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Resumen

Introducciéon: Tradicionalmente, Rhodnius prolixus ha sido considerado el principal vector, mientras que Triatoma
maculata resulta ser un vector secundario de Trypanosoma cruzi en el medio rural venezolano. En este trabajo se
provee informacion de interés acerca de los componentes bioquimicos y del sistema inmune, humoral y celular, de la
hemolinfa de R. prolixus y T. maculata alimentados sobre gallina y rata. Metodologia: los insectos provenian de una
colonia del laboratorio, mantenida a una temperatura de 27-29°C, 50% de humedad relativa y ocho horas luz/dia. Se
analizo la hemolinfa de adultos alimentados sobre gallina y rata. Se observaron los hemocitos mediante microscopia
optica y electronica de transmision. Resultados: los parametros bioquimicos de glucosa, lipidos y proteinas fueron
afectados de forma distinta en R. prolixus y T. maculata segun la fuente alimenticia. 7. maculata presentd mayores
niveles de actividad litica de lisozima. Se observaron cuatro poblaciones de hemocitos (prohemocitos, plasmatocitos,
granulocitos y oenocitos), cuyas caracteristicas y medidas estan acorde a lo reportado por otros autores sobre la subfamilia
Triatominae. 7. maculata presentdé mayor niimero de prohemocitos y oenocitos que R. prolixus. Conclusiones: En su
hemolinfa, R. prolixus y T. maculata son afectados distintamente en los componentes bioquimicos (glucosa, lipidos y
proteinas) e inmunes, tanto humorales (lizosima) como celulares (prohemocitos, oenocitos), segun sean alimentados
sobre gallina y rata. Esto pone de manifiesto de la alimentacion sobre uno de los componentes de la competencia
vectorial, como lo es el sistema inmune propio de la hemolinfa de los insectos.
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Abstract

Introduction: Traditionally, Rhodnius prolixus has been considered the main vector, while Triatoma maculata remains
to be a secondary vector of Trypanosoma cruzi in the Venezuelan rural habitat. In this work, interesting information
about the biochemical and immune (humoral and cellular) aspects of the hemolymph of R. prolixus and T. maculate,
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feeding on hen and rat, are presented. Methodology: Hemolymph was extracted from adult insects, maintained at 27-
29 °C with 50% of relative humidity and 8/16 (Light/Dark) hours, and fed on hen and rat. Hemocytes were observed by
optical and transmission electron microscopy. Results: Biochemical parameters (glucose, lipids and proteins) varied
in both species according to the food source. 7. maculata presented higher levels of lysozyme lytic activity. Four
hemocytes populations were observed by optical and transmission electron microscopy (prohemocytes, plasmocytes,
granulocytes and oenocytes), exhibiting characteristics and measurements in accordance with previous literature related
to the Triatominae subfamily. T maculata presented more prohemocytes and oenocytes than R. prolixus. Conclusions:
On their hemolymph, R. prolixus and T. maculata are distinctly affected in their biochemical (glucose, lipids and
proteins) and immune components, both humoral (lysozyme) and cellular (prohemocytes, oenocytes), depending on
whether they were fed on hens or rats. Our results show that the food source affects the immune system of triatomines,

and subsequently, their vectorial capacity may be compromised as well.

Keywords: Triatominae; Feeding; Hemolymph; Hemocytes; Immune system; Chagas disease.

Introduccién

En Venezuela las especies de triatominos que han sido
considerados epidemioldgicamente mas importantes
son: Rhodnius prolixus, Rhodnius robustus, Triatoma
maculata 'y Panstrongylus geniculatus, aunque
en distintos grados de importancia vectorial'*.
Tradicionalmente R. prolixus ha sido considerado
el principal vector de Trypanosoma cruzi en el
medio rural venezolano y norte de Suramérica’. La
alimentacion de R. prolixus depende del ambiente
en el cual se encuentre, pero se adapta facilmente a
diferentes fuentes sanguineas, en habitats domiciliarios
se alimenta principalmente de humanos, de alli su alta
capacidad vectorial, mientras que en habitats silvestres
se alimenta de zarigiiellas, roedores, aves, entre otros.
Farfan, et al.® encontraron que las principales fuentes
de alimentacion de R. prolixus capturados en domicilio
son sangre de ave, humano, cerdo y cabra. Estos
autores también reportaron insectos en el domicilio
alimentados con sangre de animales silvestres, lo que
sefala la capacidad de movilidad que tienen los insectos
silvestres hasta el domicilio.

T. maculata se ha encontrado en Venezuela, Guyana,
Brasil y Colombia’. En Venezuela 7. maculata ha
sido considerado tradicionalmente como un vector
secundario del agente etiologico de la enfermedad de
Chagas, ya que aunque se le ha encontrado infectado
naturalmente por 7. cruzi, se considera que esta
adaptado a habitats peridomiciliarios y silvestres,
siendo una especie principalmente ornitéfaga, asociada
con gallinas y palomas que raramente se alimenta
del hombre?®. Sin embargo recientemente ha estado
emergiendo un nuevo escenario epidemioldgico de esta
especie en Venezuela’'*y paises vecinos como Brasil'>1¢
y Colombia'”'® ya que ha sido encontrada domiciliada
y en medios urbanos, lo cual impone la necesidad
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de revisar el caracter secundario en su capacidad de
transmitir al agente etiologico de la enfermedad de
Chagas. Pese a que todas las especies de triatominos
son potencialmente vectores de 7. cruzi®, la capacidad
vectorial esta sujeta a multiples factores entre los que se
encuentran por ejemplo la composicion faunistica local
disponible al insecto, la competencia de transmision
del parasito a mamiferos domésticos, sinantropicos y
silvestres, la tasa de contacto hospedador-vector o la
adaptacion a diferentes fuentes sanguineas. Un aspecto
de dicha adaptacion compromete al sistema inmune
del insecto segin se alimente de una u otra fuente
sanguinea.

Larespuesta inmune de los insectos se puede clasificar en
humoral y celular. Los mecanismos de defensa humoral
incluyen produccion de moléculas antimicrobianas tal
como la lisozima, el sistema profenoloxidasa (proPO),
entre otros, mientras que los mecanismos de defensa
celular se refieren a la respuesta inmune mediada por
los hemocitos, tal como fagocitosis, nodulaciéon y
encapsulacion'. Los estudios sobre la hemolinfa de los
triatominos incluyen el analisis de proteinas, lipidos,
lipoproteinas, carbohidratos y hemocitos.

La mayor parte de los estudios de los componentes
hemolinfaticos en triatominos se basan en el estudio de
sus hemocitos. Wigglesworth?*?! identificé seis tipos de
hemocitos en R. prolixus y Jones?* logrd en esta misma
especie identificar los mismos tipos de hemocitos,
también analizo su variacion cuantitativa en relacion a la
ecdisis y la alimentacion. Lai-Fook?** mediante analisis
ultraestructural identificd cinco tipos de hemocitos en
R. prolixus. Barracco, et al.** mediante microscopia
optica identificaron cinco tipos de hemocitos en
Panstrongylus megistus. Posteriormente Barracco, et
al.? mediante microscopia electronica identificaron
en esta misma especie los cinco tipos de hemocitos
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descritos anteriormente (prohemocitos, plasmatocitos,
granulocitos, oenocitos y adipohemocitos) ademas
un nuevo tipo de hemocito que llamaron coagulocito.
Azambuja, et al.?” identificaron siete tipos de hemocitos
en diferentes especies incluidas en diferentes géneros,
pero no todas presentaban el mismo tipo de hemocitos.
Hypsa, et al.”® estudiaron los hemocitos de 7. infestans de
acuerdo a su morfologia, ultraestructura y su capacidad
de unién a lectinas, encontrando dos poblaciones de
hemocitos en la hemolinfa. Mello, et al.” estudiaron
los cambios en algunos componentes de la hemolinfa
de R. prolixus infectados con T. cruzi y T rangeli,
encontrando altos niveles de lisozima y un incremento
en el conteo de hemocitos.

Por otra parte, Canavoso, et al’® estudiaron los
componentes hemolinfaticos en tres géneros de
Triatominae, encontraron similitud en el contenido
total de proteinas, y lo atribuyeron a que los insectos
fueron criados bajo parametros estandarizados y todos
alimentados sobre gallina. Canavoso, et al.?! estudiaron
también los cambios en los componentes hemolinfaticos
de Dipetalogaster maximus post-alimentacion con
una misma fuente sanguinea. Reyes-Lugo, et al.2
compararon el perfil electroforético de la hemolinfa de
Panstrongylus geniculatus de diferentes regiones de
Venezuela, encontrando una alta homogeneidad en la
composicion hemolinfatica de las distintas poblaciones.

De acuerdo con nuestra revision bibliografica, la
influencia de la fuente de alimentacion en el sistema
inmune, humoral y celular de los triatominos no es
conocida. Por ello, este trabajo tuvo como objetivo
evaluar la influencia que tiene la fuente alimenticia sobre
los componentes de la hemolinfa, tanto bioquimicos
como del sistema inmune humoral y celular en dos
especies de triatominos, R. prolixus y T. maculata.

Metodologia

Insectos

Los triatominos provenian de la colonia del Laboratorio
de Entomologia “Herman Lent” de la Facultad de
Ciencias (ULA-Mérida,Venezuela), los cuales se
mantuvieron a una temperatura de 27-29°C, 50%
de humedad relativa aproximadamente y 8 horas
luz/16 horas oscuridad. La colonia de R. prolixus ha
sido mantenida por aproximadamente 40 afios en
condiciones de laboratorio siendo alimentada sobre
gallina. La colonia de T maculata fue establecida mas
recientemente, teniendo dos afos en el laboratorio
siendo alimentada sobre gallina. Se analizaron

insectos adultos, machos y hembras (no virgenes), de
las especies: R. prolixus y T. maculata. Cuando los
insectos mudaron al estadio adulto fueron mantenidos
10 dias en ayuno, luego se conformaron dos grupos
por especie, un grupo fue alimentado con gallina y el
otro con rata (Bio:Wistar) durante aproximadamente un
hora, esto se realizd cada 15 dias por un mes, para un
total de tres alimentaciones. Finalmente los triatominos
fueron mantenidos en ayuno durante 7-10 dias hasta la
extraccion de la hemolinfa.

Extraccion de la hemolinfa

Para la obtencion de hemolinfa se realizo el corte de
una pata de cada insecto, entre la coxa y el trocanter.
Para la determinacion de glucosa, proteinas y lipidos
la hemolinfa se colect6 en capilares, luego se tomo la
muestra con una pipeta y se realizé la determinacion
correspondiente. Para la descripcion de hemocitos por
microscopia electronica, la hemolinfa fue colectada
directamente en tubos eppendorf conteniendo tampoén
cacodilato 0,2M, pH 6,8 para su posterior procesamiento.
Para el estudio de los hemocitos por microscopia
optica, gotas de hemolinfa fueron colectadas sobre
portaobjetos, se realizé un frotis y luego del secado se
colorearon con Giemsa. En cada ensayo se usaron cinco
(5) insectos de cada sexo y grupo correspondiente.

Determinacién de Parametros Bioquimicos

- Glucosa
Se us6 un método quimico-enzimatico mediante un
kit de diagnostico de glucosa-Trinder** (BioScience
Medical, Madrid Espaia).

- Proteinas totales
Las proteinas totales se determinaron de acuerdo
al método de Biuret** usando un kit de diagnéstico
(Cromatest-Linear Chemicals, Montgat-Espafia)

- Lipidos totales
Los lipidos totales se determinaron mediante un
método quimico usando un kit de diagnéstico por
el método colorimétrico de sulfo-fosfo vainillina®
(AlfaQuim, Buenos Aires, Argentina).

Determinacién de parametros celulares:

- Caracterizacion y conteo diferencial de
hemocitos

Microscopia de contraste de fases. Mediante un
microscopio de contraste de fases Zeiss Axiostar
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(Espafia) se realizo6 la identificacion de los tipos de
hemocitos de acuerdo a las clasificaciones realizadas por
Gupta®® y Barracco, et al.”. Se midio el largo y ancho
de cada célula y su respectivo nucleo, en al menos cinco
cé¢lulas de cada tipo, de acuerdo a la especie, sexo y dieta.

Microscopia electrénica de transmision. Gotas
de hemolinfa se colectaron directamente en
tubos eppendorf, para ser fijadas con mezcla 3:3
(formaldehido al 3% + glutaraldehido al 3% diluidos
en tampon cacodilato 0,2M, pH 6,8)", durante 30
minutos a 4°C. Posteriormente, se centrifug6 durante 10
minutos a 3000 rpm y el pellet se colocé nuevamente
en la mezcla fijadora, durante un minimo de tres horas.
Transcurrido este tiempo, el pellet se lavo tres veces por
10 minutos cada vez en tampon cacodilato. Luego se
realizo la post-fijacion durante seis horas en tetradxido
de osmio al 1%. Al final, las muestras se lavaron en
tampon cacodilato y se inicié la deshidratacién con
alcohol etilico en concentraciones ascendentes y
con 6xido de propileno, de acuerdo a los siguientes
tiempos de deshidratacion: alcohol 30% 20 minutos,
50% 20 minutos, 80% 30 minutos, 100% 30 minutos,
alcohol 100% + 6xido de propileno 30 minutos, 6xido
de propileno 30 minutos. Finalmente los pellet fueron
infiltrados con las siguientes concentraciones de ¢xido
de propileno/resina: 4:1 por 30 minutos, 3:2 por 30
minutos, 2:3 por | hora, 1:4 1 hora, para finalmente
ser incluidas las muestras en resina epoxidica. Se
hicieron cortes de 90 nm de espesor, los cuales fueron
contrastados con acetato de uranilo y citrato de
plomo**¥. Las observaciones fueron realizadas a través
de un microscopio electronico de transmision Hitachi
H-7000 (Estados Unidos de América).

Microscopia Optica. Realizando un corte de la pata
de cada insecto se extrajeron gotas de hemolinfa,
cada gota fue extendida sobre un portaobjeto, se dejo
secar durante diez minutos y se colored de la siguiente
forma: coloracion con Giemsa 30-40 minutos (1 gota de
concentrado por mililitro de agua destilada) y se lavé con
agua destilada, posteriormente las laminas portaobjetos
se cubrieron con agua destilada + 1% de carbonato de
litio durante cinco minutos y se lavd con agua destilada,
luego se cubrieron durante cinco minutos con agua
destilada + 0,1% acido clorhidrico y se lavaron con agua
destilada. Finalmente, las muestras se dejaron secar y se
examinaron al microscopio para la caracterizacion de los
distintos tipos de hemocitos, evaluando la forma y tamafio
de las células, forma y posicion de cromatina, aspecto y
tamafio del nucleo, presencia de pseudopodos, apariencia
del citoplasma, presencia de granulos citoplasmaticos,
de acuerdo a las clasificaciones propuestas por Gupta’,
Barracco, et al.** y Azambuja, et al >,
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Conteo diferencial de hemocitos. Se usaron cinco
laminas tefiidas con Giemsa para cada especie, segun
sexo y dieta. Se contaron 100 células sobre cada muestra
y se calculd el porcentaje de cada tipo de hemocito. Los
diferentes tipos de hemocitos se identificaron utilizando
las clasificaciones propuestas por Gupta*, Barracco, et
al.® y Azambuja, et al.”’.

Determinacion de Parametros humorales

Actividad litica: Se prepararon lisoplatos embebiendo
Micrococcus lysodeikticus liofilizado e hidratado
(0,32g/L en buffer sodio-acetato 40mm, pH 5,8 con
0,34M de NaCl) en una matriz de agarosa de bajo punto
de fusion al 2% (Sigma, USA), previamente preparada
disolviendo agarosa con agua MiliQ (0,4g/L) a 70°C. Se
homogeneizo6 la muestra por agitacion y luego se vertio
en placas de Petri. Una vez ocurrida la solidificacion
de la matriz se perforaron pozos en el gel utilizando
un sacabocados acoplado a un sistema de vacio. En
cada pozo (lisoplato) se colocaron 10ul de hemolinfa
de cada especie de acuerdo al sexo y a la dieta. Se
usaron lisoplatos con cinco replicados de cada grupo
y como control positivo se us6 lisozima de huevo de
gallina. Esta técnica permitié realizar una estimacion
de la actividad litica midiendo el didmetro de los halos
que rodean la muestra debido a la lisis de la bacteria
embebida en agarosa®.

Analisis estadistico. Se analizaron datos de cinco
muestras de cada sexo y grupo correspondiente (Especie/
fuente alimenticia). Se evaludé la homocedasticidad
de los grupos a comparar mediante una prucba de
Levene, en caso de existir se procedio a aplicar una
prueba t de Student para comparaciones entre sexos o
un Analisis de Varianza (ANOVA) para comparaciones
entre grupos (Especie-Alimentacion) y en caso de ser
significativo el ANOVA se aplico la prueba a posteriori
de Tukey. Cuando se encontrdé heterocesdasticidad
se aplicoé una prueba de Kruskal-Wallis para realizar
las comparaciones. Se considerd6 como pruebas
significativas aquellas con un p < 0,05. El programa
utilizado fue el STATISTICA vo.

Resultados

Parametros bioquimicos

En la Tabla 1 se muestran los valores de concentracion
de glucosa (mg/dl) segun la especie, sexo y dieta. La
alimentacion sobre rata afecta distintamente los niveles
de glucosa en ambas especies de triatominos. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los sexos de acuerdo a la especie y alimentacion
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(p>0,05). Noseencontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) en las concentraciones de
glucosa en hemolinfa al comparar ambas dietas tanto
en R. prolixus como en 1. maculata, asi como tampoco

en ambas especies de triatominos alimentadas sobre
gallina. Sin embargo, si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,0069) al comprar
R. prolixus y T. maculata alimentados sobre rata.

Tabla 1. Contenido total de glucosa (mg/dl) presente en la hemolinfa de hembras y machos Rhodnius prolixus y Triatoma

maculata, alimentados sobre gallina o rata.

Promedio Hembras

Promedio Machos Promedio global

Especie Fuente alimenticia + DE (n=5) + DE (n=5) +DE
. . Gallina 3,22 +0,766 2,88 £ 1,117 3,05+0,920
Rhodnius prolixus
Rata 1,78 £ 0,626 3,32+ 1,449 2,55+1,329*
. Gallina 2,82 +1,236 4,38 +£1,232 3,60+ 1,424
Triatoma maculata
Rata 6,08 £ 2,999 4,72 +£3,070 5,40 £ 2,950°

* Indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el promedio global entre R. prolixus y T. maculata alimentados con rata.

En relacion a la concentracion de proteinas, Tabla
2, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre sexos de acuerdo a la especie y dieta
(p>0,05). Por otro lado, al comparar la concentracion

de proteinas en hemolinfa entre especies y dieta, esta
mostrd ser estadisticamente diferente s6lo cuando
T' maculata era alimentada sobre gallina versus rata
(p=0,0332).

Tabla 2. Contenido total de proteinas (g/dl) presentes en la hemolinfa de hembras y machos Rhodnius prolixus y Triatoma

maculata, alimentados sobre gallina o rata.

Promedio Hembras

Promedio Machos Promedio global

Especie Fuente alimenticia +DE (n=5) + DE (n=5) +DE
. . Gallina 4,92 +1,514 4,28 +£0,931 4,60 + 1,232
Rhodnius prolixus
Rata 4,74 + 0,829 5,60 + 0,927 5,17 +£0,945
. Gallina 4,70 £ 0,80 4,16 £ 1,211 4,43 +1,009*
Triatoma maculata )
Rata 5,18 £ 0,687 6,58 + 1,442 5,88 +1,296°

* Indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el promedio global entre 7. maculata alimentados con gallina y rata.

En cuanto a los lipidos, Tabla 3, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al realizar
comparaciones entre sexos de acuerdo alaespecie y dieta
(p>0,05). La alimentacion sobre gallina o rata afecta
distintamente el contenido de lipidos en la hemolinfa
de ambas especies de triatominos, encontrandose

diferencias  estadisticamente  significativas  al
comparar R. prolixus alimentados sobre gallina o rata
(p=0,002895), T. maculata alimentados sobre gallina o
rata (p=0,000219) y las dos especies alimentadas sobre
gallina (p=0,000167).

Tabla 3. Contenido total de lipidos (mg/dl) presentes en la hemolinfa de hembras y machos Rhodnius prolixus y Triatoma

maculata, alimentados sobre gallina o rata.

Promedio Hembras

Promedio Machos Promedio global

Especie Fuente alimenticia + DE (n=5) + DE (n=5) +DE
. . Gallina 20,17 +£9,282 15,00 + 9,147 17,588 + 9,105
Rhodnius prolixus
Rata 41,21 + 15,406 32,27 + 15,901 36,743 + 15,4934
. Gallina 60,52 +2,88 53,313 £ 7,205 56,917 £ 6,298
Triatoma maculata
Rata 24,017 £ 4,635 18,01 + 3,055 21,614 + 4,388

Existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el promedio global entre: a.- R. prolixus alimentados con gallina y rata; b.- .
maculata alimentados con gallina y rata; c.- R. prolixus 'y T. maculata alimentados con gallina; d.- R. prolixus y T. maculata alimentados con rata.

Parametros celulares

- Descripcion de hemocitos. Se identificaron
tanto en R. prolixus como en 7. maculata cuatro
poblaciones de hemocitos mediante microscopia

electronica de transmision, contraste de fases y
fotonica. No se observaron diferencias en los tipos
celulares en relacion a la dieta en ninguna de las
especies analizadas.
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- Prohemocitos. Son células estables, poco
frecuentes, presentaron un tamafio pequefio, forma
esférica u ovalada, generalmente con un nucleo
redondeado que ocupa casi todo el volumen celular,
en algunos casos en proceso de mitosis y pueden
presentar pequefios pseudopodos. La variacion
del tamafio celular se puede observar en la Tabla
4. El ntcleo es grande, localizado en el centro de

‘SALUD us

la célula. El citoplasma ocupa un area pequefia
alrededor del nucleo, es homogéneo y en algunos
casos se observaron granulos y/o vacuolas. Se
pudo observar por microscopia electronica de
transmision que contienen una baja concentracion
de organelas intracelulares, entre las que destacan
mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso,
polirribosomas, lisosomas y vacuolas, Figura 1.

Tabla 4. Promedios (um) y desviaciones estandar de las medidas celulares y nucleares en los prohemocitos analizados en R.

prolixus 'y T. maculata, de acuerdo a la dieta (n=5).

Longitud celular ~ Ancho nuclear  Longitud nuclear

Especie Fuente alimenticia  Ancho celular
Gallina 53+1,8
Rhodnius prolixus
Rata 59+2,1
Gallina 72+1,5
Triatoma maculata
Rata 73+1,9

6,123 37+1,0 41+1,4
6,5+23 39+1,0 41412
8,1+1,9 56+12 58+14
77417 6+12 6,1 413

HLE AR sovem e, U 4

Figura 1. Prohemocitos. A- Prohemocito de R. prolixus de bordes lisos, abundante citoplasma donde se observan mitocondrias
(m), reticulo endoplasmico rugoso (rr), polirribosomas (circulos), lisosomas (li), vacuolas (v) y un nucleo grande con cromatina
dispersa y en acumulos. B- Prohemocito de R. prolixus observado al microscopio de contraste de fases. C- Prohemocito de 7.
maculata, observado al microscopio de contraste de fases. D y E.- Prohemocitos de R. prolixus coloreados con Giemsa. F y G.-

Prohemocitos de 7. maculata coloreados con Giemsa.

Oenocitos. Son células muy poco frecuentes,
redondeadas, ovaladas o alargadas, con nticleo central
o excéntrico y citoplasma homogéneo con mayor
electrodensidad que los otros hemocitos descritos. La
variacion del tamafio celular y nuclear se muestra en

la Tabla 5. No se encontraron pseudopodos durante la
observacion de estas células al microscopio de contraste
de fases. En el citoplasma se observaron vacuolas con
diferentes contenidos, posibles liposomas y reticulo
endoplasmico rugoso, Figura 2.

Tabla 5. Promedio (um) y desviaciones estandar de las medidas celulares y nucleares en los oenocitos analizados en R. prolixus

y T maculata, de acuerdo a la dieta (n=5).

Especie Fuente alimenticia Ancho celular Longitud celular Ancho nuclear  Longitud nuclear
Gallina 149+4,1 21,3+9,5 6,5+1,8 6,8+2,1
Rhodnius prolixus
Rata 15+4,8 19,7+ 7,8 7+22 7,5+23
Gallina 17,3+ 6,4 23,1+9,9 7,7+23 8,4+29
Triatoma maculata
Rata 16,2 +5,6 20,9+ 10,1 7,1+23 7,7+2,5
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Figura 2. Oenocitos. A- Oenocitoide de R. prolixus con matriz citoplasmatica granular, electron denso con escasas cisternas de
reticulo endoplasmico rugoso (rr) y vacuolas con contenido fibrilar (flechas cortas) y con contenido granular (flechas largas). El
nucleo (n) con cisterna perinuclear distendida. B- Oenocitoide de R. prolixus observado al microscopio de contraste de fases.
C- Oenocitoide de 7. maculata observado al microscopio de contraste de fases. D- Oenocitoide de R. prolixus coloreado con

Giemsa. E- Oenocitoide de 7. maculata coloreado con Giemsa.

Plasmatocitos. Fueron las células mas frecuentes en la
hemolinfa de las dos especies analizadas. Son células muy
polimorficas, pudiendo ser esféricas, ovaladas, elongadas,
irregulares y con prolongaciones citoplasmaticas.
Son de tamafio variable tal como se muestra en la
Tabla 6. Por microscopia de contraste de fases y en
muestras coloreadas se pudo observar la presencia de

granulos y vacuolas en su citoplasma. Por microscopia
electronica de transmision en el citoplasma se observo
reticulo endopldsmico rugoso, vacuolas citoplasmicas
de diferentes tamafios, granulaciones, pseudopodos e
invaginaciones pinociticas, Figura 3. Ademas, se pudo
observar la presencia de endosimbiontes en el interior de
plasmatocitos de 7" maculata, Figura 4.

Tabla 6. Promedio (um) y desviaciones estandar de las medidas celulares y nucleares en los plasmatocitos analizados en R.

prolixus 'y T. maculata, de acuerdo a la dieta (n=5).

Especie Fuente alimenticia  Ancho celular  Longitud celular ~ Ancho nuclear  Longitud nuclear
Gallina 17+6,2 21,4+99 6,5+2,6 8,2+3,6
Rhodnius prolixus
Rata 19,7+7,1 24,3+10,3 7,8+29 8,6+3,3
Gallina 19+£3,1 252+6,3 9,1 +1,2 11,1 +£2,3
Triatoma maculata
Rata 21,7+ 4,6 282+93 9,1+24 10,7 +£2,6

Granulocitos. Junto con los plasmatocitos fueron
las células mas abundantes en las dos especies de
triatominos examinadas, juntos representan el 80-90%
de los hemocitos presentes en la hemolinfa. Presentan
formas variables, pudiendo ser redondeados, ovalados
o irregulares, en algunas ocasiones con presencia de
prolongaciones citoplasmicas, el nucleo puede ser
redondeado u ovalado y encontrarse en el centro o en la
periferia de la célula, en algunas ocasiones se observo
el nucléolo. Al ser observadas en fresco, luego de 10
minutos algunos granulocitos comienzan a degenerarse
expulsando sus granulos, Figura 5, de igual forma
al ser coloreadas estas células pueden expulsar sus

granulos, pudiendo ser confundidas con plasmatocitos.
La variacion del tamafio se puede observar en la
Tabla 7. Los granulocitos observados en ambas especies
presentaron de moderadas a abundantes granulaciones
de diferentes tamafios y electrodensidades, algunos
granulos parecen contener un arreglo de microtubulos.
Por microscopia electronica de transmision —se
observaron reticulo endopldsmico rugoso, aparato
de Golgi, vacuolas y pseuddpodos. Son células con
aparente actividad endocitica y exocitica. Ademas,
se pudo observar en un granulocito la internalizacion
de un aparente plasmatocito, resaltando la capacidad
fagocitica de estas células, Figuras 5y 6.
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Figura 3. Plasmatocitos. A. Plasmatocitos granulares de 7 maculata, de distintos tamaiios, con pseudopodos (ps) y actividad
pinocitica (flechas cortas) en la superficie somatica. Tienen alto contenido vacuolar (v) y granulos con material membranoso
(triangulos) y granular (asteriscos) en su interior. n, nucleo. B. Plasmatocito de R. prolixus coloreado con Giemsa. C. Plasmatocito
de T maculata coloreado con Giemsa. D. Plasmatocito de R. prolixus observado al microscopio de contraste de fases. E.
Plasmatocito de T maculata observado al microscopio de contraste de fases.

Figura 4. Tres tipos celulares encontrados en la hemolinfa de 7. maculata. A la izquierda se observa un plasmatocito granular
(P1) con granulos polimorfos con contenido electron densos (flechas largas) y vacuolas (v). En posicion central se aprecia un
oenocitoide (Oe) con citoplasma de elevada electron densidad, escasas organelas celulares, formaciones vacuolares con diferentes
contenidos (V) y estructuras esféricas que semejan liposomas (Ip), llamando la atencion la pronunciada cisterna perinuclear. A la
derecha un plasmatocito (P1) no granular con endosimbiontes (asteriscos) y cuerpos de inclusion (flechas cortas).
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Tabla 7. Promedio (um) y desviaciones estandar de las medidas celulares y nucleares en los granulocitos analizados en R.
prolixus 'y T. maculata, de acuerdo a la dieta (n=5).

Especie Fuente alimenticia ~ Ancho celular  Longitud celular Ancho nuclear  Longitud nuclear
Gallina 19+6,9 24,1+ 7,6 7,8+ 1,9 10,1 +£3,0
Rhodnius prolixus
Rata 18,3+6,9 22,8 +8,0 7£2,5 8,1+3,1
Gallina 21,9+47 26,4+ 8,4 9,2+ 1,3 10,5+2,0

Triatoma maculata
Rata 21+ 4,1 26,2+17,5 9,4+£2,6 10,9+ 3,0

Figura 5. Granulocitos. A. Granulocitos (Grl y Gr2) de T maculata con abundantes pseudopodos (ps) y citoplasma con
granulos (gr), vacuolas (v), mitocondrias (m), aparato de Golgi (g). Se observa actividad endocitica (flechas cortas) y exocitica
(flechas largas). En el granulocito Gr2, llama la atencion la internalizacion de otra célula que semejante a un plasmatocito (area
punteada). Pl, segmento de plasmatocito con endosimbiontes en su interior. B y C. Granulocitos de R. prolixus 'y T. maculata,
respectivamente, coloreados con Giemsa. D y E. Granulocitos de R. prolixus y T. maculata observados al microscopio de
contraste de fases.

Ademas de las cuatro poblaciones de hemocitos, parte del citoplasma. También se observaron en las
también se pudo observar en pocas ocasiones otro  muestras analizadas células similares a granulocitos,
tipo de hemocito reportado en la literatura como  pero con un mayor tamaiio, células binucleadas, Figura
adipohemocito, Figura 7A, el cual se caracteriza por 7By 7C y agregaciones celulares, Figura 8.

tener abundantes gotas de lipidos que ocupan la mayor
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Figura 6. Segmento de granulocito de 7. maculata, con abundantes granulos (gr) en una matriz citoplasmatica de aspecto
granular fino. Destaca la presencia de formaciones microtubulares concéntricas (mt) y formaciones microfibrilares (mf); asi
como también se observan vacuolas (v) con contenido granular, algunas de ellas en proceso de exocitosis (cabezas de flecha).

FIGURA 7. A Adipohemocito de R. prolixus. B. Célula gigante y plasmatocito de R. prolixus. C. Célula binucleada de T.
maculata. Vistos por microscopia de contraste de fases.
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Conteo diferencial de hemocitos. Los resultados
del conteo diferencial de hemocitos se muestran
en la Tabla 8. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar R.
prolixus alimentados sobre rata o gallina en ningun
tipo de hemocito, mientras que si se encontraron

diferencias significativas al comparar el numero de
oenocitos de 7 maculata alimentados sobre gallina
o rata (p=0,043944). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre prohemocitos
(p=0,019496) y oenocitos (p=0,020820) de T
maculata y R. prolixus.
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Figura 8. Agregaciones celulares en hemolinfa de 7. maculata. Se observan plasmatocitos (PL), granulocitos (GR) y una célula

binucleada (BiN). La flecha (|) sefiala la expulsion de granulos.

Tabla 8. Porcentaje de hemocitos (+ desviacion estandar) en R. prolixus 'y T. maculata, alimentados sobre gallina o rata (n=5).

Especie Fuente alimenticia % Prohemocitos % Plasmatocitos % Granulocitos % Oenocitoides
Gallina 10,2+ 3,0 51,6 £7,7 34+7,1 42+21
Rhodnius prolixus
Rata 13,4+2,6 50,1 +£6,9 33+£6,6 35+24
Gallina 11,6 +34 46,4+9,1 38,4+6,7 3,7+ 1,9
Triatoma maculata
Rata 14,7+3,9 445+ 74 33,772 7,1 +4,1
20 Discusion
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Figura 9. Actividad litica observada en muestras de hemolinfa (10
ul) de R. prolixus y T. maculata, segin la dieta (n=5), de acuerdo
al diametro promedio del halo en lisoplatos con M. lysodeikticus.
LHG: Lisozima de huevo de gallina (control positivo).

Aunque todas las especies de triatominos son
potencialmente transmisoras de 7. cruzi, no todas son
igualmente competentes vectorialmente, debido a
que no han desarrollado las mismas adaptaciones. El
sistema inmune, tanto de la hemolinfa como el que
reside en el intestino, cumplen funciones (proteccion
ante patdgenos) que constituyen adaptaciones de las que
dependen algunos de los componentes de la competencia
vectorial. Por ejemplo, el estrés de la reproduccion
podria disminuir la inmunocompetencia y causar que
el insecto sea mas susceptible a enfermedades, lo
cual puede causar la muerte o podria originar que el
organismo sea mas vulnerable debido a que ello incide
en su sistema de defensa*'*?. Ryan* sefialo que algunos
componentes hemolinfaticos pueden relacionarse con la
reproduccion, tal es el caso de los lipidos, los cuales
estan involucrados en procesos como la reproduccion y
la embriogénesis.
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En una revision reciente se destaca que es escasa la
informacion acerca de la respuesta inmune de los
triatominos a patdgenos, tanto en términos cualitativos
de la descripcion de la maquinaria de defensa de estos
insectos ante sus agentes patdégenos, o cuantitativos,
al conocerse apenas informacion en no mas de 10
especies* de las aproximadamente 148 especies de
triatominos descritas**%, Aunque son abundantes los
estudios sobre como afecta la fuente de alimentacion
sobre parametros biodemograficos en triatominos,
como lo muestran Rabinovich, et al.*’ en una revisién
extensa sobre los patrones ecologicos y las fuentes de
alimentacion, no se ha reportado informacion acerca
de cémo inciden las fuentes de alimentacion sobre
el sistema inmune, pese a ser éste un componente
importante de la competencia vectorial.

En el presente trabajo estamos aportando informacion
de interés en este sentido, al evaluar componentes
bioquimicos y del sistema inmune, humoral y celular, de
la hemolinfa de R. prolixus y T. maculata alimentando
sobre gallina y rata, sobre la base del muy documentado
caracter eurifagico de la primera y la adaptacion
ornitofagica de la segunda. Nuestros resultados sugieren
que ambas especies de triatominos fueron afectadas
distintamente en cuanto a los parametros bioquimicos
glucosa, lipidos y proteinas segun son alimentadas sobre
gallina o rata, lo cual da cuenta de las diferencias de sus
preferencias alimentarias al ser R. prolixus eurifagica y
T. maculata estenofagica por estar mas especializada en
el comportamiento ornitofagico. Al comparar nuestros
resultados con los de Canavoso, et al.*’, estos autores
encontraron niveles tanto de glucosa como de lipidos
superiores en varios ordenes de magnitud, mientras
que, en cuanto a los niveles de proteinas, estos autores
encontraron niveles aunque menores, similares en
cuanto al orden de magnitud. La explicacion de tales
diferencias y similitudes se ve limitada debido a que
Canavoso, et al.’® calcularon los niveles de estos
parametros como el promedio de lo encontrado s6lo en
machos y en varias especies de Triatoma, la muestra
analizada fue el sobrenadante de un extracto total
del cuerpo del insecto, que aunque rico en hemolinfa
contiene restos de otras partes del cuerpo, y condiciones
fisiologicas como el ayuno no controladas, distinto a las
condiciones experimentales de nuestro trabajo donde
se analizaron sexos separados, se analiz6 estrictamente
la hemolinfa obtenida por diseccion de la coxa y el
trocanter y se estandarizaron las condiciones de ayuno
y alimentacion de los insectos.

Hasta ahora no ha habido unanimidad de opinion ni
criterios de clasificacion de las células que componen
el sistema inmune celular de la hemolinfa de los
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triatominos. Wigglesworth® en 1933 describid cuatro
tipos de hemocitos y en 19552 hizo una reclasificacion
en el que incluy6é dos nuevos tipos de hemocito. De
igual forma, Jones?”?, Azambuja, et al.?’ y Barracco,
et al.>>% estudiaron los hemocitos en varias especies
de triatominos, reportando y describiendo entre cinco
y siete poblaciones de hemocitos en la hemolinfa de
estos insectos. En el presente trabajo se reportan cuatro
poblaciones de hemocitos observadas por microscopia
electronica de transmision, contraste de fases y optica,
que corresponden a prohemocitos, plasmatocitos,
granulocitos y oenocitos, cuyas caracteristicas y
medidas estan acorde a lo reportado por los autores
antes mencionados para la subfamilia Triatominae.
Los prohemocitos fueron las tnicas células observadas
en proceso de mitosis, lo cual podria apoyar la
teoria de Gupta* sobre el papel de célula madre de
los prohemocitos. Las caracteristicas reportadas
en este trabajo coinciden con las reportadas en los
prohemocitos de Dactylopius coccus®, Phenacoccus
citri 'y Phenacoccus manihoti®®. En relacion a los
granulocitos y plasmatocitos, estos presentaron
caracteristicas similares a las reportadas en Rhodnius
prolixus, R. robustus, R. neglectus, Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus y Dipetalogaster maximus
reportadas por Azambuja, et al.?’. Hypsa, et al.®®
también reportaron la presencia de endosimbiontes en
hemocitos de T infestans.

Ademas, en pocas ocasiones se observo en muestras
de hemolinfa fresca, células que asemejan a los
adipohemocitos descritos por Jones?, y similar a los
resultados reportados por Azambuja, et al.”’, quienes
encontraron so6lo en pocas ocasiones este tipo de
hemocito en la hemolinfa de R. prolixus y T. infestans.

El conteo diferencial de hemocitos mostré que los
plasmatocitos (35-50%) son las células mas abundantes
enlahemolinfade R. prolixus y T. maculata, alimentados
sobre gallina o rata, seguido por granulocitos (30-
45%), prohemocitos (8-20%) y oenocitos (2-12%). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
en relacion con el numero de prohemocitos y oenocitos
al comparar las dos especies, siendo mayor en el
caso de 7. maculata. Considerando que la cantidad
de lisozima también fue mayor en la hemolinfa de T
maculata, es posible que el sistema de defensa de esta
especie se encuentre mas activado, pudiendo esto estar
relacionado con la presencia de endosimbiontes en los
hemocitos de esta especie. Los mayores niveles de
lisozima en 7. maculata respecto a R. prolixus, quiza se
deba a que al tratarse esta Gltima de una colonia de mas
de 40 afos en condiciones de laboratorio, esta especie
haya perdido adaptaciones de defensa a patogenos,
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distinto al caso de la colonia de 7. maculata, la cual es
de reciente colonizacion y aiin podria mantener dichas
adaptaciones. Azambuja, et al.’!, reportaron actividad
inducible de lisozima en la hemolinfa de R. prolixus
al ser inoculado en el hemocele con M. lysodeikticus.
Mello, et al.’?, encontraron que la actividad de la
lisozima en hemolinfa de R. prolixus era inducible por
la infeccion tanto por 7. cruzi como por Trypanosoma
rangeli, 1o que apoya la hipotesis antes mencionada
de que la mayor actividad encontrada en el presente
trabajo en 7. maculata se deba a que se trata de insectos
de reciente colonizacidn en condiciones de laboratorio,
y, alin mantiene esta adaptacion de defensa ante agentes
extrafios.

En resumen, la fuente alimenticia afectd de manera
distinta los componentes bioquimicos de R. prolixus 'y T.
maculata. Ademas, se reporta la presencia de lisozima
en la hemolinfa de estas dos especies, siendo mayor
la actividad litica en 7. maculata. Las poblaciones de
hemocitos encontradas fueron similares en las dos
especies. Con este trabajo se aporta informacion sobre
la descripcion de las células del sistema inmune de los
Triatominos, siendo reportadas las caracteristicas de los
hemocitos por primera vez para 7. maculata.
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