar al triatomino que evolutivamente ha resistido catastrofes y lo

convierten en un ser que dificilmente se extinguira.

4.2 Objetivos

General

Evaluar la influencia de los simbiontes del tracto intestinal de triatominos en la

virulencia de T. cruzi.
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Particulares

o Caracterizar simbiontes aislados de flora habitual presentes en heces e

intestino de triatominos mediante observaciones bacteriolégicas.

o Establecer la adaptabilidad de T. cruzi en presencia de simbiontes bacterianos

in vitro.

o Determinar la virulencia de T. cruzi en presencia y ausencia de simbiontes

bacterianos por medio de infeccion de ratones.

4.3 Hipoétesis

Los simbiontes del tracto intestinal de los triatominos son necesarios para

incrementar la virulencia del T. cruzi.



CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefo epidemioldgico

Se trata de un estudio experimental, descriptivo y comparativo.

5.2 Ubicacién espacio temporal

La fase experimental se llevo a cabo en el laboratorio de Investigacion del ICSa de la
UAEH, Pachuca Hidalgo en el periodo de Agosto 2003 — Agosto 2006.

5.3 Identificacion de las variables del estudio

VARIABLE | CLASIFICACION DEFIMICICN DEFIMNICICGN ESCALA
METODOLOGICA COMNCEFTUAL CFERACIONAL DE
MEDICION
“irulencia Dependiente Es la capacidad de un Es el gradao de Cualit ativa
microorganisma para patogenicidad del naminal
praducir una parasito registrado dicotdmica
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enfermedad en el curvas de parasitemia,
huésped. peso corpoaral,
sobrevivencia, e

histotrapismo.

Bactenas Independiente Forma de vida Es la presencia de Cualitativa
simbiontes caracterizada por la microorganismos narminal
estrecha relacidn de bacterianos dentro del dicotdmica
organismos de tracto intestinal de los
diferentes especies, triataminos

con el resultado de un

rmutun beneficio

5.4 Métodos: Procesamiento de muestras bioldgicas

5.4.1 Identificacion de simbiontes en los distintos estadios ninfales de los

triatominos.

Se prepararon treinta cajas de Petri de 10 cm de diametro con 15 ml de agar

nutritivo, las cuales se refrigeraron hasta su uso.

Se obtuvieron muestras de triatominos de la especie T. barberi libres de infeccion
con T. cruzi, organizados en lotes de 5 triatominos de 3ro, 4to y 5to estadio
respectivamente; se sujetaron por la parte lateral del abdomen ayudandose de
pinzas de acero inoxidable, de tal manera que la regién posterior de su cuerpo
estaba dirigida hacia un portaobjetos limpio y con una gota de NaCl 0.85%. Se
oprimié suavemente el abdomen de cada triatomino hasta provocar la deposicion de
heces sobre el portaobjetos; de igual manera se les realizé una puncién en la region

abdominal con jeringa de insulina con la finalidad de obtener una muestra del
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contenido intestinal, el cual también se colocd en un portaobjetos limpio y con una
gota de NaCl 0.85%.

Se obtuvieron muestras del extracto total de ninfas recién eclosionadas, de 1ler
estadio de mas de 1 semana de su eclosion, y de 2do estadio. Posteriormente se les
realizo la tincién de Gram de cada una de las muestras obtenidas anteriormente. Asi
mismo, cada muestra se sembro en las cajas de Petri por estria y por agotamiento y
se incubaron a 27°C por 2 semanas. Una vez desarrolladas las colonias, se

identificaron las de distinta morfologia y se les realizé tincién de Gram nuevamente.

5.4.2 Identificacibn de bacterias simbiontes mediante el uso de

antibacterianos.

Se prepararon cuatro cajas de Petri de 10 cm de diametro con 15 ml de medio de
cultivo agar nutritivo. A una caja, se adicion6é el antibacteriano (penicilina-
estreptomicina), a otra antiparasitario (metronidazol), una mas con antifingico
(nistatina) y la ultima no se adicion0 antibidtico. Se refrigeraron hasta su uso.
También se prepard una caja de Petri de 10 cm de diametro con 15 ml de medio de

cultivo agar sabouraud, sin agregar antibiético. Se refrigeré hasta su uso.

A un triatomino adulto de especie T. barberi que estaba libre de infeccion, se le
provoco la deposicion de heces sobre un portaobjetos, de acuerdo a la metodologia
antes mencionada. Se sembraron las heces del triatomino en las cinco cajas de Petri
(4 con agar nutritivo y una con agar sabouraud), mediante estria y por agotamiento.
Se incubaron las cinco cajas a 27°C durante 2 semanas. Se procedi6é a puncionar la
region abdominal del mismo triatomino y el contenido obtenido se procesé de igual

manera que la muestra de heces.

Se repitid el paso 5.4.2 para heces y contenido intestinal de otro triatomino de la

misma fase y especie.
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5.4.3 Aislamiento de T. cruzi in vitro

Con la finalidad de obtener tripomastigotes sanguineos para experimentar con la
microbiota bacteriana, a un raton infectado con la cepa Juana de T. cruzi, se le
realizé seguimiento de la infeccion: cada semana se corto la punta de la cola de los
ratones; la sangre se colecté de manera cuidadosa y estéril sobre portaobjetos
limpios y secos, de aqui se obtuvieron 5ulL de sangre y se diluyeron 1:5 con
solucién de NH4Cl al 0.87% dejando reposar durante 5 minutos. De esta suspension
se tomaron 10 plL, se colocaron en una cadmara de Neubauer y se contaron el
namero de tripomastigotes sanguineos/ml de sangre; cuando llegd a su maximo
punto de parasitemia se le anestesi6 con éter y se sujetaron sus cuatro
extremidades mediante alfileres sobre un soporte de unicel con la cara ventral hacia
arriba. Se practico puncion cardiaca con la finalidad de obtener la mayor cantidad de
sangre posible. Se verific6 mediante el microscopio la presencia de T. cruzi. Los
tripomastigotes se pasaron a un cultivo en medio LIT (liver infusion tryptose) para el

aislamiento in vitro de T. cruzi.

5.4.4 Aislamiento de bacterias simbiontes de triatominos

A partir de los cultivos desarrollados en el momento donde se aplicaron los
antimicrobianos; que se obtuvieron a partir de heces y contenido intestinal, se
verific6 mediante tincidn de Gram la presencia de bacterias. Las bacterias aisladas
como colonias se separaron transfiriéndolas a tubos de 13X100 mm que contenian
caldo nutritivo y se incubaron a 28°C hasta su desarrollo.
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5.4.5 Mezcla de bacterias simbiontes aisladas y T. cruzi in vitro

Tubos de 13X100 estériles conteniendo medio LIT fueron sembrados con T. cruzi
aislado como se indico en el paso 5.4.3 y de la misma manera se agregé una
suspension de las bacterias que se lograron aislar en su totalidad (ver paso 5.4.4).
La cantidad de cada indculo fue aproximadamente 1 x 10°.

5.4.6 Cinética de parasitemia, peso y sobrevivencia

Los tripanosomas obtenidos de los cultivos anteriormente mencionados (T. cruzi en
presencia y T. cruzi en ausencia de bacterias simbiontes), se inocularon por via
intraperitoneal a 2 lotes de 5 ratones Balb/c a dosis de 1X10* parasitos por cada
raton. A cada raton se le determiné la parasitemia semanalmente, tal y como se
explico en el punto 5.4.3. Asimismo se llevé a cabo un registro del peso corporal de

los ratones a lo largo de todo el periodo de infeccién.

5.4.7 Medicion del histotropismo

Los ratones que sobrevivieron a los 56 dias de infeccion se sacrificaron por
dislocacion de médula espinal para el estudio de histotropismo, de igual manera se
utilizaron los ratones que fueron muriendo a lo largo de la medicién de parasitemia.
De cada raton se disecaron los siguientes organos: cerebro, musculo esquelético y
corazon. Estos fueron incluidos en parafina, se realizaron cortes en microtomo a 8
micras, y posteriormente las muestras se analizaron microscopicamente para la

identificacion y conteo de nidos de amastigotes.
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5.5 Plan de anédlisis estadistico

Los resultados de la influencia de los simbiontes bacterianos sobre el
comportamiento de T. cruzi se analizaron comparativamente para determinar
diferencias significativas mediante un ensayo de ANOVA con la prueba de F de
Tukey P<0.05. Para saber si la cantidad de distintos tipos de bacterias simbiontes
presentes en los triatominos estaba asociada a su desarrollo ninfal, mediante
determinacion de variabilidad entre los distintos estadios, también se realizo la
prueba de Tukey. Como un ensayo para saber si la deteccion de simbiontes era
igual durante la obtenciéon de la muestra de los triatominos y después del aislamiento
en medio de cultivo se realiz6 la determinacion del indice de similitud de Jaccard.

5.6 Presupuesto y Materiales

El trabajo se realizd con el equipo, material y reactivos existentes en el laboratorio
de investigacién del ICSa; teniendo un costo aproximado estos dos ultimos, de
$1,976.90 M.N. de acuerdo a los presupuestos obtenidos de Grupo DIMEBA S. de

R.L. de C.V. del afio en curso.

Recursos humanos: Cuatro personas

Un asesor de Tesis

Un alumno tesista

Un alumno tesista colaborador
Una laboratorista
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Material Biolégico:

5 triatominos de la especie T. barberi de cada uno de los 5 estadios incluyendo
ademas machos y hembras

10 ratones de la cepa Balb/c

Equipo:
Microscopio
Microtomo

Campana de extraccion

Materiales v reactivos de laboratonio
Cantidad Descripcion Precio
40 Cajas de Petn F 204.00
1 Aoyar nutritivo F o700
1 Agar zabouraud $  aE0.00
1 Mechero de Bunsen b 41 .50
1 Asa baderioldgica §  35.00
1 Caja de guantes de |atex b a0.00
15 Tuboszsde ensaye para medio de cultivo F 153.00
1 Caja de penicilina-estreptom icina k1 40.00
1 Caja de metronidazol k1 S5.00
1 Caja de dovulos de nistatina 5 G0.00
1 ajade potachjetos b 15.70
1 Caja de cubrechjetos b a7 .70
1 Frazco de S00 ml de crigtal violeta k1 20.00
1 Frasco de 500 ml de lugoal b 25.00
1 Frazco de 500 ml de zafraning F 34000
1 Paguete de S00 grs de parafing para inclusion de ¥ 42.00
arganos

TOTAL $ 1,976.90



CAPITULO VI

ASPECTOS ETICOS

De acuerdo al trabajo de experimentacion realizado y conforme lo dicta el
reglamento de la Ley General de Salud en materia de ética aplicada a la
investigacion para la salud, dentro del titulo séptimo llamado.“ De la investigacion
que incluya la utilizacibn de animales de experimentacién”, el presente trabajo

cumple con los siguientes articulos.

Articulo 122: Las investigaciones se disefiaran a modo de evitar al maximo el

sufrimiento de los animales.

Articulo 123: Cuando sea necesario sacrificar un animal de experimentacién, se

empleara un procedimiento que asegure en lo posible su muerte sin sufrimiento.



CAPITULO VII

RESULTADOS

Identificacién de simbiontes en los distintos estadios ninfales de los triatominos

Con la finalidad de verificar la existencia de bacterias simbiontes en el tracto
intestinal de triatominos de la especie T. barberi desde el momento de su eclosion
hasta su diferenciacién sexual pasando por los 5 estadios ninfales se obtuvieron
muestras de heces y de contenido intestinal, obteniendo como resultados los

siguientes:

Figura 1. Numero de especies bacterianas presentes en el intestino de triatominos

2.8 1

1.5 1

0.5 4

Media de especies bacterianas

1erRE 1er 2do Jer 4tn Ato
Estadios
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En la Figura 1 se observa que los triatominos recién eclosionados (RE) y a lo largo
de sus 5 estadios ninfales albergan bacterias simbiontes en el intestino, el promedio
de especies bacterianas varia entre 1.4 y 2.4. Estos resultados se analizaron con la
prueba F de Tukey, con una p>0.05, siendo el valor de F=0.83 con 5 y 24 grados de
libertad, lo cudl indica que no hay variabilidad estadisticamente significativa entre las
medias del nimero del tipo de simbiontes en cada estadio ninfal.

Figura 2. Numero de especies bacterianas presentes en heces de triatominos

2.8 1

1.5 1

0.5 4

Media de especies bacterianas

1er RE Ter Zdo Jer 4tn ato
Estadios

La Figura 2 también muestra la presencia de bacterias simbiontes en heces de
ninfas en las diferentes fases, desde el primer estadio inmediatamente después de
la eclosidon hasta completar los 5 estadios ninfales; la media de los tipos de especies
bacterianas encontradas oscila entre 1.4 y 1.8, de igual manera al compararse en el
andlisis estadistico con la prueba F de Tukey no hay variabilidad entre las medias
obtenidas para cada estadio ninfal, ya que se obtuvo una p>0.05 con una F=0.233

con 5y 24 grados de libertad.
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Tabla 1. indice de similitud de Jaccard de bacterias en el tracto intestinal de

triatominos de acuerdo al Gram antes y después del aislamiento.

Intesting Heces
ler RE 11% ler RE 11%
1er 27 % ler 27 %
’d o 13% [ da 16%
Ser 11% Her 25%
4to 14% 4t 0%
Sto 16% Ao 11%

La Tabla 1 muestra un indice de similitud, donde se comparan las especies
bacterianas identificadas antes y después del cultivo. Se observa que en el intestino,
todos los resultados tuvieron un indice de similitud entre el 11 y 27%; mientras que
en las muestras obtenidas de heces se alcanza un porcentaje del 27% en el ler
estadio recién eclosionadas. Es importante notar que ninguno de los tipos
bacterianos que se encontraron antes del aislamiento fueron exactamente los que se

identificaron después de su desarrollo en cultivo.

Identificacion de bacterias simbiontes mediante el uso de antibacterianos

Para identificar el tipo de microorganismos presentes en el tracto intestinal de
triatominos, una muestra de éste y de las heces de los insectos reduvidos, se
sembraron en medio de cultivo para aislamiento de bacterias (agar nutritivo) y
hongos (sabouraud). Después de 20 dias de incubacion, se observaron colonias de
microorganismos sensibles a penicilina-estreptomicina, lo cual sugirio presencia de

bacterias Unicamente (ver tabla 2).
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Tabla 2: Aislamiento e identificacion del tipo de microorganismos en contenido

intestinal y heces de triatomino.

DIYO%%TEISEEQIé%%;JOLE MISTATIMNA EPSEEE:#QSMEI SﬂB%lIJRAU
I A A,
T1He1 ++ e+ " e
T1He2 ++ ++ B, e
T1Int1 ++ +++ - MNC
T2He1 ++ +++ . M
T2He? ++ ++ 2 M
T2He3 ++ +++ . M
TzHed ++ ++ ++++ MG
T2Int1 ++ +++ = MC

T: Triatomino; He: Muestra tomada de heces; Int: Muestra tomada de intestino; +:
Crecimiento de microorganismos; -: Inhibicion de microorganismos; NC: No se
presentd crecimiento; *: Medio de cultivo que presenta condiciones favorables para
el desarrollo de hongos. El nimero de signos indica la intensidad de crecimiento o

inhibicion.

Aislamiento de bacterias simbiontes de triatominos.

Se aislaron ocho colonias de microorganismos simbiontes a partir de Heces (He), o
de contenido intestinal (Int) de 2 triatominos de la especie T. barberi, (adultos) en
agar nutritivo después de 20 dias de incubacién, a las cuales se les clasific6 de
acuerdo al numero de triatomino seleccionado y al sitio o material biolégico de donde
se aislaron (ver Figura 3). A cada una de las colonias se les realiz6 tincion de Gram
para la identificacion de las bacterias (Figura 4). Los simbiontes aislados se

sembraron en tubos de ensaye con caldo nutritivo (Tabla 3).



Figura 3. Ejemplos de las colonias bacterianas simbiontes aisladas de

-

T2Int1

T2Hed

triatominos.

Tabla 3: Identificacion al Gram de las bacterias aisladas.

32

Tubo Nomenclatura Bacterias Gram
] T2He1 Estreptococos Meg
g T1He1 Estreptococos Fos
3 T2Int1 Bacilos Meg

Pleomarficos
4 T2Hed Bacterias Meg
Fleormorficas
g T2Hed Bacilos largos Meg
Fleomdéricos
5 T1He2 Estreptococos Meg
f T2He? Bacilos cortos Neg
8 T1Int1 Cocos aislados e
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T: Triatomino; He: Muestra de heces; Int: Muestra de intestino; los niumeros indican
si provienen de diferentes triatominos o diferentes nimeros de muestra bioldgica

obtenida del mismo triatomino (ir a material y métodos).

Figura. 4 Imagenes de tincion de Gram de las 8 bacterias simbiontes aisladas.

. Estreptococos T1Hel: Estreptococos T2Irt1: Badlos T2HedR: bacterias
() Gram (+]

pleom drficos Gram (-) pleom orficas Gram (-]

T1HeZ: Edreptococos
- Badlos largos b T2HeZ: Bacilos cartos
Fram (-
orficos Gram (- Gramm (-]

T1Int1: Cocoz Gram (-]
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Medicidn de parasitemia

Figura 5. Curva de parasitemia de ratones infectados con T. cruzi en presencia 0

ausencia de bacterias simbiontes en triatominos.
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—— T oruzl
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Parasitos/20 campos
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Dias postinfeceion

En la Figura 5 se observa el efecto de la parasitemia producida u ocasionada por T.
cruzi en presencia o ausencia de bacterias simbiontes de triatominos. Se puede
observar que cuando T. cruzi infecta ratones sin la presencia de bacterias, la
intensidad de infeccion es mayor estadisticamente significativo (p<0.05, F=48.27
para 1 y 6 grados de libertad), alcanzando un pico de maxima parasitemia de 10
parasitos por 20 campos; mientras que en presencia de los simbiontes el pico de la
parasitemia solo alcanza hasta 1 parasito en 20 campos. En el primer caso el pico
se alcanza al dia 35 post-infeccion; en el segundo caso del dia 28 al dia 49 se
mantiene en un parasito por 20 campos. La deteccion de parasitos se observé hasta

el dia 56 post-infeccion en ambos casos.
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Reqistro de peso

Figura 6. Cinética del peso de los ratones infectados con T. cruzi en presencia o

ausencia de bacterias simbiontes.
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En la Figura 6 se muestra que el peso de los ratones infectados con T. cruzi en
presencia o ausencia de bacterias simbiontes, no sufre ninguna variacion durante el
tiempo de infeccion de manera significativa (p>0.05, F=1.55 para 1 y 7 grados de
libertad); manteniéndose en un peso mas 0 menos constante desde el inicio y

durante todo el periodo de infeccidn correspondiente a 56 dias.

La virulencia de la cepa de T. cruzi fue evaluada en ratones por medio de la cinética
de parasitemia, curva de sobrevivencia e histotropismo registrada al final de la
infeccion (56 dias). Las curvas de parasitemia mostradas en la Figura 5 indican que

cuando los parasitos infectaron a los ratones en ausencia de las bacterias
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simbiontes, la parasitemia aumenta con el tiempo hasta alcanzar un pico promedio
de maxima intensidad de 10 pardasitos/20 campos al dia 35 de infeccién, mientras
que cuando se encuentra en presencia de los simbiontes, nunca rebasé los 2

parasitos/ 20 campos.

Reqistro de sobrevivencia

En cuanto a la cinética de sobrevivencia, en la Figura 7 se puede observar que
cuando T. cruzi es incubado en presencia de simbiontes, el parasito no produce
muerte de ratones a lo largo del experimento, mientras que en ausencia de
simbiontes T. cruzi causa la muerte al 50% de los ratones estudiados, comenzando

a matar a partir del dia 12 de infeccion.

Figura 7: Curva de sobrevivencia de ratones infectados con T. cruzi en presencia o

ausencia de bacterias simbiontes.
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En la Figura 7 se representa una curva de sobrevivencia, donde se observa que el

tripanosoma en presencia de simbiontes no causa la muerte de los ratones a lo largo
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de 56 dias, mientras que cuando T. cruzi infecta a los ratones en ausencia de

simbiontes permite la sobrevivencia del 75% al dia 12 de infeccion, y 50% al dia 38.

Medicion del histotropismo

Respecto al histotropismo T. cruzi no produjo nidos de amastigotes en presencia de
simbiontes a lo largo de la infeccidn de los ratones, sin embargo en ausencia de
simbiontes llegé a presentar nidos de amastigotes en musculo esquelético y en

musculo cardiaco.

Los resultados no se muestran dado que actuaron como controles para los grupos
de experimentacién de tripanosomas en contacto con simbiontes con los que no se

produjeron amastigotes y en el que el criterio fue el siguiente:

Encontrar un nido de amastigotes, considerando esto como suficiente para decir que

la cepa T. cruzi era infectiva y ocasionaba histotropismo.



CAPITULO VIII

DISCUSION

Desde 1935 ha sido demostrado que T. cruzi se adapta al ambiente existente en el
intestino de los triatominos, y que dentro de éste no habita solo, sino que también

27, 28

pueden encontrarse microorganismos simbiontes, por ejemplo los identificados

en Rhodnius prolixus, como el actinomiceto Rhodococcus Rhodnii, Nocardia sp,

Corynebacterium y Gordonia.K. 1131517.29-32

Las especies de simbiontes que se han identificado varian entre las distintas

13-16.30 o] efecto o consecuencia de dicha relacion entre T.

especies de triatominos;
cruzi y simbiontes es variable, algunas especies de simbiontes se ha demostrado
gue favorecen el desarrollo de T. cruzi proporcionandole complementos nutricionales
en su dieta: por ejemplo vitamina B, como es el caso de Rodococcus Rhodnii.*"3% 33
Sin embargo algunas otras especies son capaces de disminuir el desarrollo de T.
cruzi, inclusive pueden ser modificados genéticamente para sintetizar sustancias que

lo afecten. 1618 34

Por otro lado, otras especies de tripanosoméatidos ademas de T. cruzi pueden afectar
el desarrollo de los simbiontes intestinales en los triatominos.*>® En México existen
31 especies de triatominos y no se saben los efectos de la presencia de simbiontes
gue conviven con T. cruzi en el intestino de los triatominos; de hecho, ni siquiera se
sabe si también hay simbiontes o son aposimbidticos pues como sefialan Durvasula,

Beard, y Dotson ejemplares de ler estadio y hasta 5to estadio de Rhodnius Prolixus
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han sido aposimbiéticos, es decir carecen de simbiontes.**'*!” En este trabajo como
primer objetivo se investigo si T. barberi, la principal especie transmisora de T. cruzi
en México, durante todo su desarrollo ninfal y hasta su fase adulta también presenta
simbiontes. Se pudo observar por pruebas de identificacion que su contenido

intestinal e inclusive en sus heces contienen simbiontes de tipo bacteriano.

También pudimos demostrar que estas bacterias simbiontes son capaces de convivir
con T. cruzi permitiendo su desarrollo. Este resultado es similar al de Eichler, Beard,

Cordon-Rosales y Durvasula®*®

en el que se muestra que T. cruzi aislado de
Rhodnius prolixus no es afectado por la presencia de su simbiontes Rhodococcus
Rodnii, inclusive en la parte superior y media del intestino del triatbmino hay mayor
cantidad de simbiontes. Lo anterior puede significar que los simbiontes produzcan
sustancias 0 nutrientes que favorecen la reproduccion de T. cruzi;***33° sin
embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se observa que el
ndamero de parésitos en sangre de los ratones infectados es menor cuando se
encuentra en presencia de simbiontes. Probablemente esto ocurra a nivel de la fase
de reproduccién de T. cruzi, que como sabemos extracelularmente es el
epimastigote, el cual se puede reproducir en el intestino medio de los triatominos y
de manera in vitro en medios de cultivo. Por lo tanto es probable que no favorezca la
produccion o transformacion a la fase de tripomastigote metaciclico, ya que en la
parte final del intestino de los triatominos se ha demostrado que la cantidad de
parasitos es menor y que a su vez la cantidad de simbiontes también es menor, lo

cual se pudo observar en medio de cultivo en este trabajo.

Respecto a la virulencia tal parece que se atendan los factores patogénicos de T.
cruzi en presencia de los simbiontes bacterianos, puesto que la mortalidad que
producen en los ratones es nula en comparacion de los ratones que no estuvieron
en contacto con los simbiontes e infectaron ratones quienes mataron el 50% de los

animales. Lo anterior se puede explicar tomando en cuenta que los simbiontes
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favorecen la presencia de epimastigotes, la cual es una fase de replicacion pero no
es infectiva o bien que mas que la presencia de epimastigotes no induzcan la
produccién o sintesis de moléculas que intervienen en la patogénesis de T. cruzi.
Este resultado se relaciona con el histotropismo en donde se observa que T. cruzi en
presencia de simbiontes no induce histotropismo, sin embargo T. cruzi en ausencia
de los simbiontes si produce infeccion en musculo cardiaco y musculo esquelético.
Por lo tanto podemos inferir que las bacterias simbiontes son elementales en la
sobrevivencia y adaptacion del triatomino, este resultado concuerda con lo mostrado
por Dasch, donde encuentra que si los triatominos no son colonizados con las

bacterias, tienen mayor mortalidad entre las mudas y no sobreviven a la adultez. *°

Este estudio es el primero que se realiza para saber si los simbiontes de triatominos
pueden o no favorecer la sintesis de factores de virulencia en T. cruzi, como una
estrategia para el control de la transmisién de T. cruzi por los triatominos, ya que si
T. cruzi depende de los simbiontes para incrementar o disminuir su virulencia,
aguellos pueden modificarse genéticamente (transgénesis) y reintroducirlos a los
triatominos (paratrangénesis) con la finalidad de eliminar a T. cruzi, o por lo menos
atenuar su virulencia sin que el triatomino desaparezca.™*#4%%? Estos intentos ya se
han logrado en otros estudios y se ha visto que se puede lograr disminuir la cantidad
de T. cruzi en el triatomino. Por ejemplo Durvasula en 1997 demostré6 que
Rhodococcus rhodnii ha sido modificado genéticamente introduciéndole un gene que
codifica para cecropin A, un péptido del tipo formador de poros, que tiene una
actividad tripanolitica y que inclusive, se ha logrado que el gene se mantenga
estable dentro del simbionte hasta por 6 meses. Esta bacteria se ha reintroducido en
Rhodnius prolixus y se ha ocasionado que la poblacién de T. cruzi se vea disminuida
dentro del triatomino.*"*3*> Un péptido de un fragmento de fraccién constante de
inmunoglobulina también se ha logrado expresar en Rhodococcus Rhodnii y al
efectuar la paratrangénesis también se ha logrado disminuir la poblacion de T. cruzi

en el triatomino. 141523
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Debido a que en México la presencia de triatominos se presenta en casi toda la
Republica Mexicana y que buena parte de ellos estan infectados con T. cruzi; como
una estrategia alternativa de control de la transmision, seria recomendable emplear
la transgénesis en especies de triatominos que existen en México en lugar de la
aplicacion de insecticidas que son toxicos, deterioran el ambiente y que por
cuestiones evolutivas, se sabe que la extinciébn de los insectos es practicamente
imposible.***"*® Sin embargo antes de emprender estas acciones se tiene que
conocer el tipo de simbiontes y su comportamiento con relacion a T. cruzi que
existen en las especies de triatominos presentes en México. De acuerdo a
Durvasula, Beard y Dash; en el caso de Rhodnius prolixus, lo simbiontes se

adquieren por coprofagia,*143¢47

sin embargo en otras especies de triatominos
como es el caso de T. barberi, importante en México, la coprofagia no se observa a
menudo, de aqui que surja la pregunta ¢(Coémo adquieren los simbiontes los
triatominos a través de las generaciones?, pues de acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo, observamos bacterias simbiontes desde el momento de la
eclosion de los triatominos, hasta su fase de diferenciacién sexual pasando por los 5
estadios ninfales, lo que hace suponer que estos no son aposimbidticos ni en el
momento de estar dentro del huevo, o que sufren algun tipo de contaminacién al
momento de la eclosién, similar a lo que ocurre en el humano que adquiere su flora
habitual en el canal del parto al momento del nacimiento. Otra manera de explicar
este suceso segun Dillon y Beard; es que Rhodnius prolixus adquiere al simbionte

de generacién en generacién por coprofagia.****

Otra inquietud que surgio fue la de identificar a los simbiontes en los 5 estadios para
ver si inicamente contenian un tipo de bacterias o eran variadas, como ya se mostré
en los resultados se identificaron entre 1.4 y 2.4 tipos diferentes en intestino y en
heces entre 1.4 y 1.8; lo que indica que en la misma especie los simbiontes son muy
parecidos a lo largo del tracto intestinal. De estos resultados se desprenden varias
interrogantes para demostrar que el estudio de los simbiontes permite entrar a una

nueva area de control de la transmision de T.cruzi. Por ejemplo: ¢bajo qué
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circunstancias los simbiontes favorecen o perjudican la presencia de T. cruzi en los
triatominos?, ¢todas las especies presentes en México tienen los mismos
simbiontes? O varian entre ellas, o inclusive entre las poblaciones de triatominos de
la misma especie pero que colonizan diferentes regiones geograficas?, ¢qué papel

juega cada simbionte entre ellos y en conjunto con T. cruzi?.

Comprender la interacciobn simbionte-T. cruzi en el interior de triatominos vy
demostrar si los simbiontes repercuten en el desarrollo del parasito permitira
establecer una nueva estrategia de control de la transmisién sin necesidad del
empleo de insecticidas, con la posibilidad de crear triatominos paratransgénicos, o
en su defecto tratando de eliminar simbiontes que favorecen el crecimiento de T.
cruzi dentro del intestino de los triatominos o, por el contrario transferir simbiontes
gue afectan el desarrollo de T. cruzi a triatominos que normalmente no forman parte

de su ambiente intestinal.



CAPITULO IX

CONCLUSIONES

1. Triatoma barberi contiene simbiontes de tipo bacteriano desde el momento de

la eclosion hasta su etapa de diferenciacion sexual.

2. Los simbiontes influyen negativamente en la reproduccion de T. cruzi, y

atenuan su patogenesis.

3. El estudio de los simbiontes es una nueva alternativa con posibilidad de

control de la transmision de T. cruzi a través de triatominos.
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