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“Cuando se es muy joven y se sabe un poco, las
montafias son montafas, el agua es agua, y los
arboles son arboles. Cuando se ha estudiado y
se es leido, las montarfias ya no son montarias,

el agua ya no es agua, y los arboles ya no son
arboles. Cuando se es sabio, nuevamente las
montafias son montafias, el agua es agua y los
arboles son arboles”

Antiguo refran del Budismo Zen
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RESUMEN

Los triatominos R. prolixus, P. geniculatus y T. maculata, son organismo
hematdfagos pertenecientes a la familia Reduviidae y al orden Hemiptera. En Venezuela
tienen una amplia distribucion en todo el territorio nacional, y son reconocidos como los
principales vectores del Trypanosoma cruzi (el agente etioldégico de la enfermedad de
Chagas) ya que éstos tiene gran adaptabilidad para colonizar la vivienda humana tipica de
nuestras areas rurales, manteniendo el ciclo de transmision doméstica. Parte del ciclo de
vida de éste parésito se da en el interior del triatomino, especificamente el aparato
digestivo.

En general, el aparato digestivo de los insectos, es un tubo de células epiteliales
continuas, que se extiende desde la boca hasta el ano, y esta dividido en tres secciones (de
acuerdo al origen ontogénico): Intestino anterior o estomodeo, donde hay una predigestion
del alimento, intestino medio o mesenterdn, donde se da el proceso como tal de digestion y
el intestino posterior o proctodeo, donde se produce la excrecion de desechos; en los
vectores de parésitos, por lo general la region media del intestino es el lugar en donde
agentes patdgenos desarrollan una parte importante de su ciclo de vida.

El intestino medio, consiste en un epitelio simple en el cual se distribuyen 4 tipos
celulares: Llas células columnares, que tienen funciones absortivas; las células globulares
que estan dispersas a lo largo del intestino medio, transportan potasio desde hemolinfa
hasta el lumen intestinal; las células regenerativas, que van a dar origen a los diferentes
tipos celulares y por altimo las células endocrinas que pueden tener funciones secretoras de

enzimas digestivas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Reduviidae

En este trabajo se realizd una caracterizacion histoldgica del intestino medio de
tres especies de triatominos, vectores de la enfermedad de Chagas, mediante el uso de

técnicas histoquimicas.

Nuestros resultados nos indican que el epitelio del intestino de las tres especies es
un epitelio simple pseudoestratificado, el cual descansa sobre una capa de musculo estriado.
En el mismo se describen tres tipos celulares: células regenerativas, columnares y células
denominadas por nosotros células redondeadas, éstas Ultimas podrian corresponder a las
células globulares o endocrinas. Se observo una gran cantidad de vacuolas en el citoplasma
a nivel apical y la presencia de granulos de carbohidratos; habiendo identificado residuos
de carbohidratos a- N-acetil-D-galactosamina en el epitelio del intestino medio de las tres
especies, mientras que R. prolixus también se determind la presencia de residuos a-D-
Manosa y/6 a-D-Glucosa. La distribucién de los carbohidratos en las células epiteliales
vario en cada especie, asi como, la morfologia del epitelio de cada especie es Unica. Se
sugieren que estas podrian estar relacionadas con el tipo de alimentacion, el procesamiento
de nutrientes y la forma en la que cada especie interacciona con el medio que les rodea,

también, podrian estar influyendo en la relacion parasito- hospedador.
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1.- INTRODUCCION
Los insectos son el grupo animal més numeroso y diverso en cuanto al nimero de

especies en la Tierra. Con 950.000 especies descritas hasta el momento (Chapman, 2005),
los mismos representan aproximadamente el 90% de las formas de vida (Erwin, 1987).

Estos organismos han sido ampliamente estudiados, encontrando que algunos
pueden ser benéficos, mientras que otros pueden ocasionar problemas econémicos ya que
son plagas de cultivos o de granos almacenados (Velasquez y col., 1983).0tros, pueden
generar problemas de salud ya que, por ejemplo, los insectos hemat6fagos son vectores de
enfermedades infecciosas para el ser humano y otros organismos (May, 1995).

El estudio del sistema digestivo de los insectos ha sido de particular importancia, en
estos organismos, representa la mayor superficie de contacto con el medio ambiente (Terra,
2003). En general, el canal de alimentacion de los insectos es un tubo, que se extiende
desde la boca hasta el ano y esta dividido en tres secciones (Fig. 1): estomodeo, donde hay
una predigestion del alimento; mesenteron, donde tenemos la digestion propiamente dicha;
y proctodeo, donde se produce la excrecion de desechos. Estas secciones tienen diferentes
origenes embrionarios.

En insectos hematofagos, el intestino medio o mesenteron es el sitio de digestion del
alimento (sangre); y en él se inician los procesos metabdlicos para la absorcion de
nutrientes y eliminacion de los desechos (Lehane y Billingsley, 1996). En el caso particular
de los vectores, es el lugar donde agentes patdgenos desarrollan una parte importante de su
ciclo de vida.

Los estudios sobre el intestino medio de los insectos, asi como la interaccion con los
parasitos, nos ayudan a entender tanto la fisiologia del insecto como la evolucién de los

organismos patdgenos que éstos transmiten. El orden Hemiptera constituye uno de los



Ordenes de la clase insecta con mayor nimero de especies. Ademas, posee una amplia
distribucion en todos los continentes y presenta adaptaciones particulares a distintos
ambientes y formas de vida que se reflejan en su diversidad taxondmica (Toro y col., 2003).
Su nombre alude a que en una parte de ellos, sus alas anteriores (0 hemiélitros) estan
divididas en una mitad basal dura y una mitad distal membranosa. Este orden se caracteriza
por poseer un aparato bucal chupador el cual, segln la especie, es utilizado para succionar
savia 0 sangre. (Nieto, 1999).

1.1.- Morfologia externa de los triatominos

Los triatominos (Triatominae) son una subfamilia de insectos perteneciente a la
familia Reduviidae del orden Hemiptera. Desde el punto de vista morfolégico, estos poseen
antenas de cuatro segmentos a ambos lados de la cabeza y frente a los ojos. La distancia
relativa entre las antenas y los ojos permite diagnosticar someramente los géneros
Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus. En este sentido, en Panstrongylus (Figura 2) las
antenas estdn muy cerca de los ojos; mientras que en Rhodnius (Figura 3) estan muy lejos
(cerca del apice de la cabeza); y en Triatoma (Figura 4) entre los ojos y el apice de la
cabeza.

El aparato bucal, también llamado probdscide, perfora la epidermis y facilita la tarea
de chupar sangre. En los triatominos posee tres segmentos y en el momento de picar se
dobla especialmente a la altura de la articulacién de los segmentos 2 y 3. Vale la pena
destacar que el pronoto (torax) esta dividido en un I6bulo anterior y otro posterior, y puede
exhibir ornamentaciones tales como espinas y/o tubérculos de interés taxondmico. El
mesonoto estd reducido a un escutelo, mientras que el abdomen esta compuesto de 11
segmentos, siendo los Gltimos segmentos asiento de las genitalias. EI conectivo, es decir, la

parte que bordea el abdomen, muestra un patron de manchas que varia en color y formas
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segun la especie. Las formas ninfales o inmaduras de los triatominos, son pteras, no asi los
adultos. Las alas anteriores son hemélitros con una porcién dura (corio) y otra membranosa
(membrana). En algunas especies las caracteristicas de la genitalia permiten facilmente
diferenciar machos de hembras, siendo en los primeros redondeados y en las segundas

triangulares. Ademas, sobresale del abdomen (Schofield, 1994).

ESTOMODEO MESENTERON PROCTODEO

— > —>

PROVENTRICULO
INTESTINO MEDIO  ILEON

ESOFAGO

FARINGE

TUBOS DE
GLANDULAS CIEGOS MEMBRANA MALPIGHI

BOCA SALIVARES GASTRICOS  PERITROPICA

Fig. 1. Esquema general del sistema digestivo en insectos. Tomado y modificado de Klowden, 2007

1.2.- Clasificacion taxondmica de los triatominos en estudio
Epidemioldgicamente los géneros R. prolixus, P. geniculatus y T. maculata
comprenden las especies mas importantes para la enfermedad de Chagas (Castillo y Wolff,

2000). En este trabajo, se estudid a estas especies, cuya clasificacion es la siguiente:



1.2.1.- Panstrongylus geniculatus (Latreille 1811)

Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Hemiptera
Suborden: Heteroptera
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Triatominae
Género: Panstrongylus

Especie: P. geniculatus

1.2.2.- Rhodnius prolixus
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Hemiptera
Suborden: Heteroptera
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Triatominae
Género: Rhodnius

Especie: R. prolixus

Fig. 2. Panstrongylus geniculatus, tomado de

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cf/Pgeniculatus2.jpg

Fig. 3. Rhodnius prolixus, tomado de

http://genomeold.wustl.edu/ancillary/genome_images/Rhodnius_prolixus.png


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cf/Pgeniculatus2.jpg

1.2.3.- Triatoma maculata
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Hemiptera
Suborden: Heteroptera
Familia: Reduviidae

Subfamilia: Triatominae

Género: Triatoma

Especie: T. maculata Fig. 4. Triatoma maculata. Foto D. Llavaneras

(Colonia Charallave SEMPA IMT UCV)

En general, los triatominos se ubican principalmente en Latinoamérica y el sur de
Estados Unidos. Algunas especies se han adaptado al domicilio humano donde se alimentan
de ellos y de animales domésticos, y son importantes epidemiologicamente en la
transmision a los humanos del Tripanosoma cruzi, el agente etioldgico de la enfermedad de
Chagas. El insecto, al chupar sangre de los animales reservorios o del hombre enfermo,
ingieren las formas tripomastigotes. En el interior y a todo lo largo del aparato digestivo del
triatomino, el parésito pasa de la forma triponomastigote a la de epimastigote, se multiplica
bajo esta forma y posteriormente se transforma en tripomastigote. Esta nueva forma
predomina en la ampolla rectal del insecto y es llamada tripomastigote metaciclico, la cual

es la infectante para el hombre y otros mamiferos (Cova y Suarez, 1959).

En Venezuela, los principales vectores de esta enfermedad son las especies R.

prolixus, P. geniculatus y T. maculata. R. prolixus se distribuye por todo el territorio



nacional y es reconocido como el principal vector de la enfermedad, ya que tiene gran
adaptabilidad para colonizar la vivienda humana tipica de nuestras areas rurales, por lo que
mantiene el ciclo de transmision domeéstica. Mientras que P. geniculatus se encuentra
distribuido en los estados Anzoategui, Aragua, Bolivar, Carabobo, Falcén, Guérico, Lara,
Mérida, Miranda, Monagas, Tachira, Yaracuy, Zulia, Trujillo, Delta Amacuro y Distrito
Capital (Carzola, 2007). Este vector es considerado un vector secundario puesto que su
habitat principal son las cuevas de roedores y otros animales silvestres (Torres, 2008). No
obstante, Pifano (1986) encontr6é un espécimen infectado dentro de una habitacion humana
en Caracas. En afios recientes, en el centro norte de Venezuela, Reyes y Acosta (2000) y
Reyes-Lugo (2009) han reportado la domiciliacion de P. geniculatus con varios estadios
ninfales e igualmente infectado por T. cruzi, e inclusive sustituyendo a R. prolixus.

Al igual que P. geniculatus, T. maculata es considerado un vector secundario. El
mismo se ha encontrado infectado con Tripanosoma cruzi en estado natural. Segun
Zeleddn (1983), se encuentran en un estado de transicion ecoldgica al estar en proceso de
adaptacion al domicilio humano, pues estd adaptado a habitats peridomiciliarios y
silvestres. Principalmente omit6fago, asociado con gallinas y palomas, aun cuando también
puede alimentarse del hombre. (Torres y col., 2010). Tiene una distribucion en casi toda la

totalidad de las entidades politico-territoriales de la Republica (Cazorla, 2007)

1.3.- Sistema digestivo de los triatominos

El sistema digestivo, estd constituido por el canal de alimentacion (intestino) y las
glandulas salivales; es el responsable de todos los pasos del procesamiento de los
alimentos, tales como: digestion, absorcion y eliminacion de los residuos (Resh y Cardé,
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2003). El tracto digestivo consiste en un tubo de células epiteliales continuas que van desde
la boca hasta el ano, de acuerdo a su origen embrionario, éste se encuentra dividido en tres
regiones bien diferenciadas con funciones fisiologicas especificas. A igual que la mayoria
de los insectos, en los triatominos también observamos la parte anterior o estomodeo,
intestino medio 0 mesenterdn y la parte posterior o proctodeo (Fig. 4).

Las células que conforman el epitelio del intestino anterior y posterior, estan
endurecidas, a diferencia de las que conforman el intestino medio, lugar en el cual ocurre la

absorcion de los nutrientes (Ramirez, 1987).

En general, en los insectos, la parte anterior y posterior del tubo digestivo se
originan por invaginacion del ectodermo embrionario, generando el estomodeo y
proctodeo, mientras que el intestino medio 0 mesenteron es de origen endodérmico, y esta
asociado con el desarrollo de la parte anterior y posterior del intestino (Fig. 5) (Klowden,

2007)

Ectodermo

Estomodeo

Intestino medio

Fig. 5. Esquema general del origen embrionario del sistema digestivo en insectos. Tomado y modificado de
Klowden, 2007



1.3.1.- Estomodeo

En triatominos, debido a su origen ectodérmico, el estomodeo presenta una
estructura semejante a la pared del cuerpo, y consiste de una intima cuticular interna, un
epitelio entérico, el cual descansa sobre la membrana basal, y de un tejido muscular
estriado (Ramirez, 1987). Esta precedido por la prosbocide, que, en reposo, descansa en la
parte inferior de la cabeza y mantiene en su interior los estiletes usados para la succién de
la sangre (Figura 6). A su vez est4 conectada con los ductos salivares pertenecientes a la
glandula salival, la cual, ademas de lubricar las partes bucales, secreta enzimas para la
predigestion del alimento, como son: lipasas, proteasas y carbohidrasas. Esta secrecion
también posee anticoagulantes y analgésicos en los insectos hematofagos (Ribeiro y col.,
1995).

La faringe puede estar modificada junto con los musculos dilatadores, para formar,
lo que es conocido como la bomba faringeal o bomba de succion, la cual genera un vacio
para la succion del alimento (Méndez, 1999).

El es6fago zona que une a la faringe con el buche, es utilizado para la predigestion y
como sitio de almaceén del alimento. Luego el alimento predigerido es transportado al
intestino medio, donde se produce la digestion total y absorcion del alimento. (Klowden,

2007)



Figura 6. Esquema mostrando el estomodeo (eso6fago), seguido del intestino medio, en Triatoma
infestans. Tomado y modificado de http://www.fiocruz.br/chagas_esp/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=88

1.3.2.- Mesenteron o intestino medio (1.M)

Abarca la mayor porcion del tubo digestivo del triatomino y estad formado por: el
promesenterio (estdmago), que representa el sitio del transporte de agua, inmediatamente
después de la alimentacion; es también el sitio de almacenamiento de lipidos y glicdgeno;
el postmesenterio (intestino) es la segunda region, y se subdivide en: intestino grueso
anterior e intestino delgado posterior, la primera es el sitio de mayor sintesis de proteinas y
secrecion, aungue también existe una limitada absorcion y almacenamiento de nutrientes,
mientras que la regidn posterior, es responsable de cierta actividad secretora y es aqui,
donde se da la asimilacion de nutrientes digestivos, absorcion y almacenamiento de
carbohidratos (Ramirez, 1987). Cuando esta lleno de alimentos, el estbmago ocupa gran
parte de la cavidad del cuerpo del insecto, empujando los otros 6rganos lateralmente

(Figura 7).



-3—Promesenterio (prM)

J Postmesenterio (PSM)

Intestino posterior

Figura 7. Esquema mostrando las dos porciones del intestino medio de Triatoma infestans, el
promesenterén (PRM) y postmesenterén (PSM), y el Intestino posterior. Tomado de
http://www.fiocruz.br/chagas_esp/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=88.

En general, el intestino medio de los insectos consiste en un epitelio simple, en el
cual se distribuyen cuatro tipos de células: columnares, regenerativas, globulares y
endocrinas, todas ellas derivadas del tejido endodermal y la ausencia de la linea cuticular
que esta presente en el intestino anterior, permite que la absorcion se genere a este nivel.
(Klowden, 2007).

Las células columnares o principales, son las mas numerosas, presentan bordes en
cepillo que dan hacia el lumen intestinal, estas presentan microvellosidades y abundantes

pliegues, que aumenta la superficie de absorcion y secrecion de enzimas (Fig. 8).
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Membrana basal

Mitocondria

Reticulo
endoplasmatico

Nucleo

Golgi

Microvellosidades

Fig. 8. Célula columnar tipica. Tomado y modificado de Klowden, 2007
Las células globulares (Fig. 9) estan dispersas a lo largo del intestino medio,
transportan potasio desde hemolinfa hasta el lumen intestinal. Este movimiento de iones, es
de importancia ya que ayuda al movimiento del agua, y a la absorcion de los nutrientes

(Klowden, 2007)

Cavidad de las células
globulares

Invaginaciones de la
membrana basal

Hemalinfa

Fig. 9. Célula globular. Tomado y modificado de Klowden, 2007
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Las células regenerativas (Fig. 10), tal como su nombre lo indica, son células de
regeneracion del tejido especializado, de los diferentes tipos de celulares antes mencionadas

(Klowden, 2007).

Limen del intestino medio

Células maduras
diferenciacion de células

Células regenerativas

Hemolinfa

Fig. 10. Grupos de células regenerativas del intestino medio. Tomado y modificado de Klowden, 2007

A las células epiteliales del intestino medio, se le han atribuido diferentes funciones,
como: absorcion del alimento, secrecion de enzimas, funciones de caracter inmunologico, y
a la produccion de la membrana peritrofica (Fig. 4), (Terra, 2005). La cual es un
biopolimero que divide al lumen intestinal en dos areas, endoperitréfica y ectoperitrofica,
ademas se le han atribuido funciones de proteccion, ya que, el alimento y/o los
microorganismos provenientes del mismo, no tienen contacto directo con el epitelio
intestinal, a su vez originan un flujo de enzimas digestivas, que permite la reutilizacion de
las mismas (Klowden, 2007).

No obstante, los hemipteros presentan una delicada membrana pseudo-peritrofica
envuelta por las microvellosidades, la cual se extiende al lumen y termina en un fondo
ciego. Contiene lipoproteinas pero no quitina, siendo llamada de membrana perimicrovillar.
En los triatominos, en todos los estadios, las membranas pseudoperitroficas son sintetizadas

por el epitelio del tracto digestivo total. Estas estructuras son formadas por
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glicofosfolipidos, proteinas, carbohidratos y enzimas hidroliticas. Mas alla de eso, esta
membrana tiene permeabilidad selectiva lo que permite que enzimas digestivas la
atraviesen y lleguen al bolo alimenticio, y también que productos de la digestion sean

absorbidos por el epitelio intestinal. (Lacombe, 1957)

Sobre el intestino de los triatominos, se encuentra ademas los denominados cuerpos
grasos. Consiste de delgadas columnas con dos células de espesor o pequefios nédulos,
suspendidos dentro de la cavidad del cuerpo por tejido conectivo y trdqueas. Deriva del
mesodermo de las paredes de las cavidades celomicas durante el crecimiento del embrion.
Las células del cuerpo graso estan en contacto con la hemolinfa, con la que efectdan un
dinamico intercambio de metabolitos.

Estas se encuentran por debajo del exoesqueleto y sobre el tracto digestivo se
pueden distinguir porque forman una capa perivisceral, conformado mayormente por
trofocitos o células lipidicas, especializadas para almacenar reservas nutritivas y en la
sintesis de nuevas sustancias, capaces de una gran distension en su membrana para alojar

reservas (lipidos, proteinas y glucégeno).

1.3.3.- Proctodeo

El intestino posterior estd formado por los tubulos de Malpighi, O6rgano
osmorregulador y de excrecion de metabolitos de desechos (Klowden, 2007).

El ileum vy el recto conforman una zona continua que conectan al intestino medio
con el ano, en esta zona es donde se encuentran simbiontes y donde algunos parasitos

realizan parte de su ciclo de vida.
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Tubulos de
Malpighi

Figura 11: Esquema mostrando la porcidn final del intestino de Triatoma infestans, proctodeo y la
insercion de los tubulos de Malpighi. Tomado de
http://www.fiocruz.br/chagas_esp/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=88

1.4.- Fisiologia del sistema digestivo de insectos

Movimiento del tracto digestivo

El tracto digestivo esta inervado por terminaciones nerviosas. Desde que el alimento
es ingerido, se generan una serie de movimientos peristalticos por la musculatura que rodea
al intestino, que van a inducir el paso del alimento a lo largo del tracto. Estas contracciones
son resultado de la estimulacion nerviosa.

El paso del alimento a través del intestino no es uniforme, variando de acuerdo al
estado fisiologico del insecto. Ademas, difiere segin el sexo y la edad (Lehane y
Billingsley, 1996). En el caso de los hemat6fagos, la distencion del abdomen y por ende la
distencion del intestino medio, se debe a que hay una neurosecrecion por parte del sistema

circulatorio (Lange y Orchard, 1998).
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1.5.- Cadherinas y Lectinas

Una propiedad que presentan las células de los organismos multicelulares, es su
capacidad para formar asociaciones entre células del mismo tipo, mediante uniones
celulares llamadas desmosomas. Esta adhesion es resultado de la expresion de moléculas de
adhesion celular, que son glicoproteinas receptoras que se encuentran en la superficie de la
célula, y fluctian entre estados de alta y baja afinidad con sus respectivos ligandos. Esto
produce cambios conformacionales en sus estructuras, por ejemplo, cambios intracelulares
en el citoesqueleto o en su composicién quimica (Sanguinet y Rodriguez, 1999), afectando
asi la estructura de la célula.

Las uniones celulares juegan un papel importante en los procesos fisiologicos, por
ejemplo, en la morfogénesis, estabilizacion y diferenciacion de los tejidos, y mantenimiento
de la integridad de las células.

Las cadherinas son una familia de moléculas de adhesidn que unidas entre
establecen contacto celula-célula; esta actividad adhesiva es calcio y temperatura
dependiente, y esta presente en todos los tejidos animales. Conforman puentes moleculares
entre las células adyacentes formando estructuras tipo "zipper™ o cierre en las regiones de la
membrana donde las células hacen contacto. Dentro de esta familia, encontramos la E-
cadherina, la cual esta presente en el tejido epitelial. En este trabajo la presencia de la E-
cadherina se utilizd para establecer los limites celulares y asi clasificar el epitelio.

Por otra parte, se determind la expresion de algunos carbohidratos mediante el uso
de lectinas. Estas permiten localizar, identificar y distinguir carbohidratos presentes en el
tejido con gran sensibilidad y especificidad (Leathem y Atkins, 1983). Son proteinas que
tienen la capacidad de combinarse del mismo modo que un antigeno se combinaria con un

anticuerpo (Aksoy y Uner, 2003). Tienen dominios o secuencias de aminoacidos que son
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capaces de reconocer y unirse a glucidos terminales, que forman parte de cadenas de
oligosacéridos, bien sean, libres o formando parte de glicoproteinas. Por ello se dice que las
lectinas reconocen glicoconjugados (Basseri, 2002).

La fuente de lectinas en la naturaleza, no sélo se consigue en plantas. También la
encontramos en virus, bacterias, hongos, parasitos, invertebrados y vertebrados (Basseri,
2002).

En insectos, las lectinas tienen una variedad de funciones, tales como: fagocitosis,
encapsulacion, quitinacion, muda, y el reconocimiento y proteccion en la defensa inmune
en contra de organismos patogenos (Barreau y col., 1995).

Se han realizado estudios en R. prolixus y T. infestans, vectores de los agentes
causantes de la enfermedad de Chagas, el parésito T. cruzi en los cuales se evidencia que
la interaccion del parésito con el epitelio del intestino de vector esta relacionada con la
presencia de carbohidratos en la superficie del parasito y las lectinas presentes en el epitelio

del vector (Azambuje y Garcia, 2005).
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2.- ANTECEDENTES

Los primeros estudios que se han encontrado en insectos a un nivel microscopico,
datan del siglo XVII, y se realizaron en insectos que tienen un comportamiento social. Es
en esta época, Francisco Stelluti describid la estructura interna de las abejas usando el
modelo de microscopio construido por Galileo. Décadas después, Robert Hooke y Jan
Swammerdam realizaron otros estudios a nivel microscépico en estos insectos; el excelente
trabajo de estos y otros investigadores esta basado en la habilidad y precisién con la que
realizaron las disecciones (Cit. In Billen y Wilson 2008).

Segun Billen y Wilson (2008) a partir del desarrollo de técnicas histologicas, hay
una nueva dimension en el estudio morfologico, y el conocimiento que hoy se tiene de la
anatomia interna de insectos sociales, viene de trabajos realizados por Charles Janet en
hormigas y abejas a finales del siglo XIX. Este fue uno de los primeros investigadores que
realizd estudios a un nivel histologico. Entre sus trabajos, encontramos, el estudio
histoldgico del sistema exocrino de hormigas, especificamente el de Myrmica rubra; en el
cual incluye, una descripcion de las glandulas presentes.

En cuanto a estudios realizados en Triatominos a nivel microscopico, tenemos como
investigador pionero, y del cual muchos investigadores se apoyan para el estudio anatomico
y morfologico de estos insectos, a Wigglesworth (1931); el cual realiz6 un estudio
anatomico e histoldgico del sistema excretor de Rhodnius prolixus. Este autor encontrd, que
el sistema excretor, estd conformado por cuatro tubos de Malpighi que entran al recto, un
saco con forma de pera, con una gran capacidad de distencion. El estudio histolégico lo
hizo a nivel de los tubulos de Malpighi, encontrando dos segmentos a lo largo del tubo, los

cuales presentan células de tamafio discreto y bien definidas con un nucleo de gran tamafio;
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en la parte basal hay una zona que presenta estriaciones claras y la membrana plasmaética de
la zona apical esta modificada formando microvellosidades con borde de cepillo.

Ramirez en 1969, en un estudio fisiologico, relacionado con la digestion y
eliminacion de los residuos de alimento en R. prolixus, observo que el postmesenterio,
desempefia un papel importante en la desintegracion, asimilacion y eliminacion de la
hemoglobina.

Burgos y Gutiérrez (1976) realizaron un estudio histoldgico y citologico, del
intestino de Triatoma infestans, en el cual describen las caracteristicas histologicas y
ultraestructurales del intestino medio de este triatomino. Dicho estudio demostro, que el
tracto digestivo, es un tubo longitudinal con numerosos pliegues, y que, esta formado por
dos capas: un epitelio columnar simple colocado sobre una ldamina basal delgada, rodeada
por una doble capa de musculo oblicuo transversal y una capa longitudinal incompleta.
Hacia la region luminal, observaron que la membrana plasmatica del epitelio esta
modificada en microvellosidades formando un borde en cepillo, el cual se encuentra
cubierto por la membrana peritréfica, ademas, el ndcleo de este tipo celular tiene forma de
ovalo y se ubica en el axis de la célula, en el mismo se observan nucléolos conspicuos. En
este caso, todo el epitelio y la capa basal dieron positivas para la coloracion PAS.

En el estudio citoldgico, Burgos y Gutiérrez (1976) demostraron que las uniones
intercelulares son del tipo zonula ocludens. La superficie apical presenta microvellosidades
que contienen pequefias particulas y filamentos longitudinales, abundantes mitocondrias
con forma elongada y ubicadas perpendicularmente a la superficie basal de la célula,
pequefas vesiculas, ribosomas, polisomas y reticulo endoplasmatico rugoso. La membrana
peritrofica estd formada por filamentos muy delgados que se extienden a los pliegues de las

microvellosidades. La membrana basal tiene numerosas invaginaciones del plasmalema, en
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el que se observan cisternas y vesiculas del reticulo endoplasmético. EI nicleo tiene forma
irregular y es alargado, con una cromatina electroclara y numerosos nucléolos conspicuos.
Por ultimo, el citoplasma, es una matriz densa, con canales y cisternas del reticulo
endoplasmatico, las cuales se encuentran distribuidas alrededor de nucleo. Algunas células
contienen un gran namero de vesiculas, otras tienen lisosomas, fagolisosomas y cuerpos
residuales, asi como vacuolas contréctiles.

Dos afios después, Gutiérrez y Burgos, (1978), realizaron una descripcion
ultraestructural y citoquimica de la membrana peritrofica que recubre el intestino medio
del T. infestans. La superficie apical del epitelio del intestino medio de T. infestans presenta
microvellosidades con forma de borde de cepillo, cubierto por la membrana peritrofica. La
microscopia electronica demostré que esta membrana es trilaminar, se inicia entre los
pliegues de las microvellosidades y tienen una estructura tubular plexiforme cuatro veces
mas larga que las microvellosidades que se expanden y proyecta al lumen del intestino. El
estudio citoquimico sugiri6 que la membrana peritrofica estaba compuesta por
glicofosfolipido y fosfatasa acida.

Mediante un estudio de microscopia electronica de barrido, Billingsley y Downe
(1986), observaron que, la morfologia superficial de las células del intestino medio de R.
prolixus, varia dependiendo del tiempo en que han sido alimentados, sugiriendo que, las
capas de la membrana celular ademas de funcionar como una membrana peritréfica,
permite la separacién espacial de proceso digestivo.

Posteriormente Billingsley (1988), mediante un analisis morfométrico, cuantifico
las modificaciones ultraestructurales de las células del intestino medio de R. prolixus antes
y después de que el triatomino se alimentd. Fue un estudio especifico para region del

intestino medio y se correlaciond con previas publicaciones acerca de la actividad
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enzimatica en el ciclo digestivo. Observd cambios relativos y absolutos del volumen de la
superficie y area de toda la célula (nucleo, mitocondria, reticulo endoplasmatico rugoso,
lisosomas, aparato de Golgi, microvellosidades, entre otros.), apoyando asi lo descrito por
otros investigadores, es decir, el intestino medio de R. prolixus esta dividido en dos grandes
regiones y cada una cumple una funcién: el promesenteron, es el sitio en donde se da el
transporte inmediato de agua y es el lugar de almacenamiento de lipidos y glicégeno, no
ocurre una digestion de proteinas; el postmesenterdn, el cual se divide en intestino anterior
e intestino posterior. La parte anterior, es la zona de mayor secrecién y sintesis de proteinas
y en la parte posterior se da la absorcion y almacenamiento de los nutrientes.

En estudio realizado por Wanderley y col. (2006) se describe histolégicamente: el
intestino medio de Tropidacris collaris, los ciegos gastricos y la valvula pilorica. Para el
analisis en el microscopio Optico, emplean diferentes coloraciones, sus resultados
demostraron que la pared del intestino medio estd compuesta por una capa de celulas
epiteliales y dos capas de musculo estriado: uno interno (circular) y otro externo
(longitudinal) unido entre si por tejido conectivo. El epitelio es simple, con dos tipos de
células: regenerativas y columnares. Los ciegos gastricos presentan capas de mauasculos
similares a las del intestino medio y un epitelio columnar simple con vellosidades que se
proyectan al lumen. La valvula pilorica estd formada por tejido muscular estriado y una

capa de tejido epitelial simple.

Recientemente Rosch y col. (2010) hicieron un estudio histologico y ultraestructural
del intestino medio de Triatoma vitticeps en distintos periodos de ayuno, determinando en
general, que las células digestivas que conforman el epitelio del intestino medio de este

Triatomino presentan microvellosidades en la zona apical, un nicleo central y la
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membrana basal presenta invaginaciones. En las células del mesenteron encontramos gotas
lipidicas, granulos de glucogeno, la presencia de mitocondrias sugiere que estas células
juegan un papel en el almacenamiento de nutrientes y en el flujo y transporte de iones. Las
células de la region anterior del postmesenterdn tienen reticulo endoplasmatico rugoso,
lisosomas, vesiculas y granulos con diferentes electrodensidades mientras que la regién
posterior del intestino medio las células presentan granulos de residuos producto de la
digestion de sangre y las mitocondrias se ubican en la zona apical del citoplasma, cerca de
las microvellosidades, lo que sugiere que esta porcion del mesenter6n juega un papel
importante en la digestion del alimento de éste hematofago y el almacenamiento de
nutrientes.

A su vez, asocian las diferencias en la morfologia de las células epiteliales durante
los distintos periodos de ayuno con la presencia del nimero de vesiculas aumentando a
medida que pasa el tiempo de ayuno, sugiriendo que estas vacuolas son sitios de
almacenamiento de enzimas, las cuales estan listas para ser usadas una vez que se han
alimentado. Es importante destacar que los distintos investigadores que han realizado
estudios histoldgicos y ultraestructurales a nivel del intestino de algunas especies de

triatominos, llegan a las mismas conclusiones.

En el 2006, Terra y colaboradores, realizaron una recopilacion de trabajos
(realizados por otros investigadores) sobre la membrana plasmatica de las células del
intestino medio en insectos, definiendo que, esta separada en dos dominios, dominio apical
y dominio basolateral. EI dominio apical generalmente se encuentra modificado en
microvellosidades con una estructura molecular parecida a la de otros animales. Sin

embargo, dependiendo del proceso de secrecidén, podemos encontrar algunas variaciones.
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Otra modificacién de las microvellosidades estd asociada con el proceso del transporte de
iones o la permeabilidad de la membrana. La membrana peritréfica interviene en el proceso
de absorcion de aminoacidos proveniente de la dieta diluida. Tanto las microvellosidades,
como la membrana peritrofica presentan una densidad y un contenido proteico dependiendo

del taxon del insecto.

La mayoria de los estudios sobre lectinas en insectos, se basan en la interaccion
entre el vector y el parasito, siendo el méas estudiado el de la mosca Tsé-Tsé en el que se
indica que la especificidad de las lectinas en el tejido juega un papel crucial en el control de
la infeccion de esta mosca con tripanosomas africanos, a su vez, se presentan evidencias
que indican que la biosintesis de la lectina en el insecto se da principalmente en los cuerpos
grasos, se ha reportado aglutinacion en los 6rganos sexuales y en algunos casos asociados a
membranas celulares (Basseri, 2002).

No obstante, el trabajo pionero sobre la interaccion entre lectinas de vectores y
parasitos fue el realizado por Pereira y col. (1981) en él se estudia la especificidad de
distintas lectinas en el intestino de R. prolixus que interactla selectivamente con los
residuos carbohidratados que se encuentran en la membrana celular del Tripanosoma cruzi,
obteniendo que hay una alta especificidad para N-acetil-D-manosa, a-N-acetil-D-
galactosamina y a, 3-D-galactosa.

Mello y col. (1998) realizaron un estudio en lectinas aisladas de la hemolinfa de R.
prolixus 'y su interaccion con Trypanosoma rangeli, encontrando que éstas lectinas

aisladas pueden intervenir en el ciclo de vida de T. rangeli.

22



Kunst y col. (1996), determinan que las E-cadherinas juegan un papel importante
en el establecimiento y funciones morfogenéticas de las uniones de anclaje en los
embriones de Drosophila melanogaster, ademas demuestran que la integridad del epitelio
depende de estas estructuras de adherencia y que los componentes necesarios para la
formacion de estas estructuras, se encuentran altamente conservadas en vertebrados y en
invertebrados.

En general, son pocos los estudios morfologicos del intestino de insectos,
principalmente de aquellos involucrados en la transmision de enfermedades como a
enfermedad de Chagas. En Venezuela, existen diversas especies vectores de T. cruzi siendo
algunos representantes R. prolixus, P. geniculatus y T. maculata.

R. prolixus, el principal vector, ha sido el mas estudiado, sin embargo, existen pocos
estudios relacionados con P. geniculatus y T. maculata, y no encontramos estudios
histoldgicos de estos triatominos.

Como se menciond previamente, en el intestino de estos individuos ocurre la
interaccidn con el parasito, por lo cual, es importante conocer a morfologia de intestino, de
tal manera que posteriormente se pueda relacionar con el comportamiento del paréasito en

cada uno de estos vectores.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

Caracterizar y comparar histolégicamente el intestino medio de tres especies de

triatominos: Panstrongylus geniculatus, Rhodnius prolixus y Triatoma maculata

3.2.- Objetivos especificos

1) Procesar histolégicamente intestino medio de los tres triatominos.

2) Describir el epitelio del intestino medio de Panstrongylus geniculatus, Rhodnius
prolixus y Triatoma maculata y determinar los tipos celulares presentes.

3) Determinar la expresion y localizacion de la E-cadherinas en el intestino medio de
las tres especies.

4) Determinar la expresion de algunos carbohidratos en el intestino medio de estas
especies.

5) Comparar histolégicamente el intestino medio de las tres especies de triatominos

estudiados.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Material biologico:

Se utilizaron los triatominos Rhodnius prolixus, P. geniculatus, T. maculata los
cuales fueron gentilmente suministrados por el Dr. Matias Reyes Lugo, de la Seccion de
Entomologia Médica del Instituto de Medicina Tropical (IMT) de la Universidad Central

de Venezuela.

4.2.-Diseccion de los triatominos:

Los insectos fueron mantenidos en ayuno durante 15 dias. Despueés de ese lapso,
fueron disecados, para lo cual fueron inmovilizados en un congelador durante 15 min vy,
posteriormente, se le retiraron las alas y los altimos segmentos del abdomen fueron
cortados, seguidamente se realizé una incision en la parte lateral desde el ano hasta la
union del térax con el abdomen y se retiré el exoesqueleto ventral, quedando expuesto el
tracto digestivo. Una vez expuesto, se extrajo el intestino medio y el tejido circundante fue
retirado de forma mecénica, finalmente, éste fue lavado en solucion salina isotonica, para

Su posterior procesamiento

4.3.- Procesamiento histologico

Una vez extraido el intestino medio de estos, fue sumergido en solucién fijadora
Bouin acuoso durante al menos 72 horas. Una vez fijado, fue deshidratado en una bateria
de alcoholes con una gradacién creciente (70% al 100%.). Seguidamente se procedié a

realizar la aclaracion del tejido en tolueno (dos cambios de 15 min cada uno a 56°C), se
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incluyeron en parafina (dos cambios a 56°C) y finalmente incluidos en blogues de parafina,
montados y cortados en un micrétomo.

Se realizaron cortes con un grosor de 5 micras, y se montaron en laminas
portaobjeto, los cuales fueron previamente tratados con una solucion de albimina de huevo
de Mayer.

Posteriormente, las muestras se desparafinaron (en Xilol) e hidratadas en una bateria
de alcohol con una gradacién decreciente (100% a 50%) lavadas en agua destilada y/o

corriente segun el caso.

4.4- Tinciones histologicas

4.4.1.- Hematoxilina-Eosina de Mayers

Una vez rehidratadas las muestras se colorean con hematoxilina por 30 seg. ,
lavadas con agua corriente, embebidas en alcohol al 50% por 30 segundos y luego
coloreadas con eosina (1 min). Una vez coloreadas, las muestras fueron deshidratadas en
una bateria de: acetona-xilol. Finalmente fueron montadas permanentemente utilizando

Entellan (Merck) como medio de montaje.

4.4.2.- Hematoxilina fosfotangstica de Mallory (PATH):

Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas como se mencioné previamente.

Una vez hidratadas, se trataron con acido Oxalico al 5% por 10 minutos. Luego se lavaron

26



con agua corriente y agua destilada sucesivamente, y tefiidas con solucion PATH de
Mallory durante 2 horas a 56°C.
Pasado este tiempo, fueron transferidas a etanol al 95% y deshidratadas en

acetona-xilol y finalmente se montaron permanentemente, como se explico previamente.

4.4.3.- Acido Peryodico de Schiff (PAS)

Las muestras fueron desparafinadas e hidratadas paulatinamente en una bateria de
alcoholes gradacion decreciente hasta llegar a agua destilada. Posteriormente fueron
oxidadas en una solucion de acido peryodico al 5% durante 5 min, lavadas con agua
destilada, y coloreadas con el reactivo de Schiff de Coleman por 15 min; lavadas con
agua corriente tibia durante 10 min. Los nucleos fueron contrastados con Hematoxilina de
Hierro por 30 seg. y finalmente, las muestras fueron deshidratadas y montadas en medio

resinoso (Entellan).

4.4.4.- Histoquimica de Lectinas:

Para la evaluacion mediante histoquimica de lectinas fueron utilizadas las siguientes
lectinas: DBA con afinidad a a-N-acetil-D-galactosamina, UEA 1, afin a la o-L-fucosa y
Con-A, afin a a-D-manosa y a a-D-glucosa (a una dilucién 1:50) las cuales estaban unidas
a peroxidasa.

Las muestras fueron desparafinadas como se describié previamente, e hidratadas
con agua destilada. Una vez hidratadas, se bloqued la peroxidasa endégena incubando las

muestras con peréxido de hidrogeno por 5 min. a temperatura ambiente. Luego fueron
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lavadas en TBS + cationes (0.05M Tris-HCI pH 7.8 conteniendo NaCl (150Mm), CaCl,
(0,20 mM) y MgCl, (0.10mM)) durante 2 min (2 veces), posteriormente incubadas con la
Lectina durante 3 horas en cdmara himeda y a temperatura ambiente. Luego lavadas en
TBS + cationes (5 min. Tres veces). y reveladas con DAB + H;O, por 20 min.
Posteriormente, se lavo con agua y se constrastd con Hematoxilina-Eosina de Meyers por
20 segundos. Se deshidratd en una bateria de acetona / xilol y se realiz6 el montaje

permanente.

4.4.5- Marcaje inmunohistoquimico

Se evaluaron las muestras para determinar la presencia de E-cadherina, para lo cual
se empled un anticuerpo a -E cadherina (G-10) (Santa Cruz Biotechnology) vy el sistema de
revelado sc-2050(Santa Cruz Biotechnology). La determinacién inmunohistoquimica fue
realizada siguiendo las instrucciones del proveedor, con algunas modificaciones.

En breve: la peroxidasa endogena fue inactivada incubando las muestras por 5 min
con peroxido de hidrogeno. Las muestras fueron lavadas 2 veces con PBS por 5 min.
Luego incubadas con el suero bloqueador (20 min) y posteriormente incubadas con el
anticuerpo primario (dilucién 1:50) durante 3 horas en camara hiimeda. Fueron lavadas con
PBS (2 veces) e incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado, por 3 horas. Lavadas
dos veces con PBS e incubadas con el complejo Streptavidina-HRP por 20 minutos,
lavadas dos veces con PBS por 5 minutos y finalmente los inmunocomplejos fueron
revelados con DAB + H,0O, durante 10 minutos. Los nucleos fueron contrastados con

hematoxilina de Mayer por 20 segundos, seguidamente las muestras fueron lavadas con
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agua desionizada, deshidratadas en un bateria de acetona/xilol, y montadas de manera

permanente.

Las observaciones y registros fotograficos se realizaron en un microscopio éptico
invertido (marca: Olympus IX50, acoplado a una computadora, y los registros fueron
tomados por el programa TV TUNER).

La intensidad del marcaje se estimé cualitativamente en base a una escala de cruces

de la manera siguiente:

Valor de la escala Intensidad de reaccion
- No hubo
+ Marcaje muy débil
++ Marcaje moderado
+++ Marcaje intenso
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5. RESULTADOS

5.1 EVALUACION HISTOLOGICA MEDIANTE LA TECNICA DE
COLORACION H/E

Al colorear las muestras mediante la coloracion hematoxilina — eosina se obtuvo los
siguientes resultados

5.1.1 Rhodnius prolixus

En la Fig. 12, se muestra un corte longitudinal del intestino medio de R. prolixus,
alli podemos observar que en esta region el epitelio estd conformado por al menos dos
capas celulares (Fig. 12A) donde podemos diferenciar al menos tres tipos celulares
diferentes segun su morfologia. A mayor aumento (Fig. 12B), podemos ver que uno de los
tipos celulares (d) presenta un citoplasma granular y eosinéfilo (i), en el cual existen zonas
cercanas al nucleo que no se colorean. EI nucleo (h) es pequefio, un tanto irregular y muy
basofilo, el cual se sugiere, pertenecen a las células regenerativas. EIl segundo tipo celular,
corresponde a las células columnares (b). Formado por células cilindricas que presentan un
citoplasma (g) el cual es basofilo hacia la region apical mientras que en la region
supranuclear es levemente eosinofilo y granular; su nucleo (e) es basal y eucromatico;
presenta un nucléolo excéntrico (f) muy prominente y muy baséfilo. Ademas, se observa
que la heterocromatina esta distribuida en la periferia. En la zona apical de las células
columnares, se pueden ver las microvellosidades (j) formando un borde en cepillo, estas
son muy cortas, son eosinofilas y refringentes. El tercer tipo celular (c) lo ubicamos entre
las células columnares, se caracteriza por la morfologia de la célula y del nicleo, ademas
por la intensidad de la coloracion. Las células tienen forma un tanto redondeada, con un
nucleo (e) también redondeado que ocupa la mayor parte del citoplasma (g) de la célula. Al
igual que el nucleo de las células columnares, la cromatina se colorea poco en la parte
central, pero alrededor del nucléolo y en la periferia de la misma, presenta una coloracion
muy baséfila. Se observa un nucléolo excéntrico (f) el cual es pequefio y muy basofilo. El
citoplasma (g) granuloso de estas células, a diferencia del de las células columnares, es

baséfilo.
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Fig. 12A.- C.L. intestino medio de R. prolixus, (a) Epitelio, (b) Células columnares,
(c) Células redondeadas, (d) Células regenerativas, (€) Nicleo de células epiteliales,
(L) Lumen. Aumento: 400X

Fig. 12B.- C.L. Intestino médio de R. prolixus, (a) Epitelio, (b) Células columnares,
(c) Células redondeadas, (d) Células regenerativas, (e) Nucleo, (f) Nucléolo, (g)
Citoplasma, (h) Nudcleo de células regenerativas, (i) Citoplasma de células
regenerativas, (j) Microvellosidades, (L) Lumen. Aumento: 1000X
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5.1.2 Panstrongylus geniculatus

En la figura 13(A y B) Se muestra un corte longitudinal del intestino medio de P.
geniculatus. Alli se puede ver que el epitelio esta compuesto por una sola capa de células.
En este epitelio se pueden diferenciar al menos dos tipos celulares. Las células columnares
(b) con nucleos alargados (e) y heterocromaticos, que ocupan gran parte del citoplasma
(9), mientras que el otro tipo celular, las células redondeadas (c) presentan un nucleo
irregular y heterocromatico (f) ubicado en el centro celular (fig.13B) Con respecto a su
citoplasma (g), este es levemente eosindfilo y muy vacuolado. En la region apical se
pueden observar las microvellosidades (d) las cuales son muy extensas con un tamafo

similar al del cuerpo celular.

Fig. 13A.- C.L. intestino medio de P. geniculatus, (a) Epitelio, (b) Células columnares, (c)
Células redondeadas, (d) Microvellosidades, (e) Nucleo de células columnares, (f) Nucleo
de células redondeadas, (h) tejido muscular, (L) Lamen. Aumento: 100X
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Fig. 13B.- C.L. Intestino medio de P. geniculatus, (a) Epitelio, (b) Células
columnares, (c) Células redondeadas, (d) Microvellosidades, (€) Nucleo de células
columnares, (f) Nucleo de células redondeadas, (g) Citoplasma, (L) Lumen,
Aumento: 400X

Fig. 13.- Fotomicrografia del intestino medio de P. geniculatus. a distintos aumentos H/E

5.1.3 Triatoma maculata

En la figura 14A, tenemos una micrografia del intestino medio de T. maculata. Alli
se observa que este epitelio (a) esta conformado por al menos dos capas celulares, con un
predominio de células cilindricas muy altas. A mayor aumento, (Fig. 14B) se puede ver
una primera capa en la zona basal, donde se ubican las denominadas células regenerativas
(d). Estas son células muy pequefias, con poco citoplasma el cual es levemente basofilo, y
presenta un nucleo central (f) pequefio, muy heterocroméatico. En la siguiente capa
encontramos al menos dos tipos celulares, que se diferencian por la disposicién del nucleo

en el axis de la célula y la coloracion del citoplasma. EI primer tipo, son las denominadas
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celulas columnares (b), cuyo nucleo (e) es relativamente pequefio y esta ubicado por
debajo, pero cerca de la parte central de la célula. Presenta un citoplasma (g) que es
levemente basofilo y muy vacuolado. El otro tipo celular, denominado células globulares
(c), presenta un nucleo (h) pequefio y muy basofilo, ubicado en la parte basal de la célula
(h); su citoplasma (g) no se colorea en la zona alrededor del nicleo, sin embargo en la zona
apical, se observa una leve basofilia, y ademas se pueden observar gran cantidad de
vacuolas En la regién luminal se presenta una gran cantidad de alimento, por lo cual, no

se puede determinar la presencia de microvellosidades.

Fig. 14A.- C.L. intestino medio de T. maculata, (a) Epitelio, (b) Células columnares, (c) Células
redondeadas, (d) Células regenerativas (e) Nucleo de células columnares, Vacuolas, (L) Lumen.
Aumento: 100X
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Fig. 14B.- C.L. intestino medio de T. maculata, (2)
Epitelio, (b) Células columnares, (c) Células
redondeadas, (d) Células regenerativas (e) Ndcleo
de células columnares, (f) Nucleo de células
regenerativas, (h) Nucleo de células redondeadas,
(9) Citoplasma, (L) Lumen. Aumento: 200X

Fig. 14.- Fotomicrografia del intestino medio de T. maculata a distintos aumentos. H/E

5.2.- EVALUACION HISTOLOGICA MEDIANTE LA TECNICA DE
COLORACION PATH

Ademas de la coloracion de rutina, para la evaluacion del intestino medio de los
triatominos en estudio, se utilizo la coloracion hematoxilina fosfotingstica obteniendo los

resultados que se describen a continuacion

5.2.1 Rhodnius prolixus

Esta coloracion evidencia las proteinas que forman parte del masculo, reacciona a
su vez con organelos como mitocondrias, reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi
(Lynch, 1972). En la figura 15 se muestra un corte longitudinal del IM de R prolixus, Se
puede observar una zona muy coloreada por debajo del epitelio (d), que corresponde al
tejido muscular (a), el cual en insectos, tiene las fibras dispuestas de forma transversal (b)

y oblicua (c), en este caso las fibras forman grupos de tres. La region nuclear que se
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observa claramente con H/E, no se colorea, asi mismo, aun cuando el citoplasma se colorea,
no se pueden ver los limites celulares, ni se evidencian las microvellosidades presentes en
las células epiteliales. Este tipo de coloracion, no nos da mayor informacién de la obtenida

con H/E

C.L. intestino medio de R. prolixus, (a) Tejido muscular, (b) Fibras
transversales, (c) Fibras oblicuas, (d) Epitelio (e) Células columnares.

Fig. 15.- Fotomicrografia del intestino medio de R. prolixus PATH. 400X

5.2.2 Panstrongylus geniculatus

En el epitelio del IM de P. geniculatus con este método (figura 16), se evidencio la
presencia del ndcleo. Y basandonos en su forma y tamafio, y ain cuando no se evidencian
los limites celulares, se pueden distinguir dos tipos celulares (como se describid
previamente con H/E), las células columnares (b), con un nacleo (e) basal de forma

irregular muy coloreado, en donde el citoplasma (g) granuloso se colorea levemente y en
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este caso, se observa la presencia de vacuolas apicales de gran tamafio. En el segundo tipo
celular, los nacleos (f) se colorean menos y se ubican en la parte basal de la célula, tienen
forma redondeada y un gran tamafio, ocupa gran parte de la célula; las caracteristicas del
citoplasma son semejantes a las de las células columnares y en la zona apical de ambos

tipos celulares, se observa la presencia de las microvellosidades

C.L. intestino medio de P. geniculatus, (a) Epitelio, (b) Células columnares,
(c) Células redondeadas, (d) Microvellosidades (e) Nucleo de células
columnares, (f) Nucleo de células redondeadas, (g) Citoplasma, (L) Lumen

Fig. 16.- Fotomicrografia del intestino medio de P. geniculatus PATH. 200X

5.2.3.- Triatoma maculata

En el intestino de T. maculata (Figura 17), observamos las mismas estructuras y
formas celulares descritas previamente (seccion 5.1.3). La coloracién es muy intensa a
nivel del citoplasma como en el nucleo de las células epiteliales. Se observan en la zona
basal del epitelio, muy coloreados los nucleos (e) de las células regenerativas (a). Por
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encima de esta zona basal donde se ubican las células regenerativas, encontramos los dos
tipos celulares previamente descritos, alli podemos ver que los nicleos se ubican a
diferentes altitudes. El citoplasma (g) muestra una gran cantidad de granulos y esta muy
vacuolado, principalmente en la zona apical. A diferencia de lo observado en la Fig.14 en
esta fotomicrografia se evidencio la presencia de las microvellosidades (h) tipicas de las

células absortivas

C.L. intestino medio de T. maculata, (a) Epitelio, (b) Células columnares, (c)
Células redondeadas, (d) Nucleo de células columnares, (e) Nucleo de células

regenerativas, (f) Nucleo de células redondeadas, (g) Citoplasma, (h)

microvellosides, (L) Lumen

Fig. 17.- Fotomicrografia del intestino medio de T. maculata PATH. 200X
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5.3 EVALUACION HISTOLOGICA MEDIANTE LA TECNICA DE
COLORACION PAS

La coloracién PAS, es una coloracion que se emplea para evidenciar la presencia de
carbohidratos en general. Esta técnica se basa en la reaccion que tiene el reactivo de Schiff
con los grupos aldehidos de los carbohidratos liberados por la oxidacion del acido

peryddico, formando asi, compuestos insolubles color purpura.

5.3.1 Rhodnius prolixus
Cuando observamos estas fotomicrografias (figura 18), se evidencia que en la zona
apical de las células se produce una mayor coloracion, lo cual sugiere que es en esta zona
donde hay mayor concentracion de carbohidratos. En la fig. 18A, se observa el epitelio (a)
bordeado por tejido muscular (b); a este aumento (200X), se aprecia una sola capa de

células, sin embargo a mayor aumento (fig. 18B), se distinguen dos capas celulares similar

a lo observado con la tincion H/E.

Fig. 18A.- C.L. intestino medio de R.
prolixus, (a) Tejido muscular, (b) fibras
musculares transversales, (c) Epitelio, (d)
Microvellosidades, (L) Lumen. Aumento:
200X

39



Fig. 18B.- C.L. Intestino medio de R. prolixus,
(@) Tejido muscular, (b) fibras musculares
oblicuas, (c) Epitelio, (d) Nucleo de células
regenerativas, () Células  regenerativas.
Aumento: 400X

Fig. 18.- Fotomicrografia del intestino medio de R. prolixus a distintos aumentos. PAS

5.3.2 Panstrongylus geniculatus

En la Fig. 19, se muestra un corte longitudinal del intestino medio de P. geniculatus
coloreado con PAS, alli se observa que el masculo es la zona que presenta mayor
intensidad en la coloracion, lo cual nos indica que dicha zona es rica en carbohidratos.
Ademas del tejido muscular (a), en el epitelio (b) se observo distintas regiones en las cuales
se produjo reaccién con esta tincion. Siendo mas evidente en la zona apical de las células
columnares (e) principalmente a nivel de las microvellosidades (c) y en el nucleo de estas
células (d). También se puede ver que existe una gran cantidad de granulos PAS -
positivo distribuidos en el citoplasma de los distintos tipos celulares que conforman éste

epitelio.
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C.L de intestino medio. (a) Epitelio, (b) Tejido muscular, (c)
Microvellosidades, (d) Nucleo de células columnares, () Célula
columnar, (L) Lumen.

Fig. 19.- Fotomicrografia del Intestino medio de P. geniculatus PAS. 400X

5.3.3 Triatoma maculata

En la figura 20, tenemos una micrografia de un corte longitudinal del intestino
medio de T. maculata. En ella se puede evidenciar que en el citoplasma de las células que
conforman el epitelio (a) estan presentes una gran cantidad de granulos que son PAS
positivo. Sin embargo, esta reaccion es muy débil con respecto a la observada en el epitelio
de las especies descritas previamente, lo cual indica que la cantidad de carbohidratos en las

células epiteliales de éste organismo es muy baja.
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C.L de Intestino medio T. maculata (a) Epitelio, (b) Células epiteliales, (c) Células
regenerativas, (d) Citoplasma, (e) Nucleo de células regenerativas, (f) Nucleo de células
columnares, (g) nucléolo, (h) Microvellosidades

Fig. 20.- Fotomicrografia del intestino medio de T. maculata PAS. 400X

5.4 IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS EN EL INTESTINO

MEDIO DE LOS TRIATOMINQOS

Para la identificacion de algunos carbohidratos presentes en el intestino medio de
los triatominos estudiados se utilizaron tres lectinas con especificidades diferentes, estas

fueron: DBA; Con-A y UEAI. Los resultados obtenidos mediante histoquimica de lectinas

fueron los siguientes:
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5.4.1 Expresion de a-N-acetil-D-galactosamina con lectina DBA

5.4.1.1 Rhodnius prolixus

En la fig. 21, se muestra una fotomicrografia del intestino medio de R. prolixus
marcados con DBA. En ella observamos una reaccién positiva en los distintos tipos
celulares presentes. Evidenciandose una reaccion intensa a nivel de las microvellosidades
de las células columnares (h) y en los nacleos de las células regenerativas (e).
citoplasma de las células regenerativas se observo una reaccion moderada mientras que en

el citoplasma y en el ntcleo de los otros tipos celulares, no hubo reaccion

C.L de intestino medio de R. prolixus, (a) Epitelio, (b) Células columnares, (c) Células
regenerativas, (d) Citoplasma, (e) Nucleo de células regenerativas, (f) Nucleo de células
columnares, (g) Nucléolo, (h) Microvellosidades.

Fig. 21.- Fotomicrografia del intestino medio de R. prolixus con lectina DBA. 400X
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5.4.1.2 Panstrongylus geniculatus

Cuando se evaluo el intestino medio de P. geniculatus (fig. 22) con DBA, se
observo en las células columnares (b) una reaccién moderada en las microvellosidades (j)
y los nucléolos (g) mientras que en los nucleos de las células regenerativas (i), se pudo ver
una reaccién mas intensa. Ademas se produjo una débil reaccién en la cromatina de los
nacleos de las células columnares (f) y de las células redondeadas (h). Cuando nos
ubicamos en el citoplasma podemos ver que se produjo una intensa reaccion con la lectina
en el citoplasma (e) de las células regenerativas (d), mientras que en el citoplasma de las
células columnares y globulares se observé la presencia de algunos granulos distribuidos
de manera irregular, los cuales mostraron una reaccion déebil. Este resultado nos indica, que
podemos encontrar glicoconjugados con grupos terminales N-acetil-D-galactosamina en las
zonas de las células donde hubo reaccion positiva. Es importante destacar, que se evidencio
la presencia de células regenerativas (d), las cuales no habian sido observadas con las
coloraciones previas. Las mismas se ubican por debajo de los otros dos tipos celulares,
tienen forma de piramide y su nucleo (i) es prominente, de forma irregular y esta ubicado

en la region apical de la célula.
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C.L de intestino médio de P. geniculatus,
(a) Epitelio, (b) Células columnares, (c)
Células  redondeadas, (d)  Células
regenerativas, (e) Citoplasma, (f) Nucleo
de células columnares, (g) Nucléolo, (h)
Nucleo de células redondeadas, (i) Nucleo
de células regenerativas, 0
Microvellosidades, (k) Musculo

Fig. 22.- Fotomicrografia del intestino medio de P. geniculatus con lectina DBA. 400X

5.4.1.3 Triatoma maculata

En la fig. 23 se muestra un corte longitudinal del .M marcado con la lectina DBA,
en ella se puede observar que las células presentes en el epitelio tienen una reaccion
positiva con la lectina; esta reaccion es muy evidente en las células regenerativas (c),
ubicadas en la region basal de epitelio, son las que muestran una reaccién intensa con
DBA, lo cual sugiere que hay una mayor proporciéon de a-N-acetil-D-galactosamina.
Ademas en esta micrografia, se observa una intensa reaccion en las uniones laterales entre
algunas células. También se puede ver que en el citoplasma de las células globulares y
columnares existe una gran cantidad de granulos muestran una reaccion moderada con esta
lectina, los cuales se ubican principalmente en la regién basal de las células.
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C.L de intestino medio de T. maculata, (a) Epitelio, (b) Células columnares, (c) Células
regenerativas, (d) Citoplasma, (e) Ndcleo, (L) Lumen

Fig. 23.- Micrografia del intestino medio de T. maculata con lectina DBA. 400X

5.4.2 Expresion de a-D-manosay/o a-D-glucosa con lectina Con-A

5.4.2.1 Rhodnius prolixus

En la fig. 24 se muestra un corte longitudinal del I.M de R. prolixus marcado con la
lectina Con-A, la cual es especifica para aquellos carbohidratos que presentan grupos
terminales a-D-manosa y/o a-D-glucosa por lo que una reaccion positiva a este tratamiento
nos determinara en que estructuras y zonas de la célula encontramos carbohidratos de este

tipo. En la fig. 24A, se puede ver que las células regenerativas (c), el masculo (i), y en las
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uniones laterales de las células epiteliales, se produjo una reaccion intensa con esta lectina
ademas se observd una reaccidbn moderada en el citoplasma (h) de las células tanto
columnares (b) como en las redondeadas (d), lo cual es mas evidente en la fig. 24B. Se
observa en esta Ultima figura que los nucleos de las células redondeadas (d) y columnares
(c) no se marcan con estas lectinas a diferencia de los nlcleos de las células regenerativas
(9).

Al marcar tanto el intestino medio de P. geniculatus como el de Triatoma maculata, con
Con-A, no se observé reaccion.

Ademas se realizd el marcaje del intestino medio de los tres triatominos estudiados con la
lectina UEA 1, la cual identifica residuos de a-L-Fucosa, sin embargo no se observé

reaccion, lo cual indica que este tipo de azucares no estan presentes en el intestino medio

de estas especies.

Fig. 24A.- C.L de intestino medio de R. prolixus, Con-A,
(@) Epitelio, (b) Células columnares, (c) Células
regenerativas, (d) Células redondeadas, (e) Nucleo de
celulas columnares (f) Ndcleo de células redondeadas, (g)
Nucleo de células regenerativas (h) Citoplasma, (i)
Mdsculo. Aumento: 200X
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Fig. 24B.- C.L de intestino medio de R. prolixus,
Con-A, (a) Epitelio, (b) Células columnares, (c)
Células regenerativas, (d) Células redondeadas,
(e) Nucléolo de células columnares, (g) Nucleo
de células regenerativas (h) Citoplasma, (i)
Musculo. Aumento: 400x

Fig. 24.- Fotomicrografias del intestino medio de R. prolixus a distintos aumentos con lectina Con-A.

5.5.- EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA E-CADHERINA EN EL

INTESTINO MEDIO DE LAS TRES ESPECIES

Las muestras de intestino medio de las tres especies estudiadas, fueron marcadas con el

anticuerpo E-cadherina, los resultados obtenidos son los siguientes:

5.5.1 Inmunomarcaje del intestino medio de R. prolixus con E-cadherina

En la figura 25, se muestra un corte longitudinal del I.M de R. prolixus, marcado
con E-cadherina. En la fig. 25A se puede ver el marcaje en la region lateral de las células,

evidenciandose la forma de las mismas. A mayor aumento (Fig. 25B), se observa que las
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celulas que conforman este epitelio tienen longitudes diferentes, sin embargo hacen
contacto con la membrana basal, evidenciandose que es un epitelio simple
pseudoestratificado.

En ambas micrografias, se observd una reaccién muy intensa a nivel de la periferia
de las células del epitelio (a), en la zona lateral adyacente a las células vecinas, lo que nos

indica que en este triatomino, hay presencia de estas proteinas de adhesion.

C.L de intestino medio de R. prolixus, (a) Epitelio, (b) Células columnares, (c)
Células redondeadas, (d) Células regenerativas, (e) Nucleo de células redondeadas,
(f) Citoplasma, (g) Musculo.
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Fig. 25.-Fotomicrografia del intestino medio de R. prolixus marcado con E-cadherina. 400X

5.5.2 Inmunomarcaje del intestino medio de P. geniculatus con E-cadherina

En la figura 26, tenemos micrografias de cortes longitudinales del intestino medio
de P. geniculatus a distintos aumentos. En la fig. 26A, tenemos un corte longitudinal de una
seccion del intestino, pudiendo observarse que el epitelio (a) tiene un marcaje muy intenso
alrededor de las células pudiendo observar la morfologia cubica alta de las células
columnares (b), las células regenerativas, ubicadas en la parte basal con su forma de gotas.
En la fig. 26B, en otra seccién del epitelio, encontramos una célula redondeada (d) entre
células columnares (b); aqui también tenemos una reaccién positiva pero menos intensa que
el de las células columnares, a nivel de la region lateral de la células. A su vez, se observan
una reaccién positiva en la periferia del nucleo (g) de la célula redondeada, mientras que

el citoplasma no tiene reaccion.
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Ese marcaje positivo alrededor de las células, nos indica la presencia de las e-

cadherina, y en consecuencia es en esta zona en donde encontramos uniones desmosomas.

Sin embargo, podemos observar que la intensidad reaccion es distinta, siendo mayor entre

células del mismo tipo.

C.L de intestino medio de P.
geniculatus, (a) Epitelio, (b) Células
columnares, (© Células
regenerativas, (d) Células
redondeadas, (e) citoplasma, (f)
Nucleo, (g) Nucléolo, (h) Musculo

Fig. 26.- Fotomicrografia del intestino de P. geniculatus marcado con E-cadherina. 400X
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5.5.3 Inmunomarcaje del intestino medio de T. maculata con E-cadherina

En la figura 27, se muestra una micrografia con un corte longitudinal del intestino
medio de T. maculata marcado con el anticuerpo E-cadherina. Alli podemos ver una
intensa reaccion con este anticuerpo en la region lateral a nivel de la membrana celular de
las células, entre célula y célula, podemos observar dos tipos celulares a lo largo del
epitelio, las células columnares (b), alargadas y de nicleo (d) excéntrico, y las células
redondeadas (c) menos delgadas que las columnares y con el ntcleo céntrico. Apreciamos
ambos tipos celulares tienen los ndcleos a distintos niveles, pero todas las células tocan la
membrana basal, por lo que el epitelio que aqui tenemos, y al igual que R. prolixus y P.

geniculatus es un epitelio simple pseudoestratificado.

C. L. del intestino medio de T. maculata, (a) Epitelio, (b) Células columnares,
(c) Células redondeadas, (d) Nucleo, (f) Musculo

Fig. 27.- Fotomicrografia del intestino medio de T. maculata marcado con E-cadherina. 400X
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6.- DISCUSION

Desde el punto de vista histologico, son pocos los trabajos realizados en el intestino
de triatominos. Sin embargo, en otros grupos taxondmicos de insectos en general, se ha
reportado que el epitelio que recubre el I.M de los insectos es un epitelio simple, en el cual
se reconocen de tres a cuatro tipos celulares entre los cuales tenemos: células columnares,
regenerativas, globulares y endocrinas (Klowden, 2007). En este trabajo encontramos que
el epitelio del intestino medio de las especies de triatominos estudiadas esta formado por
tres tipos celulares: células regenerativas, las cuales estan ubicadas en la parte basal del
epitelio formando aparentemente una capa; las células columnares y células denominadas
por nosotros “células redondeadas”, las cuales se ubican aparentemente sobre la capa de
células regenerativas. Las celulas denominadas redondeadas podrian corresponder a las
denominadas células globulares o endocrinas (Klowden, 2007).

Sin embargo, para determinar qué tipo celular es, se deberia realizar otras pruebas
que podrian ser, por ejemplo, pruebas bioquimicas u otros estudios inmunohistoquimicos.
Este tipo de celulas no es tan abundante en el epitelio, como lo son las células columnares.
El tercer tipo celular observado en el epitelio del I.M. de las especies evaluadas. Este tipo
celular presenta microvellosidades, formando un borde en cepillo, lo cual es tipico de las
células absortivas, resultado similar al obtenido por otros autores (Gutiérrez y Burgos,
1978; Billingsley, 1988; Rosch y col., 2010) en T. infestans, R. prolixus y T. vitticeps
respectivamente. La presencia de microvellosidades en las células que conforman este
epitelio estd relacionada con la funcion de esta region del intestino, pues es en el
mesenteron donde se inician los procesos metabdlicos para la absorcién de los nutrientes y

eliminacion de desechos (Lehane y Billingsley, 1996).
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Ademas, se ha reportado que este tipo celular esta relacionado con el transporte de
agua en el intestino (Billingsley, 1988) en R. prolixus.

Auln cuando hemos encontrado que el epitelio del I.M de las tres especies
estudiadas estd conformado por estos tres tipos celulares, se observaron diferencias en la
morfologia del epitelio ya que R. prolixus presenta un epitelio pseudoestratificado cubico y
las microvellosidades de las células absortivas son relativamente pequefias (Fig. 12). El
epitelio del 1.M de P. geniculatus también se puede definir como pseudoestratificado
cubico. Sin embargo, en comparacién, el tamafio de las microvellosidades es muy largo,
puesto que las mismas tienen un tamafo similar al tamafio del cuerpo celular (Fig. 13).
Aun cuando en algunos especimenes, estas microvellosidades se ven mas cortas (Fig.22).

Es importante destacar que las muestras procesadas son de especimenes distintos y
no esperabamos encontrar estas diferencias en la extension de las microvellosidades, dado
que en las otras especies estudiadas no se observo estas diferencias. Tedricamente todos
los especimenes tenian el mismo tiempo de ayuno y en trabajos de microscopia electronica
en el intestino medio en R. prolixus y T. vitticeps, basados en la morfologia de las células
de este epitelio durante diferentes tiempos de ayuno (Billingsley, 1988; Rosch y col., 2010),
reportaron que no existen diferencias en el volumen de los diferentes tipos celulares ni en
el tamafio de las microvellosidades. Sin embargo, en Periplaneta americana hay una
disminucion del volumen celular del epitelio del I.M después de 4 semanas de ayuno, lo
cual se relaciona con el habito alimenticio de la misma (Cit. In. Rosch y col, 2010), por lo
cual sugerimos que podria existir algunas diferencias en los habitos alimenticios de P.
geniculatus, o que en este organismo puedan existir diferencias en el epitelio segun el
tiempo de ayuno, para lo cual seria necesario hacer un estudio del epitelio a distintos

tiempos de ayuno.
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En T. maculata se observd un epitelio pseudoestratificado cilindrico alto con
microvellosidades, cuya longitud es intermedia (Fig. 14 y 17) con respecto al de las otras
dos especies. Estas diferencias morfologicas podrian estar relacionadas con caracteristicas

propias de cada género, esto queda por ser dilucidado.

En general, el intestino medio de los insectos esta rodeado por una capa muscular
circular interna y una capa muscular longitudinal, en la cual se encuentran las
terminaciones nerviosas que generan una serie de movimientos peristalticos permitiendo
asi, que el alimento pase a lo largo del tracto digestivo Klowden (2007).

A diferencia de lo reportado previamente por otros autores (Wanderley y col.,
2006; Rosch y col., 2010) hemos observado la presencia de una sola capa de musculo
estriado que rodea el epitelio del .M. de estos triatominos. Esto podria deberse a que
durante el procesamiento, al eliminar los restos de tejido conjuntivo, se haya perdido una

de las capas del tejido muscular.

Rosch y col.,, 2010 encontraron una gran cantidad de vacuolas y granulos de
carbohidratos en las células epiteliales de I.M. de T. vitticeps, asociandolas con otra de las
funciones que tiene esta regidn del intestino, y que fue descrita por Billingsley (1988) en R.
prolixus, como es la de almacenamiento de lipidos y carbohidratos. En base a esto y a que
hemos observado gran cantidad de vacuolas en las células epiteliales (Fig. 14, 16 y 17),
realizamos la coloracion PAS para determinar la presencia de residuos de carbohidratos y
evidenciar si estas células son similares a las células caliciformes presentes en el epitelio
del intestino de vertebrados (Ross y Pawlina, 2005). Nuestros resultados indican que todos

los tipos celulares presentes en el I.M de las tres especies evaluadas, presentan una
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reaccion positiva diferente en cada especie, por lo que interpretamos como diferencias en la
cantidad de carbohidratos presentes en el epitelio de las mismas, siendo, desde un punto de
vista cualitativo, menor la cantidad de carbohidratos presentes en las células del epitelio de
T. maculata. Por lo cual podriamos sugerir que en R. prolixus y P. geniculatus hay un
mayor almacenamiento de nutrientes en forma de carbohidratos y tal vez en T. maculata el

almacenamiento de nutrientes sea principalmente en forma de lipidos.

En vista de estos resultados se realiz6 una evaluacién mediante histoquimica de
lectinas. Estas se han utilizado frecuentemente para identificar, caracterizar y aislar nuevas
subpoblaciones de células, en base a la presentacion sobre la superficie celular de grupos
carbohidratos especificos. En este sentido y con el animo de realizar una mayor
caracterizacion de los tipos celulares presentes en epitelio del .M. de estas especies, se
utilizaron tres lectinas. Una de éstas fue la DBA, la cual reconoce residuos carbohidratos
de a-N-acetil-D-galactosamina; este tipo de carbohidrato ha sido relacionado con el proceso
de diferenciacion celular (Nash y col., 2007). Estos autores determinaron que se produce
una disminucidn en la expresion de este carbohidrato a medida que ocurre la diferenciacion
celular, por lo cual la proponen como una lectina util en la caracterizacion de células madre
embrionarias de raton. Aun cuando el estudio realizado por Nash y col, (2007) fue en un
modelo murino, en esta investigacion empleamos esta lectina para identificar las células
regenerativas, que son consideradas como células madre, las cuales van a diferenciarse en
los distintos tipos celulares que conforman el epitelio intestinal (Klowden, 2007). Es
importante mencionar que mediante coloraciones de rutina, no fue posible evidenciar este
tipo celular en el epitelio del 1.M. de P. geniculatus, como si lo fue en R. prolixus y T.

maculata, donde fueron muy evidentes. Sin embargo, al realizar el marcaje con DBA, las
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celulas madres pudieron ser evidenciadas (Fig. 22). Ademas del marcaje de las células
regenerativas, se observo reaccion en los otros tipos celulares presentes en el epitelio. No
obstante, este marcaje fue diferente segin las especies, principalmente a nivel del
citoplasma, sugiriendo una diferencia en el almacenamiento de glucoconjugados con
residuos a-N-acetil-D-galactosamina.

Es importante mencionar, que las microvellosidades de las células absortivas del
epitelio, mostraron una intensa reaccién con dicha lectina indicando la presencia de gran
cantidad de residuos tipo a-N-acetil-D-galactosamina.

Otras lectinas empleadas en la caracterizacion del epitelio del I.M. de estas especies,
fueron: UEA I y Con-A, las cuales reconocen residuos tipo a-Fucosa y residuos a-D-
manosa y/0 a-D-glucosa respectivamente. Nuestros resultados indican que en el epitelio
del I.M. de los triatominos estudiados no estan presentes residuos tipo a-Fuc., ya que no se
observé reaccion al realizar el marcaje con la lectina UEA 1. Ademas, encontramos que con
Con-A, sélo hubo reaccion en el epitelio del 1.M. de R prolixus y principalmente en las
microvellosidades, indicando la presencia de residuos tipo a-D-manosa y/o a-D-Glucosa.

Alves y col., (2007) determinaron que existe una relacion entre los carbohidratos
presentes en el epimastigote de T cruzi y la adhesion del mismo en el intestino medio de R
prolixus y determinaron que los principales azucares involucrados en dicho proceso son:
N-acetilgalactosamina, N-acetilmanosamina, N-acetilglucosamina, D-galactosa y D-
manosa. Asi mismo, Leal y col., (1999) demostraron que los receptores de manosa
localizados sobre la superficie de los cardiomiocitos del hospedador vertebrado estan
involucrados en la unidn e internalizacion del parasito.

Los resultados obtenidos mediante el marcaje con las lectinas son muy importantes

desde el punto de vista de la relacion parésito — hospedador. En este sentido, se conoce
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que en muchos tipos celulares de los insectos, las lectinas juegan un papel importante en la
interaccion célula — célula, y muchos estudios han sido dirigidos a determinar el papel de
éstas en el proceso de adhesidn del parasito a su hospedador. (Basseri, 2002; Aksoy y Uner,
2003). Mello y col. (1999) encontraron algunas lectinas en el intestino medio de R.
prolixus, y Oliveira y Souza (2010) indican que el epitelio del I.M es la principal barrera a
la invasion de parasitos. Sin embargo, Trypanosoma rangeli interacciona con las
microvellosidades de algunas células epiteliales de R. prolixus mediante el flagelo o en las
areas de unidn intercelular por la parte final posterior del protozoo, penetrando asi al
interior de la célula y posteriormente a la hemolinfa.

De igual manera podriamos pensar que la expresion de diferentes tipos de
carbohidratos presentes en el intestino de estos insectos, son importantes en la interaccion

con el parasito

Finalmente se realiz6 una inmunotincion con E-cadherina, marcaje que nos permite
evidenciar las uniones laterales entre las células, asi como la forma y tamafo de los
distintos tipos celulares, ya que la E-cadherina es una proteina transmembrana de la familia
de las cadherinas, muy conservada a nivel de la escala evolutiva (Kunst y col, 1996), que se
encuentra en el tejido epitelial en la uniones intercelulares (especializaciones de la
membrana plasmatica lateral y basal), tipo desmosomas en vertebrados y denominadas
uniones septos en insectos. Esto le da al tejido, una mayor integridad celular, lo que es muy
importante, pues dentro de las funciones las células epiteliales tenemos la del movimiento
de iones y agua, lo que evita que el tejido se deforme (Hakim y Baldwin, 1984).

En nuestros resultados observamos, que en el epitelio del I.M de las tres especies,

hubo un marcaje con esta proteina, evidenciandose la forma que tenian las células del
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epitelio, y demostrando que todas las células hacen contacto con la lamina basal, aunque
no todas alcancen la superficie, por lo que sugerimos, como ya hemos mencionado, que el
epitelio del intestino medio de las tres especies, es un epitelio simple pseudoestratificado,
en el que las células columnares, redondeadas y regenerativas estan dispuestas en una sola
capa, pero con sus nucleos a diferentes niveles, dando un falso aspecto de tener varias
capas. Este resultado contrasta con las afirmaciones hecha por Burgos y Gutiérrez (1976)
en T. infestans, y por Rosh y col. (2010) en T. vitticeps, que indican que el epitelio que
recubre el intestino medio de estas especies es un epitelio simple.

Consideramos que este un trabajo pionero principalmente en lo referente a la
descripcion del intestino de Panstrongylus geniculatus y Triatoma maculata. Es
importante mencionar que cuando conocemos la morfologia de un organo en particular,
podemos inferir sobre su funcionamiento y, ademas, entender con mayor claridad la
interaccidn parasito - vector.

En Venezuela, R. prolixus, P. geniculatus y T. maculata, son los principales
vectores de la enfermedad de Chagas (Torrealba, 2008), y es conocido que parte de ciclo
de vida del parésito se da en esta region del intestino, por lo que este estudio sirve como

base para futuras investigaciones.
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7. - CONCLUSIONES
Se sugiere que el intestino medio de las tres especies estd cubierto por un epitelio

simple pseudoestratificado.

En el epitelio del intestino medio de las tres especies encontramos tres tipos
celulares: células absortivas llamadas células columnares y que presentan
microvellosidades en la zona apical de la célula, células redondeadas, se sugiere
tiene funciones enzimaticas o de transporte de iones, y células regenerativas que son

las células que dan origen a los otros tipos celulares.

El epitelio del intestino medio de las diferentes especies estudiadas tienen
caracteristicas morfologicas particulares, que se basan en la disposicion y forma de

las células, y la longitud de las microvellosidades.

Al conocer la morfologia del intestino medio de estas especies, podemos inferir

sobre su funcionamiento y ademéas entender con mayor claridad la interaccion entre

el paréasito - vector.
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8. - RECOMENDACIONES
Evaluar las posibles diferencia morfoldgicas del el intestino medio en P. geniculatus
mantenidos con periodos de ayuno distinto.
Evaluar la presencia de lipidos con algin colorante especifico para estos
compuestos.
Evaluar el contenido vacuolar presente en el epitelio con alguna técnica de
inmunomarcaje especifica para enzimas digestivas
Usar lectinas que sean especifica para otros residuos de carbohidratos, pudiendo
determinarlos.
Se puede experimentar usando otro tipo de fijacion o fijadores para obtener los
cortes y quizds limpiar el intestino antes de fijarlo para eliminar los residuos

alimenticios que puedan interferir en los resultados.
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