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RESUMEN

Hembras de Triatoma barberifueron infectadas experimentalmente con Trypanosoma cruzia partir del segundo
estadio ninfal, con el fin de detectar posibles alteraciones en los ovarios y en las proteinas del vitelo del huevo.
En las hembras infectadas y en las hembras testigo, se tomaron en cuenta los cambios morfolégicos que se
presentaron en los ovarios durante su maduracién, asi como los patrones electroforéticos de las proteinas del
vitelo del huevo. La morfologia de los ovarios de Triatoma barberi no fue afectada por la infeccion con
Trypanosoma cruzi; los patrones de crecimiento de los ovarios hasta su madurez fueron los mismos en las
hembras testigo y en las infectadas. Las proteinas del vitelo del huevo, en ambos grupos de hembras, no
presentaron diferencias en los patrones electroforéticos.
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ABSTRACT

Triatoma barberi females were experimentally infected with Trypanosoma cruzi at the second ninfal instar. The
effect of the infection on the ovaries and in yolk proteins eggs were evaluated. The morphological changes in
ovaries during their maturation as well as electrophoretic patterns of the yolk proteins eggs in infected and
uninfected females were studied. There was no significant difference in the growth patterns of the ovaries between
both females groups. None difference in electrophoretic patterns of yolk proteins in the eggs between infected and
uninfected females, was observed.
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INTRODUCCION
La infeccidon provocada experimentalmente con Trypanosoma cruzi (Chagas 1909)

(Protozoa: Trypanosomatidae) puede provocar una reduccion de la fecundidad en Triatoma
infestans (Klug 1834) (Hemiptera: Triatominae) (Schaub 1989) y de la fecundidad y la
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fertilidad en Panstrongylus megistus (Burmeister) (Hemiptera: Triatominae) (Lima et al.1992).

Triatoma barberi Usinger, 1939 (Hemiptera: Triatominae) es considerada la especie
endémica mas importante transmisora de la enfermedad de Chagas en México (Schofield
& Dias 1995) por sus habitos totalmente domiciliados (Zarate 1984) y su amplia distribucion
en nuestro pais (Velasco & Salazar 1995). Sin embargo, a pesar de la importancia de esta
especie como vector, se ha estudiado poco sobre su biologia reproductiva y no existe
informacién sobre posibles alteraciones en los ovarios causadas por la infeccion con
Trypanosoma cruzi.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la infeccidon con Trypanosoma cruzi
sobre la maduracion de los ovarios y sobre las proteinas del vitelo en el huevo recién
puesto.

MATERIAL Y METODOS

Dos cohortes de ninfas de Triatoma barberi del primer estadio se mantuvieron a 26 °C
y 28% de humedad relativa, obscuridad continua y alimentacion semanal hasta replecién
sobre ratén por el método de Ryckman (Ryckman 1951). Una cohorte se usé como testigo
y la otra fue infectada a partir del segundo estadio ninfal con Trypanosoma cruzi de la cepa
Nayarit, mediante su alimentacion sobre ratones albinos NIH infectados con dicha cepa, que
habian alcanzado un méaximo de parasitemia de alrededor de 10 x 10* tripomastigotes/ml
de sangre. Las ninfas infectadas y las testigo, desde el tercer estadio ninfal hasta que
emergieron como adultos, fueron alimentadas sobre conejo, con la misma frecuencia y por
el método ya mencionados.

Se analizaron 80 hembras adultas de Triatoma barberi, 40 hembras testigo y 40 hembras
infectadas, de diferentes edades. Ambos lotes de hembras se separaron en 8 grupos de
edad, desde la emergencia (dia 0) hasta los siete dias de edad, conteniendo 5 hembras
cada grupo. La maduracion de los ovarios se evalu6 mediante la técnica descrita en
Ramirez et al. (2003). Se midieron la longitud y ancho de los ovarios y la longitud del foliculo
basal de las hembras testigo e infectadas de cada grupo de edad. Para cada una de las tres
variables consideradas, las comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante el
analisis de varianza (ANOVA) con a= 0.05

Para determinar posibles variaciones en los constituyentes proteinicos del vitelo del
huevo recién ovipositado, se aplico la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) utilizando el método de Lagerblad et al. (1989) con modificaciones, principalmente
en la concentracion de los geles. Para ello se colectaron huevos de hembras testigo e
infectadas, de 0 horas (recién ovipositados) a 6 horas de oviposicion que se guardaron en
tubos de Eppendorf de 1.5 ml para congelarlos a -70 °C hasta su utilizacion. Se procesaron
en total 30 huevos: 16 procedentes de hembras sin infectar y 14 de hembras infectadas.

Después de descongelarlos, se homogeneizé un solo huevo dentro de un tubo de
Eppendorf de 0.5 ml. junto con una solucién de 10ml de inhibidores de proteasas (acido p-
hydroximercuribenzoico (PHMB) 1 nM; fenil-metil-sulfonil-fluoro (PMSF) 0.33 nM); sal
disédica del 4cido etilen diamino tetra-acético (EDTA 1 nM); se sometieron a centrifugacion
en frio a 14000 rpm durante 2 min. Se separé el centrifugado de los restos del corion
presente en los tubos, determinando posteriormente la concentracion de proteinas de la
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muestra del huevo mediante el método de Bradford (Bollag & Edelstein 1992). Se aplicaron
4 ml de la muestra en geles de poliacrilamida a 7.5% con SDS (dodecil sulfato de sodio),
usando como marcadores de peso molecular: miosina (200 kDa), B galactosidasa (116
kDa), fosforilasa B (97.4 kDa), albumina sérica bovina (66.2 kDa) y aldolasa (39.2 kDa). Se
us6 una corriente alterna de 120 voltios y 49-50 mA. Los geles se tifieron con azul de
Coomassie R-250 al 0.2% y se destifieron con una mezcla de metanol, acido acético y agua.
El calculo de los pesos moleculares de cada una de las proteinas se realiz6 graficando los
Rf de los marcadores de peso molecular contra el logaritmo de su peso molecular ( Bollag
& Edelstein 1992).

RESULTADOS

Madurez de los Ovarios

Tanto en las hembras testigo como en las infectadas, desde la emergencia hasta el
segundo dia de edad, la longitud y ancho de los ovarios fueron los mas pequefios
registrados (Cuadro 1). Sus ovariolas presentaron el germario y el vitelario bien definidos
y casi todas presentaban un foliculo basal de pequefia longitud (Cuadro 1), conteniendo el
ovocito basal que iniciaba la vitelogénesis.

Cuadro 1
Crecimiento de los ovarios y los foliculos ovaricos basales en Triatoma barberi testigos e infectadas
con Trypanosoma cruzi, desde la emergencia hasta los siete dias de edad. En cada edad n=5
hembras.

Edad Ovario Ovario Foliculo basal

(dias) Longitud (mm) O+ es Ancho (mm) O+ es Longitud (mm) O+ es
Testigos Infectadas Testigos Infectadas Testigos Infectadas
Emergencia 1.9+£0.09 2.1+£0.08 1.5+0.07 1.7+0.14 0.49 £ 0.02 0.48 +£0.02
1 2.3+0.11 22+0.12 1.6 £0.08 1.7+£0.10 0.62 +0.03 0.50 +£0.03
2 24+£0.13 26+0.18 1.7+£0.07 1.7£0.11 0.63 +0.04 0.65+0.09
3 26+£0.17 27+0.20 1.7+£0.10 1.8+0.18 0.79 £ 0.09 0.84+0.10
4 32+0.23 341024 21+£017 21+£0.24 1.08 £0.12 1.12+0.12
5 36+0.28 40+£0.13 26+0.34 3.0+0.16 1.30£0.10 1.40 £ 0.07
6 38+0.28 43+017 28+0.26 32+0.06 1.69+0.16 1.92+£0.08
7 4.0+£0.31 4.0+0.09 30027 3.0+0.22 1.70£0.17 1.75+0.08

Entre el terceroy el cuarto dia postemergencia, en ambos grupos de hembras, la longitud
y el ancho de los ovarios aumentd considerablemente (Cuadro 1). En el vitelario de cada
ovariola la longitud del foliculo basal también aumenté apreciablemente (Cuadro 1). En
estas edades el ovocito se encontraba en plena vitelogénesis.

Al quinto dia de edad los ovarios y los foliculos basales en ambos grupos de hembras
alcanzaron un gran tamano (Cuadro 1). Ademas en algunas hembras se observaron los
primeros ovocitos basales con corion, indicando que la vitelogénesis habia terminado,
alcanzando con ello la talla de puesta y la madurez. De las 5 hembras testigo de esta edad,
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solo 2 de ellas (40%) tenian ovocitos basales maduros: una (20%) con 2 ovocitos y la otra
(20%) con 6 ovocitos. Por otra parte, el 100% de las 5 hembras infectadas de esta edad,
presentaban entre 1y 3 ovocitos con corion, de un total de 14 ovocitos basales por hembra.

Entre los seis y siete dias de edad, los ovarios de las hembras testigo y de las infectadas
alcanzaron el maximo tamanfio y los foliculos basales la maxima longitud observada (Cuadro
1). En el grupo testigo, el niumero de hembras con ovocitos que habian completado la
coriogénesis fue mayor con relacién a la edad anterior. De las 5 hembras de 6 dias de edad,
3 de ellas (60%) presentaron entre 4 y 5 foliculos basales con ovocitos con corion, de un
total de 14 foliculos basales por hembra. De las 5 hembras de 7 dias de edad, el 100%, tuvo
entre 1y 4 ovocitos basales con corion. En el grupo de las hembras infectadas, el 100 %
de las hembras presentaron entre 2 y 6 ovocitos con corion de un total de 14 ovocitos
basales por hembra.

Los foliculos ovaricos basales de las hembras testigo tenian ovocitos maduros con una
longitud promedio de 1.88 + 0.10 mm. (n= 21). En las hembras infectadas, los foliculos
ovaricos basales con ovocitos maduros alcanzaron una longitud promedio de 1.89 + 0.07
mm. (n= 23).

Comparando los resultados obtenidos en las hembras testigo y las hembras infectadas,
no se encontraron diferencias significativas entre la longitud promedio (F, ¢,= 3.46; p>0.05)
ni el ancho promedio de los ovarios (F; ¢,=3.65; p>0.05). Tampoco hubo diferencias
significativas en la longitud promedio del foliculo basal (F ,=1.01; p>0.05) entre ambos
grupos de hembras. Aparentemente el crecimiento de los ovarios y de los foliculos basales
no son afectados con la infeccion de Trypanosoma cruzi.

Proteinas del Huevo

Los patrones electroforéticos encontrados revelaron que tanto en los huevos ovipositados
por las hembras testigo como en los ovipositados por las hembras infectadas, el vitelo esta
formado principalmente por 7 fracciones proteinicas, con un peso molecular aproximado que
va de los 45 kDa hasta los 158 kDa (Fig. 1). Por otra parte, es posible apreciar tres
subunidades proteinicas muy anchas e intensas: una banda de aproximadamente 158 kDa,
otra de alrededor de 145 kDa y otra mas de alrededor de 138 kDa. La gran intensidad de
estas bandas, junto con otras tres subunidades proteinicas poco menos intensas de
aproximadamente 48, 45 y 40 kDa, respectivamente, al representar todas una mayor
concentracion de proteina, indicarian que corresponden posiblemente a las vitelinas de
Triatoma barberi. En ambos grupos de huevos sus fracciones proteinicas mostraron
patrones electroforéticos practicamente idénticos (Fig. 1). No se observaron diferencias en
el bandeado que pudieran sugerir alguna alteracion en las proteinas del vitelo, que fuera
causada por la infeccién de las hembras con Trypanosoma cruzi.

DISCUSION

El crecimiento de los ovarios y de los foliculos basales hasta su maduracién en Triatoma
barberi, no se afectd por la infeccion con Trypanosoma cruzide la cepa Nayarit, durante los
primeros siete dias del primer ciclo gonadotrofico.
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Figura 1
Patrones electroforéticos de las proteinas del vitelo de huevos de Triatoma barberi recién ovipositados a maximo
6 horas después de la oviposicion. A, marcadores de peso molecular; B, hembras testigo; C, hembras infectadas
con Trypanosoma cruzi (gel de poliacrilamida al 7.5 % con SDS). M, miosina (200 kDa); G, 3 galactosidasa (116
kDa); F, fosforilasa B (97.4 kDa); AB, albumina sérica bovina (66.2 kDa); AL, aldolasa (39.2 kDa).

Schaub (1994) considera a Trypanosoma cruzi como una especie subpatogénica, ya que
so6lo produce efectos patolégicos sobre el insecto huésped cuando éste se encuentra bajo
condiciones adversas. Esto podria explicar al menos en parte, el que no se observara
alteracion en la madurez de los ovarios o de los ovocitos de Triatoma barberi infectadas, ya
que éstas se mantuvieron en el laboratorio bajo condiciones 6ptimas de crianza.

De igual manera, Zeledoén et al. (1970) trabajando con Triatoma dimidiata (Latreille, 1811)
(Hemiptera: Triatominae) demostraron que la fecundidad y la fertilidad de las hembras
mantenidas en laboratorio, tampoco son alteradas por la infeccion con Trypanosoma cruzi.
Sin embargo, existen evidencias de que en Panstrongylus megistus infectadas con
Trypanosoma cruziy criadas bajo condiciones de laboratorio, la fertilidad y la fecundidad se
ven disminuidas (Lima et al. 1992), lo que indicaria que efectivamente el flagelado puede
afectar al insecto vector aun bajo condiciones éptimas de crianza.

Las hembras de Triatoma barberi fueron infectadas a partir del segundo estadio ninfal,
lo cual posiblemente también influyé para que no se observara ningun efecto adverso sobre
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la maduracién de los ovarios, ya que hay evidencia de que existe una relacion entre el
efecto patologico sobre el insecto y la etapa del ciclo de vida en el cual es infectado
experimentalmente con Trypanosoma cruzi. Por ejemplo, cuando se infectaron ninfas de
todos los estadios ninfales, asi como hembras adultas de Triatoma infestans con
Trypanosoma cruzi, se determiné que en las hembras que habian sido infectadas en la
etapa adulta, ocurria una reduccion significativa en el numero de huevos entre el 14y 20%,
mientras que ninguna reduccion se observé en las hembras que habian sido infectadas en
la etapa ninfal (Schaub 1989). Esto ultimo podria sugerir que el insecto vector adquiriria
cierta tolerancia o inmunidad a la infeccion con Trypanosoma cruzi mientras transcurre su
etapa ninfal, lo que no lograria si la infeccion se adquiere en la etapa adulta.

En los patrones electroforéticos de las proteinas vitelinicas de los huevos de hembras de
Triatoma barberi infectadas, tampoco se encontraron diferencias que sugieran algun efecto
patolégico por la presencia del flagelado. Al parecer las hembras infectadas tuvieron
suficientes proteinas y otros metabolitos para la formacion del vitelo, lo que permitié que
algunas de ellas produjeran hasta seis ovocitos maduros durante los primeros siete dias de
edad.

Esto sugiere que Triatoma barberi al parecer no compite con Trypanosoma cruzi por la
utilizacion de las proteinas que se incorporan al ovocito durante la vitelogénesis. Sin
embargo, aunque no se determind, las hembras infectadas pudieron haber consumido una
mayor cantidad de sangre durante los estadios ninfales, para compensar la posible
deficiencia de las proteinas necesarias para la produccion de los ovocitos. Segun Schaub
(1988; 1989) los triatominos que son infectados con Trypanosoma cruzi y que son
alimentados con regularidad, muestran sélo un leve o ningun efecto adverso; ademas es
posible que no se observen efectos sobre los insectos infectados ya que éstos son capaces
de ingerir una mayor cantidad de sangre para compensar el alimento presumiblemente
usado por Trypanosoma cruzi, o también porque el requerimiento de metabolitos de este
flagelado sea minimo como para producir efectos adversos sobre el insecto vector.
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