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RESUMEN

Mepraia spinolai es el vector silvestre de la enfermedad de Chagas en Chile.
Estudios recientes demuestran que este insecto es epidemiologicamente importante en la
transmision de dicha enfermedad. El conejo europeo forma parte importante en la dieta de
estos insectos por lo cual puede llegar a jugar un rol significativo en la trasmision del
Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad. Por otra parte, se ha demostrado que
los triatominos introducen a través de la picada proteinas presentes en su saliva que pueden
inducir respuestas inmunes de tipo local y sistétmico en sus hospederos, lo cual podria
modular la adaptacion de diferentes reservorios a la picada del insecto, y asi modificar la
incorporacion del parésito a los mismos. Dado lo anterior, se consider6 de importancia
evaluar la respuesta inmune del conejo europeo frente a la picada e inoculacion de proteinas
de la saliva de M. spinolai, como herramienta Util para evaluar la exposicién a la

enfermedad de Chagas.

En el estudio se evalud la respuesta del conejo europeo, en la produccion de
anticuerpos IgG frente a las proteinas presentes en la saliva de M. spinolai, en dos grupos de
tratamiento. EI primer grupo fue sometido a tres sesiones de picaduras de insecto, mientras
que el segundo fue sometido previamente a la inoculacién de un extracto torécico del
triatomino (que contenia las glandulas salivales) antes de seguir la misma serie de picaduras.
So6lo en el segundo grupo se evidencid una respuesta significativa de anticuerpos 19G. En
conclusion, el conejo europeo genera una respuesta inmune humoral frente al extracto
torécico y eventualmente esta respuesta podria incluir anticuerpos IgG contra las proteinas
de la saliva de M. spinolai.



SUMMARY

Mepraia spinolai is the wild vector of the Chagas disease in Chile. Recent studies
show that this insect is epidemiologically important in the disease transmission. The
European rabbit is an important part of the diet insects, and to it could play a significant role
in the transmission of Trypanosoma cruzi, the causal agent of the disease. It has been shown
that triatomines through the bite introduce proteins present in their saliva, that can induce
immune responses of local and systemic type in their hosts, which could modulate the
adaptation of different reservoirs to the bite of the insect, and thus alter the incorporation of
the parasite to them. Because of the above issue, it was considered important to assess the
immune response of the European rabbit to the bite and inoculation of saliva proteins of M.

spinolai, as a useful tool for assessing exposure to Chagas disease.

The present study evaluated the response of the European rabbit, in the production of
IgG antibodies against the proteins present in the saliva of M. spinolai, in two treatment
groups. The first one was subjected to three bite sessions of insect, while the second one
was submitted prior to the inoculation of an insect's thorax extract (containing the salivary
glands) before the same series of bites. Only the second group showed a significant
response of IgG antibodies. In conclusion, the rabbit is capable of generating a humoral
immune response against the thorax extract and eventually this response might include

antibodies 1gG against the proteins of the saliva of M. spinolai.



I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una zoonosis parasitaria,
producida por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, que constituye un importante
problema de salud publica, de gran impacto social y econdmico, en la mayoria de los paises
latinoamericanos (Schofield, 1994). Esta parasitosis es propia de sectores rurales y
suburbanos, y su proliferacion se ve favorecida por la mala calidad de la vivienda,

encontrandose de manera frecuente en condiciones de pobreza (Apt y Reyes, 1990).

La via de transmisiébn mas comun y de mayor importancia epidemioldgica es la que
se produce mediante los insectos hemat6fagos y oportunistas pertenecientes al orden
Hemiptera, familia Reduviidae y subfamilia Triatominae. En mas de la mitad de las cientos
de especies reconocidas mundialmente de estos insectos, se ha sefialado la infeccion natural
por T. cruzi. Debido a lo anterior y a su similar comportamiento y fisiologia, todas las
especies de esta subfamilia deben considerarse como vectores potenciales de la enfermedad
de Chagas (Schofield, 1994).

En Chile se pueden reconocer tres especies: Triatoma infestans, Klug (1834), insecto
de mayor importancia epidemiolégica, ya que es el principal vector de T. cruzi. Este se
alimenta principalmente del hombre y de animales en ambientes domésticos, y coloniza el
interior y el peridomicilio de las viviendas humanas (Canals et al., 1998); Mepraia gajardoi
(Frias et al., 1998), descrita recientemente en el norte del pais. Y por Gltimo Mepraia
spinolai, Porter (1934), vector del parésito principalmente a nivel de los vertebrados
silvestres (Apt y Reyes, 1986), y la cual recientemente ha sido encontrada con mayor
frecuencia en ambientes peridomiciliarios (Canals et al., 1998), lo que ha generado un

mayor interés por el estudio de esta especie.

Se ha observado que el ciclo vital de M. spinolai se ve afectado por la presencia o
ausencia de una determinada fuente alimentaria y mas adn, por la naturaleza de la misma
(Acuiia, 2002). En la zona endémica de la enfermedad de Chagas en Chile, el conejo
europeo (O. cuniculus) muestra una alta participacion en la dieta de M. spinolai (Canals et
al., 1998). Se ha demostrado que entre los mamiferos de los cuales se alimenta M. spinolai,

el conejo europeo afecta positivamente los pardmetros poblacionales al compararlo con
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ejemplares alimentados con otros mamiferos. Lo anterior indica que ecoldgicamente, el
conejo seria una presa energéticamente mas conveniente para M. spinolai. Si se considera
por una parte, que existen grandes poblaciones del lagomorfo en la zona de distribucion de
M. spinolali, y por otra la alta frecuencia de crianzas de conejos domeésticos o silvestres en
las viviendas rurales, podria considerarse a este mamifero como el mejor nexo para la

domiciliacion de M. spinolai ( Acufia, 2002 ).

Mepraia spinolai, asi como otros triatomineos, introduce su estilete inyectando
proteinas de la saliva durante la adquisicion de sangre como alimento, sensibilizando al
sistema inmune del hospedero y pudiendo generar, entre otras, una respuesta humoral
especifica contra ciertos antigenos (Nascimento et al., 2001). En este estudio se pretende
determinar la respuesta productiva de anticuerpos especificos 1gG en algunos ejemplares de
conejo europeo frente a la picadura de M. spinolai, a través de dos ensayos en los cuales se

somete a este mamifero a los componentes de la saliva de M. spinolai.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1. ANTECEDENTES GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una enfermedad que
deriva su nombre del clinico brasilefio Dr. Carlos Riveiros Justiniano das Chagas quien la
describio en 1909 (Schofield, 1994). Esta enfermedad es causada por el T. cruzi, protozoo
flagelado que infecta tanto a mamiferos silvestres como domeésticos, incluyendo al hombre
(Molina et al., 2004) (Figura 1).

La enfermedad se extiende desde el paralelo 35 Lat. Norte, Sur de EE.UU., hasta el
paralelo 34,5 Lat. Sur en Chile y el paralelo 45 Lat. Sur en Argentina. Si bien todos los
paises presentes entre estos limites presentan la infeccion, ésta es mas importante en
Ameérica del Sur por su mayor prevalencia y repercusion clinica (Apt y Reyes, 1990). En el
continente americano la enfermedad de Chagas existe desde tiempos muy remotos, y ya
afectaba a comunidades humanas prehistoricas que poblaron el extremo norte de Chile hace
alrededor de 2.000 afios. Es posible suponer que el parésito, T. cruzi, circulaba primero
entre mamiferos y vectores silvestres, para luego adaptarse al ciclo doméstico de
transmision con el desarrollo de las vidas sedentarias de las tribus precolombinas, dandole a
la enfermedad el caréacter de endémica (Apt y Reyes, 1990).

Figura 1. Trypanosoma cruzi en frotis de sangre
Fuente: Fernando P. Monroy.



En términos de salud publica e impacto econémico la enfermedad de Chagas es la
infeccion parasitaria mas importante en Ameérica Latina (Miles et al., 2003). Su impacto
social y econdmico es lejos mucho mayor a otras enfermedades parasitarias tales como la
Malaria, la Leishmaniosis y la Schistomatosis (Cruz-Lopez et al., 2001). La infeccion con T.
cruzi es una zoonosis compleja, que puede llegar a ser mortal y a menudo conduce a
lesiones muy debilitantes de los 6rganos vitales, tales como el corazon y el tracto intestinal
principalmente (Schofield, 1994). Estimaciones de la organizaciébn mundial de la salud
indican que 16 a 18 millones de personas estaban infectadas en 1990. Sin embargo, las
iniciativas regionales en América Latina han resultado en una reduccion notable del namero

de casos solo estimandose para el 2006, 9 millones de personas infectadas (OMS, 2007).

La trasmision por vectores representa mas del 80% de la trasmision total de T. cruzi,
existiendo en menor medida otras vias de transmision, tales como las trasfusiones de sangre
o trasplantes de 6rganos de donantes infectados, la trasmision congénita desde madres
infectadas, la ingestion de sustancias contaminadas, y las infecciones accidentales en el
laboratorio (Schofield, 1994). Es asi, como la via de transmision mas comdn y de mayor
importancia epidemioldgica recae en los insectos pertenecientes al orden Hemiptera, familia
Reduviidae y subfamilia Triatominae (Schofield, 1994). Segun antecedentes aportados por
Galvao et al (2002), se han reconocido 18 géneros y 134 especies, siendo las principales
especies vectoras pertenecientes a los géneros: Triatoma, Panstrongylus y Rhodnius (Apt y
Reyes, 1990) (Figura 2). En Sudamérica estos insectos son comUnmente conocidos como

“vinchucas”, “barbeiros”, “chinche hocicona”, “chinche de compostela”, “chinche picuda”,

entre otras (Magallon, et al., 1998).

La subfamilia Triatominae esta constituida por insectos hematdéfagos estrictos,
hemimetabolos, cuyo ciclo vital consta de huevo, cinco estadios ninfales y el estado adulto
(Cabello et al., 1987). Los triatominos contraen la infeccién alimentandose de un mamifero
infectado, y conservan la infeccion durante toda la vida. Es importante mencionar que no

existe la transmision transovarica de T. cruzi en estos insectos (Schofield, 1994).
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Figura 2. Distribucion de la enfermedad de Chagas y sus principales vectores.

Fuente: http://www.olavarria.com/ciudad/informacion/opiniones/index.php

La epidemiologia de la enfermedad de Chagas es compleja y multifactorial y
comprende aspectos del agente causal, de los vectores transmisores, de su habitat, de los
mamiferos reservorios, ya sea animal u hombre, y los diferentes aspectos de la interaccion

parasito - vector y paréasito - hospedero mamifero (Maekelt, 1983)

La mayoria de las especies de triatominos ocupan hébitats principalmente selvaticos
en asociacion estrecha con sus hospederos vertebrados. Dichos hébitats incluyen diferentes
tipos de nidos de aves, madrigueras, agrupaciones de rocas, arboles huecos, nidos de
pequefios roedores y cuevas de murciélagos, casi todo sitio capaz de dar abrigo de los
extremos climaticos y permitir el acceso fécil a una fuente de sangre o a un vertebrado.
Ciertas especies también invaden y colonizan los habitats peridomiciliarios, tales como los
gallineros y los corrales de cabras, y algunas han realizado la transicién para colonizar las
viviendas humanas. La direccion evolutiva de los triatominos parece involucrar la
adaptacion progresiva a los habitats mas estables a su alcance, especialmente el habitat
ofrecido por las casas rurales tipicas de las partes mas pobres de Latinoamérica (Schofield,
1994).



Tal vez esta enfermedad, mas que ninguna otra, muestra el problema ecolégico de
comunidades que constituyen las enfermedades trasmitidas por vectores. Los triatominos
distribuyen al parasito dentro de las comunidades de mamiferos silvestres que constituyen
sus reservorios en el ciclo silvestre, y entre los animales domésticos, sinantropicos y el
hombre, que constituyen el reservorio del ciclo doméstico (Canals et al., 1998) (Figura 3).
El parésito se transmite principalmente como una infeccion adquirida a traves de las

deyecciones de sus vectores (transmision posterior), y no por la picadura de éstos.

Figura 3. Enfermedad de Chagas y su ciclo doméstico- silvestre.
Fuente: Atias, 1991. Parasitologia clinica, 32 edicion.

Las especies consideradas domésticas, tales como Triatoma infestans y Rhodnius
prolixus, se encuentran progresivamente controladas a través de iniciativas regionales y
nacionales disefiadas para eliminar poblaciones domésticas, a través de la aplicacion de
insecticidas de accién residual. Sin embargo, en los Gltimos afios, han aumentado los
reportes de otras especies que han establecido colonias domésticas, y algunas, como T.
dimidiata, han invadido residencias urbanas y periurbanas. En muchos casos, la nueva
infestacion involucra especies poco conocidas, que se han considerado como de habito
selvatico exclusivo, tales como P. rufotuberculatus, R. stali y Eratyrus mucronatus en
Bolivia, y P. geniculatus en la region del amazonas (Noireau et al. 1995, Dujardin et al.
1998, Valente et al. 1998, citados por Schofield et al, 1999).



La transmision del parasito a través de estos vectores posee un alto impacto y no
existe vacuna ni tratamiento especifico disponible. La principal estrategia de control
depende de la prevencion de la transmision, principalmente eliminando los vectores
domésticos (Dias et al., 2002).

2. SITUACION EN CHILE

En Chile la enfermedad de Chagas se extiende desde la frontera con el Perd, por el
norte, hasta la zona central del pais, por el sur, entre los paralelos 18° a 34°.5 Lat. Sur (Apty
Reyes, 1986) (Figura 4), predominando en sectores rurales y periurbanos. Su localizacion
corresponde a las tres primeras zonas biogeograficas (desierto, estepas, matorrales) en las
cuales se dan las condiciones ecoldgicas que favorecen la instalacion y multiplicacion de los

vectores en Chile (Schenone et al., 1995).

Figura 4. Mapa distribucion de los triatominos en Chile. Paralelos 18° al 34.5°
Latitud Sur.
Fuente: Memoria Med. Vet. A. M. Alzamora, 2006.

En Chile los triatominos, vectores de la enfermedad de Chagas, son cominmente

conocidos como “vinchucas” y se reconocen tradicionalmente dos especies: Triatoma
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infestans, el vector domestico (Figura 5a) y Mepraia spinolai, el vector silvestre (Lent et
al., 1994) (Figura 5b).

En 1998, Frias et al. describieron una nueva especie silvestre en el norte del pais,
denominada M. gajardoi. Estudios realizados por Carvajal et al (2007), muestran que ésta
especie se encuentra infectada con T. cruzi, presentando un indice tripano triatomineo de
19,2%.

Figura 5a.T. infestans Figura 5b. M. spinolai

Triatoma infestans es el vector mas importante de la enfermedad de Chagas debido a
su amplia distribucion en América y a sus habitos casi exclusivamente domésticos. Se la
puede encontrar en grietas de las paredes de adobe o de "quincha" (ramas entramadas
revestidas con barro), techos de ramas y habitaculos, y gallineros de la zona peridoméstica
(Apt y Reyes, 1990). Es una especie nocturna que se alimenta de sangre de animales
endotérmicos con una preferencia significativa por la sangre humana. Existe una elevada
proporcion de estos insectos infectados por T. cruzi, la que se estima es de un 32,5%
(Canals et al., 1998).

Mepraia spinolai es una especie diurna, cuya existencia ha sido comprobada sélo en
Chile. Se distribuye entre los paralelos 18° y 34° de latitud sur, desde el nivel del mar hasta
los 3.000 metros sobre el nivel del mar (Canals et al., 1998). Su hébitat lo constituyen
zonas pedregosas en especial canteras, grietas, guaneras de aves y cuevas de animales, de

ahi su denominacion como vinchuca silvestre (Acufia, 2002; Canals et al., 1998).
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Ocasionalmente se le puede encontrar también en corrales, pircas periantropicas y en la
vivienda humana (Canals et al., 1998; Cattan et al, 2002), ya sea sola o coexistiendo con T.
infestans (Frias y Atria, 1998; Schofield et al., 1998).

Si bien el area chagasica se ubica en la zona mas poblada del pais, el hecho que las
viviendas positivas se encuentren en &reas rurales determina que la poblacion expuesta sea
de alrededor de 500.000 habitantes con un 18,7% de afectados por el T. cruzi. Si bien las
tasas de morbilidad han descendido en este ultimo tiempo, ha habido periodos de ascenso de
ella, desde una tasa de 3,22 (x100.000 habitantes) para el afio 1994 a 5,21 (x100.000
habitantes) para el afio 2000, evidenciandose posteriormente un descenso sostenido de esta
(Apt et al., 2006).

En los ultimos afos se han realizado programas de control y vigilancia enfocados
principalmente en el vector doméstico obteniéndose buenos resultados, tales como la
disminucion en el nimero de viviendas positivas y el hecho de que Chile pasara a ser
considerado como uno de los paises libres de la trasmision vectorial del T. Cruzi (OPS,
2003).

2.1 Importancia epidemioldgica de M. spinolai

Desde el punto de vista epidemioldgico, esta especie actia como vector del ciclo
silvestre de la enfermedad de Chagas, (Apt y Reyes, 1986; Canals et al, 1998) y al igual que
otros triatominos, adquiere el protozoo a través de la ingesta de sangre de los hospederos ya
infectados con T. cruzi, quedando con el parasito en el tubo digestivo a lo largo de toda su
vida. Los hospederos se infectan con las deyecciones del insecto depositadas durante o
después de la ingesta en el sitio de picada (Schofield, 1994).

Mepraia spinolai presenta una distribucion en parches e indices de infeccion tripano-
triatomino diferentes. Probablemente debido a diferencias estructurales en las comunidades
de mamiferos de las cuales dependen sus poblaciones (roedores, canidos, caprinos,
humanos, etc.). Se ha observado que puede llegar a tener un indice de infeccion por T.
cruzi elevado (Ordenes et al., 1996). En un estudio reciente, realizado por Botto-Mahan et
al. (2005), se encontr6 que M. spinolai posee potencialmente un importante rol en la
transmision de T. Cruzi en areas silvestres, debido al elevado nivel de infeccion detectado a

través de un analisis molecular; dicha evidencia molecular mostré una tasa de infeccién de
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46,.2 %, siendo este valor mucho mayor al detectado en estudios anteriores a través de la
observacion microscopica. Se ha visto que la proporcién de infectados aumenta con la
madurez de los individuos, llegando a un 58,33% en los adultos (Canals et al., 1998). Por
otro lado, se ha visto que M. spinolai posee una mayor capacidad para hospedar y

reproducir las diversas cepas de T. cruzi, si se compara con T. infestans.

La presencia ocasional de esta especie en las casas y la habitual presencia en zonas
periurbanas, donde parte de la poblacion realiza su trabajo, hacen de este insecto un riesgo
potencial de transmision de la enfermedad de Chagas (Ordenes et al, 1996). Cattan et al.
(2002) indican que la importancia de M. spinolai como vector de la enfermedad de Chagas
dependerd del contacto que mantenga este insecto con humanos. Considerando que la
participacion del hombre en su dieta puede llegar a un 7,4%, ésta es una especie
potencialmente peligrosa, especialmente en las zonas en que se produce el contacto habitual
con el hombre, como es en las zonas de canteras y en algunas areas de los alrededores de
Santiago donde actualmente se esta urbanizando, como Colina, Lampa y Til-Til (Canals et
al., 2000).

Se ha sefialado que los vectores silvestres representan un riesgo epidemiolégico
debido a la capacidad potencial que tienen para reemplazar a los vectores domiciliarios, ya
que ocupan el nicho ecoldgico dejado por éstos después de su eliminacién (Salvatella, 1986;
Salvatella, et al., 1991; Wisnivesky- Colli et al, 1993). Acufa (2002), indica tres factores
principales que influyen en este proceso de domiciliacion: el primer factor seria la invasion
del hombre a ambientes colonizados por vinchucas, el segundo, el proceso de erradicacion
de las vinchucas domésticas, y por ultimo, la posibilidad que vinchucas silvestres se adapten

progresivamente al hombre o a otros mamiferos domésticos.

En relacién al ciclo silvestre, cuando aumenta el nimero de M. spinolai en los meses
de verano, y el porcentaje de infeccion por T cruzi es elevado, la posibilidad que se infecten
los animales domeésticos y sinantropicos es alta (Botto-Mahan et al, 2005). La mayor
densidad del insecto también puede impulsar la invasion de viviendas. Estos hechos
afianzarian la interrelacion de los ciclos domésticos y silvestres, que se produce por el
ingreso del hombre y/o animales domésticos al ambito silvestre (donde pueden ser

infectados por M. spinolai), o por entrada de vertebrados silvestres al ambiente doméstico
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(donde podrian ser infectados por T. infestans) (Acufia, 2002).

2.2 Importancia epidemioldgica del conejo europeo (O. cuniculus) como hospedero de

M. spinolai.

La mayoria de las especies de triatominos son oportunistas, capaces de alimentarse
de una gran variedad de hospederos (Shofield, 1994). Sin embargo, su fuente de
alimentacion esta determinada por el ambiente donde habitan. Asi M. spinolai se encuentra
asociada a lugares donde habitan zorros, roedores silvestres, conejos, cabras, marsupiales,

entre otras especies de las cuales se alimentaria (Frias y Martinez, 1987).

La dieta de M. spinolai ha sido estudiada en &reas silvestres protegidas y en areas
antrdpicas y periantropicas de la zona endémica de la tripanosomiasis (Canals et al., 1998).
En estos estudios, se ha establecido una fuerte asociacion de estos insectos con el conejo
europeo o silvestre (figura.6) y en menor grado con algunos roedores autdctonos como el
lauchdn orejudo (Phyllotis darwini) (Rengifo, 2000). EI conejo europeo, con una data de
introduccién en Chile reciente de no mas de 150 afios (Jaksic, 1998), presenta una alta
frecuencia en la dieta de la vinchuca silvestre (Canals et al., 1998). En un estudio se
determind que este leporido presentaba un 76,8% de participacion en la dieta de M spinolai,
mientras que roedores silvestres solo constituian un 14,3% de su dieta (Canals et al., 2001).
Por otro lado, Acufia (2001) demostr6 que el conejo mejoraba los indicadores poblacionales
(peso, sobrevivencia y fecundidad) de colonias de vinchucas alimentadas con su sangre, en
comparacion a colonias alimentadas con roedores silvestres (Octodon degus). Lo anterior
indicaria que ecolégicamente el conejo seria una presa energéticamente mas conveniente

para M. spinolai.
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Figura 6. 0. cuniculus
Fuente: Memoria Med. Vet. A. M. Alzamora, 2006.

El conejo europeo presenta una alta capacidad de dispersion, hecho que explica
porque este leporido ha sido capaz de colonizar una amplia variedad de habitats en Chile
central (Canals et al., 2001) y se ha transformado en un elemento faunistico propio de
diversos ecosistemas (Zunino, 1989). Dada la aclimatacion del conejo a distintos ambientes,
que incluyen lugares dentro de la dispersién de M. spinolai, se puede plantear como
hipbtesis que este hecho aumenta la importancia epidemioldgica del conejo en la
enfermedad de Chagas en Chile (Acufia, 2002).

La conducta de alimentacion de M. spinolai depende de la disponibilidad de presa. A
causa de esto es posible considerar la abundancia relativa de un hospedero como un
indicador de importancia epidemioldgica (Canals et al., 2001). Debido a esto el conejo
europeo cobra también relevancia, ya que existen grandes poblaciones de estos lagomorfos
en la zona de distribucion de M. spinolai y a la alta frecuencia de crianzas de estos en las
viviendas rurales. Por consiguiente, podria considerarse a este mamifero como el mejor

nexo para la domiciliacion de M. spinolai (Acufia, 2002).
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3. ANTECEDENTES SOBRE ALGUNOS FACTORES INVOLUCRADOS EN LA
PICADA DE INSECTOS HEMATOFAGOS (HEMIPTERA: REDUVIDAE)

Los triatominos poseen un aparato bucal que esta disefiado para succionar la sangre
necesaria para cumplir con sus funciones vitales. Cuando encuentran un hospedero colocan
su rostro en él y proyectan su estilete para penetrar la piel (Zeledon, 1983) (Figura 7). En
general la picada se considera indolora, independiente del tiempo que demore el proceso de
alimentacion, existiendo individuos o especies de hospederos mas sensibles que otros a
elementos de la saliva de la vinchuca (Wood, 1951). Se ha visto que la saliva en los
triatominos es liberada poco después de la picada y es producida durante todo el proceso de
alimentacion en forma continua, siendo gran parte de esta succionada por el insecto (Coelho
et al., 2006).

Figura 7.Vinchuca introduciendo su estilete.
Fuente: http://www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/images/triatoma.JPG

3.1 Componentes bésicos de la saliva de los Triatominos

La respuesta inflamatoria y hemostéatica de los hospederos representa un obstaculo
clave para la adquisicion de sangre por parte de los insectos hematéfagos. Para la obtencion
exitosa de la sangre, las glandulas salivales de los insectos hematéfagos producen una gran
variedad de moléculas capaces de antagonizar los principales efectos de la respuesta del
hospedero (Ribeiro, 1995; Faudry et al, 2004). En la saliva de los insectos hemat6fagos se
pueden encontrar una serie de sustancias farmacologicas, que comprenden biomoléculas
capaces de interferir en la agregacion plaquetaria (Ribeiro et al., 1986; Sant Anna et al,

2002), la coagulacién (Charlab et al., 1999; Sant Anna et al, 2002) y la vasodilatacion,
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(Ribeiro et al., 1989; Sant Anna et al, 2002); responsables de los mecanismos de ingestion y
digestion de la sangre (Lacombe, 1999; Ribeiro et al., 1998). Recientemente se ha
demostrado que en algunos triatominos, los componentes de su saliva varian durante el

desarrollo de éstos (Guarneri et al., 2003; Moreira et al., 2003).

3.2 Respuesta inmune humoral a la picada de insectos hematofagos (Hemiptera:

Reduviidae).

Aparte del trauma infligido por partes de la boca del insecto durante la alimentacion,
las reacciones del hospedero a la mordedura pueden ser atribuidas a los factores presentes
en la saliva (Feingold et al., 1968), ya que estos actian como antigenos que sensibilizan el
sistema inmune del hospedero. Dado lo anterior, es posible reconocer factores humorales y
celulares especificos de respuesta, en asociacién con hipersensibilidades de tipo local o
sistémica (Nascimento et al., 2001). La reaccion del hospedero a la picadura de los
triatominos varia mucho y parece depender del mismo, ademés de la especie de vinchuca
involucrada (Schofield, 1994).

Algunas de las proteinas y péptidos inyectados al hospedero a través de la saliva de
insectos hematodfagos, son inmunogeénicas y pueden suscitar una respuesta inmunoldgica de
memoria por parte de éste (Champagne et al, 2004). La primera exposicion a la picadura,
constituye el estimulo que inicia la sintesis de anticuerpos contra el material antigénico
contenido en la secrecion oral del insecto. Durante el periodo de induccion, tiempo que
demora en ser provocado el mecanismo inmune especifico, ningln anticuerpo es
demostrable (Feingold et al., 1968). Los primeros anticuerpos producidos en una respuesta
inmunitaria son inmunoglobulinas M (IgM), asi un nivel elevado de este anticuerpo en
individuos normales, generalmente indica una infeccion o exposicion a un antigeno reciente
(Janeway et al., 2000). La respuesta inmune ante mordeduras de insectos se ha asociado con
la produccion de Inmunoglobulina E (IgE) mediada por hipersensibilidad inmediata
(Nascimento et al., 2001). La continuidad a la exposicion del antigeno en los vertebrados
conduce a la maduracion de la respuesta inmune, y se ve reflejada en la produccion de los
diferentes subtipos de inmunoglobulina G (IgG) (Ribeiro y Francischetti, 2003). Por otro
lado los niveles de 1gG sérica pueden servir como un indicador de intensidad de exposicién

a la mordeduras de insectos (Nascimento et al., 2001).
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Las respuestas mediadas por anticuerpos contra los antigenos salivales se han
descrito en muchos artropodos hematofagos. En un estudio en que se sometieron 2 conejos a
la picadura de 21 vinchucas domésticas (T. infestans), una vez al mes durante 6 meses, se
detect6 una produccion significativa de anticuerpos circulatorios especificos a partir del dia
45 de exposicion (Barriga et al.,2005%). En otro estudio, en el cual se someti6 un conejo
adulto a la picadura de 10 ejemplares adultos de P. megistus en 6 ocasiones, con intervalos
de 7 dias, se observo un incremento en el nivel de produccion de anticuerpos desde la
tercera sensibilizacion (picaduras) en adelante. Sin embargo se detect6 una baja produccién

de anticuerpos especificos contra la saliva de dicho insecto (Barbosa et al., 2004).

Los resultados en general demuestran una clara respuesta inmunomediada inducida
por la alimentacion de estos insectos (Barriga et al.,2005%). Sin embargo, en ocasiones la
picadura de una o pocas vinchucas puede no ser suficiente para provocar una respuesta
inmune detectable. Por ello es recomendable realizar una inmunizacion previa por medio de
la inoculacion de extracto que contenga glandulas salivales de estos individuos, con el fin de
activar la respuesta inmunogénica y facilitar asi la deteccidn posterior de anticuerpos frente

a la picadura (Ferreira, 2007°).

En base a los antecedentes anteriormente expuestos, se plantea determinar la
presencia de respuesta inmune humoral 1gG, en ejemplares de O. cuniculus que han sido

expuestos a las proteinas presentes en la saliva de M. spinolai.

! Barriga et al, O. 2005.[Correspondencia personal].Facultad de Medicina. Universidad de Chile.
2 Barriga, O. 2005.[Correspondencia personal]. Facultad de Medicina. Universidad de Chile.
® Ferreira, A. 2007.[Comunicacion Personal].Programa disciplinario de inmunologia, laboratorio de inmunologia

de la agresion microbiana. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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1. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Determinar la respuesta inmune del conejo europeo (O. cuniculus) frente a la

picadura M. spinolai.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la produccién de anticuerpos especificos (IgG) en O. cuniculus frente a
la picadura repetida de M. spinolai.
e Determinar la produccion de anticuerpos especificos (IgG) de O. cuniculus frente a

la inoculacidn de extracto toracico y picadura repetida de M. spinolai.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Para desarrollar el experimento se cont6 con 6 ejemplares adultos de conejos
europeos, los cuales no habian sido expuestos anteriormente al contacto con triatominos.
Estos individuos fueron mantenidos en una construccion especial del Laboratorio de
Ecologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile,
donde se les alimento y proporcion6 agua fresca diariamente.

Para realizar las picadas se utilizaron 35 ejemplares de M. spinolai, de V estado
ninfal y adultos, libres de la infeccion con T. cruzi. Estos se mantuvieron en recipientes de
plastico dentro una camara de crianza a 27°C £ 0.5, con una humedad relativa del 70% + 5%
y un ciclo de luz — oscuridad de 12/ 12 horas. Diariamente se realizé una verificacion de la
temperatura y humedad de la camara en donde se encontraban las vinchucas, para asegurar

gue no hubieran problemas con las condiciones requeridas.
Extracto toracico con glandulas salivales de M. spinolai

Para la obtencion de las glandulas salivales se utilizaron 10 ejemplares de vinchucas
silvestres (M. spinolai). Estas fueron inmovilizadas con eter, y con la ayuda de una lupa,
bisturi y una aguja pequefa, se procedid a abrir el torax de los insectos por dorsal para
luego extraer las glandulas salivales principales y suplementarias ubicadas en este sector
(Lacombe, 1999). Es preciso sefialar que al sacar las glandulas salivales se arrastraron restos
de material toracico, por lo cual se trabajé con un extracto toracico. El extracto que contenia
las glandulas salivales de M. spinolai, fue guardado a — 80°C y posteriormente fue
suspendido en PBS, al que se le agreg6 un inhibidor de proteasa (Cabliochem n° 539137)
para evitar la degradacion de las proteinas presentes en el extracto. Posteriormente este fue
homogeneizado (vortex) y sonicado con 7 pulsos de 15 a 30 segundos por 30 minutos.
Luego el extracto fue centrifugado a 4°C, por 15 minutos a 9.000 g. La concentracion
proteica del sobrenadante fue determinada a través del método de Bradford (Bradford.
1976). Una vez finalizado este proceso, el extracto toracico se mantuvo a una temperatura
de -20°C.
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Protocolo de inmunizacion

Los 6 conejos fueron divididos al azar en dos grupos de tratamiento, de 3 individuos

cada uno: Grupo A (conejos 1, 5,6) y Grupo B (conejos 2, 3y 4).

Como procedimiento inicial, a ambos grupos se les realiz6 una sangria preinmune.
Posteriormente, el grupo A, fue sometido a 3 sesiones de picaduras de M. spinolai y luego a
3 sangrias inmunes. El grupo B, fue sometido a la inoculacién subcutanea dorsal de 100 ug
de extracto toracico junto con adyuvante de Freund’s completo, y posteriormente a 3
sesiones de picaduras de M. spinolai y a 3 sangrias inmunes. Las sangrias inmunes de
ambos grupos, fueron realizadas con intervalos de 7 dias, comenzando la primera luego de
los 45 dias de la primera sesion de picadas (Cuadro 1). Como testigos del grupo A y B se

asumieron las sangrias preinmunes respectivas a cada grupo y cada conejo.

Las picadas de vinchuca fueron realizadas en las orejas de los conejos, ocupando una
oreja y en forma alternada para cada sesion. Para esto se utilizaron envases de plastico (11
cm de alto y 9 cm de didmetro) en donde se introducian las vinchucas. Los envases
contaban con una malla en el extremo de la tapa, que permitia introducir la oreja del conejo
a través de una abertura y efectuar las picadas. Las picadas fueron efectuadas utilizando 5

ejemplares de M. spinolai por vez, durante 20 minutos.

Cuadro 1. Esquema de inmunizacién

Dia | Grupo A: Picaduras M. Grupo B: Inoculacion de extracto toracico y
spinolai. picaduras de M. spinolai.
0 Sangria preinmune Sangria preinmune
8 Inoculacion de extracto tordcico (con gls. salivales)
12 Picada 1 Picada 1
19 Picada 2 Picada 2
26 Picada 3 Picada 3
57 Primera sangria inmune Primera sangria inmune
64 | Segunda sangria inmune Segunda sangria inmune
71 Tercera sangria inmune Tercera sangria inmune
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Extraccién de sangre y obtencion de sueros

Para realizar las sangrias preinmunes e inmunes de los conejos se ocupd un
protocolo de extraccién de sangre por puncién cardiaca, utilizado en el I1SP* (Instituto de
Salud Pdblica). En cada ocasion los conejos fueron sometidos con anterioridad a un
protocolo de preanestesia y anestesia de Xilacina y Ketamina respectivamente, para luego
proceder a depilar y desinfectar con alcohol yodado el costado izquierdo del torax del
conejo, por donde se realizaba la puncion. En cada sesion se extraian aproximadamente 7 ml
de sangre (con una jeringa de 10 ml) por conejo. Es importante mencionar, que la extraccion
de sangre a través de la arteria central de la oreja del conejo fue descartada, debido a que los
conejos utilizados poseian orejas pequefias que dificultaban este procedimiento.

Para una adecuada retraccion del coagulo, la sangre obtenida en cada sangria se
mantuvo bajo las siguientes temperaturas por periodos consecutivos de 30 minutos: 27° C,
37° C y 4° C. Posteriormente se centrifugé durante 15 minutos a 500 g. El sobrenadante
obtenido se centrifugd una vez mas utilizando el mismo protocolo y el suero obtenido se
almaceno en tubos Eppendorf a una temperatura de —20°C. Mediante este procedimiento, de
cada conejo se obtuvo el suero preinmune (SPI), inmune 1 (SI1), inmune 2 (SI2) e inmune 3

(SI3), proveniente de las respectivas sangrias.

Es preciso sefialar, que los 6 conejos sobrevivieron a las sesiones de extraccion
sanguinea, y que una vez procesadas las muestras de sangre necesarias para realizar el
estudio, los conejos fueron ubicados en las inmediaciones de Mundo Granja (granja

educativa de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile).
Ensayo seroldgico

En el Laboratorio de Inmunologia de la Agresion Microbiana de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, se realizaron los ensayos seroldgicos para medir los
anticuerpos presentes en el suero de los conejos. El tipo de ensayo serolégico utilizado fue
el Test de ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay o Ensayo inmuno absorbente
ligado a enzimas) en el cual la union del antigeno o del anticuerpo se detecta porque éstos se
hallan conjugados a una enzima que, al actuar sobre un sustrato, da origen a una reaccién

coloreada, que puede ser leida en un espectrofotometro (Janeway et al,.2000).

* Mezano, M. 2008. [Comunicacién personal]. Instituto de Salud Piblica.
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En un comienzo se realizd un primer test ELISA, utilizando extracto tordcico como
antigeno, con los sueros obtenidos de los 6 conejos (grupos A y B), para determinar la
presencia o ausencia de anticuerpos IgG generados bajo los dos protocolos de inmunizacion.
Posteriormente a los sueros de los conejos que presentaron respuesta inmune 1gG, se les
realiz6 un segundo test ELISA en placas de PVC individuales de 96 pocillos (fondo plano
marca NUNC), utilizando diluciones seriadas para detectar el titulo de anticuerpos presente

en cada dilucién. Todos los analisis se realizaron en triplicado.

El procedimiento del test ELISA fue el siguiente: cada pocillo de la placa fue
sensibilizado con 0,25 pg de extracto toracico que contenia glandulas salivales de M.
spinolai en 50 pl de buffer carbonato 0.1 M, pH 9.0, para luego ser incubados durante 2
horas a 37 °C (Dinamic Incubator). Luego se lavo con un lavador de placa ELISA (Nunc —
Inmmuno Wash), 4 veces con una preparacion de PBS Tween (1x), para luego bloquear
cada pocillo con 100 ul de PBS-soya 0,05 %, durante 24 horas a 4° C. Después de un nuevo
lavado, en los pocillos correspondientes, se agregaron 50 ul de el SPI, SI1, S12 y SI3 de
cada conejo, en distintas diluciones (1/1.000, 1/2.000, 1/4.000, 1/8.000, 1/16.000, 1/32.
000, 1/64. 000), lo cual fue incubado por 1 % hora a 37°C (Dinamic Incubator).
Posteriormente se lavo y se agreg6 50 ul de inmunoglobulina G (Ig G) de cabra anti IgG de
conejo unida a peroxidasa (laboratorio Dakocytomation, Dinamarca) y se incubd
nuevamente por 1 %2 horas a 37° C (Dinamic Incubator). Terminada la incubacion se lavé y
luego se agreg6 50 pl de perdxido de hidrégeno al 30% en agua oxigenada, diluido 1/1.000
en ABTS (2,2-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt), para
realizar la lectura en un espectrofotometro (marca JENWAY modelo GENOVA MK2) con

una longitud de onda 450nm, de la densidad Optica obtenida para cada titulo de anticuerpos.

Se realizd un control negativo (C-) en el cual se sensibiliz6 con extracto toracico y se
revel6 con suero de cabra anti 1gG de conejo unida a peroxidasa. El control positivo (C+) no
se pudo realizar, ya que no se contaba con inmunoglobulinas especificas contra la saliva de
M. spinolai. Se realizaron dos controles de calidad, uno de ellos fue sensibilizado con PBS-
soya 0,5%, y el otro con suero normal de conejo (no inmunizado) en dilucién 1/1.000 (en
buffer carbonato 0.1 M, pH 9.0), ambos controles fueron revelados con suero de cabra anti

IgG de conejo unida a peroxidasa.
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Andlisis Estadistico:

Se utilizo la prueba de Mann — Whitney (Spiegel y Sthephens, 2002) para determinar
diferencias estadisticas entre el suero preinmune y los sueros inmunes obtenidos de cada

ejemplar de O. cuniculus.
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V. RESULTADOS

Al realizar la prueba de ELISA vy analizar la densidad Optica dada con los sueros
preinmunes e inmunes, se observo que las muestras provenientes del grupo A (conejos 1, 5
y 6) no presentaron respuesta inmune humoral estadisticamente significativa (p > 0,05) al
compararlas con los sueros preinmunes (figuras 8, 9, 10). En tanto, los animales 3 y 4 del
grupo B (conejos 2, 3 y 4) presentaron respuesta inmune humoral estadisticamente
significativa (p < 0,05) en los 3 sueros inmunes, mientras que el conejo 2 fue positivo sélo
en el SI1 (figuras 11, 12, 13).

Mediante el anlisis del control negativo (C-), se observo que el preparado comercial
de inmunoglobulinas IgG de cabra anti 1IgG de conejo unida a peroxidasa, reaccionaba
uniéndose al extracto toracico. Por lo anterior la densidad Optica promedio obtenida del C-
fue restada a los resultados obtenidos en cada muestra, para asi obtener los datos reales de la

respuesta inmune humoral del conejo (cuadro 2).

Cuadro 2. Promedio y desviacion estandar para valores de densidad Optica obtenidos al

realizar test ELISA y restar el C- a los 2 grupos.

Grupo Conejo SPI SI1 SI2 SI3
1 0,094+0,008 0,093 £0,098 0,065+ 0,029 0,077+ 0,033
A 5 0,161+ 0,017 0,142+ 0,013 0,127+ 0,035 0,093+ 0,060
6 0,104+ 0,001 0,112+ 0,021 0,100+ 0,027 0,084+ 0,085
2 0,149+0,056 0,359+0,018 0,232+0,064 0,219+0,027
B 3 0,130+ 0,021 0,582+ 0,060 0,358+ 0,045 0,267+ 0,036
4 0,115+ 0,039 0,531+ 0,010 0,521+ 0,057 0,534+ 0,062
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Figura 8. Promedio y desviacion estandar para la densidad dptica al efectuar test ELISA del

SPI, SI1, SI2 y S13 del Conejo 1(grupo A).
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Figura 9. Promedio y desviacion estandar para la densidad Optica al efectuar test ELISA del
SPI, SlI1, SI2 y SI3 del conejo 5 (grupo A).
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Figura 10. Promedio y desviacion estandar para la densidad optica al efectuar test ELISA
del SPI, SI1, SI12 y SI3 del conejo 6 (grupo A).
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Figura 11. Promedio y desviacion estdndar para la densidad Optica al efectuar test ELISA
del SPI, SI1, SI2 y SI3 del conejo 2 (grupo B).

27



0,70

0,60 Y
0,50

0,40
f 4 Promedios

0,30 { = Desviacione Estandar

0,20

LT 2]

0,10

0,00

Preinmune Inmunel Inmune2 Inmune3

Figura 12. Promedio y desviacion estdndar para la densidad dptica al efectuar test ELISA
del SPI, SI1, SI2 y SI3 del conejo 3 (grupo B).
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Figura 13. Promedio y desviacion estandar para la densidad dptica al efectuar test ELISA
del SPI, SI1, SI2 y SI3 del conejo 4 (grupo B).

Al realizar el segundo test de ELISA con diluciones seriadas, en los animales
positivos pertenecientes al grupo B (2, 3 y 4) se obtuvieron los siguientes resultados:
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Conejo 2

El Conejo 2 evidenci6 anticuerpos solo en el SI1, y solo a una dilucion de 1/1.000 (Figuras

14a, 14by 14c).
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Figura 14a. Densidad dptica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SP1y

SI1 del conejo 2 (grupo B).
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Figura 14b. Densidad Optica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SPI1'y

SI2 del conejo 2 (grupo B).
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Figura 14c. Densidad optica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SP1'y

SI3 del conejo 2 (grupo B).

Conejo 3

El conejo 3 presentd anticuerpos en los tres sueros inmunes. En el SI1 y SI12 se encontraron
anticuerpos sélo en una dilucion de 1/1.000, mientras que en el SI3 se encontraron
anticuerpos en diluciones de 1/1.000, 1/2.000 y 1/4.000 (Figuras 15a, 15b y 15c).
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Figura 15a. Densidad éptica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SP1y

SI1 del conejo 3 (grupo B).
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Figura 15b. Densidad Optica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SPI'y

SI2 del conejo 3 (grupo B).
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Figura 15c. Densidad Optica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SP1y

SI3 del conejo 3 (grupo B).

Conejo 4

El conejo 4 presentd anticuerpos en los tres sueros inmunes. En el SI1 se encontraron
anticuerpos s6lo en una dilucion de 1/1.000, mientras que en el SI2 en las diluciones 1/1.000
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y 1/2.000. En el SI3 se evidenciaron anticuerpos en diluciones de 1/1.000, 1/2.000 vy

1/4.000 (Figuras 16a, 16b y 16c).
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Figura 16a. Densidad Optica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SPl'y

SI1 del conejo 4 (grupo B).
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Figura 16b. Densidad Optica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SPI1'y

SI2 del conejo 4 (grupo B).
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Figura 16¢. Densidad optica obtenida al someter a test ELISA diluciones seriadas del SP1'y

SI3 del conejo 4 (grupo B).

A continuacion, en el cuadro 3 se muestra un resumen de los sueros inmunes y las
diluciones en las cuales los conejos 2, 3 y 4 (grupo B) presentaron respuesta inmune

humoral significativa (p < 0,05).

Cuadro 3. Sueros inmunes y diluciones en las cuales tuvieron respuesta inmune los conejos
2,3,y4.

Conejo2 Conejo 3 Conejo 4

Sueros

SI1T|SI2|SI3|SI1|SI2|SI3|SI1|SI2]|SI3

Diluciones

1/1.000 X X X X X X X

1/2.000 X X | X

1/4.000 X X

1/8.000
1/16.000
1/34.000
1/64.000
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VI. DISCUSION

La picada puede provocar variadas respuestas fisiologicas en el hospedero, para
limitar los efectos de estas respuestas, se puede esperar que la saliva del insecto contenga
una gama de diferentes compuestos funcionales. De la misma manera, es probable que la
composicion de la saliva puede reflejar la gama de hospederos vertebrados diferentes con

las que cada especie es tipicamente asociado (Reis et al., 2003).

Los insectos hematdéfagos poseen un amplio grupo de moléculas
farmacol6gicamente activas para contrarrestar los procesos de hemostasia en el hospedero,
tales como la coagulacion de la sangre, la agregacion plaquetaria y la vasoconstriccion, los
tres principales mecanismos de defensa contra la pérdida de sangre (Ribeiro, 1995). Las
sustancias encontradas en la saliva de estos insectos incluyen anticoagulantes,
vasodilatadores, inhibidores de la agregacion plaquetaria inducida por colageno, ADP y
acido araquiddnico. Ademas de estos agentes se han descrito, otras moléculas en su saliva,
que probablemente también participan en el proceso de alimentacién, tales como
antihistaminico, una sialidasa y serin proteasa, un bloqueador de los canales de sodio, entre
otros (Sant Anna et al., 2002). Varios de los componentes anteriormente mencionados son
capaces de inducir una respuesta inmune cuando se inoculan en el hospedero (Bautista,
1987).

En el ensayo realizado, los animales que solamente recibieron tratamiento de picadas
(grupo A), no evidenciaron anticuerpos contra las proteinas del extracto toracico de M.
spinolai en el test ELISA. Este resultado contrasta con los experimentos hechos por Barbosa
et al (2004) y Barriga et al (2005’), en los cuales se encontrd respuesta de anticuerpos
contra la saliva de vinchuca en conejos sometidos s6lo a picadas, utilizando 10 P. megistus
y 21 T. infestans (por sesion de picada) respectivamente. Si se comparan los protocolos de
inmunizacion de los experimentos realizados por estos autores, con el protocolo de
inmunizacion del grupo A es posible evidenciar ciertas diferencias, ya que en estos se
utilizé un mayor numero de vinchucas y un mayor nimero de sesiones de picada, lo cual

podria estar determinando una mayor cantidad de antigenos en la sangre, y posiblemente

" Barriga, O. 2005.[Correspondencia personal].Facultad de Medicina. Universidad de Chile.
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una mayor respuesta inmune medible en un test de ELISA. De acuerdo a Ferreira® cuando
existen cantidades bajas de antigeno, la respuesta inmune humoral, si bien, puede ser
bioldgicamente efectiva, puede no ser detectable al realizar los test convencionales, lo que
podria estar ocurriendo con la utilizacion de 5 vinchucas para cada sesion de picada, en tres

ocasiones.

Por otro lado, es probable que el protocolo utilizado en el grupo A si pueda inducir
una respuesta inmune humoral contra las proteinas de la saliva. Sin embargo, es posible que
esta respuesta no pueda ser detectada en el test de ELISA, debido a que este fue
sensibilizado con un extracto toracico en donde las proteinas salivales podrian ser s6lo una
fraccion menor, por cuanto se dificultaria la probabilidad de unién de anticuerpos contra la

saliva a proteinas de la saliva.

Los animales que fueron sometidos al tratamiento de picadas e inoculacién de un
extracto tordcico (que contenia glandulas salivales de M. spinolai), junto con coadyuvante
de Freund's completo (grupo B), mostraron una respuesta inmune humoral isotipo 1gG en el
test de ELISA. Estos datos se ven corroborados por antecedentes obtenidos en un ensayo
semejante realizado en O. degus por Escobar 2008%en el que también se utilizd extracto

toracico como antigeno.

Considerando que el extracto tordcico se incorpora al inicio en una Unica
inoculacion, y al hecho de que este desencadenaria inicialmente s6lo una respuesta inmune
primaria, estimulando la produccion de anticuerpos IgM. Se podria suponer que la respuesta
observada en el grupo B, corresponde a una respuesta inmune secundaria que estarian
generando anticuerpos IgG contra las proteinas de la saliva de M. spinolai. Lo anterior,
debido a las 3 sesiones de picada realizadas posteriormente a la inoculacion del extracto que
estarian estimulando este tipo de respuesta Unicamente contra las proteinas de la saliva del

insecto.

Sin embargo, dado que el extracto toracico se inoculé subcutaneo con coadyuvante

Freund's completo, esta unica inoculacion igualmente podria inducir una lenta liberacién del

® Ferreira, A. 2008.[Correspondencia personal]. Departamento de Inmunologia. Facultad de Medicina. Universidad
de Chile.

> Escobar, C. 2008.[Comunicacion personal]. Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias. Universidad de Chile.
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antigeno desde el sitio de inoculacion, y por lo tanto se podria desencadenar una respuesta
inmune secundaria frente a todas las proteinas presentes en el extracto. Esto sugiere la
posibilidad de que el extracto genere también una respuesta secundaria, y que los
anticuerpos IgG encontrados en el grupo B representen una respuesta contra el extracto

torécico en su conjunto y no especificamente contra las proteinas de la saliva.

Por otro lado, se da la misma situacion que para el grupo A, en cuanto a la
utilizacion del extracto toracico para sensibilizar el ELISA, ya que este representa una
mezcla heterogénea de proteinas en donde probablemente las proteinas de la saliva pueden
ser una fraccion insignificante, dificultindose la deteccion de una respuesta inmune
especifica contra ellas. Lo anterior, a pesar de haberse extraido principalmente las glandulas
salivales, ya que estas incluyen proteinas de la saliva y tejido de la glandula que la vinchuca

no inocula al momento de picar.

Hubiese sido de gran utilidad, contar con un extracto de saliva purificado, para la
inoculacién subcuténea y/o para la sensibilizacion del ELISA, esto podria haber ayudado a
despejar las dudas con respecto a lo anterior y por lo tanto se podian haber obtenido
resultados mas concluyentes. Asimismo, hubiese sido de gran utilidad, contar con un tercer
grupo de conejos, a los cuales se les sometiera Gnicamente a la inoculacion del extracto
torécico sin coadyuvante, de manera que permitiese comparar los resultados entre los
distintos grupos experimentales, especialmente en aquél en el que luego de la inoculacion
con extracto toracico (grupo B), los animales fueron sometidos a 3 sesiones de picaduras de

M..spinolai

En el grupo B, los individuos mostraron variadas respuestas humorales, en cuanto al
analisis de las diversas densidades dpticas en los titulos de anticuerpos. Esto reafirma el
hecho de que los individuos presentan distintas sensibilidades y por tanto respuestas
individuales (Wood, 1951; Janeway et al., 2000).

Los resultados obtenidos mostraron, en todos los ensayos, valores elevados para
densidad dptica, esto se debio a que el preparado comercial de inmunoglobulina de cabra

anti conejo proporcionado por laboratorios Dako, evidencid una respuesta inmune cruzada
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con el extracto toracico de M. spinolai. Segun informacién aportada por Meerder® (2008),
dichas inmunoglobulinas fueron obtenidas a partir de cabras que se encontraban en
Dinamarca, estabuladas en invierno y en pradera en verano, cuyo Unico antecedente
epidemioldgico de importancia es la presencia de roedores, lo cual podria asociarse con la
presencia de pulgas. Respecto a este tema, Bautista (1987), sefiala que se han observado
reacciones cruzadas entre antigenos de grupos de artrépodos de la misma clase y orden; por
ejemplo, entre acaros o entre garrapatas, e inclusive, entre clases y 6rdenes diferentes, lo
cual indica que algunos antigenos son comunes entre artropodos. Esto también se ha
descrito entre grupos de protozoarios y helmintos. Nascimento et al, 2001, encontraron que
existe reaccion cruzada entre los antigenos aportados por el protozoo T. cruzi y los
antigenos que son inyectados a través de la picadura del insecto T. infestans, mostrando que
ambos, dada su evolucion en conjunto, comparten proteinas. Dado lo anterior, en caso de
realizar parte de este estudio en terreno y segun las caracteristicas epidemioldgicas de la
zona donde éste se efectle, los resultados obtenidos podrian presentar algin grado

importante de individuos falsos positivos, producto de reaccion cruzada.

® Meeder, K. 2008. [Correspondencia personal] Laboratorios Dako. USA.
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VII. CONCLUSIONES

El antigeno salival inoculado por la picada de 5 vinchucas (durante 20 min, en 3
ocasiones , cada 7 dias), no es capaz de generar una respuesta inmune humoral (1gG)
contra las proteinas de la saliva de M. spinolai, que sea detectable por el Test de
ELISA aplicado en este estudio.

La inoculacion de extracto toracico (con glandulas salivales de M. spinolai) asociado
a la picadura de 5 vinchucas (durante 20 min, en 3 ocasiones, cada 7 dias) logra una

respuesta inmune humoral (IgG) contra proteinas presentes en el extracto torécico.
El test de ELISA no presentd una elevada especificidad, debido a una posible

reaccion cruzada entre las proteinas del extracto toracico y el suero de cabra que

contenia las inmunoglobulinas de cabra anti 1IgG de conejo unida a peroxidasa.
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