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RESUMEN
Introduccion: La enfermedad de Chagas es uno de los problemas sanitarios de
mayor importancia epidemioldgica en Latinoamérica. El principal mecanismo de

transmision es a través de las heces de los triatominos.



Objetivo: El objetivo del presente trabajo es caracterizar histolégicamente el
patréon de desarrollo folicular de hibridos experimentales de T. infestans y T.
platensis.

Materiales y métodos: Se trabajo con hembras hibridas fecundadas obtenidas
a partir de una colonia fundadora constituida por hembras de T. infestans y
machos de T. platensis. Se les ofrecid alimento dos veces y luego se sacrificaron
a fin de extraer los ovarios, los cuales se deshidrataron, aclararon y embebieron
en parafina para ser cortados y coloreados con hematoxilina- eosina. Se
describieron caracteristicas morfohistolégicas de los foliculos basales en
desarrollo.

Resultados y Discusion: Histolégicamente los foliculos basales en
previtelogénesis temprana se presentaron rodeados de un epitelio simple cubico
con nucleos pequenos, redondeados y cromatina densa, mientras que los
ovocitos presentaron un ooplasma fibroso y pequeno sin presencia de vitelo. Al
comenzar la fase de vitelogénesis temprana, el epitelio folicular se volvid
cilindrico, binucleado con cromatina laxa, en la haplocélula se registrdé un
ooplasma con presencia de granulos de vitelo en su periferia acompafiada de un
aumento del volumen. En vitelogénesis tardia el epitelio se aplana manteniendo
el caracter binucleado con nucleos pequefios mientras que el citoplasma del
ovocito se observo repleto de granulos de vitelo.

Conclusiones: Histoldogicamente los foliculos basales del hibrido entre T.
infestans y T. platensis presentaron las mismas caracteristicas que las citadas

para otros triatominos.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una afeccién parasitaria causada por el
protozoo flagelado Trypanosoma cruzi Chagas 1909. Esta se encuentra
ampliamente distribuida en el continente americano (DuQue et al., 2011;
ZINGALES et al., 2012), siendo uno de los problemas sanitarios de mayor
importancia epidemioldgica en Latinoamérica. El principal mecanismo de
transmision de T. cruzi en la naturaleza y en las areas rurales, es a través de las
heces de los triatominos (GuHL, 2007). Actualmente se conocen 140 especies
ampliamente distribuidas en América continental e insular (SCHOFIELD & GALVAO,
2009), consideradas todas como vectores potenciales de la enfermedad de
Chagas (JURBERG & GALVAO, 2006). Entre las especies exitosamente adaptadas al
domicilio humano se encuentra Triatoma infestans Klug 1834. Esta se distribuye
en gran parte del cono sur de América y es la especie de mayor importancia
epidemioldgica ya que se encuentra colonizando, en altas densidades, el
domicilio y los anexos peridomiciliarios de las viviendas humanas (BREWER et al.,
1983; NOERIEAU et al., 1997; 2005; WALECkX et al., 2012). Es una especie
claramente antropofilica que ademas presenta indices significativos de infeccion
natural por T. cruzi (WHO, 2007).

Triatoma platensis Neiva 1913 es una especie ornitofila, considerada una
especie silvestre que invade y coloniza el peridomicilio. Su distribucion
geografica comprende numerosas provincias argentinas (CANALE, 2005).
Ademas, ha sido citada para la regién sur de Bolivia, Paraguay y el area oeste
de Uruguay y Brasil (GALvAO et al., 2003). En los ambientes silvestres se la
encuentra asociada a nidos de aves de los distintos géneros de las familias
Furnariidae y, mas raramente, Psittacidae (BREWER et al., 1983), en los cuales
BAR et al. (1986) y MAarTi et al. (2014) registraron ademas la presencia
secundaria de Didelphis albiventris Lund 1840, principal reservorio silvestre de
T. cruzi. En el peridomicilio se han reportado colonias en gallineros, donde llega
a establecer profusas poblaciones coexistiendo, en algunos casos, con T.

infestans (SALVATELLA, 1991).



En la naturaleza varios autores citan que ambas especies no solo
comparten el habitat peridomiciliario, encontrandose en gallineros la presencia
de ejemplares hibridos (SALVATELLA, 1987), sino que ademas coexisten en el
ambiente silvestre. Al respecto MARTI et al. (2014) realizaron el primer reporte
de ambas especies conviviendo en nidos de aves en la localidad del Palmar
(Chaco, Argentina), con el hallazgo de ninfas de 5to estadio aparentemente
hibridos. En relacidon al proceso de colonizacidon del domicilio, la alimentacion y
la reproduccion cobran especial importancia para las especies que se encuentran
en los peridomicilios, ya que el éxito para invadir y colonizar un nuevo ambiente
va a depender no sélo de la disponibilidad de alimento en el mismo, sino también
de la capacidad reproductiva de cada especie (DAFLON- TEIXEIRA et al., 2009). Es
por ello que estudiar aspectos relacionados con la reproduccidon contribuyen al
conocimiento de la dinamica poblacional, de dispersién y la potencial adaptacion
a diferentes habitats (GureviTz et al., 2006).

El desarrollo folicular es un proceso que se encuentra altamente regulado
por el estado nutricional del insecto y factores hormonales. Consiste en una serie
de cambios morfoldgicos, morfométricos, histolégicos y bioquimicos que sufren
los ovocitos hasta alcanzar la madurez, pudiéndose dividir en tres fases:
previtelogénesis, vitelogénesis y coriogénesis. La previtelogénesis se caracteriza
por el aumento y evolucion de organulos citoplasmaticos (AsiN & AYERBE, 1989),
es un proceso de lento crecimiento en el que se acumulan organelas producidas
en el germario y que son transmitidas al ovocito a través de los cordones troficos
(RAABE, 1986) una vez que la célula haploide alcanza un tamafo critico, el canal
nutricio degenera y comienza la fase conocida como vitelogénesis (STOKA &
SALOMON, 1987).

Durante la segunda fase del proceso, se genera el vitelo dentro del ovocito.
El vitelo tiene como funcion alimentar al embriéon en desarrollo y esta formado
por una fosfolipoglicoproteina que TELFER (1954) Ilamo vitelogenina sintetizada
en organos extraovaricos tanto en insectos como en otros organismos oviparos
invertebrados y vertebrados. En triatominos esta proteina junto con lipoforinas
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(lipoproteinas ricas en fosfolipidos) son producidas en los cuerpos grasos y
vertidas a la hemolinfa para luego ser transferidas a ovocitos que hayan
finalizado la fase previtelogénica, también se almacenan enzimas como
peptidasas y carboxilasas acidas que las degradan liberando los nutrientes que
el embridn necesita para crecer (FRUTTERO, 2010). El proceso por el cual los
nutrientes ingresan al ovocito en desarrollo es la pinocitosis, la hormona juvenil
actla sobre receptores del epitelio folicular que se contrae creando canales
(patencia) que permiten el paso de hemolinfa cargada de sustancias de reserva
llegando a la superficie del ovocito para que ingresen hacia el citoplasma del
mismos (DAVEY, 1974). Una vez dentro, los endosomas se unen entre si para
formar los granulos de vitelo, dentro del mismo las vitelogeninas son
modificadas y transformadas en vitelinas que se almacena para su posterior uso
durante la embriogénesis (TurAiL, 2008).

La entrada de material vitelogénico se prolonga hasta que el ovocito
alcanza su longitud maxima. Cuando finaliza la vitelogénesis la membrana
vitelina se condensa y las células foliculares depositan las distintas capas del
corion dando inicio a la etapa conocida como coriogénesis (STOKA & SALOMON,
1987). Al finalizar la ultima fase de desarrollo el huevo, éste esta listo para ser
ovulado, el tapdn epitelial degenera y se produce la apertura del canal que
comunica con el oviducto lateral por donde sera transportado pasando por el
oviducto comun, una vez que llega a la bursa copulatrix se produce la
fecundacién. En este momento el huevo ya fecundado esta totalmente
desarrollado y listo para ser ovipuesto, nutrir y permitir el crecimiento del

embrion finalizando el evento reproductivo.

OBJETIVO
Caracterizar aspectos morfohistoldgicos de la biologia reproductiva de
hibridos experimentales de T. infestans y T. platensis enfocados en el desarrollo

folicular.



MATERIALES Y METODOS

Para obtener los triatominos hibridos se formd una colonia fundadora de
20 hembras adultas de T. infestans provenientes de campo y 20 machos adultos
de T. platensis de primera generacion obtenidas en laboratorio, todos como
ninfas quinto estadio. Los triatominos hibridos obtenidos fueron mantenidos
hasta el cuarto estadio en el laboratorio de cria del Centro de Referencia de
Vectores (CEREVE, Ministerio de Salud, Santa Maria de Punilla, Cdérdoba,
Argentina). A partir del quinto estadio ninfal los insectos fueron sexados (BREWER
et al., 1983) y trasladados al Laboratorio de Cria de la Facultad Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales de la Universidad Nacional de Coérdoba en el cual se
mantuvieron hasta la muda al estado adulto.

En ambos laboratorios los insectos fueron mantenidos en frascos de vidrio
cilindricos (500 cc), cubiertos por una red de plastico y provistos de un papel en
posicion vertical, bajo condiciones controladas de temperatura (27 + 1°C),
humedad relativa (60 £ 10%) y fotoperiodo (12:12 luz-oscuridad). Cada 15 dias
se les ofrecié alimento sobre paloma (Columba livia Gmelin 1789) con
movimiento restringido y sin anestesiar.

Para determinar el desarrollo folicular de los hibridos, se analizaron los
cambios histolégicos que ocurrieron en los foliculos basales. Para ello se
emplearon hembras alimentadas a replecién al séptimo dia posterior a la muda
y emparejadas con un macho hibrido bien alimentado. Una vez comprobada al
menos una copula, a través de la presencia del espermatoéforo, el macho fue
retirado. Luego de la primera alimentacion y transcurridos 40 dias de ayuno, a
los fines de asegurar el vaciamiento del promesenterdn y llevar los ovarios a un
estado basal, las hembras fueron nuevamente alimentadas (CATALA DE
MONTENEGRO 1983; 1989).

A partir de la segunda alimentacion las hembras se sacrificaron. De cada
ejemplar se extrajeron los ovarios y se fijaron en buffer fosfato salino (PBS) a
pH=7. Para describir las caracteristicas morfohistoldgicas, los ovarios de un
ejemplar por grupo se deshidrataron en soluciones de alcohol de graduacién
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creciente, se aclararon en xilol e incluyeron en parafina. Posteriormente se
realizaron cortes a 7 ym y se colorearon con hematoxilina-eosina (ToLosA et al.,
2003). A partir de los mismos se obtuvieron fotografias empelando una camara
digital AxioCam Erc 5s Carl Zeiss adosada a un microscopio Primo Star Carl
Zeiss. A partir de las fotografias se ordenaron las distintas fases del desarrollo

folicular.

RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de desarrollo folicular comenzd con los ovocitos de los foliculos
basales en previtelogénesis temprana, fase caracterizada por presentar un
ooplasma de estructura fibrosa y homogénea, y un volumen muy reducido,
ademas de carecer de granulos de vitelo en su interior (Fig. 1A). Nutriendo a la
gameta en ésta fase se encontrd el corddn trofico que conecta a la célula en
desarrollo con el estroma del germario, el mismo manifestd caracteristicas
histoldgicas similares a las observadas para el ooplasma (Fig. 1B). Luego los
ovocitos mostraron un importante crecimiento en volumen, el citoplasma
aumentdé mucho de tamafio debido a la acumulacién de nutrientes provenientes
del germario conservando la estructura fibrosa, finalizando la fase de
previtelogénesis (Fig. 1C). Cuando los ovocitos crecieron lo suficiente, entraron
en fase de vitelogénesis temprana y los cordones tréficos degeneraron. A medida
gue se almacenaron los granulos de vitelo desde la periferia, el ooplasma se fue
recluyendo hacia el centro (Fig. 1D). Una vez finalizado el proceso de
acumulacion de vitelo, el interior de la gameta se encontré completamente lleno
de granulos y sustancias de reserva que aumentaron rapidamente su volumen
en vitelogénesis tardia (Fig. 1E). En este momento el ovocito esta listo para la
produccion de corion secretado por el epitelio finalizando el proceso de desarrollo
folicular.

En relacion al desarrollo del epitelio folicular se pudieron observar cambios
en las diferentes fases de desarrollo. En previtelogénesis temprana, el foliculo
basal presentd un epitelio simple de células pequeinas y fusiformes,
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mononucleadas con nucleo también fusiforme y pequefio con cromatina
condensada denotando poca actividad (Fig. 2A). Una vez que comenzé el
desarrollo, las células del tejido se volvieron cilindricas altas con nucleos
redondeados en posicion central y cromatina laxa encontrandose en fase de
previtelogénesis tardia (Fig. 2B). Posteriormente, el ovocito comenzd a
almacenar granulos de vitelo en la vitelogénesis temprana, a nivel del epitelio
ocurrié division mitotica, de modo que todas las células se observan como
binucleadas, voluminosas y cilindricas con limites nitidos, presentando su
extremo basal en contacto estrecho con el espacio perioocitico y el extremo
apical en contacto con la membrana peritoneal que separa al ovocito de la
hemolinfa, ademas el volumen de ambos nlcleos también aumentdé
observandose una cromatina auin mas laxa que en la fase anterior (Fig. 2C). En
la fase de vitelogénesis tardia, se produjo un estiramiento del epitelio folicular
producto del aumento rapido de volumen que sufridé la gameta por el ingreso de
sustancias de reserva y agua dgenerando un achatamiento del tejido, en esta
situacion las células se volvieron cubicas, de menor tamafo manteniendo el

caracter binucleado con nucleos pequefos y redondeados (Fig. 2D).

CONCLUSIONES

Los cambios ocurridos a nivel histoldgico en los foliculos basales se
asemejaron a otros triatominos asi, al igual que Triatoma infestans (BARTH,
1973) y Rhodnius prolixus Stal, 1859 (VANDERBERG, 1963; HUEBNER et al 1972),
las fases de desarrollo folicular se encontraron bien definidas presentando una
fase inicial de previtelogénesis en la cual el ovocito mostré un citoplasma
filamentoso de volumen reducido, al igual que lo reportado por BARTH (1973)
para T. infestans y HUEBNER et al. (1972) para R. prolixus, ademas fue clara la
presencia de un corddn tréfico que nutrié al ovocito durante esta primera fase
caracteristico de un ovario telotréfico. Durante la fase de vitelogénesis, los
nucleos del epitelio folicular experimentaron una mitosis sin citocinesis que
produjo un tejido con células binucleadas.
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Figura 1: Secuencia de desarrollo folicular en ovarios de hembras hibridos de
T. infestans y T. platensis (A-E). A: ovocito en previtelogénesis temprana (corte
transversal) (10X HE). B: ovocito en previtelogénesis temprana (corte
longitudinal) (20X HE). C: ovocito en previtelogénesis tardia (20X HE). D:
ovocito en vitelogénesis temprana (10 X HE). E: ovocito en vitelogénesis tardia
(10X HE). Mp: membrana peritoneal; Ef: Epitelio Folicular; Po: espacio

perioocitico; Oo: ooplasma; Ct: corddn Trofico.
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Figura 2: Secuencia de desarrollo de las células del epitelio del foliculo basal en
ovarios de hembras hibridos de T. infestans y T. platensis (A-D). F: epitelio
folicular de ovocito en previtelogénesis temprana (80X HE). B: epitelio folicular
de ovocito en previtelogénesis tardia (80X HE). C: epitelio folicular binucleado
de ovocito en vitelogénesis temprana (80X HE). D: epitelio folicular de ovocito
en vitelogénesis tardia (80X HE). N: nucleo; Po: espacio perioocitico; Oo:

ooplasma; Vt: vitelo.
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