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Comportamiento de evaluacion del hospedador en el piojo de la cabeza

Pediculus humanus capitis

Resumen

Se describio el comportamiento y la fisiologia sensorial del piojo de la cabeza
involucrados en la evaluaciéon de su hospedador. Se estudié el efecto de factores
ambientales (temperatura, humedad y luz) sobre el comportamiento de piojos adultos.
La actividad locomotora fue mayor en arenas con baja intensidad de luz vy
estabilizadas a 30 °C. Se estudid el efecto de componentes quimicos del cuero
cabelludo humano en el comportamiento del piojo. Dichos componentes provocaron el
arrestamiento de los piojos pero el tiempo de postlavado ni distintos voluntarios
modifico la respuesta comportamental. Se identificaron sensilias con potencial funciéon
quimio-, termo-, higro- y mecanorreceptora en las antenas. Se identifico y caracterizo,
en el sistema nervioso central de los piojos, el neuropilo donde llegan las proyecciones
nerviosas de neuronas de las antenas, el I6bulo antenal. Bajo la ablacion de
segmentos antenales, se encontré que la deteccion de estimulos quimicos, térmicos e
hidricos se concentr6 en el flageldbmero 3. Se identificaron estructuras
mecanorreceptoras y potenciales quimiorreceptores de contacto en el aparato bucal
del piojo de la cabeza candidatos a evaluar al hospedador. Los piojos de la cabeza
detectaron estimulos asociados al hospedador mediante una maquinaria sensorial

reducida pero efectiva.

Palabras clave:Pediculus humanus capitis, actividad locomotora, estimulos asociados

al hospedador, sensilias, l6bulo antenal



Behavior evaluation of the host in the head lousePediculus humanus

capitis

Abstract

The behavior and sensory physiology of the head louse involved in host recognition are
described. The effect of environmental factors (temperature, humidity and light) on the
locomotor activity of the louse was studied to determine the optimal environmental
conditions to evaluate behavioral variables. A dim light intensity and 30 °C were the
optimal locomotion conditions for head lice. Arrestement of lice at substrates added
with human scalp samples was found. Neither the volunteers nor the time after
collection of the human scalp samples modified the response of the head lice. Sensilla
with potential chemo-, thermo-, hygro- and mechanoreceptor function were identified in
the antennae. The antennal projections arborized on a central neuropil identified as the
antennal lobe. Following ablation experiments of the different antennal segments, the
flagellomere 3 was identified as the responsible for chemical, thermal and hygric stimuli
detection. Contact chemoreceptors and mechanoreceptive sensilla in the mouthparts of
the head louse were described for the first time.Head lice detected host-associated

stimuli through a reduced but effective sensory machinery.

Keywords:Pediculus humanus capitis, locomotor activity, host-associated stimuli,

sensilla, antennal lobe
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El ser humano puede ser parasitado por dos géneros de piojos: Pediculus y
Pthirus. Pediculuscomprende al piojo de la cabeza (nuestro objeto de estudio) y
el piojo del cuerpo.Multiples autores argumentan fuertemente que los piojos de
la cabeza y del cuerpo representan, a lo sumo, subespecies, y que las
diferencias morfolégicas, de comportamiento y ecoldgicas entre estos dos
grupos de piojos constituyen variaciones naturales intraespecificas. Ambos
tipos de piojos presentan diferencias morfolégicas a nivel de coloracion y
tamafo, comportamientos especificosen relacion al hospedador, ocupan nichos
distintos y el piojo del cuerpo es vector de enfermedades mientras que el de la
cabeza no. La evidencia fésil postula que el piojo de la cabeza estuvo presente
en los primeros hominidos y que los piojos del cuerpo aparecieron cuando el
hombre empez6 a usar ropa. En términos de “popularidad” los piojos del cuerpo
fueron responsables de la muerte de millones de personas en los numerosos
brotes epidémicos del tifus, mientras que el piojo de la cabeza ha sido el
responsable de la pediculosis, enfermedad distribuida en todo el mundo (muy
molesta e importante pero no mortal). El desarrollo de esta tesis pretende
aportar al conocimiento sobre la biologia del piojo de la cabeza, insecto que en
sus inicios ha sido relegado cientificamente debido a la “popularidad vectorial”
del piojo del cuerpo. En el contexto de la interaccion del piojo con su
hospedador, exploramos el comportamiento y la morfologia de los érganos
sensoriales del piojo de la cabeza y lo comparamos con los estudios realizados
hasta ahora en el piojo del cuerpo. Esta tesis también busca aportar al

conocimiento sobre la interaccién de un parasito hematoéfago obligado y su
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hospedador y compararlo con otros insectos hematéfagos cuya relacién con

sus hospedadores es mas “laxa” y facultativa.

Como una enfermedad que mat6 millones de personas

posiciond al piojo humano como modelo de estudio

El piojo del cuerpo humano maté millones de personas durante los siglos XIX 'y

principios del XX, hecho que instaurd su importancia como modelo de estudio.

El tifus es una enfermedad infecciosa causada por bacterias del género
Rickettsiareportada aproximadamente desde el siglo Xlll siempre asociada a
guerras y hacinamiento de personas. Los brotes epidémicos ocurrieron
repetidamente en los siglos XV, XVI, XIX, XX, en especial durante La Primera

Guerra Mundial (Figura 1) (Bechah et al 2008).

Charles Nicolle fue el bacteridlogo francés quien reveld que los piojos del
cuerpo eran los responsables de la transmision del tifus (Gross 1996). En sus
observaciones encontré que los pacientes enfermos podian contagiar a otros
dentro y fuera del hospital, que sus ropas parecian ser las responsables de
diseminar la enfermedad y que ademas los pacientes dejaban de ser

contagiosos cuando se bafiaban o se cambiaban la ropa.
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Figura 1.Propaganda de Europa del Este promoviendo la concientizacion del tifus. Durante la
Segunda Guerra Mundial, el ejército de Estados Unidos fumigaba a las tropas y a los

refugiados con DDT, web.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2012/.

Entonces, se pregunto si los piojos serian los responsables de la dispersion de
la enfermedad. En junio de 1909, Nicolle demostré su teoria al infectar a un
chimpancé con tifus, recuperar sus piojos y colocarlos en un chimpancé sano.
En 10 dias, el segundo chimpancé también estaba infectado. Con lo cual

concluyé que los piojos eran los vectores del tifus.

Investigaciones posteriores mostraron que la principal via de transmision no
eran las picaduras del piojo sino el excremento: los piojos infectados con tifus
se volvian rojos y morian después de un par de semanas, pero mientras tanto
excretabangran cantidad de bacterias. La infecciénse producia cuando se

frotaba una pequena cantidad de heces en la piel o los ojos.
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Mas tarde y en otra parte del mundo, Rudolf Weigl, un bidlogo polaco,

estudiaba el tifus para desarrollar la primera vacuna (Baumslag 2005).

Weigl dio el siguiente paso y desarrollé una técnica para producir una vacuna
contra el tifus al criar los piojos infectados y ftriturarlos en una pasta. El
perfeccionamiento de su técnica llevé afos hasta 1933, cuando realizé pruebas

a gran escala (www.lwow.home.pl/Weigl).

Criar piojos significaba alimentarlos con sangre, y si era humana, mejor. Al
principio, probé su método en conejillos de indias, pero cuando comenzoé a
realizar pruebas a gran escala en humanos, alimentaba a los piojos con sangre
humana dejandolos alimentarse de las piernasde voluntarios a través de

dispositivos especialmente disefiados que se ajustaban a la piel (Figura 2).

La primera aplicacion importante de su vacuna se llevd a cabo entre 1936 y
1943 por misioneros belgas en China. La vacuna era peligrosa de producir y
dificil de hacer a gran escala. Con el tiempo, se desarrollaron otras vacunas

que eran menos peligrosas y mas econdmicas.

Actualmente, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el tifus mata

una persona de cada 5 millones anualmente.

En el contexto de una enfermedad de proyeccion mundial, el piojo humano se
transformo6 en un objeto de estudio para varios autores en la primera parte del
siglo XX que incluyeron a Nuttall (1917, 1919, 1930), Bacot (1917), Peacock
(1918), Wigglesworth (1941), Buxton (1946), etc., que focalizaron su estudio en

la ecologia vy fisiologia del piojo del cuerpo humano.
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Figura 2. Rudolf haciendo experimentos y poniendo a punto la cria de piojos del cuerpo sobre

humanos voluntarios (http://www.lwow.home.pl/Weigl.html).
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Biologia del piojo humano

El piojo humano es un insecto hemimetabolo parasito obligado hematofago que
se alimenta exclusivamente de humanos (Buxton, 1946) (Figura 3). Los piojos
han estado asociados con los humanos desde los tiempos de nuestros
ancestros pre hominidos, y se dispersaron por el mundo a través de los

primeros migrantes humanos (Reed et al. 2004).

Pertenecen al orden Phthiraptera, suborden Anoplura que incluye a piojos

chupadores de mamiferos.

Los piojos adultos presentan un cuerpo mas o menos elongado aplanado
dorso-ventralmente, con una cabeza distintiva, térax corto fusionado y el

abdomen segmentado.
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Figura 3. llustracion de un piojo del cuerpo,Keilin y Nuttall (1930).

El térax esta altamente esclerotizado, las patas son robustas y cortas y poseen
segmentos altamente modificados adaptados para moverse entre los pelos del
hospedador. El mas distintivo de estos es la tibia, que presenta una extension
con forma de pulgar en la punta del lado ventral. Este “pulgar” se opone a una
garra movil que se articula con el apice de un unico segmento tarsal (Figura 4).
En el térax se encuentra un unico par de espiraculos. Los espiraculos
abdominales son mas pequefios y presentan una estructura interna mas

compleja (Figura 4).
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Figura 4. llustracién perteneciente a Estudios Iconograficos del piojo humano de Keilin y Nuttall
(1930) donde se observa en detalle la cabeza y antenas de un piojo del cuerpo humano, la
ubicacioén de los espiraculos de un piojo de la cabeza (piojo en posicion lateral) y el detalle de

una porcion final de la pata de un piojo del cuerpo humano.

La estructura y funcién de los 6rganos sensorialesdel piojo del cuerpo humano
han sido investigadas por Keilin y Nuttall (1930), Wigglesworth (1941), Miller
(1969), Slifer y Sekhon (1980) y Steinbrecht (1994) entre otros (Figura 5y 6).
La cabeza presenta un par de antenas con cinco segmentos cada una y un par
de ocelos simples como ojos. La antena del piojo del cuerpo esta formada por
un pedicelo (segmento 1), un escapo (segmento 2) y un flagelo formado por
tres flagelémeros (segmentos 3, 4 y 5) y esta cubierta por un numero reducido
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de pelos o estructuras sensoriales en comparacion con la antena de otros
insectos. Las estructuras sensoriales descriptas en las antenas de los piojos
del cuerpo son los 6rganos clavija (del inglés peg organs), érganos penacho
(del inglés tuft organs), érganos del poro (del inglés pore organs), cerdas y
organos escolopidiales. Los 6rganos clavija sonpelos sensoriales con forma de
clavija. Estan limitados al extremo distal del quinto segmento de la antena,
donde puede haber entre nueve y diez. Algunos pelos presentan una
proyeccion aguda mientras que otros pueden ser romos; poseen una pared fina
y se encuentran conectados con un grupo de células sensoriales. Fueron
postulados como quimiorreceptores por Slifer y Sekhon (1980) en el piojo del
cuerpo.Los 6rganos penacho son dos y estanpresentes en el cuarto y otro en el
quinto segmento de la antena. Cada uno consiste en un pequeno
conglomerado de pelos que se ubica en una depresién no muy profunda; la
base estd conectada aparentemente por un filamento con un grupo de células
sensoriales. Fueron estudiados exhaustivamente por Steinbrecht en 1994 en el
piojo del cuerpo, que los postuld en base a estudios morfolégicos, como termo-
higrorreceptores.Los 6rganos del poro se observaronpor primera vez por Miller
(1969). En el piojo del cuerpo se reportaron dos 6rganos en el quinto segmento
de la antena. Consistian en una serie de hendiduras multiples que rodean una
pequeina abertura central. Basados en su morfologia, se postuld que tendrian la
funcién dual de receptores térmicos y olfativos (Steinbrecht, 1994).Las cerdas
se encuentran distribuidas en pequefio numero en todos los segmentos de la
antena. Presentes en la mayoria de los insectos, cada una consiste en un pelo
fino articulado conectado con wuna célula sensorial con funcion

mecanorreceptora.
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Por ultimo, los 6rganos escolopidiales se encuentran dentro del segundo
segmento (pedicelo) y poseen potencial funcion propiorreceptiva que darian al

insecto informacién sobre la posicion de la antena.

No se ha encontrado dimorfismo sexual en las estructuras sensoriales

presentes en las antenas de machos y hembras (Slifer y Sekhon, 1980).

Figura 5. llustraciones de la antena de un piojo del cuerpo en Keilin y Nuttall (1930) (A) y en
Wigglesworth (1941) (B). (A) Se observa el nervio antenal cruzando la antena de distal a
proximal y las células sensoriales subyacentes a los pelos sensoriales. (B) Se observan en

detalle la estructura de una cerda (B), un érgano del penacho (C) y de los érganos clavija (D).
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Figura 6. (A) llustracién de las estructuras sensoriales en los ultimos dos segmentos de la
antena del piojo del cuerpo, Slifer y Sekhon (1980). (B) Imagen obtenida por microscopia
electronica de barrido de los ultimos dos segmentos de la antena de un piojo del cuerpo,
Steinbrecht (1994).

Como ocurre con otros insectos chupadores de sangre, el aparato bucal del
piojo estd modificado en forma de estiletes que se encuentran totalmente
retraidos en la cabeza cuando no estan en uso pero que se evaginan por
accion muscular cuando la boca toca la piel del hospedador en el momento de
la alimentacion (Peacock, 1918). En la region anterior de la cabeza existe un
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pequefio tubo, el haustelo, que esta formado por el labio; es blando, eversible y
armado con denticulos o pseudo dientes (Figura 7). La parte del canal
alimentario que yace dentro de la cabeza esta separada en cuatro regiones
(Figura 8A). La mas anterior es el embudo bucal relativamente rigido. En el
piso del embudo bucal se encuentra la apertura del saco de estiletes, que es
ciego. Dentro de este saco se encuentran tres estiletes, uno de ellos conectado
con el ducto salivar (Figura 8B). Los tres son capaces de ser movidos hacia

adelante y atras a través del prestomum por los musculos protractores.

Figura 7. Porcion anterior del haustelo del piojo del cuerpo donde se observan los denticulos
evertidos, Peacock (1918).

Detras se encuentra la bomba cibarial, y la bomba faringea (que consisten en
musculos muy poderosos que le permiten al insecto succionar sangre). Detras
de la parte posterior de la faringe se encuentra el es6fago que es fino y no

muscular.
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Figura 8. (A) Vista lateral de la primera porcion del aparato bucal de un piojo del cuerpo

humano. (B) Detalle de los estiletes, Peacock (1918).
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El piojo de la cabeza versus el piojo del cuerpo

Los piojos encontrados en la cabeza humana usualmente difieren de aquellos
encontrados en el cuerpo y las ropas, y fueron nombrados como especies
distintas (capitis y corporis) por De Geer (1767) antes del final del siglo XVIII.
Mas tarde, Nuttall (1919) los propuso como subespecies y no como especies
distintas. Actualmente, se denomina al piojo de la cabeza como Pediculus
humanus capitis y al del cuerpo como Pediculus humanus humanus (ex P.
humanus corporis y P. humanus vestimenti) y ambos son considerados por la
mayoria de los autores como ecotipos de la misma especie (Light et al 2008).
Ambos ecotipos comparten el mismo genoma, difiriendo solo en un gen que
estd presente en el piojo del cuerpo y no en el piojo de la cabeza.
Adicionalmente, otros estudios genéticos sugieren que, con la excepcion de un
solo gen, ambos ecotipos parecen diferir en la expresion génica y no en
contenido de genes, provocando diferentes fenotipos de acuerdo a las
condiciones ambientales (Tovar-Corona et al 2015). Li y colaboradores (2010)
proponen que los estudios genéticos hasta la fecha apoyan la teoria que los
piojos tienen la potencialidad de pasar de un tipo de ecotipo a otro en

situaciones particulares como por ejemplo, infestaciones masivas.

La antena constituye una caracteristica morfolégica que permite distinguirlos,
siendo mas corta y ancha en capitis. Los piojos de la cabeza suelen ser mas
chicos que los del cuerpo a pesar que se han encontrado variaciones. Los
piojos de la cabeza se encuentran en general mas pigmentados, sin embargo

la profundidad del color depende del color del contexto donde el insecto se cria,
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inclusive se puede observar frecuentemente que el cuerpo de un solo insecto
esta pigmentado en diferentes grados. Los piojos de la cabeza se reconocen
en general por las hendiduras entre los sucesivos segmentos abdominales que
estan mas marcados que en los piojos del cuerpo; esto es debido a la placa
pleural quitinosa que cubre esa parte del segmento. Ademas, las patas de P.
humanus capitis son mas cortas que las de P. humanus humanus (Veracx y

Raoult, 2012).

En general, ambas subespecies presentan tasas de desarrollo similares, pero
la mortalidad pre-imaginal (es decir de los estadios previos al adulto) es mayor
para los piojos de la cabeza. Ademas, éstos son mas susceptibles a morir por
los ayunos comparados con los piojos del cuerpo, los cuales estan adaptados a
estar periodicamente en las ropas abandonadas de sus hospedadores. El piojo
de la cabeza mostrd, en estudios de laboratorio, una menor produccién de
huevos y menor porcentaje de eclosion de huevos que los piojos del cuerpo

(Veracx y Raoult, 2012).

La capacidad vectorial es la principal diferencia entre estos piojos humanos.
Los piojos del cuerpo son responsables de la transmisién de al menos tres
bacterias: Ricketssia prowazekii, el agente etiolégico del tifus epidémico,
Bartonella quintana que causa la fiebre de la trinchera y Borrelia recurrentis que
causa la fiebre recurrente. Los piojos de la cabeza no son considerados

vectores de enfermedades en humanos (Veracx y Raoult, 2012).
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Interaccidn del piojo de la cabeza con su hospedador: ecologia,

fisiologiay la problematica de la pediculosis

Los piojos necesitan alimentarse en modo relativamente frecuente y por eso
deben permanecer sobre el hospedador. Para alimentarse, el piojo se dispone
sobre la piel del hospedador y prueba hasta encontrar un capilar sanguineo
luego de haber inyectado saliva en la herida para prevenir que la sangre se
coagule mientras succiona la mezcla de fluidos. Como la cuticula del piojo es
parcialmente transparente, la sangre que ingresa se puede ver como un hilo
pasando a través de la cabeza, mientras ésta se bombea desde la boca a la
porcion media de los intestinos (Heukelbach 2010). El piojo necesita como
minimo alimentarse de sangre seis veces al dia para asegurar su supervivencia
sobre el hospedador (Burgess et al 1995). Los piojos que se remueven del
hospedador pueden mantenerse activos en un ambiente humedo y frio
alrededor de un dia sin alimentarse. Si vuelven al hospedador al cabo de unas
horas, son capaces de volver a alimentarse y reestablecerse. Sin embargo, si
pasan entre 3 y 18 horas fuera del hospedador, se vuelven incapaces de tomar
sangre, probablemente porque la deshidratacién sostenida les impide producir
suficiente saliva para prevenir que la sangre se coagule. Esto ocurre porque
poseen un manejo fisiolégico del agua bastante particular. A diferencia de la
mayoria de los insectos hematdéfagos, los piojos producen heces secas y en su
lugar, compensan la gran entrada de agua durante la alimentacion mediante la
transpiracion a través de su sistema respiratorio. Sin embargo, pareceria que

este mecanismo no se puede apagar, lo que provoca que piojos no
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alimentados y/o fuera de su hospedador por un largo periodo de tiempo se

vuelvan inviables rapidamente (Heukelbach 2010).

El ciclo de vida de un piojo de la cabeza se observa en la Figura 9, mostrando
un huevo, tres estadios ninfales y los adultos. Estos ultimos copulan
rapidamente luego de completar la ultima muda, aunque las hembras, en
general, no hacen la puesta de huevos hasta que pasen 24 horas en el estadio
adulto (Takano Lee et al 2003). Los machos intentan copular con la mayoria de
los piojos que cumplen con el tamafio apropiado, incluyendo hembras adultas,
otros machos e inclusive ninfas del estadio 3 bien desarrolladas. Tras la
concrecidon de la copula, las hembras solo ponen un huevo por vez porque
cada uno es tan grande que ocupa hasta el 20 % del volumen abdominal. Las
hembras sujetan sus huevos a los pelos en cercania al cuero cabelludo
utilizando una secrecion de glandulas accesorias que se abren al oviducto. El
material fijador, que no se trataria de un pegamento “quimico” sino que seria un
aglomerado de moléculas peptidicas, es extremadamente resistente vy
mantiene al huevo en su lugar durante el desarrollo total del embridén y mucho

tiempo después inclusive (Burkhart y Burkhart 2005).
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Figura 9. Ciclo de vida de Pediculus humanus capitis, www.cdc.gov.

Se reportd que los huevos eclosionan en 5-6 dias a 36 + 2 °C. Las ninfas 1 que
nacen de esos huevos se alimentan rapidamente luego de la emergencia. El

tiempo que implica el desarrollo de ninfa 1 a 3 es aproximadamente 9 dias.
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Fisicamente, las ninfas son muy similares a los adultos con excepcion del
tamafo menor, la menor segmentacion en el abdomen, los flagelos de las

antenas fusionados y ninguna diferenciacion sexual externa.

Cuando los piojos no se alimentan, se aparean o ponen huevos, pasan la
mayor parte del tiempo en un estado relativamente inactivo. La mayoria de los
estadios de vida se sostienen fuertemente de los pelos con las garras de todas
sus patas, alineando sus cuerpos con la hebra de pelo con sus cabezas
apuntando hacia el cuero cabelludo. Esta posicidon le permite moverse hacia

atras y hacia adelante a lo largo del pelo con facilidad.

La transferencia entre hospedadores se inicia cuando el pelo es perturbado, lo
que estimula a aquellos piojos que se encuentran en estado fisiolégico 6ptimo,
a moverse a las capas externas del pelo. Las ninfas 1 y 2 son menos activas
que los estadios mas desarrollados y en general tienden a mantenerse cerca
del cuero cabelludo provocando que sea menos probable su transferencia a un
nuevo hospedador. EI comportamiento de dispersidon es mayor a partir de la
ninfa 3, siendo los machos los mas moviles en la busqueda de parejas para

aparearse (Heukelbach 2010).

El lapso de vida de un piojo adulto probablemente dependa mas de los riesgos
presentes en su ambiente que a otros factores mas intrinsecos: la mortalidad
es alta cuando el hospedador se rasca, peina y lava el pelo de su cabeza.
Consecuentemente, los piojos de la cabeza sobreviven principalmente porque
sus hospedadores no son conscientes de su presencia. Los piojos de la cabeza
se encuentran maravillosamente adaptados a su ambiente tan acotado y

particular que les permite explotarlo con alta eficiencia, razén por la cual han
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sobrevivido por miles de afos a pesar de los esfuerzos del hombre para

erradicarlos.

Los piojos de la cabeza son insectos cosmopolitas, y las infestaciones son de
distribucion mundial. La enfermedad producida por la presencia de piojos de la
cabeza sobre el cuero cabelludo humano se denomina Pediculosis capitis,
pudiendo ser asintomatica o causar sintomas como prurito y consecuentes

infecciones bacterianas secundarias productos del rascado.

La prevalencia varia considerablemente entre poblaciones, género, grupo
etario y segun factores comportamentales dentro de una poblaciéon. La mayor
ruta de transmisién es el contacto cabeza con cabeza entre hospedadores y en
menor medida la transmision mediante fémites, es decir mediante el uso de
objetos inanimados como peines, toallas, sabanas, vinchas, etc. Personas con
infestaciones activas poseen piojos vivos y/o embriones vivos dentro de los
huevos sujetos a las hebras de pelo en la zona cercana al cuero cabelludo. Las
infestaciones inactivas no presentan piojos vivos ni huevos, o huevos vacios
que siguen sujetos a los pelos del hospedador. La pediculosis inactiva es solo
evidencia de una infestacion pasada y no representa un riesgo para la

transmision.

La remocién mecanica de los piojos y sus huevos con peines finos es uno de
los métodos mas antiguos conocidos para el control de la infestacion. Cuando
las infestaciones son masivas, el uso del peine se complementa con
formulados insecticidas denominados pediculicidas. Los compuestos
pediculicidas con efecto neurotéxico mas usados sobre los insectos son los

insecticidas piretroides y los organofosforados. Los piretroides bloquean la
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repolarizacion de los canales de sodio de las neuronas, llevando a la paralisis y
posterior muerte de los insectos. Los organofosforados, como por ejemplo el
malation, son inhibidores irreversibles de la colinesterasa, produciendo paralisis
respiratoria en el piojo y posterior muerte. En los ultimos afos, la incidencia de
piojos resistentes a piretroides y al malatién (Burgess 2004) llevé a la busqueda
de insecticidas alternativos para controlar las infestaciones, entre ellos los
basados en tratamientos “fisicos” con aceite de silicona como ingrediente
principal en sus formulados (Burgess 2009). El aceite de silicona envuelve toda
la superficie del piojo entrando al tracto respiratorio, bloqueando los espiraculos
y las traqueas lo que provoca la asfixia del piojo. Si bien la eficacia pediculicida
de la mayoria de los insecticidas del mercado es bastante alta, la reinfestacion
es un problema critico en el control de la pediculosis. La reinfestacién depende
exclusivamente de la falta de repelentes efectivos, es decir de sustancias que
impidan la colonizacion del nuevo hospedador. En la actualidad, la oferta de
productos repelentes es escasa y poco eficaz siendo los mas populares

aquellos basados en aceites esenciales (Heukelbach 2010).

El conocimiento de las claves quimicas y fisicas producidas por el hospedador
que intervienen en la comunicacion con los piojos son de vital importancia para

el desarrollo potencial de tratamientos alternativos para evitar la reinfestacion.
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Reconocimiento de claves sensoriales relevantes: desde la

deteccidn del estimulo al comportamiento

Independientemente de los organismos involucrados en una determinada
interaccion, la comunicacién entre organismos o0 entre organismos y su
ambiente, tiene lugar tras una cadena de eventos mas o menos compleja que
va desde la emision de un estimulo proveniente de un organismo emisor hasta

la respuesta comportamental de un organismo receptor (Figura 10).

| ESTIMUL

. DETECCION

PROCESAMIENTO
DE LA
INFORMACION

RESPUESTA
COMPORTAMENTAL

Figura 10.Pasos que intervienen desde la deteccion del estimulo al comportamiento valido

para cualquier organismo.
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Los estimulos de caracter fisico (luz, temperatura, humedad, gravedad, etc.) o
quimicos (olores, gustos) son detectados por diferentes érganos sensoriales
como las antenas, aparato bucal o patas de los insectos. Es importante aclarar
que los estimulos presentes en los habitats de los organismos son
innumerables y que cada individuo sélo respondera a aquellos estimulos
relevantes para su ecologia que le permitira realizar funciones vitales como

alimentarse, encontrar refugio, encontrar pareja, reproducirse, oviponer, etc.

Las antenas de los insectos poseen diferentes formas y tamafios a lo largo de
diferentes taxones (Schneider 1964). En general, dicho 6rgano interviene
principalmente en la evaluacion de estimulos olfativos, térmicos e hidricos y

presenta el mayor numero de estructuras sensoriales.

El aparato bucal y las patas presentan un menor numero de estructuras
sensoriales y, en general, estan involucrados en la evaluacion de estimulos

gustativos, dioxido de carbono y calor (Keil 1999).

La deteccién periférica de los estimulos

La unidad estructural y funcional basica de la recepcion sensorial en los
insectos es la sensilia (Chapman 1988) y se encuentra distribuida en los

organos mencionados anteriormente y en otras partes del cuerpo.

Una sensilia es una estructura cuticular que contiene distintos grupos de
celulas, por un lado, las células de soporte o auxiliares, i.e. tecégena,
tormogena y tricogena, y por otro las células sensoriales (neuronas receptoras)
i.e. quimiorreceptora, termo-higrorreceptora, mecanorreceptora. De acuerdo a
su morfologia externa, las sensilias han sido llamadas de diferentes maneras

(Schneider 1964). Entre ellas podemos encontrar las sensilias basiconicas,
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quéticas, celoconicas, tricoideas, campaniformes, etc. En muchos casos se ha
podido establecer una relacion morfolégica y funcional. Por ejemplo, en
muchos insectos se relacionan a las sensiliastricoideas con la deteccion de

estimulos olfativos.

Funcionalmente, las sensilias se pueden clasificar en quimiorreceptores,

termorreceptores, higrorreceptores y mecanorreceptores.

Quimiorreceptores:Son aquellas sensilias capaces de detectar sustancias
quimicas. Los quimiorreceptores olfativos detectan sustancias volatiles o en
estado gaseoso; los quimiorreceptores de contacto por su parte detectan

sustancias no volatiles, en estado solido o liquido (Zacharuk 1980).

Los quimiorreceptores olfativos o sensilias olfativas poseen una pared cuticular
con numerosos poros pequenos que permiten la entrada de los volatiles al
interior de la sensilia (Figura 11). Se encuentran principalmente en las antenas,
aunque en algunos casos pueden encontrarse en las maxilas y palpos labiales.
(Lee y Craig 2009, Bohbot 2014). Estos pelos pueden presentar en su interior

entre 2 y 4 células sensoriales.

Los quimiorreceptores de contacto o sensilias gustativas se caracterizan por la
presencia de un unico poro en el extremo de la sensilia. Estas sensilias pueden
estar presentes en todas las partes del cuerpo, aunque en mayor proporcion en

las piezas bucales o en el interior de la faringe (Figura 12) (Pontes et al 2014).
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Figura 12. Mapa quimiosensorial del cuerpo de Drosophila, Bruyne y Warr (2005). En rojo,

sensilias olfativas y en verde las de contacto o gustativas.
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Termorreceptores e higrorreceptores: Un termorreceptor es un sensor de
temperatura (o flujo de calor). Un higrorreceptor es un sensor de humedad o
agua Es comun encontrar sensilias con doble funcion termo- e
higrorreceptoras, denominadas termo-higrorreceptores (Figura 13). Pueden
tomar formas diferentes pero suelen ser pelos (sensilias tricoideas) o conos
romos contenidos en una depresion cuticular (sensilias celoconicas). Estas
sensillas no son porosas, a excepcion de un poro de muda terminal, e incluso
algunas sensilias termo-higrorreceptoras contienen células sensoriales
olfativas, en cuyo caso las paredes pueden ser multiporosas, lo que permite
que los volatiles alcancen las neuronas olfativas en su interior (Altner y Loftus

1985).

454
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Figura 13. Sensilia termo-higrorreceptora en la antena de Bombyx mori (Steinbrecht, 1991). C
cuticula; CL lumen central; D1A, D1B dendritas higrorreceptoras; D2 dendrita termorreceptora;
DS capa dendritica; IC canales y cavidad intramurales; oSL espacio linfatico externo sensiliar;

TO célula tormdgena; TR célula tricogena.
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Mecanorreceptores: Un mecanorreceptor es un sensor disefiado para
detectar energia mecanica como tacto, sonido, vibracion, cambio de presion o
gravedad. La mayoria de los pelos de un insecto son mecanorreceptores que
pueden agruparse en matrices o integrarse estrechamente en d&rganos
sensoriales (Figura 14). Los insectos tienen una cuticula externa muy
resistente, o que plantea problemas para detectar estimulos externos. Las
fuerzas mecanicas alcanzan las células sensoriales solo donde la cuticula es
deformable. La facilidad con que se pueden deformar las partes cuticulares

determina la sensibilidad de la unidad sensorial (Keil 1997).
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Figura 14. Sensilia mecanorreceptora de insecto, www.cronodon.com.
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La percepcion central de los estimulos

La informacién sensorial proveniente de la periferia alcanza el cerebro de los
insectos donde el procesamiento de la informacion finalmente tiene lugar. De
este procesamiento surgiran diferentes comportamientos que manifestaran los

insectos.

El cerebro del insecto esta dividido en tres pares de Iébulos: el protocerebro,
deuterocerebro y tritocerebro (Figura 15). Estos Iébulos son ganglios
fusionados, grupos de neuronas que procesan informacién sensorial. Cada
area recibe proyecciones de neuronas aferentes de 6rganos especificos, como
por ejemplo, las neuronas de las antenas mandan sus proyecciones a la zona
del deuterocerebro mientras que las neuronas que se encuentran en las
sensilias delaparato bucal mandan sus axones a la zona del tritocerebro

(Matthews y Matthews 2009).

CEREBRO DE INSECTO

CUERPO CUERPO
PEDUNCULADO CENTRAL

LOBULO
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SUBESOFAGICO Currant Biciogy

Figura 15. Cerebro de insecto, Current biology.
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El deutocerebro recibe proyecciones neuronales de la antena. A través de los
impulsos neurales de las antenas, el insecto puede detectar olores, sefales
gustativas, sensaciones tactiles e incluso informacion ambiental como la
temperatura y la humedad. Por lo tanto el nervio antenal lleva principalmente
informacion quimio- y mecanosensorial hacia los dos centros nerviosos del
deuterocerebro: el lébulo antenal (LA), que recibe la informacion
quimiosensorial y el centro mecanosensorial y motor de la antena (CMMA), que
recibe la informacion mecanosensorial de la antena y 6rganos del aparato
bucal. Las unidades estructurales del LA son los glomérulos, que consisten en
pequefios neuropilos (procesos de células nerviosas y sinapsis) donde
desembocan los axones de las neuronas receptoras y se conectan con otro tipo
de neuronas locales: las interneuronas o neuronas de proyeccidn que se

encargan de llevar la informacion a centros superiores.

El comportamientodesencadenado en respuesta a los estimulos

El procesamiento central de la informacion periferia dara lugar a una respuesta
comportamental adecuada al contexto espacio-temporal y fisiologico del

insecto.

La mayoria de los comportamientos son influenciados continuamente a través
de la retroalimentacion tanto de su entorno interno como del externo que los

rodea (Matthews y Matthews 2009).

Dependiendo de las caracteristicas del estimulo y la organizacion del sistema
sensorial, las respuestas comportamentales pueden representar mecanismos

distintos denominados kinesis y taxias (Kennedy 1978). Las kinesis
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comprenden aquellos mecanismos en los que la respuesta del individuo
depende de la intensidad, pero no de la direcciéon del estimulo. Se destacan
dos tipos de kinesis: la ortokinesis y la klinokinesis. En la primera, la intensidad
del estimulo ejerce un efecto modulador sobre la actividad locomotora, es decir,
sobre la velocidad de desplazamiento. En la klinokinesis, la frecuencia o
tendencia de giro durante el desplazamiento es modulada por la intensidad del
estimulo. Una sustancia o compuesto arrestante se define como aquel que
ralentiza y congregainsectos como resultado de kinesis no dirigidas ya sea por

ortokinesis o klinokinesis (Kennedy 1978).

Las taxias comprenden aquellos mecanismos de orientacion en los que la

respuesta de los individuos depende de la direccién del estimulo.

La mayoria de los organismos son capaces de emplear mas de una estrategia

de forma combinada dependiendo del contexto.
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Objetivos de esta tesis

Objetivo general

Estudiar el comportamiento y la fisiologia sensorial de Pediculus humanus

capitis en el contexto de la evaluacion del hospedador.
Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones externas (i.e. temperatura, humedad y luz)
Optimas para el piojo con el fin de aplicarlas en los ensayos de

comportamiento.

2. Estudiar la respuesta comportamental del piojo a claves quimicas presentes

en el cuero cabelludo humano.

3. Caracterizar morfolégicamente la antena del piojo e identificar los tipos de

sensilias presentes.

4. Describir las estructuras del cerebro del piojo involucradas en la integracion

de informacién sensorial de la antena.

5. Estudiar el rol de la antena y sus sensilias asociadas en la respuesta
comportamental de los piojos hacia estimulos quimicos, térmicos e hidricos

relacionados con el hospedador.

6. Describir la morfologia del aparato bucal y patas e identificar los tipos de

sensilias presentes.
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7. Comparar morfoldgica-, fisiolégica- y comportamentalmente al piojo de la

cabeza con otros insectos hemato6fagos en la evaluacion del hospedador.
Hipotesis

Hipotesis general. Dado que la busqueda de hospedador es relativamente
pasiva en los piojos de la cabeza, estos insectos poseen una maquinaria

sensorial adaptada a responder a estimulos provenientes del hospedador.

Hipotesis 1. Las variables ambientales externas (e.g. intensidad luminica,
humedad y temperatura) y las internas (e.g. estado nutricional, sexo) tienen
una influencia directa en el comportamiento del piojo, que modificaran sus

respuestas.

Hipdtesis 2. Los piojos responderan a estimulos de distintas modalidades

asociados al hospedador.

Hipotesis 3. En las antenas, aparato bucal y patas de los piojos existen 6rganos
sensoriales especializados para la deteccion de los estimulos relevantes

provenientes del hospedador.

Hipotesis 4. El cerebro del piojo presenta neuropilos poco desarrollados para la

integracion de la informacién periférica proveniente del hospedador.
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Capitulo 1

EFECTO DE LAS
CONDICIONES AMBIENTALES
Y COMPUESTOS TOXICOS
SOBRE LA ACTIVIDAD
OCOMOTORA DEL PIOJO DE
_A CABEZA PEDICULUS
HUMANUS CAPITIS
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1.1. Introduccion

Se postula que el principal mecanismo de la transmisién de los piojos de la
cabeza es el contacto directo de hospedador con hospedador, que incluye el
contacto cabeza con cabeza y el contacto cuerpo con cuerpo (Speare et al.,
2002). Canyon y colaboradores (2002) demostraron que los piojos se
transfieren de manera mas exitosa de un pelo a otro cuando los pelos se
mueven lentamente en una alineacion especifica. En consecuencia, el riesgo
de transmision por huevos de piojos o piojos desplazados por fémites es
epidemiologicamente insignificante en comparacién con los riesgos de
transferencia de piojos de una persona a otra durante el contacto fisico
(Burgess 2004). En este contexto, el conocimiento del comportamiento de los

piojos es una clave importante para entender la dinamica de transmision.

Los estudios publicados sobre la actividad locomotora de especies
pertenecientes a Phthiraptera datan principalmente de la primera mitad del
siglo XX. Hase (1915) postulé que ejemplares adultos de Pediculus humanus
humanus (piojos del cuerpo) (Linnaeus 1758) caminaban mas rapido que las
ninfas. Nuttall (1917) recopil6 datos de diferentes autores que realizaron
observaciones detalladas sobre la actividad locomotora de los piojos del cuerpo
moviéndose en diferentes superficies y en diferentes angulos. Ademas, este
autor también desarrollé6 un aparato simple para evaluar la velocidad de los
piojos de la cabeza y del cuerpo para “escalar” a lo largo del cabello humano.
Mas tarde, Wigglesworth (1941) observé que los piojos del cuerpo mostraban
tener una preferencia térmica de 29-30 ° C con respecto a temperaturas mas

bajas 0 mas altas en arenas de doble eleccion. Al mismo tiempo, los insectos
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se movieron mas rapido en el lado caliente que en el lado mas frio. En
experimentos de doble eleccion involucrando distintas humedades relativas
(HR), los piojos del cuerpo prefirieron permanecer en promedio en el lado mas
seco (< 10 % HR). Adicionalmente, en la arena de doble eleccién, los piojos
mostraron un comportamiento de fototaxia negativa evitando la fuente de luz
utilizada como estimulo (Nuttal 1917, Wigglesworth 1941, Buxton 1946).
Wigglesworth (1941) también demostr6 que un aumento repentino en la
iluminacion provocaba la detencidn de los piojos, permaneciendo en un estado
de akinesia, y cuando eran perturbados mecanicamente, generalmente se

movian a un ritmo mas lento que el habitual.

La actividad locomotora se puede ver modificada por diversos compuestos
quimicos que modulan el comportamiento de los insectos alterando la funcion
normal del sistema nervioso periférico, central y del sistema hormonal
(Georghiou 1972, Haynes 1988). Un aumento en la actividad locomotora (es
decir, hiperactividad) o la falta de ésta (es decir, postracion, paralisis,
hipoactivacion) pueden ser considerados como sintomas de intoxicacion por
sustancias neurotdxicas tal como se ha observado para los insecticidas
piretroides (Gammon 1978, Miller y Adams 1982, Benoit et al. 1985, Alzogaray
et al.1997, Sfara et al. 2013). A modo de ejemplo, Alzogaray y colaboradores
(1997, 2001) evaluaron la actividad locomotora de ninfas de la vinchuca
Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) expuestas a diversos piretroides, y
propusieron que la hiperactividad observada era uno de los sintomas de
intoxicacién. Mas especificamente, demostraron que la cipermetrina provocaba
un efecto de hiperactivacién en triatominos (Alzogaray y Zerba, 2001). Sfara y

colaboradores (2013) describieron una disminucién significativa de la actividad
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locomotora de la cucaracha alemana Blatella germanica (Dictyoptera: Blattidae)
expuesta a N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET), el ingrediente activo de la
mayoria de los repelentes de insectos hematéfagos utilizados en todo el mundo
(Debboun, 2007), y también postularon que dicha hipoactivacion era una

consecuencia de sus efectos toxicos.

En el caso del piojo de la cabeza P. humanus capitis, el aumento de la
actividad locomotora podria conducir a una mayor tasa de transmision de
cabeza a cabeza y producir infestaciones graves. En consecuencia, el estudio
de los factores que afectan la actividad locomotora de los piojos de la cabeza
es pertinente para un control mas eficiente de la pediculosis. Adicionalmente,
frente al desafio de realizar ensayos comportamentales con este modelo poco
estudiado, es prioritario determinar las condiciones experimentales necesarias
para medir el comportamiento en respuesta a diferentes factores de interés
como ser compuestos con actividad repelente, con efecto toxico o involucrados

en la interaccién con su hospedador.

En este capitulo, evaluamos el efecto de variables ambientales tales como la
temperatura, la humedad y la luz sobre la actividad locomotora de P. humanus
capitis. Estos resultados nos permitiran establecer las condiciones ambientales
Optimas para realizar ensayos comportamentales. Adicionalmente, evaluamos
el efecto de los compuestos cipermetrina (hiperactivante) y DEET
(hipoactivante) en la actividad locomotora de los piojos, con el objetivo de
corroborar que las condiciones ambientales seleccionadas como 6ptimas son
las adecuadas para la correcta evaluacion de la actividad de los insectos, y de

esta manera conseguir reproducibilidad y confiabilidad en los ensayos.
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1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Insectos

Los piojos se colectaron de las cabezas de nifios infestados de siete escuelas
primarias en Buenos Aires, Argentina. Para ello se utilizé un peine metalico de
dientes finos segun un protocolo aprobado por un comité ad-hoc del Centro de
Investigacion de Plagas e Insecticidas. Luego de la remocién, los piojos se
llevaron al laboratorio donde se seleccionaron los adultos para ser utilizados en
los experimentos una hora mas tarde. Durante esta hora los insectos
seleccionados se mantuvieron en bandejas de plastico en una camara
ambiental (Ambi-Hi-low Lab-Line, lowa, EEUU) requladaa 18 + 1 ° C, 70-80 + 1
% HR de acuerdo a estudios previos que demostraron que la baja temperatura
y la alta humedad minimizaban la mortalidad promedio de los piojos de acuerdo
con Picollo et al. (1998). Todos los experimentos se realizaron durante el

mismo periodo del dia (entre las horas 13: 00-16: 00).

1.2.2. Cuantificacion de la actividad locomotora

La arena utilizada fue una adaptacion de la descripta en Sfara et al. (2013).
Brevemente, la arena experimental consisti6 en un papel de filtro circular
Whatman n° 1 (GE Healthcare UK Limited, Amersham Place Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido, diametro: 55 mm) colocado como sustrato
dentro de una placa de Petri de vidrio (55 mm de diametro). Adicionalmente,
para evitar que los insectos escapen de las arena se incluy6 en ella un aro de
vidrio (alto: 4 cm, diametro: 5 cm). En el papel de filtro se dibujé una grilla, cada
cuadrado de la grilla tenia una superficie de 0,25 cm? (Figura 1B). Cada adulto

de P. humanus capitis fue colocado delicadamente en el centro de la arena
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(Figura 1B). La actividad locomotora se cuantifico contando el numero de
cruces de las lineas que delimitaban la grilla que los insectos hicieron durante 3
minutos. La arena se colocd sobre una plancha termostatizada cuya
temperatura podia ser modificada segun el experimento (Fabrica de aparatos
cientificos, Buenos Aires, Argentina). La arena experimental fue colocada en el
interior de una camara experimental. La actividad locomotora de los insectos se
registré con una camara infrarroja (KIR-J639CE20, Sony, China) conectada a
un monitor (LG, China) y un grabador de video digital (DVR5104HE, Dahua
Technology Co. Itd, Hangzhou, China). La cdmara se suspendié 50 cm por
encima de la superficie de cada arena (Figura 1A). Se utilizaron 20 hembras

que se evaluaron individualmente por cada tratamiento.
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Figura 1. Dispositivo experimental (A) Esquema del dispositivo donde se midi6 la actividad
locomotora de los piojos expuestos a diferentes condiciones ambientales. (B)Esquema de la

arena de medicion de comportamiento.
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1.2.3. Establecimiento de la temperatura para evaluar su efecto en la actividad

locomotora

Cada arena se colocé sobre una plancha termostatizada a una de las
siguientes temperaturas: 20 £+ 1 ° C 0 30 £+ 1 ° C (Figura 2). La humedad
relativa (HR) se mantuvo a 50 % con luz difusa (200 + 0,1 lux). Antes de cada
ensayo, se midi6 la temperatura de la arena con un termémetro digital (TFA

Dostman, China) luego de un periodo de estabilizacion de 5 min.

1.2.4. Establecimiento de la humedad relativa para evaluar su efecto en la

actividad locomotora

Se evaluaron tres niveles de humedad relativa: HR baja (20 %), HR mediana
(50 %) y HR alta (100 %) (Figura 2). Los valores de HR se registraron mediante
un higrometro (TFA Dostman, China). Durante los ensayos, las arenas se
mantuvierona 30+ 1 ° C 020 + 1 ° C (segun corresponda) y luz difusa de 200

+ 0,1 lux.

1.2.5. Establecimiento de la intensidad luminica para evaluar su efecto en la

actividad locomotora
Se evaluaron tres intensidades luminicas: intensidad baja (21 = 0,1 lux),
intensidad media (553 + 0,1 lux) e intensidad alta (1726 + 0,1 lux) (Figura 2). El
nivel de iluminacion se midié con un luxémetro digital (Lux & fc, ST-1301,
China). Durante los ensayos, las arenas se mantuvieron a 30 £ 0.5 ° C y 50 %

de HR.

55



Medicion de actividad

Temperatura 20°C
30°C
7N\
Humedad 20 % 4
50 % J
100 %

21 lux ( intensidad baja) -
Luz 553 lux ( intensidad media) s
1726 lux (intensidad alta) A 4

Figura 2. Resumen de los tratamientos de temperatura, humedad y luz aplicados al evaluar la

actividad locomotora de los piojos.

1.2.6. Medicion de la actividad locomotora bajo la influencia de compuestos
toxicos

Para determinar si las condiciones experimentales de temperatura, humedad y

luz seleccionadas provocaban respuestas de actividad locomotora optimas vy

reproducibles, se midié el efecto de dos compuestos toxicos con actividad

conocida sobre la locomocion, bajo dichas condiciones ambientales (Figura 3).

Primero, para determinar la dosis subletal adecuada en el comportamiento del

piojo, se realizd la curva de mortalidad para el insecticida sintético cipermetrina

56



y para el repelente N, N-Dietil-meta-toluamida (DEET). La cipermetrina (99.1%)
se obtuvo de Chemotecnica SA, Buenos Aires, Argentina, y la DEET (97%) de
Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Los compuestos quimicos se solubilizaron en
acetona y se obtuvieron seis concentraciones distintas de cipermetrina distintas
que variaron entre 0,002 y 10 mg / ml, y cinco concentraciones de DEET que
variaron entre 1 y 60 mg / ml. Los grupos de piojos seleccionados al azar se
topicaron individualmente con 0,1 ul de la solucién en el dorso del abdomen,
usando una jeringa Hamilton de 5 pul. El tépico se realiz6 bajo lupa para
asegurar que cada gota se colocara correctamente en el abdomen. Cada
dilucion, incluida la acetona para los controles, se replicé al menos tres veces,
con 10 insectos por réplica. Después del topico, los insectos se colocaron en
una placa de Petri con papel de filtro humedecido con 0,5 ml de agua (Vassena
et al., 2003). Los piojos se mantuvieron a 18 °+1°Cy 70-80 £ 1 % HR. La
mortalidad se evalud a las 18 h de la siguiente manera: los piojos tratados se
transfirieron al centro de un nuevo disco de papel de filtro y el criterio de
mortalidad fue la incapacidad para caminar desde el centro hasta el borde del
disco de papel de filtro en un periodo de 15 s (Picollo et al., 1998). Los datos de
dosis-respuesta se sometieron a analisis Probit para estimar las dosis
subletales (microgramos por insecto) requeridas para afectar entre el 10% vy el

25% de las muestras tratadas (DL1o-DL2s) (Figura 3).

Una vez que se calcularon las dosis subletales para ambos compuestos, la
dosis final utilizada para cipermetrina y DEET fue de 0,001 ug y 3 pg por
insecto, respectivamente (Figura 3). Estas dosis subletales se usaron para
determinar el efecto de cada compuesto (en este caso la cipermetrina vy la

DEET) en la actividad locomotora de los piojos bajo las condiciones
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ambientales seleccionadas de luz, temperatura y humedad. Después de la
aplicacién topica con cipermetrina o con DEET, se llevd cada insecto a la
camara experimental y se registré su actividad locomotora. Los piojos controles
se trataron con acetona. La actividad locomotora se cuantificé a los 0, 10, 20 y
30 minutos después de la aplicacion topica para cada insecto (Figura 3). Se
estudiaron 15 piojos adultos de forma individual para cipermetrina y para DEET
respectivamente. Las evaluaciones se realizarona 30+ 1 °C, 21 £ 0,1 lux y 50
+ 1 % HR (condiciones ambientales seleccionados que se desprenden de los

resultados de los tres primeros experimentos).

Los resultados del efecto de tépico con cipermetrina y DEET se expresaron

como un indice de actividad locomotora (IAL):

IAL = [(ACTIVIDAD PROMEDIO DEL TRATAMIENTO - ACTIVIDAD

PROMEDIO CONTROL) / ACTIVIDAD PROMEDIO CONTROL]

Valores positivos de IAL (> 0) indican hiperactivacion, valores negativos de IAL (<0)

indican hipoactivacion.
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Topico con concentraciones crecientes
de cipermetrina o DEET
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Registro de mortalidad a las 18 hs

Para los ensayos de actividad
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Dosis Letal 10 para cada

compuesto
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Cipermetrina: 0.01 mg/ml DEET=30mg/ml

~ # . *

Medicion de Actividad
locomotora a 0, 10, 20 y
30 minutos

Figura 3. Resumen de la serie experimental para validar el dispositivo experimental de
comportamiento.
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1.2.7. Analisis estadistico

La actividad locomotora se cuantific6 mediante el conteo del nimero de cruces
a cada cuadrado de la arena durante 3 minutos. , Se calcul6 la media y el error

estandar (EE) de la actividad locomotora para cada serie experimental.

El efecto de la temperatura, la humedad y la luz sobre la variable medida se
analizé aplicando el test estadistico ANOVA de un factor. Mediante la prueba
de Levene, se verifico el cumplimiento del supuesto de homogeneidad de
varianzas en todos los experimentos (Temperatura, p = 0,6876; Humedad, p =
0,1464 (20 ° C) p = 0,3498 (30 ° C); Luz, p = 0,0994) y la normalidad de los
datos se determiné graficamente (Qg-plot). Cuando fue necesario, la prueba de

Tukey se aplicé para analizar comparaciones a posteriori.

En la segunda parte, se realizo6 un ANOVA de dos factores con medidas
repetidas para evaluar el efecto de dos factores: los compuestos téxicos
(cipermetrina y DEET) y el tiempo post-tépico (0, 10, 20 y 30 minutos). Los
datos cumplieron normalidad (Shapiro-Wilks, cipermetrina, p = 0,4954; DEET, p
= 0,9874), asi como la homogeneidad de la matriz de covarianza usando la
prueba de Box's (cipermetrina, p = 0,716; DEET, p = 0,580). El supuesto de
esfericidad del modelo (prueba de esfericidad de Mauchly) no se cumplié para
cipermetrina (p = 0,006) ni para el factor DEET (p = 0,002). No obstante, la
desviacién de la esfericidad se resolvié ajustando los grados de libertad con la
correccion Greenhouse-Geisser. El paquete estadistico Infostat v2012 se utilizd
para realizar las pruebas de Shapiro-Wilks, de Levene, ANOVA vy el grafico Q-q

(http://www.infostat.com.ar). Los supuestos de homogeneidad de la matriz de
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covarianza y la esfericidad se realizaron en IBM® SPSS® Statistics Version 9.

El umbral de significancia fue de p <0,05 en todos los casos.

Para la estimacion de las dosis subletales, los datos se analizaron utilizando el
programa Polo PC (software Le Ora 2002). Los datos de mortalidad se
corrigieron utilizando la férmula de Abbott (Abbott 1925) y luego se sometieron

a analisis Probit (Litchfield y Wilcoxon 1949) para estimar las dosis subletales.

1.3. Resultados

1.3.1. Efecto de la temperatura en la actividad locomotora

La temperatura de la arena tuvo un efecto significativo en la actividad
locomotora de los piojos (F = 19,13, gl= 1; p = 0,0002). Los piojos caminaron
mas rapido (cruzando mas lineas en el tiempo del ensayo) en la arenaa 30 ° C

comparada con los piojos donde la arena estaba a 20 °C (Figura 4).

(0]
g
*

(o2}
o
1

actividad locomotora
promedio
N
o

.
20+
0 T
20°C 30°C
Temperatura

Figura 4. Comparacion de la actividad locomotora promedio de piojos adultos evaluados en
arenas a 20°C y 30°C respectivamente. El asterisco representa diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, ANOVA de un factor).
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1.3.2. Efecto de la humedad relativa en la actividad locomotora

El efecto del nivel de humedad relativa en la actividad locomotora de piojos

adultos no fue significativo tanto a 30 ° C (F = 1,08, gl= 2, p= 0,3498) como a

20 ° C (F = 2,01; gl= 2; p= 0,1464) (Figura 5). La humedad relativa del

ambiente no afectd la actividad locomotora de piojos adultos.
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Figura 5. Actividad locomotora promedio de piojos adultos expuestos a diferentes niveles de

humedad relativa a dos temperaturas distintas. ns= no se observaron diferencias significativas

entre los distintos tratamientos (p<0,05).
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1.3.3. Efecto de la luz en la actividad locomotora

Los resultados obtenidos de la actividad locomotora bajo diferentes grados de
intensidad luminica se muestran en la Figura 6. La intensidad de luz tuvo un
efecto significativo en la actividad locomotora de piojos (F = 18,43, gl= 2,
p<0,0001). Ademas, se observé que cuanto mayor era la intensidad de la luz,

mas lento era el movimiento de los piojos (comparacién a posteriori Tukey,

p<0,05).
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Figura 6. Actividad locomotora promedio de piojos adultos expuestos a diferentes intensidades
de luz. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p<0,05).

IB=Intensidad baja; IM= Intensidad media; IA= Intensidad alta.
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1.3.4. Efecto de compuestos todxicos en la actividad locomotora

El ANOVA de dos factores de medidas repetidas realizado para cipermetrina
mostré una interaccion no significativa entre el factor tiempo y el factor
compuesto que permitié analizar el efecto de ambos factores por separado (F =
1,55, gl = 2,164, p = 0,218). El efecto del factor compuesto fue significativo (F=
5,83, gl =1, p = 0,022), informando que los insectos topicados con cipermetrina
tuvieron una actividad locomotora distinta y superior al control. También hubo
un efecto significativo del factor tiempo en las respuestas de los piojos (F =
10,15, gl = 3, p< 0,0001). Tanto en la curva de acetona como en la curva de
cipermetrina los piojos estuvieron mas activos en los primeros minutos del
ensayo bajando su actividad hacia el final del ensayo (Figura 7). Se observé un
efecto hiperactivante de la cipermetrina en la actividad locomotora de los piojos

similar al efecto previamente reportado de este compuesto en otros artrépodos.
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Figura 7. Efecto de la aplicacion topica con cipermetrina en la actividad locomotora promedio
de piojos adultos a distintos tiempos post-topico.La linea negra representa los piojos tratados
con cipermetrina, mientras que la gris representa los piojos controles. Letras diferentes indican
diferencias significativas en el efecto del tiempo después de la exposicion con cipermetrina
(Tukey, p<0,05).

El ANOVA de dos factores de medidas repetidas para DEET mostr6 una
interaccion significativa del factor DEET vy el factor tiempo (F = 3,39; gl = 2,392;
p = 0,03). Al haber interaccion significativa, no se pudo analizar los factores por
separado, por lo tanto, los datos se estudiaron para determinar los efectos
simples (la prueba de efectos simples revela el grado en que un factor es
diferencialmente efectivo en cada nivel de un segundo factor). Se decidid

entonces dejar fijo el efecto tiempo y evaluar a cada tiempo (0, 10, 20 y 30
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minutos) las diferencias entre la actividad media de los insectos control
(topicados con acetona) y la actividad media de los insectos tratados (topicados
con DEET). A los 10, 20 y 30 minutos los insectos expuestos a DEET
disminuyeron significativamente su actividad locomotora en comparacion con el
control (10 min, p=1,72 * 10: 20 min, p = 0,0003; 30 min, p = 0,0001) (Figura
8). Se observé un efecto hipoactivante de la DEET en la actividad locomotora
de los piojos similar al efecto previamente reportado de este compuesto en

otros insectos.
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Figura 8. Efecto de la aplicacion topica con DEET en la actividad locomotora de piojos adultos.
La linea negra representa los piojos tratados con DEET mientras que la gris representa los
piojos controles. Los asteriscos denotan diferencias significativas entre la actividad los insectos

topicados con DEET y la actividad de los insectos control a 10, 20 y 30 minutos (p<0,05).

66



El indice de actividad locomotora (IAL) para cipermetrina y DEET se observa
en la Figura 9. Los valores de IAL para cipermetrina mostraron hiperactivacion
inmediatamente después de la aplicacion tépica. También se observé un pico
de hiperactivacion a los 20 minutos. Los valores de IAL para DEET mostraron
hipoactivacion. El efecto de DEET pareci6 no ser inmediato: la actividad
promedio con DEET comenzo a ser significativamente menor que la actividad

control después de 10 minutos de la exposicion inicial.
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Figura 9. indice de actividad de locomotora para cipermetrina y DEET.
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1.4. Discusion

Uno de los principales obstaculos en el control de la pediculosis es la
transmision de piojos de un hospedador a otro, asunto que tiende a ser poco
estudiado en el escenario cientifico actual, haciendo que la prevencion de la
reinfestacion sea extremadamente dificil. Dicha problematica constituye una
cuestién social y econdmica muy controvertida que hasta la actualidad no se
pudo resolver (Heukelbach 2010). La actividad locomotora de los piojos en el
contexto de la transmision constituye una variable determinante para

comprender la dindmica de este problema.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de las condiciones ambientales
en la actividad locomotora de los piojos en un dispositivo experimental
especialmente disefado. La novedad de nuestro estudio radica en el desarrollo
de un dispositivo experimental que nos permitié estandarizar el estudio de la
respuesta comportamental del piojo de la cabeza. Los piojos respondieron
positivamente bajo las condiciones especificas de temperatura (30 ° C) y luz
(baja intensidad); siendo estas condiciones similares al ambiente natural de los

piojos en una cabeza humana.

La temperatura y la humedad representan variables que han sido ampliamente
estudiadas como sefales que modifican los parametros del ciclo biolégico de
los insectos como la mortalidad y la oviposicion (Berger et al., 2008, Gallardo et
al., 2009). Ademas, se ha demostrado en insectos hematofagos que la

temperatura representa un estimulo que opera a corta distancia en el contexto
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de busqueda de alimento (Lehane 1991, Flores y Lazzari 1996). De lo obtenido
en el presente trabajo se propone, que la mayor actividad de los piojos en la
arena a 30 ° C estaria asociada al reconocimiento del calor como una sefal del
hospedador a corta distancia. Esta clave fisica actuaria como potencial
disparador para provocar comportamientos asociados a la alimentacién y la

oviposicion entre otras.

Con respecto a la influencia de la humedad sobre la actividad locomotora de
los piojos, no se encontré efecto en las condiciones de nuestros ensayos. El
grado de influencia de la humedad en estudios comportamentales tiende a ser
poco claro y se ha informado que es importante como agente sinérgico de otros
estimulos (Lehane 1991). Barrozo y colaboradores (2003) demostraron que
ninfas deTriatoma infestans respondieron orientandose positivamente a fuentes
calidas y humedas, observando ademas una mayor actividad locomotora
debido al efecto sinérgico de la combinacién de esas dos variables. Sin
embargo, en nuestro trabajo, cuando se combinaron temperaturas vy
humedades altas, no se encontro tal efecto sinérgico en la actividad locomotora

de los piojos.

Los antecedentes sobre el estudio del efecto de la luz en la respuesta
locomotora de piojos humanos son contradictorios. Los primeros estudios
demostraron una tendencia de los piojos al comportamiento fotonegativo,
moviéndose en direccion contraria a la fuente de luz, descripto como una
fototaxia negativa (Nuttal 1917, Wigglesworth 1941, Buxton 1946). Por el
contrario, Mougabure Cueto y colaboradores (2011) encontraron que los piojos
del cuerpo y la cabeza exhibian una respuesta fotopositiva en una arena de

doble eleccién, ya que prefirieron permanecer en la zona iluminada por sobre
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la que estaba en oscuridad total. En el presente estudio, los piojos expuestos a
la luz de alta intensidad redujeron su actividad locomotora y después de cierto

tiempo se detuvieron definitivamente.

Los resultados observados en nuestras series experimentales sugieren que el
comportamiento corresponde a una kinesis y mas especificamente a una
ortokinesis. Las kinesis comprenden aquellos mecanismos donde la respuesta
del animal es producto de la intensidad del estimulo y no de la direccion de
éste. En la ortokinesis, la intensidad del estimulo ejerce un efecto modulador en
la actividad locomotora del insecto, es decir, sobre la velocidad de
desplazamiento (Matthews y Matthews 1978). De todas maneras, no
descartamos que otros mecanismos estén involucrados en la respuesta de los

piojos a estimulos térmicos y luminicos.

En la segunda parte de este capitulo, se demostré que las condiciones de luz y
temperatura seleccionadas (baja intensidad de luz y 30°C) permitieron observar
respuestas comportamentales reproducibles y coherentes. Ademas, se
demostrd por primera vez que la actividad locomotora de piojos adultos puede
ser alterada por dosis subletales de compuestos téxicos. Estos resultados
brindan informaciéon sustancial sobre cémo seria la potencial migracion de
piojos entre hospedadores en el caso hipotético de estar expuestos a
compuestos toxicos, como por ejemplo durante la aplicacion de pediculicidas.
Las dosis subletales de cipermetrina provocaron respuestas hiperactivadas en
piojos adultos como se demostré en otros artropodos como arafas y
triatominos (Baatrup et al 1992, Alzogaray et al 2001). Las dosis subletales de

DEET provocaron respuestas hipoactivadas en piojos. Del mismo modo, Sfara
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y colaboradores (2013) encontraron que Blatella germanica, bajo el efecto del

DEET, present6é un comportamiento de hipoactivacion.

La observacion de comportamientos estereotipados en piojos provocados por
compuestos toxicos demostré que la medicion de la actividad locomotora en
nuestra configuracion experimental seria un parametro apropiado para evaluar
compuestos de importancia bioldégica, como por ejemplo los involucrados en la
interaccion hospedador-parasito y en las relaciones intraespecificas de este
insecto. Nuevos estudios comportamentales en los piojos permitiran amplificar
el conocimiento de la biologia de este insecto, herramienta elemental para un

control mas exitoso y preciso de la transmision y la reinfestacion.
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Capitulo 2

EFECTO ARRESTANTE DE
COMPONENTES DEL CUERO
CABELLUDO EN EL
COMPORTAMIENTO DE
PEDICULUS HUMANUS
CAPITIS
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2.1. Introduccion

Los piojos de la cabezadependen exclusivamente del microambiente del cuero
cabelludo humano que le proporciona refugio, alimento y oviposicion. Es
posible que una combinacion de factores fisicos y quimicos influencie al piojo
de la cabeza para seleccionar a sus hospedadores. En la actualidad,
desconocemos si los piojos de la cabeza utilizan claves quimicas para el
reconocimiento del hospedador. Sin embargo, en uno de sus primeros trabajos,
Wigglesworth (1941) demostré que un piojo del cuerpo adulto, en una arena de
doble eleccion, siempre preferia la zona de la arena con olor humano con
respecto a la otra zona con un olor control. Ademas, si se les presentaba una
zona con olor a conejo o perro y la otra zona con olor humano, también
preferian la zona con olor humano. Este autor también observé que el atractivo
del olor humano aumentaba cuando se le agregaba el "olor a piojos", es decir
olor de sus congéneres y sus excretas. En disefios experimentales similares,
se observo que el piojo de la paloma, Columbicola columbae L., permanecia la
mayor parte del tiempo en la zona de la arena con olor a paloma que en la
zona control (Rakshpal 1959). Mas tarde Mumcuoglu y sus colaboradores
(1986), en ensayos de comportamiento con estimulos intraespecificos
presentes en las heces, demostraron la respuesta de agregacion frente a ellos.
Entre dichos compuestos encontraron la hemoglobina, xantina, hipoxantina,

acido urico y sales de amonio.

Como se dijo antes, los hospedadores emiten una diversidad de estimulos al

ambiente que son potencialmente utilizados por los artrépodos hematéfagos
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como claves de orientacion (Lehane 2005). El cuero cabelludo humano
contiene numerosas glandulas sebaceas que excretan grandes cantidades de
lipidos no polares en la superficie de la piel (Downing 1992). Ademas, la
composicién microbiana de la piel afecta fuertemente la produccién de estas
secreciones glandulares (Verhulst et al., 2011). En conjunto, los compuestos
presentes en la piel humana le otorgan a cada individuo su propia "huella o
identidad quimica" que muchos insectos hematofagos utilizan para localizar a
su hospedador. Es indudable que algunas personas son mas susceptibles a las
picaduras de mosquitos que otras, o que algunos nifios son mas propensos a
ser infestados por piojos que otros. Compuestos quimicos presentes en la piel,
como acidos grasos libres y el acido lactico, resultaron ser modificadores del
comportamiento de mosquitos, simulidos, triatominos y moscas hematofagas
(Lehane 2005). La acumulacion de estos y otros compuestos presentes en la
piel podria ser un factor que favorezca la atraccién o preferencia de insectos
hematofagos por ciertas personas. Sin embargo, la evaluacion de la respuesta
de los insectos hematdéfagos a los compuestos de la piel representa un
problema complejo ya que el comportamiento de busqueda es el resultado de
la combinacion de varios factores: las caracteristicas y capacidades biolégicas
del insecto (incluidos los patrones locomotores y la percepcion de la
informacion sensorial), factores ambientales externos y factores internos que
determinan las necesidades de un individuo en un momento particular (Bell

1990).

A pesar que los piojos causan una de las infestaciones parasitarias humanas
mas prevalentes en el mundo, las bases sensoriales de la percepcion del

hospedador en el piojo de la cabeza han sido escasamente estudiadas.
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En este capitulo, se estudid el comportamiento del piojo en respuesta a
compuestos presentes en el cuero cabelludo humano. Se analizd si la
respuesta hacia compuestos humanos de la cabeza podria verse afectada por
variaciones intrinsecas de las muestras de cuero cabelludo, por ejemplo, 1- por
diferencias entre las muestras de distintos voluntarios y 2- el tiempo
transcurrido luego del ultimo lavado de la cabeza del voluntario. Y ademas si

dicha respuesta era diferente entre machos y hembras.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Insectos

Los machos y hembras se recolectaron y se mantuvieron hasta el momento de

los ensayos como se detalla en el Capitulo 1.

2.2.2. Colecta de compuestos del cuero cabelludo humano

Las muestras se obtuvieron frotando el cuero cabelludo humano con papeles
de filtros en distintas zonas de la cabeza de 5 voluntarios. Cada muestra se
colecté cinco minutos antes de los ensayos comportamentales. Los trozos de
papel de filtro Whatman (1 cm x 1 cm) (Buckinghamshire, Reino Unido) se
frotaron suavemente contra el cuero cabelludo durante 30 segundos y se
reservaron hasta el momento del ensayo. Diez dias antes de la toma de
muestra, cada sujeto recibi6 un champu libre de fragancias (Biferdil®,
Argentina) para disminuir el impacto de fuentes exdgenas de compuestos

quimicos.
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2.2.3. Dispositivo experimental

La arena experimental consistié en un papel de filtro circular (diametro: 55 mm)
como el sustrato de la caja de Petri. La arena fue dividida en dos zonas
simétricas con el trazado de una linea (Figura 1B). Se realizaron dos tipos de
ensayos: 1- cuando en ambas zonas de la arena se colocaban papeles de filtro
(1 cm x 1 cm) limpios o sin claves quimicas, 2- cuando en una de las zonas,
denominada zona estimulo, se colocaba el papel de filtro con la muestra de
cuero cabelludo humano y en la zona opuesta o control de la arena se
colocaba un papel limpio (Figura 1). Cada individuo de P. humanus capitis se
coloco delicadamente en el centro de la arena y se le permitid caminar durante
cinco minutos. Como se explicd anteriormente, el comportamiento de los
insectos fue filmado y grabado y los datos analizados posteriormente utilizando
el programa de andlisis Ethovision XT 10.1 (Noldus Information Technology,
Sterling, VA). Los experimentos se realizaron bajo las condiciones 6ptimas de
temperatura, luz y humedad (temperatura = 30 °C; luz de baja intensidad = 21
lux y humedad relativa = 50 % HR) para los insectos, determinadas

experimentalmente en el Capitulo 1.
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cuero
cabelludo control
o control

Figura 1. (A) Esquema del dispositivo experimental utilizado para medir comportamiento. (B)
Detalle de la arena experimental donde se midié la respuesta del piojo a estimulos quimicos del
cuero cabelludo humano. La arena se dividié en dos zonas y en cada una de ellas se coloco un
papel de filtro con el estimulo y en la otra el papel control 0 en ambas zonas se colocaban

papeles de filtro limpios.

2.2.4. Efecto de variaciones entre individuos y del tiempo post lavado del

cabello en la respuesta comportamental de los piojos

En el andlisis de posibles variaciones intra-individuales en las muestras de
cuero cabelludo participaron cinco voluntarios adultos: tres mujeres (28 - 30

afnos) y dos hombres (28 - 30 anos).
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Por otro lado, se estudié el efecto de los componentes humanos del cuero
cabelludo a distintos tiempos post lavado en la respuesta comportamental de
los piojos de la cabeza. Se tomaron muestras independientes a las 4, 18, 40 y
60 horas post lavado para cada voluntario. Los voluntarios recibieron
instrucciones de no lavarse el cabello durante el periodo analizado. Por
ejemplo, el dia que se evaluo la respuesta comportamental a la muestra de 60
horas, el voluntario X paso 60 horas previas al ensayo sin lavarse la cabeza.

Solo se utilizaron hembras que se estudiaron individualmente.

2.2.5. Influencia del sexo de los piojos en la respuesta comportamental a

sustancias provenientes del hospedador

Se analiz6 independientemente el comportamiento de machos y hembras a las
muestras de cuero cabelludo. Para la obtencién del estimulo, se recolectaron
muestras de cuero cabelludo humano proporcionadas por los cinco voluntarios

después de un periodo de 40 horas sin lavado.

2.2.6. Variables medidas

Se cuantificaron las siguientes variables utilizando el programa de registro

Ethovision:

1. distancia total (cm),
2. velocidad promedio (cm/'s)
3. numero de veces que un piojo cruzo la linea divisoria entre las zonas de
la arena (# cruces)
4. porcentaje de tiempo pasado en cada zona de la arena (% tiempo)
Adicionalmente y con fines descriptivos cualitativos se obtuvo la trayectoria de

los insectos desplegada a lo largo de los ensayos.
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2.2.7. Analisis estadistico

La respuesta de los piojos a los estimulos provenientes del cuero cabelludo, se
analizé a través de un analisis de componentes principales (ACP, Infostat®). Al
utilizar un ACP, se evitan tomar decisiones a priori sobre en qué variable
comportamental enfocarse. Para complementar el analisis de ACP, se calculo
el coeficiente de correlacion de Pearson para determinar las correlaciones
entre el componente principal 1 (CP1) y los parametros de comportamiento
(distancia total, velocidad promedio, numero de veces que un piojo cruzé la
linea divisoria entre las zonas y el porcentaje de tiempo que pasé cada piojo en

la zona del estimulo) con nivel de significancia p<0,001.

Luego, se analiz6 el efecto de las muestras de cuero cabelludo humano con
distintos tiempos de post lavado en el comportamiento de los piojos estudiados
mediante modelos lineales generales. Para ello, los valores de CP1 obtenidos
previamente se usaron para reducir las variables de comportamiento en el
modelo (el CP1 es el resultado de la combinacién de las cuatro variables,

entonces para cada insecto existe un valor de CP1).

La normalidad de los datos se determind graficamente (grafica Q-q). El
supuesto de homocedasticidad no se cumplié pero la bondad de ajuste del
modelo mejord significativamente cuando modelamos la varianza mediante la

funcion varPower.

También se estudid6 mediante anadlisis de ACP el efecto del sexo en la
respuesta de los piojos expuestos a muestras de cuero cabelludo humano y el
primer componente resultante (CP1) se utilizé para ejecutar un modelo lineal

general con modelado de varianza a través de la funcion varExp.
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El software estadistico R (v.3.3.1) (R Core Team 2016) se utilizd para todos los

analisis.

2.3. Resultados

2.3.1. Respuesta comportamental del piojo hacia compuestos provenientes del

cuero cabelludo de un hospedador

En la Figura 2 se muestra un ejemplo de la trayectoria de una hembra adulta en
la arena control y en la arena con muestras de cuero cabelludo humano
obtenidas a partir del software Ethovision®. En general, los insectos tendieron
a ser principalmente tigmotacticos en las arenas control. En las arenas tratadas
con muestras de cuero cabelludo humano, los piojos permanecieron en su
mayoria arrestados en la zona del estimulo, observandose ademas, la
elevacion del cuerpo de cada insecto provocando que la cabeza se aproxime a
la superficie de la zona con el estimulo. En observaciones adicionales bajo
lupa, algunos insectos cuando entraron en contacto con dichas muestras

provenientes del hospedador, extendieron el haustelo.

Figura 2. Ejemplo de una trayectoria que hizo una hembra adulta de P. humanus capitis en una

arena control (A) y en una arena tratada con estimulo del hospedador (B).
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2.3.2. Respuesta de los piojos segun el tiempo post lavado del cabello y los

diferentes voluntarios.

En la Tabla 1, se observan los valores de los parametros locomotores

promedios para cada combinacién de voluntario y tiempo de post lavado del

cuero cabelludo humano.

Distancia Velocidad Numero de Porcentaje de tiempo de
promedio Promedio cruces entre permanencia en la zona
+ES +ES zonas de la arena del estimulo
+ES +ES
Voluntario (horas) (cm) (cm/s) (%)

CTRL 4 73,66514,372 0,305+0,028 19,8+3,1 49,329+7,523
CTRL 18 74,266+12,35 0,,28+0,057 14,642,73 50,96949,345
CTRL 40 105,143+19,962 0,399+0,054 25,416,816 57,17416,689
CTRL 80 89,331+15,678 0,504+0,099 11£2 49,585+11,212
VA28 4 48,726+7,176 0,253+0,041 842,950 87,550+5,838
VA28 18 51,877+7,313 0,227+0,041 7,571£2,125 79,608+5,868
VA28 40 49,943+13,594 0,221+0,073 3,857+1,280 95,401+2,609
VA28 80 51,224+7,753 0,221+0,0347 5,667+1,215 95,864+1,862
10129 4 61,583+8,769 0,395+0,075 7,6£2,379 87,11845,758
10129 18 53,91048 453 0,222+0,041 2,2+¢0,916 84,447+6,908
10129 40 49,366+7,696 0,240+0,049 71,927 80,460+7,866
10129 60 46,750+3,820 0,203+0,0197 4,125+0,692 91,945+2 998
PGA39 4 50,904+5,484 0,302+0,070 11,667+3,593 72,47448,356
PGA39 18 53,73046,845 0,269+0,057 8,571+1,571 75,29647,460
PGA39 40 48,456+4,117 0,215£0,0219 11£1,879 78,03415,135
PGA39 60 47,186+9,056 0,198+0,043 5,8+1,827 83,21745,571
FGG2g 4 55,658+12,678 0,285+0,108 8,8+3,652 86,57616,446
FGG28 18 48,145+8,904 0,2489+0,057 5,8+2,396 91,68945,365
FGG29 40 54,571+8,290 0,225+0,042 942,582 83,91116,632
FGG28 80 38,049+3,011 0,179+0,022 7,2+1,068 85,241+1,845
AACZ28 4 47,107+8,693 0,256+0,062 7,5£2,029 82,349+6, 416
AACZ28 18 46,354+3,945 0,194+0,019 7,241,241 71,778+£10,775
AACZ28 40 45,059+4,694 0,178+0,024 3,833+1,138 89,515+4 311
AACZ28 60 45257+4 158 0,167+0,017 4,810,860 85,331+2,659

Tabla 1. Valores promedios para los cuatro parametros de locomocion: distancia promedio,

velocidad promedio, numero de cruces entre zonas y porcentaje de tiempo de permanencia en

la zona del estimulo para cada combinacion de voluntario y tiempo de post lavado del cabello.
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En la Figura 3, se observa el resultado del Anadlisis de Componentes
Principales. Para estudiar el efecto del tiempo de post lavado de las muestras
de cuero cabelludo humano, el ACP produjo dos componentes principales (CP1

y CP2). ElI CP1 represent6 el 68,75% de la dispersion de los datos recopilados.

Brevemente, se observan dos grandes grupos de datos: los datos para los
cinco voluntarios se aglomeraron hacia valores negativos del CP1 y los datos
para los controles hacia valores positivos del CP1. No se observaron
subgrupos debido al efecto del tiempo post lavado la muestra o a los

voluntarios.
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Figura 3. Analisis de componentes principales para estudiar el efecto del tiempo post lavado de
las muestras de cuero cabelludo y los voluntarios. Cada punto representa la combinacion de los
cuatro parametros para un piojo evaluado: distancia, velocidad, nimero de cruces y porcentaje
de tiempo en la zona del estimulo para un determinado tratamiento. Por ejemplo, los puntos
v1_18h representan aquellos piojos evaluados con la muestra sin lavado por 18 horas del

voluntario 1.
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En la Tabla 2 se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson de los
parametros locomotores con el CP1, que se renombré como Factor de
Actividad Locomotora (FAL). Se observd que el FAL correlacion6
significativamente con los cuatro parametros estudiados (p<0,001). Se encontro
una correlacion positiva para la distancia, velocidad y numero de cruces entre
zonas y una correlacion negativa con el porcentaje de tiempo pasado en la

zona tratada.

En resumen, los parametros de locomocion promedio para los controles se
ubicaron hacia valores positivos del CP1 mientras que los parametros de
locomocién promedio para los cinco voluntarios se aglomeraron en un rango de
valores negativos del CP1. Los valores de CP1 positivos se traducen en un
mayor numero de cruces entre zonas, distancia recorrida y velocidad promedio
en la arena y un menor porcentaje de tiempo pasado en la zona del estimulo.
Valores de CP1 negativos se traducen en un menor numero de cruces entre
zonas, distancia recorrida y velocidad promedio en la arena y un mayor

porcentaje de tiempo pasado en la zona del estimulo.
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Coeficiente de correlacion de Pearson

Parametro comportamental para Factor de actividad locomotora
(FAL)
Distancia 0,904 *
Velocidad 0,865 "

Numero de cruces entre

zonas de la arena 0,769 *

% de tiempo de permanencia en la zona 0.770*

del estimulo

Tabla 2. Coeficiente correlacion de Pearson entre el Factor de Actividad Locomotora (FAL) y
los parametros comportamentales. Los asteriscos muestran correlaciones significativas con
p<0,001.

Bajo el analisis del modelo lineal general, la interaccion entre la presencia de
muestras de cuero cabelludo humano y el tiempo post lavado de las muestras

de cuero cabelludo humano fue no significativa (F = 1,39, gl = 15, p = 0,1646).

Al evaluar cada factor por separado, la presencia de sustancias del cuero
cabelludo humano en la arena afecto significativamente el comportamiento del
piojo de la cabeza (F = 26,63, gl = 5, p <0,0001). Los insectos en promedio
caminaron mas lento en las arenas tratadas, arrestandose en la zona del
estimulo. Mientras que para el factor tiempo sin lavado, no hubo un efecto
significativo en la actividad locomotora de los piojos (F = 0,92, gl = 3, p =

0,4345).

En comparaciones a posteriori, las muestras de cuero cabelludo humano de
cinco voluntarios diferentes no fueron significativamente diferentes entre si y

solo fueron significativamente diferentes al control (Figura 4).
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Los piojos respondieron de manera estadisticamente uniforme a muestras del
hospedador independientemente del origen de la muestra (diferentes
voluntarios) o el tiempo de post lavado en nuestro esquema experimental. El

FAL fue significativamente menor en arenas tratadas que en las arenas control

(Figura 4).
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Figura 4. Factor de actividad locomotora promedio para los piojos que caminaron en arenas
control y en arenas con muestras provenientes de cinco voluntarios. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre los distintos tratamientos (p<0,05)

2.3.3. Respuesta comportamental a sustancias del hospedador en machos y

hembras

En la Tabla 3, se observan los valores de los parametros locomotores

promedios para cada combinacion de voluntario y sexo de los piojos.
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Namero de

Distancila Velocida_d cruces entre Porcentaje Fie tiempo de
romeo  rOEe Conascala  PeTTRrensen s zna
= - arena = ES -
Voluntario Sexo (cm) (cmis) (%)
CTRL macho 54,4716,55 0,2110,07 9,9+1,6 50,3416,76
VA28 macho 46,1545,28 0,17+0,02 5,29+0,75 85,1945,12
10129 macho 54,8+10,4 0,22+0,05 1115 78,314,3
PGA39 macho 55,98+£19,83 0,2210,08 8,5+4 .4 84,311£10,5
FGG29 macho 46,5915,14 0,1610,02 3,5£0,5 90,4+2,5
AAC28 macho 43,27+8,02 0,15£0,03 3%1 89,6+4,3
CTRL hembra 105,14+19,96 0,399+0,05 25,4+6,82 57,174+6,69
VA28 hembra 49943+13,59 0,22140,07 3,857+1,28 95,401£2,61
10129 hembra 49,366+7,69 0,240£0,05 7+1,93 80,460+7,87
PGA39 hembra 48,456+4,11 0,215+0,02 11£1,88 78,034+5,13
FGG29 hembra 54,571£8,29 0,225+0,04 942,58 83,91146,63
AAC28 hembra 45,059+4,69 0,178+0,02 3,833+1,14 89,515+4,31

Tabla 3. Valores promedios para los cuatro parametros de locomocion: distancia promedio,

velocidad promedio, numero de cruces entre zonas y porcentaje de tiempo de permanencia en

la zona del estimulo para cada combinacién de voluntario y sexo de los piojos.

El Analisis de Componentes Principales explico el 68,8% de la variabilidad de

los datos recopilados para piojos de ambos sexos y cinco voluntarios

diferentes.

Solo las elipses que abarcan los controles para machos y hembras se

desprenden del resto de los datos para los piojos machos y hembras. Los

valores de CP1 para piojos machos y hembras que respondieron a muestras de

distintos voluntarios se solaparon en su mayoria (Figura 5).
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Figura 5. Analisis de componentes principales para estudiar el efecto del sexo y los voluntarios.
Cada punto representa la combinacién de los cuatro parametros para un piojo evaluado:
distancia, velocidad, numero de cruces y porcentaje de tiempo en la zona del estimulo para un

determinado tratamiento.
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El factor de actividad locomotora (FAL) correlacioné positivamente con la
distancia, la velocidad y el numero cruces entre zonas, y negativamente con el

porcentaje del tiempo de permanencia en la zona del estimulo (Tabla 4).

Coeficiente de correlacién de Pearson

Parametro comportamental para Factor de actividad locomotora
(FAL)
Distancia 0,936 *
Velocidad 0,923

Numero de cruces entre

zonas de la arena 0,864 *

% de tiempo de permanencia en la zona .0 527*

del estimulo

Tabla 4. Coeficiente correlacion de Pearson entre el Factor de Actividad Locomotora (FAL) y
los parametros comportamentales. Los asteriscos muestran correlaciones significativas con

p<0,001.

La interaccion entre el factor presencia/ausencia del estimulo y el sexo de los

piojos fue no significativa (F = 1,58; gl = 5; p = 0,179).

Tanto los piojos machos como hembras eligieron significativamente la zona del
estimulo, mostrando un comportamiento arrestado (F = 4,60; gl= 5; P =
0,0013). El efecto del sexo fue marginalmente significativo: los piojos machos
mostraron en promedio una menor actividad locomotora en la zona del estimulo
que las hembras (F = 4,12; gl = 1; p = 0,0471) (Figura 6). Sin embargo, este

efecto marginal del sexo pareciera deberse a hembras particularmente moviles
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en las arenas controles y no a respuestas diferenciales entre machos y

hembras en las arenas con el estimulo del hospedador.
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Figura 6. Factor de actividad locomotora para piojos machos y hembras. Letras distintas

indican diferencias significativas, p<0.05.
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2.4. Discusion

En este capitulo, establecimos por primera vez que muestras provenientes del
cuero cabelludo humano desencadenan un comportamiento arrestante en
piojos de la cabeza adultos. Es decir, los piojos disminuyen su actividad
locomotora promedio y permanecen en cercanias del estimulo al percibir los
compuestos del cuero cabelludo. Carrol y sus colaboradores (1995) observaron
el cese de la actividad locomotora de la garrapata, Ixodes scapularis en
presencia de extractos de la glandula tarsal de su hospedador, el venado de
cola blanca, Odocoileus virginianus. Este comportamiento también se ha
observado en parasitoides interactuando con sustancias de sus hospedadores,
por ejemplo el hiperparasitoide del afido, Alloxysta victrix, se arresté en
presencia de secreciones de los corniculos de los afidos y extractos de afidos

parasitados (Grasswitz 1998).

El efecto arrestante de los piojos frente a los estimulos provenientes del
hospedador podria ser el resultado de un mecanismo ortokinético. Es decir, un
mecanismo en el cual la velocidad de la actividad locomotora del insecto es
afectada por un estimulo externo (Kennedy 1975). Adicionalmente, cuando los
piojos estuvieron en presencia de sustancias del cuero cabelludo humano no
solo se observd una respuesta locomotora, sino que también se observd que
los individuos que estaban directamente sobre la zona de estimulo, acercaban
sus cabezas y elevaban el resto de su cuerpo. Incluso, en varios especimenes,
se evidencio la protrusion de los haustelos en contacto con la muestra de cuero

cabelludo. Este conjunto de observaciones estarian dando la pauta que el
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estimulo quimico del hospedador seria el disparador de comportamientos
asociados a la busqueda de alimento una vez que el piojo llega al hospedador.
Nuttall (1917) describi6é los habitos de alimentacion de los piojos humanos
mencionando que los piojos alimentados sobre la mano de un voluntario
elevaban la parte posterior de sus cuerpos mientras se alimentaban. Bajo las
condiciones de nuestros ensayos, es evidente que los piojos perciben los
olores de las sustancias del cuero cabelludo humano como indicadores de
recursos alimenticios, como se demostré con otras claves asociadas al
hospedador en otros insectos hematdfagos (como el calor, el diéxido de

carbono, etc.).

La respuesta de los piojos no se modifico significativamente cuando se modul6
el tiempo post lavado de las muestras de cuero cabelludo humano ni tampoco
por las muestras de voluntarios diferentes. Una explicacion posible con
respecto al no efecto de muestras mas “viejas” (y probablemente mas
concentradas) es que los piojos tengan una sensibilidad muy alta a los
estimulos del hospedador observandose respuestas significativas con muestras
de poco tiempo post lavado. Con respecto a las muestras provenientes de
distintos hospedadores, si bien no observamos diferencias entre voluntarios, no
es posible descartar que exista una “seleccion” de hospedadores en base a
claves quimicas. Seria necesario para confirmar estos resultados realizar
experimentos de doble eleccidon con muestras de diferentes individuos de forma

simultanea.

A diferencia de los antecedentes previos, el presente estudio ha registrado
medidas de comportamiento estadisticamente confiables, que brindan mejor

informacion acerca de como estos insectos evaluan la informacion proveniente
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del hospedador. Se esperaria que un comportamiento de arrestamiento tan
marcado esté directamente asociado con una maquinaria quimiosensorial
compleja. Sin embargo, estudios previos en piojos humanos y piojos de otros
vertebrados, mostraron que existe una reduccion en las estructuras periféricas
sensoriales y en el numero de genes sensoriales en comparacién con otros

insectos estudiados (Kirkness et al. 2010, Crespo y Vickers 2012).

En el esquema experimental desarrollado, no se pudo determinar la modalidad
sensorial por la cual los piojos procesan la informacion del hospedador y mas
estudios son necesarios. Los érganos sensoriales de los piojos como la antena,
las piezas bucales y las patas son candidatos a presentar estructuras
sensoriales que puedan reconocer la informacion relacionada con el

hospedador.

Los piojos estan altamente especializados en el movimiento entre los cabellos
del hospedador. Sin embargo, tienden a moverse con dificultad y muy
lentamente en otros sustratos, como el vidrio, el papel, la seda, etc.
(Wigglesworth, 1941). En consecuencia, el mecanismo mas relevante por el
cual llegan al hospedador es el mero movimiento entre los hospedadores
cuando éstos se encuentran relativamente cerca (Lehane 2005, Heukelbach
2010). En este escenario particular, el piojo depende casi exclusivamente de
las habilidades sociales de su hospedador para propagarse e iniciar una nueva

colonia (Rozsa y Apari 2012).

Bajo estas condiciones, los piojos muestran un comportamiento de “busqueda”
diferente y Unica que solo se puede comparar con la estrategia de emboscada

de una garrapata que consiste en posicionarse en la punta de un arbusto para
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aumentar la probabilidad de que un hospedador lo contacte en lugar de
moverse activamente hacia él (Carroll 1995). Sin embargo, estos aracnidos en
general pueden sobrevivir periodos de tiempo mas largos sin alimento,
mientras que los piojos de la cabeza pueden sobrevivir pocas horas fuera del

hospedador.

Por lo tanto, los piojos, debido a sus limitaciones fisiolégicas, solo pueden
‘confiar’ en el comportamiento social de sus hospedadores y no pueden
realizar una busqueda activa usando claves quimicas y fisicas a larga distancia
como lo hacen otros insectos hematéfagos (Guidobaldi et al., 2014, Barrozo et

al. 2017).

Teniendo en cuenta la biologia y ecologia particular de los piojos de la cabeza,
proponemos que éstos evallan claves asociadas al hospedador durante el
movimiento de uno a otro. Alternativamente, la informaciéon quimiosensorial
podria evaluarse cuando el piojo ya se encuentra en la cabeza y la informacién
procesada los haria tomar la decision de permanecer o abandonar ese
hospedador. En ambos casos, la prediccion de que existe una infestacion
diferencial entre hospedadores es apropiada. Esta condicién, que significa que
la mayoria de los hospedadores albergan pocos piojos, mientras que algunos
hospedadores portan la gran mayoria de parasitos, representa una estrategia
comun en poblaciones de parasitos incluyendo diferentes especies de piojos

(Shaw y Dobson 1995, Buxton 1946, Wigglesworth 1941, Heukelbach 2010).

En conclusioén, en este capitulo se demostrd por primera vez que los piojos

disminuyen su actividad locomotora y presentan un comportamiento asociado a
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la busqueda de alimento cuando perciben sustancias del cuero cabelludo

humano.
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2.5. Anexo
Se estudio el efecto de un factor externo (temperatura) e interno (el ayuno) en

la respuesta de los piojos a sustancias provenientes del hospedador.

Experimento 1: Efecto de la temperatura de la arena en la respuesta

comportamental a sustancias provenientes del hospedador

Se estudid el efecto de la temperatura en la respuesta de los piojos a
sustancias provenientes del hospedador. Los piojos se expusieron a papeles
con estimulo vs papeles control en uno de los dos niveles del tratamiento
Temperatura: en una arena a 25°C o una a 30°C. Para cada arena, la
temperatura se midié6 antes y después de cada ensayo con un termémetro
digital.

Experimento 2: Efecto del ayuno en la respuesta comportamental a sustancias

provenientes del hospedador

El efecto del ayuno en la respuesta comportamental de los piojos a sustancias
provenientes del hospedador se estudié en nuestro dispositivo experimental. El
tiempo de ayuno se modul6 alimentando a los insectos sobre los brazos de un
voluntario, en dos tratamientos: 5 minutos de ayuno y dos horas de ayuno.
Cada piojo, al cual se le asigné al azar uno de los dos niveles del tratamiento,
se evalud individualmente en la arena de doble eleccion de estimulo del

hospedador vs papel limpio.

En los Experimentos 1 y 2solo se usaron muestras provenientes de un solo

voluntario.
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Resultados

Experimento 1: Efecto de la temperatura de la arena en la respuesta

comportamental a sustancias provenientes del hospedador

No se observd efecto significativo de la temperatura de la arena sobre la
respuesta comportamental de los piojos a sustancias provenientes del
hospedador (t = 0,0917; p = 0,9275; gl =31). Los piojos eligieron permanecer
un mayor porcentaje de tiempo en la zona del estimulo independientemente de

la temperatura de la arena (tanto en la arena a 25°C como a 30°C).

ns

100-

40-

% tiempo en la zona del
estimulo del hospedador

25°C 30°C

Figura 1. Porcentaje de tiempo promedio que pasaron los piojos en la zona del estimulo del
hospedador en arenas a 25°C y a 30 °C. Abreviacion: ns= el efecto del tratamiento fue no

signicativo.

Experimento 2: Efecto del ayuno en la respuesta comportamental a sustancias

provenientes del hospedador

No se observd efecto significativo de los tiempos de ayuno evaluados en la
respuesta comportamental de los piojos a sustancias provenientes del
hospedador (t = 0,5026; p = 0,6192; gl = 28). Los piojos eligieron permanecer
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un mayor porcentaje de tiempo en la zona del estimulo independientemente del

tiempo de ayuno (tanto con ayuno de 5 minutos como de 2 horas).

100+

40-

estimulo del hospedador

% tiempo en la zona del

5 minul:q;s ayuno 2 horas ayuno

Figura 2. Porcentaje de tiempo promedio que pasaron los piojos en la zona del estimulo del
hospedador tratados con ayuno de 5 minutos y 2 horas. Abreviacion: ns= El efecto del

tratamiento fue no significativo.

Con los resultados de estas dos series experimentales, se continué con la
caracterizacion de la respuesta de los piojos a muestras del cuero cabelludo de

voluntarios y tiempos de post lavado diferentes.
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Capitulo 3

EL ROL DE LA ANTENA DE
PEDICULUS HUMANUS
CAPITIS: UNA APROXIMACION
MORFOLOGICA

101



102



3.1. Introduccion

En la busqueda de recursos, los organismos detectan diferentes claves
provenientes del ambiente a través de los érganos sensoriales. En los insectos,
la unidad estructural y funcional que participa en la recepcién sensorial es la
sensilia, la cual puede estar presente en distintos 6rganos sensoriales como las
patas, el ovipositor, aparato bucal y especialmente en las antenas. La
distribucion y diversidad de sensilias es mayor en las antenas en general.
Como resultado de esto, las antenas representan el 6rgano sensorial
multimodal mas importante de los insectos, presentando no solo sensilias
olfativas, sino también de contacto, mecano-, higro- y termorreceptoras, y a
veces hasta sensores para CO; (Keil 1999). La funcion primaria y a veces
unica de la antena es como érgano sensorial. Por lo tanto, es de esperar que
su tamafo y el numero de sensilias que posea sean reflejos directo de las

necesidades sensoriales del insecto (Chapman 1982).

La antena de los piojos asociados a diferentes vertebrados (orden Phthiraptera)
fue descripta en varias ocasiones. Esta estd formada por un escapo, un
pedicelo y un flagelo dividido en tres flagelomeros. Piojos de elefantes, de
gallinas, de palomas, de vacas, de cerdos y de hasta humanos presentan, en
general, pocos y similares tipos de sensilias concentradas en los ultimos dos
flagelémeros (Wigglesworth 1941, Miller 1969, Uberlaker 1973, Slifer y Sekhon
1980, Baker y Chandrapatya 1992). La antena del piojo humano del cuerpo fue
caracterizada por primera vez por Keilin y Nuttall (1930) en su trabajo

denominado “Estudios Iconograficos de Pediculus humanus”. En él, se
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encuentra una figura (Figura 5 de seccion Introduccion) que ilustra una antena
vista por transparencia donde se pueden observar varias sensilias (la mayoria
en el ultimo flagelémero) y las neuronas que se encuentran en la base de ellas.
Inclusive, se puede observar un nervio antenal que viaja en sentido distal a
proximal por la antena. Wigglesworth (1941) retoma el estudio de la fisiologia
sensorial del piojo del cuerpo y en él postula que la antena presenta tres tipos
de sensilias: organos clavija, érganos penacho y pelos tactiles. Detall6 dos
tipos de érganos clavija: tres “fuertemente puntiagudos” y seis o siete “punta
redondeada”.

También informé que al cortar transversalmente los érganos clavija, la pared
cuticular era excesivamente fina y que debajo de cada uno se podian observar
un grupo de seis neuronas. Ademas, postuld la existencia de tres organos
penacho, dos en el tercer flageldbmero y uno en el segundo; cada uno
presentando en su base entre cinco y seis neuronas. Luego, Miller (1969)
corrigié las observaciones de Wigglesworth, concluyendo que habria solo dos
o6rganos penachos (uno en el tercer flageldbmero y uno en el segundo
flagelomero) en lugar de tres y agregé un cuarto tipo de sensilia: los “érganos

del poro”.

En 1980, Slifer postuld a los 6rganos clavija, érganos del poro y 6rganos
penacho e inclusive la parte cuticular de la antena de donde los 6rganos clavija
emergian como quimiorreceptores. Mas tarde, en un estudio exhaustivo de los
organos penacho mediante microscopia electrénica de transmision, Steinbrecht
(1994) concluyé que este tipo de sensilia seria de tipo bimodal y que evaluaria

tanto estimulos hidricos como térmicos.
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Desde 1994, no se publicaron nuevos estudios sobre la antena del piojo
humano. Al presentar un bajo numero de sensilias, los piojos son el modelo
ideal para tratar de asociar tipo de sensilia con su funcién bajo un enfoque

multidisciplinario.

El presente capitulo tiene el objetivo de contribuir al estudio morfologico del rol
de la antena en la evaluacién de estimulos asociados al hospedador. Para ello
describimos morfolégicamente las sensilias presentes en la antena de piojos
adultos y comenzamos a describir el cerebro de P. humanus capitis. En
particular, analizamos las proyecciones de neuronas sensoriales de las
antenas que viajan al cerebro del piojo de la cabeza y discutimos en base a
nuestros resultados morfolégicos las implicancias de estas estructuras

sensoriales en el reconocimiento del hospedador.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Insectos

Los insectos fueron recolectados como se detalla en el capitulo 1. Los insectos
se llevaron al laboratorio donde fueron seleccionados y almacenados en

solucién de alcohol 70%. Se utilizaron hembras, machos y ninfas I, Il y 11l

3.2.2. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La organizacién externa de la antena de P. humanus capitis adultos y ninfas se
escaned por microscopia electronica de barrido para describir e identificar

estructuras candidatas a evaluar al hospedador. Los insectos que se
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almacenaron en alcohol 70% durante 72 hs, se secaron al aire y luego se
montaron en placas de aluminio con cinta de carbono. Los insectos se
dispusieron sobre la cinta en diferentes posiciones para facilitar la observacion
de las estructuras de interés. Luego, se metalizaron con una mezcla de Oro-
Paladio. Posteriormente, los individuos se examinaron con un microscopio Carl
Zeiss NTS SUPRA 40 perteneciente al Centro de Microscopia Avanzadas de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA). Las imagenes se grabaron

digitalmente para su posterior analisis.

Se midieron las sensilias y los segmentos antenales utilizando las imagenes
digitales que se obtuvieron del microscopio. Las medidas de las sensilias sélo
se realizaron en las antenas de las hembras y se obtuvieron a partir del
software de procesamiento y medicion de imagenes Imaged (Wayne Rasban
National Institute of Healths, USA, https://imagej.nih.gov/ij/). Para cada
estructura se midié el largo total y el diametro. La terminologia empleada y

clasificacion de los tipos de sensilias se realizd en base a la morfologia externa.

3.2.3. Tincion anterograda
3.2.3.1. Protocolo de neurobiotina

Se inmovilizaron hembras vivas sobre portaobjetos con cinta de papel doble faz
dejando la cabeza expuesta y cuidando de no tapar los espiraculos distribuidos
a lo largo del cuerpo con la contencion de cinta. Luego, se cortaron ambas
antenas de cada insecto con microtijeras (World Precision Instruments, USA) a
la altura aproximada entre el pedicelo y el primer flagelémero bajo lupa. En
cada antena cortada se colocé un capilar previamente estirado y afinado
llenado con una solucién 1 % de neurobiotina (Neurobiotin Tracer®, Vector

laboratorios, Burlingame, USA) en KCI 0,25M (Figura 1). Se dejo migrar el
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marcador neuronal durante 6 horas aproximadamente, lo cual se realizé en el
interior de una cédmara humeda (caja de Petri con algodén mojado en

agua)para evitar la deshidratacion del insecto.

Luego, se disecaron los cerebros de todos los insectos tratados bajo lupa en
solucion buffer Millonig. La remocién de los cerebros de los piojos resultdé muy
dificultosa principalmente por el tamafio del insecto y la delicada estructura de
los tejidos neuronales. Sin embargo, la cuticula fina y de color caramelo fue
una ventaja. Con luz de aplicada de costado y con un fondo negro, se
observaron las estructuras de interés directamente por transparencia. Las
disecciones exitosas fueron aquellas, donde el haustelo y clipeo fueron
firmemente sujetados y luego rasgados con la ayuda de una pinza Dumont nro
55. Inmediatamente, cada cerebro salié por la abertura hecha previamente,
oprimiendo suavemente la cabeza. El pequeno cerebro libre se levanté de la
solucion buffer Millonig con la ayuda de un pelo de pincel. Ademas, también se

cortaron cabezas enteras luego de la marcacion anterdgrada.

Los cerebros disecados y las cabezas enteras se incubaron en una solucion

fijadora de paraformaldehido (PFA) al 4% en Millonig durante una noche.

Al dia siguiente, los cerebros y cabezas se lavaron tres veces con solucién
Millonig. Se los someti6 a deshidrataciones crecientes, un paso de
metilsalicilato u 6xido de propileno, y luego a deshidrataciones decrecientes. A
continuacion, después de un lavado con buffer Millonig, las muestras se
incubaron en solucién de Oregon Green (488, Molecular Probes, OR, USA) en

oscuridad durante una noche. Finalmente, luego de un ultimo lavado con buffer,
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los cerebros y cabezas de piojos fueron colocados en portas excavados y se

utilizé VectaShield (Vector laboratorios, USA) como medio de montaje.

3.2.3.2. Protocolo de rodamina dextrano

Este protocolo es similar al descripto para neurobiotina (secciéon 3.3.3.1). Se
colocd una solucion de rodamina dextrano al 10 % en agua destilada en los
capilares. La solucion migré a través de las antenas de los insectos montados
durante seis horas en oscuridad. Luego, se realizo la diseccion de cerebros o
se cortaron las cabezas respectivamente. Ambos fueron almacenados en
solucion fijadora de PFA 4 % durante una noche. Al dia siguiente, las muestras
se lavaron en buffer Millonig y posteriormente se montaron en VectaShield en

portas excavados.

Todas las muestras se analizaron en el microscopio confocal (Olympus
FV300/BX61), Centro de Microscopia Argentina, Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales). Las reconstrucciones 3D de los Iébulos antenales se realizaron

utilizando el programa Reconstruct ®.

capilar con solucion
con neuromarcador

Figura 1. Método capilar para la migracion del marcador neuronal.
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3.3. Resultados

3.3.1. Generalidades de la antena

Las antenas de hembras, machos y ninfas presentaron en general las mismas
estructuras sensoriales y el mismo niumero de segmentos antenales (escapo,
pedicelo y un flagelo formado por tres flagelémeros) (Figura 2A). En las ninfas

se observaron fusiones graduales entre los distintos segmentos (Figura 2B).

La antena de hembras de P. humanus capitis midieron en promedio 295,15 +
15,12 ym. Las mismas estan compuestas por un escapo, con largo promedio
de 53,32 £ 6.15, un pedicelo de 78,20 * 5,54 y un flagelo de 150,18 + 9,07 uym.
El flagelo esta subdividido en tres subsegmentos o flageldmeros, llamados F1,
F2 y F3 de proximal a distal (Figura 2A). Los F1 y F2 miden 50,3 £ 5,1 um y
41,74 + 3,14 um, respectivamente, y el F3 mide 58,16 + 4,13 um. Se
identificaron cinco tipos de estructuras sensoriales a lo largo de la antena de
los piojos mediante MEB: cerdas, érganos penacho, érganos del poro, sensilias

basiconicas (u 6rganos clavija) y un poro (Figura 3, 4, 5,6, 7,8y 9).

109



_alf .-m'll.' ¥

Figura 2. Imagen de una antena de hembra adulta (A) y de una ninfa Ill (B). Barra A= 30 pm,

Barra B= 10 pm.

3.3.2. Cerdas

Las cerdas o sensilias tricoideas se encuentran en todos los segmentos de la
antena (Figura 3A). Muestran un bolsillo bien desarrollado en la base
afinandose hacia el extremo distal. En la superficie de la cuticula de las cerdas
no se observaron poros (Figura 3B). El escapo, el pedicelo y el F1 presentan
exclusivamente cerdas. Tres cerdas se identificaron en el escapo y entre 5y 7
en el pedicelo (Figura 3A), midiendo en promedio 16,46 + 1,02 um y 15,21 +

1,84 ym respectivamente.

Se encontraron cerdas mas largas en el flagelo. F1 y F2 presentaron entre 5y
6 cerdas de 25,56 + 2,24 ym y 26,98 *+ 1,67 um respectivamente, mientras que

el F3 solo presenté 3 cerdas de 22,39 2,69 uym.
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Figura 3. Disposicion de las cerdas en los tres ultimos flagelémeros (A) Detalle de una cerda
(B). Barra A= 10 um, Barra B= 2 pm.

3.3.3. Organos penacho

Se identificaron dos 6rganos penacho localizados en la zona dorsolateral de F2
y F3 (Figura 4A). Cada 6rgano consiste en una cavidad profunda y circular
(3,54 + 0,21 ym de diametro) de la cual emergen 6 pelos. Estos pelos tienen

una longitud promedio de 3,31 + 0,18 ym (Figura 4B).
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Figura 4. Detalle de los F2 y F3. Las flechas indican la posicién de los érganos penacho (A).

Detalle del 6rgano penacho presente en el F3 (B) Detalle del 6rgano penacho presente en el F2
(C). Barra A= 10 ym, Barra B= 300 nm, Barra C= 2 ym

3.3.4. Organos del poro y el poro simple

Se encontraron dos 6rganos del poro centrados en una depresion oval y
superficial (29,3 £ 2,4 ym de didmetro) en la zona dorsolateral del F3 (Figura
5A). Cada drgano exhibe una estructura con forma de sol, presentando una
placa central de 0,32 + 0,02 um de diametro rodeada por 49 + 1 surcos de 0,73
1 0,04 um de longitud) (Figura 5B, C). En algunas antenas, se observo la fusiéon

azarosa de estos surcos.
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Ademas, se observé una estructura que denominamos poro simple ubicado en
la zona dorso-medial del F3 cercano al 6rgano penacho y los 6rganos del poro
(Figura 5A, D). Se observd un unico poro simple cuyo diametro fue de 0,49 *

0,03 pm.

Figura 5. Detalle del F3, las flechas indican la posicion de los dos drganos del poro y del poro,

respectivamente (A) Detalle de un par de 6rganos del poro (B) Detalle de un érgano del poro
donde se observan los numerosos surcos (C) Detalle del poro (D). Barra A= 2 ym; Barra B= 1
pm; Barra C= 200 nm; Barra D= 200 nm.

3.3.5. Sensilias basiconicas

En el extremo distal de F3 se observaron diferentes tipos de sensilias (Figura

6). Entre ellos, se pueden identificar alrededor de diez sensilias basiconicas de
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3 tipos morfolégicos: “tipo dedos”, “punta fina” y “punta redondeada”. Las
sensilias “tipo dedos” (8,13 = 0,95 pm de longitud) se caracterizan por la
presencia de numerosos “dedos” cortos en la punta de su estructura y por la
presencia de poros a lo largo de su superficie. En cada antena se encontraron

cuatro sensilias “tipo dedos” (Figura 7).

Las basicénicas de tipo “punta fina” (9,25 + 0,03 ym de longitud) también
exhiben multiples poros distribuidos uniformemente a lo largo de la cuticula,
aunque esta sensilia termina en un extremo fino y puntiagudo (Figura 8). Se

encontraron cuatro sensilias de este tipo en cada antena.

Por ultimo, se observaron dos basicénicas de tipo “punta redondeada” en el
extremo distal del F3. Con una longitud promedio de 6,56 £ 0,16 um, estas
sensillas presentaron una pared uniforme y un poro unico en la punta (Figura

9).

La inspeccion morfolégica de la antena de piojos revelé que el F3 posee la

mayor diversidad de sensilias.
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Figura 6. Detalle del extremo distal de un F3. Barra = 3 pm.

Figura 7. Imagen de una sensilia “tipo dedos” donde se ve su insercion en la cuticula (A)

Detalle del arreglo terminal de la sensilia. Ademas se observan numerosos poros en toda su
pared (B). Barra A = 1 ym; Barra B= 300 nm.

115



Figura 8. Imagen de una sensilia de tipo “punta fina” con numerosos poros alineados en su
cuticula. Barra= 200 nm.

Figura 9. Imagen de una basiconica de tipo “punta redondeada” con un poro terminal en la

zona apical. Barra= 1 pm.
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3.3.6. Proyecciones neuronales de la antena al cerebro

La cuticula de la cabeza del piojo de la cabeza es transparente y las
estructuras internas son visibles bajo lupa. Los 2 protocolos de tincion llevados
a cabo (es decir, neurobiotina y rodamina dextrano) revelaron resultados
similares. En todas las preparaciones se observé un nervio antenal con un solo
tracto entrando a la capsula de la cabeza a través de cada antena (Figura 10
B). El volumen medio del cerebro de los piojos es de 6,626 * 10° + 1,126 * 10°
um? (246,25 + 11,19 pm de ancho, 185 + 2 um de alto). Para estas mediciones
se utilizaron 5 cerebros y la cifra del volumen se obtuvo suponiendo que la
forma del cerebro se aproxima a un cilindro sin los Iébulos 6pticos.

Ambos nervios antenales inervaron un neuropilo en el cerebro del piojo,
correspondiente al Iébulo antenal (LA). Los LA presentan una forma de
herradura, situado ventralmente cerca de los conectivos esofagicos. ElI LA
mide en promedio 54,17 + 2,46 ym de ancho y 38,16 + 1,74 um de alto,
medidas que se obtuvieron a partir del area de proyeccion de las neuronas
sensoriales observadas en el LA, utilizando el ancho promedio de los cerebros
como referencia (N = 4 cerebros). Las tinciones llevadas a cabo revelaron que
los LAs del piojo tienen un estructura glomerular (Figura 11A). Luego del
analisis de las imagenes y a través de la reconstruccion tridimensional de los
LAs, se identificaron entre 8 y 10 glomérulos en cada LA (Figura 11C, D). Para
las reconstrucciones 3D se utilizaron tres individuos diferentes. En todas las
muestras analizadas, las posicion de los glomérulos fue aproximadamente

similar (Figura 11C, D).
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Por ultimo, también se observd, aunque en una unica preparacion de
neurobiotina, una proyeccioén ipsilateral hacia la zona media del protocerebro

(Figura 11A).

lébulo
antenal A

Figura 10. Imagen del MEB de una vista dorsal de la cabeza y antenas de un piojo adulto (A).
Vista dorsal de un piojo tratado con rodamina donde se observa el nervio antenal llegando a un

neuropilo que postulamos como el I6bulo antenal (B).
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Figura 11. Vista anterior de un cerebro de piojo adulto tratado con neurobiotina donde se
observa el nervio antenal (flecha) llegando al I6bulo antenal (circulo). También se observa una
proyeccion que alcanza la zona media del protocerebro (A). Detalle de un lébulo antenal en
otro cerebro donde se observan con mas detalle las estructuras glomerulares (B).
Reconstruccion 3D del I6bulo antenal observado en (A) y en (B) donde se observan entre 8 y
10 glomérulos (C- D).
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3.4. Discusion

Lo expuesto en este capitulo representa el primer estudio de la morfologia de la
antena y de las estructuras centrales involucradas en la integracion de la
informacion periférica proveniente de las antenas de los piojos de la cabeza.
Como sucede con la mayoria de los animales que desarrollan estilos de vida
parasitarios, en los piojos de la cabeza observamos un sistema sensorial
relativamente simple. En particular, nuestros estudios morfolégicos mediante
MEB nos permitieron describir distintas estructuras sensoriales en la antena
que podrian estar asociadas a la deteccion de estimulos de diferentes
modalidades sensoriales: quimica (gustativa y olfativa) y fisica (mecanica,
térmica e hidrica). Ademas, los protocolos de tincién llevados a cabo en este
capitulo revelaron un par de neuropilos con pocas estructuras glomerulares que

postulamos como los Iébulos antenales del cerebro del piojo de la cabeza.

Las sensilias del piojo de la cabeza descriptas en este trabajo mostraron ser
muy similares a las de otros miembros del orden Phthiraptera estudiados
previamente (Miller, 1969; Ubelaker et al., 1973; Slifer y Sekhon, 1980; Baker y
Chandrapatya, 1992). A lo largo de todos los subdrdenes de Phthiraptera (es
decir, Anoplura, Ischnocera, Amblycera y Rhynchophthirina) la morfologia de
las antenas es bastante similar y conservada, caracterizada por Ila
concentraciéon de sensilias en la zona distal de la antena (Baker vy
Chandrapatya, 1992; Arya et al., 2012). Mediante el andlisis de las imagenes

obtenidas del MEB, encontramos un patron espacial similar de sensilias
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antenales en machos, hembras y ninfas. Adicionalmente, las estructuras
sensoriales del piojo de la cabeza serian similares a las reportadas
parcialmente para los piojos del cuerpo (Wigglesworth, 1941; Slifer y Sekhon,
1980, Steinbrecht, 1994; observacion personal).

De acuerdo con trabajos previos y nuestros resultados, el esquema sensorial
general de la antena de los piojos de la cabeza esta representado por
alrededor de entre 20 y 25 cerdas, 2 érganos penacho, 2 érganos del poro, 1
poro simple, 4 basicénicas “tipo dedos”, 4 basicénicas de tipo “punta fina” y 2
basiconicas de “punta redondeada”.

En base a la morfologia externa de las sensilias y a la literatura en otros piojos,
podemos proponer funciones para cada una de ellas. Las cerdas, las cuales
son finas y largas y presentan una base articulada podrian cumplir un rol como
mecano- y propioreceptores. Los érganos penacho podrian funcionar como
termo-higrorreceptores Esta afirmaciéon esta basada en el trabajo de
Steinbrecht (1994) quien realizé un estudio exhaustivo de estas estructuras en
los piojos del cuerpo mediante la aplicacion de técnicas de criofijacion y
concluyo que los drganos penachos son sensilias bimodales que detectan tanto
estimulos térmicos como hidricos. Steinbrecht (1994) también describié a los
organos del poro en los piojos del cuerpo y sugiri6 que también éstos serian de
naturaleza bimodal: termorreceptores y quimiorreceptores olfativos. En este
trabajo identificamos dos de estos 6rganos del poro en el F3 del piojo de la
cabeza. Un cuarto tipo de sensilia que sélo fue observada anteriormente en
especies del género Damalinia (Soler Cruz y Martin Mateo, 1998) y ha sido
propuesta simplemente como "poro" se describe aqui por primera vez en P.

humanus capitis. Esta estructura podria tratarse de una sensilia de tipo
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celoconica con potencial funcién termorreceptora, ya que coincide con otras
sensilias morfolégicamente similares presentes en triatominos como Triatoma
infestans (Bernard, 1974) y Rhodnius prolixus (Catala y Schofield, 1994), y la
chinche de cama Cimex lectularius (Steinbrecht and Muller, 1976).
Wigglesworth (1941) y Slifer y Sekhon (1980) postularon que las sensilias
basiconicas presentes en el extremo distal de la antena del piojo del cuerpo
eran potenciales quimiorreceptores. Nuestro trabajo muestra por primera vez
con gran detalle la estructura de estos pelos sensoriales. Se identificaron tres
morfotipos: basiconicas “tipo dedos”, “punta fina” y “punta redondeada”.
Basandonos estrictamente en la morfologia de estas estructuras, dos de ellas
(las basiconicas “tipo dedos” y las “punta fina”) serian sensilias olfativas, ya
que su cuticula presenta poros distribuidos uniformemente. Las sorprendentes
protuberancias presentes en la punta de las basiconicas “tipo dedos” podrian
tratarse de una disposicion espacial para aumentar la captacién de olores del
entorno. El tercer tipo de basicénica (basicénica “punta redondeada”) sélo
presentd un poro en la punta, lo que sugiere que podria tratarse de un
quimiorreceptor de contacto o gustativo.

Otra caracteristica comun en todo el orden Phthiraptera es el numero
relativamente bajo de sensilias presentes en las antenas. Chapman (1982)
propuso que los insectos que viven en ambientes donde las dosis de estimulos
relevantes son particularmente altas presentarian un numero relativamente
bajo de sensilias. El bajo numero de receptores puede proporcionar baja
sensibilidad, pero a su vez ofrece un esquema simplificado para la integracion

de la informacion en el sistema central.
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Otra hipodtesis que podria explicar una maquinaria sensorial acotada seria que
un bajo numero de sensilias representaria una adaptacion para evitar la
deshidratacion (Kristoffersen et al., 2008) y dado que los piojos en general son
propensos a morir rapidamente fuera del hospedador debido a la pérdida de
agua (Nuttall, 1919; Wigglesworth, 1941; Buxton, 1946), éste podria ser el

Caso.

Adicionalmente, estudiamos las proyecciones antenales al cerebro del piojo de
la cabeza para describir las estructuras centrales involucradas en la integracion
de la informacion periférica de la antena. Los resultados de las tinciones
llevadas a cabo en los cerebros de P. humanus capitis revelaron un lébulo

antenal reducido en comparacion con los Iébulos antenales de otros insectos

(Galizia et al., 1999; Laissue et al., 1999; Zube et al., 2008; Couton et al.,

2009). No obstante, tras las reconstrucciones 3D de tres I6bulos antenales,

identificamos entre 8 y 10 marcas fluorescentes mas intensas o glomérulos que
le dan una estructura glomerular a los LAs. Escasa es la informacién acerca de
la ecologia sensorial del piojo de la cabeza, por ejemplo, no sabemos aun
cuadles son los olores relevantes en la vida de un piojo. Aunque podriamos
especular que los olores de mayor relevancia serian aquellos emitidos por el
hospedador, el cual representa para un piojo su alimento, refugio, reproduccién
y sitio de oviposicién. Los habitos alimentarios pueden ser otra razén para el
numero reducido de glomérulos en los lI6bulos antenales (Kollman et al., 2016).
Los piojos de la cabeza son especialistas extremos, alimentandose solo de
sangre humana a lo largo de su ciclo de vida. Contrariamente, otros insectos

hematéfagos pueden tener un abanico mas amplio de hospedadores
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potenciales, hecho que se traduce en la necesidad de un sistema sensorial
mas complejo que les permita percibir mas olores. Teniendo en cuenta los
multiples estudios de |6bulos antenales en insectos de diferentes ordenes, es
mas probable que los menos desarrollados sean el resultado de una
adaptacion convergente a un estilo de vida similar y requerimientos ecoldgicos
y etolégicos especificos en lugar de tratarse de una caracteristica intrinseca de
un taxon dado (Kollman et al., 2016).

La presencia de glomérulos pocos definidos y/o escasos no seria un indicador
directo de la ausencia o pobre sentido del olfato: los piojos de la cabeza
responden en forma conspicua a olores humanos (Wigglesworth, 1941; Ortega
Insaurralde et al., 2017; Galassi et al., 2018) y a repelentes (Toloza et al., 2006;
Pelletier et al., 2015; Peock y Maunder, 1993). De manera similar, el piojo de la
paloma Columbicola columbae (Crespo y Vickers, 2012), libélula de vientre
plano Libellula depressa (Rebora et al., 2013) y el psilido de la zanahoria
Tryoza apicalis (Kristoffersen et al., 2008) responden significativamente a
olores relevantes en su biologia presentando lobulos antenales simples y/o

aglomerulares.

Lo expuesto en este capitulo representa el primer paso en el estudio funcional
de las estructuras sensoriales descriptas en la antena para ganar conocimiento
en la biologia sensorial involucrada en la interaccién hospedador-piojo de la

cabeza.
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Capitulo 4

EL ROL DE LA ANTENA DE
PEDICULUS HUMANUS
CAPITIS: UNA APROXIMACION
COMPORTAMENTAL
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4.1. Introduccion

La exploraciéon de la base sensorial de ciertos comportamientos (como la
busqueda de alimento, deteccion de una clave intraespecifica, de refugio, etc.)
se puede abordar mediante distintos enfoques, entre ellos la remocion
mecanica de estructuras candidatas y la observaciéon a posteriori de cémo se
modifica la respuesta de interés. Por ejemplo, Roth (1951) demostré que la
amputacion de ambos flagelos de las antenas de hembras del mosquito Aedes
aegypti suprimia el comportamiento de busqueda de sangre humana. Por otro
lado, mosquitos con tarsos removidos no respondieron a superficies humedas
de la misma manera que mosquitos intactos (Bar-Zeev, 1960). En otro modelo
animal, la remocidon de las antenas de la chinche de cama Cimex lectularius
redujo significativamente la respuesta de agregacion a papeles previamente
manchados por otros congéneres (Olson et al., 2009).

Wigglesworth (1941) en su obra pionera "La Fisiologia Sensorial del Piojo
Humano" detalld, a través de ensayos comportamentales, como los piojos
respondian a diversos estimulos tales como olores, calor y fuentes humedas.
En sus disefos experimentales, él se preguntd, entre otras cosas, si al anular
una sensilia especifica de la antena se suprimia la respuesta a la que estaba
ajustada. Por ejemplo, observd que los piojos del cuerpo eran repelidos por
ciertos olores y evitaban las regiones humedas en arenas experimentales de
dos opciones. Sin embargo, cuando cubria las sensilias de la punta de la
antena con pintura de celulosa, el comportamiento de evitacion a un olor

repelente cesaba y cuando hacia lo mismo con los 6rganos penacho, la
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respuesta a la humedad también se suprimia. Mas tarde, Mumcuoglu et al.
(1986) y Peock y Maunder (1993) también observaron que el comportamiento
de agregacion a las heces en los piojos del cuerpo y la repelencia al piperonal
en piojos de la cabeza respectivamente, desaparecian después de tratar a los
insectos con antenectomias parciales.

Siguiendo el esquema experimental de estos autores, primero evaluamos la
respuesta comportamental de piojos adultos a estimulos de distinta modalidad:
quimico, hidrico y térmico. Luego, nos preguntamos si la antena del piojo es el
o6rgano sensorial que media la respuesta comportamental a distintas
modalidades de estimulo. Y mas especificamente nos preguntamos cuales
serian las sensilias candidatas presentes en la antena a evaluar cada tipo de
estimulo. Para acercarnos a las respuestas de estas dos preguntas, se estudio
el efecto de cortar los flageldbmeros de la antena en la respuesta
comportamental de piojos adultos en presencia de estimulos quimicos, hidricos

y térmicos.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Insectos

Los piojos se recolectaron y almacenaron como se describe en el Capitulo 1.
Se utilizaron hembras para todos los ensayos. El numero de réplicas fue de 15

para cada tratamiento.

4.2.2. Dispositivo experimental

La arena se describid en el Capitulo 2. Las réplicas de cada serie experimental

se llevaron a cabo cambiando la posicidon del estimulo entre el lado izquierdo o
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derecho para evitar heterogeneidad espacial donde no se deseo

intencionalmente.

Un individuo se liber6 en el medio de la arena y su comportamiento se registré
durante 5 minutos como se describié en el Capitulo 2. Se registré el tiempo que
un piojo paso en la zona del estimulo. Todos los ensayos se desarrollaron bajo

condiciones de luz, temperatura y humedad controladas.

4.2.3. Ablacién antenal

La cirugia de los flagelémeros antenales se realizé con un par de micro-tijeras
(World Precision Instruments) en piojos inmovilizados con plastilina bajo lupa.
Los tratamientos aplicados a cada individuo fueron los siguientes (detallados en

la Figura 1):

e INT: Ambas antenas intactas
e F3-: Ambas antenas con los flageldmeros 3 removidos
e F2F3-: Ambas antenas con los flageldmeros 3 y 2 removidos

e 1ANT: Una antena intactay la otra sin los flageldmeros 3 y 2

INT F3- F2F3- 1ANT

Figura 1. Esquema de los distintos tratamientos aplicados a cada grupo de piojos.
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Estudios previos a los que se detallan a continuacion se realizaron para
analizar el efecto de la cirugia en piojos controles. Los resultados se detallan

en el Anexo de este capitulo.

4.2 .4. Preparacion de los estimulos quimicos provenientes del hospedador

Se colectaron muestras de cuero cabelludo de un voluntario como se describid
en el Capitulo 2 (Mat y Met 2.2.2). Un papel de filtro con los estimulos quimicos
se colocd en una zona de la arena (zona estimulo), mientras que en el lado
contrario se dispuso un papel de filtro limpio (zona control). Cada papel fue
reemplazado en cada ensayo. La temperatura de la arena para este

experimento se mantuvo a 30°C.

4.2.5. Preparacion del estimulo hidrico

Se agregaron 100 microlitros de agua corriente en una mitad de la arena,
humedeciendo el papel de filtro que sirvi6 como sustrato. Para esto se usé una
micropipeta con la que se distribuyé el agua homogéneamente. De esta
manera, la zona del estimulo de la arena permanecié humeda, mientras que la
otra zona se mantuvo seca. Con el objetivo de minimizar la evaporacion del
agua en la zona del estimulo, los experimentos se iniciaron inmediatamente
después de distribuir el agua. Los ensayos se llevaron a cabo a una

temperatura ambiental de 22 °C.

4.2.6. Preparacion del estimulo térmico

La heterogeneidad térmica se generé en la arena mediante una placa
termostatica programada a 32 + 2 ° C que se dispuso debajo de la zona del

estimulo de la arena. El lado control se mantuvo a una temperatura de 22 + 2 °
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C. La temperatura en ambas zonas de la arena se midié antes y después de

cada ensayo.

=

W a CONTROL |ESTiMULO

Figura 2. Esquema del ensayo comportamental.

4.2.7. Analisis estadistico

El tiempo de permanencia en la zona del estimulo se cuantificé para cada
insecto como una medida de preferencia. También se registro, el tiempo total
de locomocion para cada individuo, como una medida de la activacion

provocada por el estimulo.

Las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales (es decir, INT, F3-,
F2F3- y 1ANT) se evaluaron por medio de ANOVAs de un factor seguidos por
comparaciones a posteriori, después de verificar la homocedasticidad y la
normalidad de los datos. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el paquete

estadistico R (v.3.3.1) (R Core Team 2016).
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4.3. Resultados

4.3.1. Funcién de la antena en la respuesta a estimulos quimicos provenientes
del hospedador

Los insectos con ambas antenas intactas (INT) o con una sola antena intacta
(LANT) permanecieron significativamente la mayor parte del tiempo en la zona
con el estimulo quimico (compuestos del cuero cabelludo) con respecto a los
grupos antenectomizados (F3- y F2F3-) (Figura 3 A, ANOVA de 1 factor, F =
15,76, gl = 3, p = 1,74, comparaciones de Tukey HSD: INT vs F3-, p <0,001;
INT vs F2F3-, p <0,01; 1ANT vs F3-, p <0,001; 1ANT vs F2F3-, p = 0,02). La
ausencia de flagelomero 3 (F3-) fue suficiente para que los insectos pierdan la
preferencia por la zona del estimulo. Ademas, los piojos INT mostraron un nivel
de actividad significativamente menor que los otros grupos (Figura 3B, ANOVA
de 1 factor, F = 16,7, gl = 3, p <0,001; comparaciones de Tukey HSD: INT vs
1ANT, p = 0,0055; INT vs F3-, p <0,001; INT vs F2F3-, p <0,01). Los insectos
INT una vez que llegaron al lado donde se encontraba el estimulo de cuero
cabelludo disminuyeron su nivel de actividad. Sin embargo, cuando se
ablacionaron ambos F3- de las dos antenas o los flagelomeros F2F3- también
de ambas antenas, tanto la preferencia como el efecto arrestante por la zona
que presentaba el estimulo de cuero cabelludo desaparecieron. Resultados
intermedios se obtuvieron en los piojos del tratamiento 1ANT, donde se
observo una preferencia similar a los piojos INT por permanecer en la zona con
estimulo, pero no se arrestaron significativamente en dicha zona como si lo

hicieron los insectos INT.
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Figura 3. Respuesta comportamental de los piojos a estimulos quimicos presentes en el cuero
cabelludo. A) Tiempo de permanencia en la zona del estimulo en insectos intactos y
antenectomizados, expresado como porcentaje del tiempo total del ensayo. B) Actividad de
piojos intactos y antenectomizados, medida como el porcentaje del tiempo que los insectos
caminaron sobre la arena con independencia de la regidon en que prefirieron permanecer.

Diferentes letras indican diferencias significativas (ANOVA de 1 factor, p<0,05).
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4.3.2. Funcién de la antena en la respuesta al estimulo hidrico

Los piojos con antenas intactas (INT) permanecieron significativamente menos
tiempo en la zona humeda de la arena que los insectos simétricamente
antenectomizados (F3- y F2F3-) (Figura 4 A, ANOVA de 1 factor, F = 5,047, gl
=3, p = 0,00364, comparaciones de Tukey HSD: INT vs F3-, p = 0,032; INT vs
F2F3-, p = 0,005). Los insectos con una sola antena (LANT) presentaron un
comportamiento de evitacién parcial de la zona humeda, con valores de
preferencia intermedios entre los individuos INT y los ablacionados
(comparacién Tukey HSD, 1ANT vs INT, p = 0,644; 1ANT vs F3-, p = 0,356;
1ANT vs F2F3-, p = 0,104). Por otro lado, los niveles de actividad de los piojos
de diferentes grupos experimentales no difirieron significativamente (Figura 4 B,
ANOVA de 1 factor,F = 1,451, gl = 3, p = 0,238), lo que sugiere que la
humedad genera una aversion espacial pero no una modulacion cinética.
Ademas, estos resultados confirman que la ablacion de segmentos antenales
no tuvo efectos sobre la locomocion de los piojos. De forma similar a la serie
anterior, la ablacion de F3 y / o F2 y F3 caus6 una pérdida significativa de la
respuesta aversiva a la zona humeda de la arena, lo que sugiere que F3
probablemente contiene las estructuras sensoriales implicadas en la deteccion

de la humedad.
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Figura 4. Respuesta comportamental de los piojos a un estimulo hidrico. A) Respuesta de
preferencia de piojos intactos y antenectomizados en una arena de dos opciones, medida como
el porcentaje del tiempo pasado en el lado del estimulo. B) Niveles de actividad de piojos
intactos y antenectomizados, medido como el porcentaje del tiempo que los insectos caminaron

sobre la arena. Diferentes letras indican diferencias significativas (ANOVA de 1 factor, p<0,05).
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4.3.3. Funcién de la antena en la respuesta al estimulo térmico

Los piojos con antenas intactas (INT) prefirieron permanecer significativamente
mas tiempo en la zona a 32 + 2 ° C en comparacion con los insectos
antenectomizados (es decir, F3-, F2F3- y 1ANT; Figura 5 A, ANOVA de 1

factor, F = 9,819, gl = 3, p <0,001, comparaciones de Tukey HSD: INT vs

1ANT, p = 0,029; INT vs F3-, p <0,001; INT frente a F2F3-, p <0,001). La
ausencia de F3 en los piojos caus6 una pérdida de preferencia por el lado mas
calido de la arena. Sin embargo, esta preferencia solo se observd si ambas
antenas estaban intactas. No se observaron diferencias significativas entre los
niveles de actividad de los diferentes grupos de insectos (ANOVA de 1 factor, F
= 2,384, gl = 3, p = 0,075, Figura 5 B), lo que sugiere una vez mas que la
cirugia no afectd la locomocion de los insectos. Estos resultados sugieren que
los termorreceptores presentes en el F3 podrian ser responsables de la

preferencia térmica de los piojos y que ambas antenas son necesarias para la

deteccion del calor.
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Figura 5. Respuestas comportamentales de piojos adultos a un estimulo térmico. A) Respuesta
de preferencia de piojos intactos y antenectomizados en una arena de dos opciones, medida
como el porcentaje del tiempo pasado en el lado del estimulo. B) Los niveles de actividad de
los piojos intactos y antenectomizados, medidos como el porcentaje del tiempo que los insectos
caminaron sobre la arena. Diferentes letras indican diferencias significativas (ANOVA de 1
factor, p<0,05).
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4.4. Discusion

Este trabajo representa el primer estudio funcional de la antena del piojo de la
cabeza en la evaluacion de estimulos quimicos y fisicos asociados al
hospedador. Los resultados demostraron que la cirugia antenal no afectd la
locomocién del insecto en nuestro disefio experimental (ver Anexo), lo que
permiti6 evaluar como la antenectomia parcial afectaba la respuesta
comportamental a estimulos de distintas modalidades. En lineas generales, la
respuesta a los tres estimulos (quimico, hidrico y térmico) dependié de la
presencia del flagelomero 3, el segmento mas distal y con mas diversidad de

estructuras sensoriales de la antena del piojo.

En el capitulo 2 se describié el efecto de compuestos presentes en el cuero
cabelludo humano en la respuesta comportamental de piojos de la cabeza
adultos en una arena de dos opciones, demostrando un efecto arrestante de
dichos estimulos sobre la actividad locomotora de los piojos. Ademas, Galassi
et al. (2018) demostré que los piojos presentan una respuesta orientada a los
olores del hospedador en un olfatdbmetro de tubo. Los piojos con antenas
intactas prefirieron las zonas con estimulos del cuero cabelludo humano,
permaneciendo mas tiempo que en las zonas sin estimulo (papel limpio). La
eliminacién del flageldomero 3 (F3-) de ambas antenas abolié esta preferencia,
lo que sugiere que las sensilias presentes en este segmento estan implicadas
en dicha deteccion quimica. Hablamos de deteccion quimica, porque la
muestra de cuero cabelludo puede contener no solo claves quimicas volatiles u

olores sino también quimicos no volatiles. El piojo, durante el ensayo al
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desplazarse libremente en la arena, podria detectar olores emanados de la
muestra o podria contactar con sus antenas el papel cargado con el estimulo.
En el primer caso, detectaria los olores emitidos por el papel a través de
quimiorreceptores olfativos, en el segundo caso por quimiorreceptores de
contacto o gustativos. El F3 presenta sensilias multiporosas con probable
funcién olfativa, por un lado las basicénicas, que incluyen dos morfotipos, la
sensilia “tipo dedo” y la sensilia “punta fina” y por otro lado los 6rganos del
poro. Por lo tanto, las neuronas receptoras olfativas alojadas en estas sensilias
podrian estar adaptadas a detectar olores provenientes del cuero cabelludo,
entre otros. Ademas, en F3 se puede encontrar la sensilia basiconica
uniporosa de punta redonda, que pudiera estar involucrada en la deteccién de
moléculas no volatiles también presentes en las muestras de cuero cabelludo
humano. Por lo tanto, una o ambas modalidades quimiosensoriales, olfato y/o
gusto, podrian guiar el comportamiento de los piojos en nuestra configuracion

experimental.

Aunque los insectos con una sola antena intacta prefirieron la zona con el
estimulo de cuero cabelludo, el arrestamiento en los niveles de actividad solo
ocurrié cuando las dos antenas estaban intactas. Posiblemente una entrada
antenal reducida, debido a la escisién de F2 y F3 de una de las antenas, no
seria suficiente para desencadenar un arrestamiento significativo en los
insectos. Lo cual permite especular que ambos comportamientos (i.e.
preferencia y actividad) resultan de la integracion de la informacién por

mecanismos diferentes con umbrales de sensibilidad diferentes.

Los piojos con antenas intactas mostraron aversién a superficies humedas. Sin

embargo, la eliminacion de F3 diluyé este comportamiento de manera

139



significativa. El equilibrio hidrico es una cuestién de importancia entre los
insectos y, de hecho, algunos insectos terrestres son propensos a conservar y
captar agua del medio ambiente bajo diferentes adaptaciones (Hadley 1994).
Los piojos en general sufren desecacién cuando estan fuera de sus
hospedadores, sobreviviendo aproximadamente 18 horas fuera de él. Cuando
los piojos estan sobre un hospedador, se alimentan varias veces al dia. Como
resultado, experimentan una gran ingesta de agua en cada toma de sangre. La
elevada cantidad de agua en la sangre puede a su vez tener en los insectos
consecuencias negativas, que deben ser resueltas. Algunos insectos
hematofagos lo hacen produciendo y excretando una abundante orina mientras
se alimentan (Wigglesworth, 1931), mientras que el piojo produce excretas
secas pero pierde el agua de la ingesta a través del sistema de traqueas del
sistema respiratorio (Heukelbach, 2010). En consecuencia, si un piojo de la
cabeza ha parasitado a un hospedador, el agua no seria un recurso limitante.
En general, la humedad excesiva en el ambiente facilita la proliferacion de
hongos, a veces con efectos nocivos para los insectos. Por lo tanto, diferentes
especies desarrollaron distintos limites de tolerancia para ambientes humedos,
de acuerdo con su fisiologia y adaptaciones al habitat (Guarneri et al., 2002;
Rowley y Hanson, 2007). En los piojos, nuestros resultados muestran que las
sensilias implicadas en la deteccién de la humedad se encuentran en F3.
Previamente, se han propuesto a los érganos penacho como los responsables

de la deteccion de la humedad en los piojos del cuerpo (Steinbrecht, 1994).

Finalmente, solo los piojos con ambas antenas intactas optaron por pasar mas
tiempo en la zona mas calida de la arena. El calor es una de las senales mas

relevantes utilizadas por los insectos hematdfagos para encontrar a sus
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hospedadores de sangre caliente (Lazzari, 2009). En el caso del piojo de la
cabeza, el calor a priori no funcionaria como clave para la busqueda del
hospedador ya que estos insectos no hacen una busqueda activa. Sin
embargo, el calor podria ser relevante para detectar un hospedador que
incidentalmente se acerca al insecto, en el movimiento del piojo dentro de la
cabeza del hospedador de los cabellos al cuero cabelludo y también para
detectar cambios en la temperatura de la piel del hospedador, como por
ejemplo, cuando éste ultimo tiene fiebre o cuando muere (Nuttall, 1919). Los
resultados de este trabajo muestran que la respuesta al estimulo térmico
depende exclusivamente de la entrada bilateral de ambas antenas, ya que la
preferencia por el estimulo térmico desaparecié en los insectos con solo 1
antena (1ANT). Esta respuesta también se desvanecié cuando el F3 y ambos
F2 y F3 fueron eliminados. Las sensilias candidatas para evaluar la informacion
térmica pueden ser los érganos penacho, los érganos del poro y el poro simple,

los tres presentes en el F3.

Este capitulo proporciona nueva informacion sobre la fisiologia sensorial de los
piojos de la cabeza, incluidas las estructuras involucradas en la deteccion y el
procesamiento de estimulos, asi como el comportamiento mostrado en
respuesta a estimulos asociados al hospedador. En conjunto, estos resultados
no solo revelan la relevancia de las estructuras quimio- y termo-
higrorreceptoras implicadas en la identificacion de estimulos asociados al
hospedador en la antena de los piojos, sino que también revelan la importancia

del F3 en esta tarea.

Los estudios futuros deberian centrarse en la busqueda de sensilias

adicionales en otras partes de su cuerpo, como las patas y las piezas bucales y
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en la verificacion de la funcién de cada tipo de estructura sensorial mediante

registros electrofisiologicos.

142



4.5. Anexo

Efecto de la ablacién antenal en la actividad locomotora de
piojos adultos en las arenas controles

Con el objetivo de estudiar si la cirugia antenal tiene un efecto en la actividad
locomotora del insecto, realizamos mediciones de velocidad y tiempo de
permanencia en las arenas de doble eleccion controles de cada serie

experimental del Capitulo 4.

Para determinar si la eliminacién de los flageldmeros afectaba la locomocién en
las diferentes arenas, la velocidad (cm / s) y el porcentaje de tiempo
transcurrido en cada zona de la arena (% s) se registraron utilizando el
software de comportamiento Ethovision XT 10 (Noldus®). Ambas variables se
registraron en la arena control de la arena de estimulo quimico (papeles limpios
en ambas zonas, arena a 30 ° C). Realizamos la misma comparacion para el
control de la arena de estimulo hidrico (ambas zonas secas, arenaa 22 ° C) y
la arena de control de estimulo térmico (ambas zonas de la arena a 20 ° C

después de que cada insecto fue alimentado).

Cortes a diferentes niveles de la antena fueron llevados a cabo. Los
tratamientos aplicados a cada piojo fueron los siguientes (detallados en la

Figura 1):

e INT: Ambas antenas intactas
e F3-: Ambas antenas con los flagelébmeros 3 removidos

e F2F3-: Ambas antenas con los flagelébmeros 3 y 2 removidos
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INT F3- F2F3-

Figura 1. Esquema de los tratamientos aplicados en piojos de la cabeza adultos para evaluar el

efecto de la cirugia antenal.

Resultados

En las tres series experimentales, la cirugia antenal no afecté la dispersién
espacial de los piojos en la arena, distribuyéndose en promedio la mitad del
tiempo en cada zona de la arena (ANOVA 1 factor, arena control olor: F =
0,678, gl = 2, p = 0,514; arena control agua: F = 1,267; gl = 2; p = 0,293; arena
control calor: F = 0,862, gl = 2; p = 0,43) (Figura 1, 2 y3). La actividad
locomotora (medida como la velocidad) en las tres arenas tampoco vario por

efecto de la antenectomia (ANOVA 1 factor, arena control olor: F = 0,952, gl =
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2, p = 0,395; arena control agua: F = 2,588 ; gl = 2; p = 0,0884; arena control

calor: F = 0,502; gl = 2: p = 0,61) (Figura 1, 2y 3).

La actividad locomotora de piojos con antenas intactas que caminaron en
distintas arenas controles fue significativamente diferente (ANOVA 1 factor, F =
4,616, gl = 2, p = 0,016) (Figura 4) .La actividad de piojos intactos fue mayor en
la arena control de olor al hospedador (a 30 °C) y en la arena control de calor
(piojos alimentados cinco minutos antes del ensayo, arena a 22 ° C) que la
actividad en la arena control de estimulo hidrico (Tukey, arena ctrl olor vs arena

ctrl agua, p = 0, 037 ; arena ctrl calor vs arena ctrl agua, p = 0,032)

Los piojos alimentados fueron tan activos como piojos que caminaron en
arenas a temperaturas parecidas a las de sus hospedadores (Tukey, arena ctrl

olor vs arena ctrl calor, p = 0,99)
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Figura 1. Tiempo de permanencia en la zona control y actividad para los piojos sometidos a
tres tratamientos de antenectomia para la arena control de olores del hospedador. ns: no hay

diferencias significativas debido a los tratamientos.
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Figura 2. Tiempo de permanencia en la zona control y actividad para los piojos sometidos a
tres tratamientos de antenectomia para la arena control de estimulo hidrico. ns: no hay

diferencias significativas debido a los tratamientos.
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Figura 3. Tiempo de permanencia en la zona control y actividad para los piojos sometidos a
tres tratamientos de antenectomia para la arena control de estimulos térmicos.ns: no hay

diferencias significativas debido a los tratamientos.
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Figura 4. Velocidad promedio para piojos con antenas intactas en cada una de las tres arenas
controles. Olor= estimulo quimico; agua= estimulo hidrico; calor (32 °C)= estimulo térmico.

Diferentes letras indican diferencias significativas p<0,05.
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Capitulo 5

ESTUDIO PRELIMINAR DE
OTROS ORGANOS
SENSORIALES DE PEDICULUS
HUMANUS CAPITIS
CANDIDATOS A EVALUAR AL
HOSPEDADOR
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5.1. Introduccion

En la evolucion de la hematofagia el aparato bucal de cada grupo de insectos
se modifico independientemente para permitirles perforar la piel y tomar la
sangre de sus hospedadores. Esto ha resultado en los diferentes tipos de
aparatos bucales bien conocidos, todos capaces de obtener sangre, que
caracteriza a la variedad de insectos hematéfagos que conocemos en la
actualidad (mosquitos, vinchucas, chinches de cama, moscas tse tse, piojos,
etc.). Asimismo, las sensilias que median las respuestas a estimulos asociados
al hospedador se encuentran adaptadas a su contexto particular (i.e.,
comportamiento, ecologia, nicho) dependiendo de su insecto portador. De esto
resulta una gran variedad de tipos morfolégicos de sensilias en insectos en

general y en hematdéfagos en particular.

Segun Mclver (1987), la aceptabilidad de una fuente de comida para un insecto
hematéfago comienza con el primer paso en la localizacion del hospedador. Un
estimulo inicial desencadena la toma de sangre de manera que el insecto se
prepara para un estimulo subsecuente. Si este estimulo es detectado, el
insecto respondera de manera de maximizar la oportunidad de contactar el
siguiente estimulo en la cadena comportamental. El resultado es una secuencia
compleja de estimulos y respuestas que, si se completan, fueron
desencadenados por un hospedador adecuado. Por lo tanto, la necesidad de
analizar una amplia gama de estimulos en la etapa final, por ejemplo, durante

el proceso de la toma de sangre, seria menor. Consecuentemente, es
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esperable que existan pocos receptores quimiosensoriales en el aparato bucal

de insectos hematéfagos, mas especificamente hematofagos obligados.

Las patas de los piojos serian otros érganos candidatos a presentar estructuras
sensoriales que evaluarian al hospedador. Muchos insectos fitéfagos y
hematofagos facultativos (como mosquitos y tabanos), gracias a
quimiorreceptores de contacto, pueden detectar sustancias no volatiles, como
por ejemplo azucares y sales, indicadoras de una fuente de alimento (Chapman

2003).

Teniendo en cuenta lo expresado, el objetivo de este capitulo es reconocer
estructuras sensoriales presentes en el aparato bucal y patas de los piojos de

la cabeza que estarian involucradas en la deteccién del hospedador.

En una primera etapa, para determinar la posible implicancia de estructuras
sensoriales del aparato bucal y patas en la deteccion del hospedador, se
evaluo si piojos antenectomizados pueden alimentarse sobre la mano de un

voluntario.

En una segunda etapa, se describié la organizacién estructural de sensilias
candidatas distribuidas en el aparato bucal externo y patas de piojos adultos
mediante el analisis de imagenes obtenidas por microscopia electronica de

barrido.

Por ultimo, se discute la bateria sensorial de los piojos involucrada en la

evaluacion del hospedador en comparacion con otros insectos hematofagos.
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Insectos

Los insectos se recolectaron como se detalla en el Capitulo 1. En todos los

ensayos, se utilizaron hembras.

5.2.2. Ensayo de alimentacion con piojos antenectomizados

Con el objetivo de evaluar la implicancia de estructuras adicionales a la antena
en la deteccion del hospedador, se evalud la decision de piojos adultos de
alimentarse sobre el brazo de voluntarios humanos bajo distintos tratamientos

de antenectomizacion.

La cirugia de los flageldbmeros antenales se realizdé con un par de micro-tijeras
(World Precision Instruments) en piojos inmovilizados bajo Ilupa. Los

tratamientos aplicados a cada piojo fueron los siguientes:

e [NT: Ambas antenas intactas
e F3-: Ambas antenas con los flagelémeros 3 removidos
e F2F3-: Ambas antenas con los flageldmeros 3 y 2 removidos

e F1F2F3-: Ambas antenas con los flagelémeros 3, 2 y 1 removidos

A cada piojo se le asigné un tratamiento al azar. Un individuo se apoy¢ sobre el
brazo de un voluntario y se registrd si se alimenté o no durante 5 minutos. La
respuesta alimentaria positiva se tom6 como tal cuando se observd por
transparencia la entrada de sangre por bombeo en la cabeza de cada insecto

bajo lupa.
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Figura 1. Esquema del ensayo de alimentacion con insectos antenectomizados.

5.2.3. Analisis estadistico

La respuesta alimentaria de los piojos bajo los diferentes tratamientos de corte
de flagelomeros se estudi6 mediante un modelo lineal generalizado binomial
con n = 1. Dicho modelo asocia la presencia de un segmento con la
probabilidad de alimentarse del piojo. Los supuestos de aleatoriedad e
independencia se cumplieron. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el

paquete estadistico R (v.3.3.1) (R Core Team 2016).

5.2.4. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La organizacién externa del aparato bucal y de las patas de P. humanus capitis
adultos se escaned por microscopia electronica de barrido para describir e
identificar estructuras candidatas que les permitan evaluar al hospedador. Las
muestras se procesaron siguiendo el protocolo experimental detallado en el

Capitulo 3.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Comportamiento de alimentacién en piojos antenectomizados

En promedio, la probabilidad de que un piojo se alimente sobre la mano del
voluntario no vario significativamente con el corte de flageldmeros (p= 0,180).
En otras palabras, el numero de flagelomeros faltantes no explica si el piojo
come 0 no come: bajo todos los tratamientos la proporcién de insectos que
comié fue alta (Figura 2). Cualitativamente, no se observdé que los piojos
antenectomizados tuvieran dificultades para evaluar y perforar la piel para
iniciar la toma de sangre. En otros insectos hematéfagos, como por ejemplo en
insectos triatominos, la antenectomia anula por completo la fase de muestreo,
que consiste en la busqueda de capilares a través de movimientos activos del
aparato bucal en la piel del hospedador (Friend y Smith, 1977). Sin embargo,
en experimentos similares con hembras de Aedes aegypti antenectomizadas,
cuando éstas eran dispuestas sobre la piel humana podian alimentarse

perfectamente (Roth, 1951).
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Figura 2. Porcentaje de piojos alimentados bajo los diferentes tratamientos de antenectomia. El
nimero de piojos que se alimentaron no se modificéd significativamente por la falta de

flagelémeros. ns= no hay diferencias significativas.

Estos resultados sugieren que la antena no seria el érgano determinante para
la completa evaluacion del hospedador una vez que el piojo se encuentra sobre
él. Hipotetizamos, entonces, que existirian otras estructuras sensoriales
distribuidas en otros 6rganos del cuerpo de los piojos que podrian contribuir a
informar al insecto que existen los recursos necesarios para iniciar la fase de

muestro.

En los piojos antenectomizados la presencia de termorreceptores en otras
partes del cuerpo podrian brindarles la informaciéon necesaria para que el

insecto inicie la fase de muestreo. Sin embargo, no creemos que el calor por si
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solo sea el estimulo que desencadene la alimentacién, ya que hemos detallado
en el Capitulo 1 que el piojo en una arena a una temperatura similar a la del
piel del hospedador aumenta la velocidad de desplazamiento en lugar de
quedarse quieto para hacer el muestreo de una superficie potencial de piel

humana.

Las sustancias quimicas presentes en el cuero cabelludo humano
desencadenan arrestamiento de los piojos en la zona del estimulo y ademas
inician una serie de comportamientos esterotipados similiares a los que hace
sobre el cuero cabelludo en el momento de la alimentacion (Capitulo 2).
Cuando el piojo se posa sobre la muestra de cuero cabelludo, el haustelo del
piojo se mueve hacia adentro y hacia afuera, exponiendo los denticulos. Ahora
bien, como vemos que los piojos antenectomizados pueden cumplir con todas
las fases de alimentacién y postulamos que un conjunto de sustancias
quimicas podria ser el disparador de este comportamiento, es posible que
quimiorreceptores del aparato bucal o de las patas podrian detectar los
estimulos del hospedador necesarios para desencadenar la alimentacion.
Hasta el momento se desconoce de la existencia de compuestos quimicos
fagoestimulantes presentes en la piel del hospedador que favorezcan la
alimentacion de los insectos hematéfagos. Mas trabajos son necesarios en esta
direccion. Sin embargo, sabemos que distintas especies de mosquitos, Aedes
aegypti, Anopheles quadrimaculatus y An. gambiae reconocen a través de
quimiorreceptores de contacto de la labela (estructura del aparato bucal que
contacta la piel del hospedador pero no entra en contacto con la sangre)
detectan sales y azucares (Kessler et al 2013, Sparks and Dickens 2016). En

Aedes, la ausencia de antenas y palpos maxilares determinaron que las
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hembras no pudieran alimentarse sobre el hospedador. Se sabe que los palpos
maxilares presentan varios tipos de sensilias, entre ellas quimiorreceptores,
detectores de CO,, termorreceptores y mecanorreceptores (Bohbot et al.,

2014).

5.3.2. Sensilias del aparato bucal del piojo de la cabeza

Por lo discutido anteriormente analizamos por MEB el aparato bucal de piojos.
Las estructuras del aparato bucal del piojo son discretas ya que todo el aparato
chupador se encuentra totalmente retraido dentro la capsula de la cabeza
(Figura 3). La cabeza se divide en tres zonas bien diferenciadas: el haustelo, el
clipeo, el epicraneo y el occipucio. En general, se observaron sensilias
similares a las cerdas descriptas en la antena de los piojos, distribuidos mas o
menos en forma agregada en las diferentes zonas de la cabeza. Las cerdas
presentaron bases articuladas en la base y afinandose hacia el extremo distal.
No se observaron poros o estructuras particulares en la pared de las cerdas
(Figura 4D). Estas sensilias se distribuyeron en forma agregada alrededor del
haustelo en la zona anterior del clipeo; representando potenciales
mecanorreceptores con la funcién de coordinar las acciones que se llevan a
cabo durante la perforacion de la piel tales como la eversion del haustelo y los
estiletes (Figura 3, 4A). No descartamos que algunas de esas cerdas sean
potenciales quimiorreceptores de contacto. Las cerdas que se encuentran en
las zonas laterales del clipeo y en el lado ventral de la primera porcion del
epicraneo tendrian la funcién de coordinar la posicion de las antenas durante la

alimentacion (Figura 3, 4 B, C).
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Figura 3. Proboscis y cabeza de un piojo adulto. (A) Vista dorsal, de anterior a posterior:
haustelo, clipeo, epicraneo y occipucio. Barra de escala= 100 um. (B) Vista ventral. Barra de

escala= 30 pym.Los circulos muestran las zonas de agregacion de las cerdas.

Figura 4. Distribucion de cerdas en las zonas de la cabeza de un piojo adulto. (A) Cerdas y

posibles quimiorreceptores de contacto de la parte anterior del clipeo. Barra de escala= 10 ym.
(B) Cerdas de la zona lateral del clipeo. Barra de escala= 10 ym. (C) Cerdas cercanas a la
base de las antenas. Barra de escala= 10 uym. (D) Detalle de una cerda de la zona anterior del

clipeo. Barra de escala= 3 ym.
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Por delante del clipeo, se extiende un rostro pequefo, corto y romo: el haustelo
(Figura 3). Es incompletamente circular, y su periferia se interrumpe
ventralmente formando la abertura bucal (Figura 5). En las inmediaciones de la
abertura bucal, una bateria de estructuras quitinosas fuertes, los denticulos, se
observan distribuidos de manera uniforme (Figura 5B, C, D). En la Figura 5E se

observa el haustelo con los denticulos totalmente evertidos.
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Figura 5. Haustelo de un piojo adulto. (A) Vista dorsal del haustelo. Barra de escala = 1 ym. (B)

Vista ventral, se observan multiples denticulos. Barra de escala = 10 uym. (C) Detalle de los
denticulos en la zona de la abertura bucal. Barra de escala = 1 ym. (D) Vista anterior del

haustelo. (E) Haustelo totalmente evertido. Barra de escala= 2um.
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En la mayoria de los piojos chupadores (suborden Anoplura) se ha reportado
sensilias del tipo cerdas o tricoideas en la regién alrededor de la abertura bucal
como por ejemplo en el piojo del ganado, Solenopotes capillatus (Miller 1970),
la ladilla Pthirus pubis (Ubelaker et al., 1973) e inclusive en Pediculus humanus
capitis (Hatsushika et al., 1983; las imagenes obtenidas del microscopio de
barrido de distintos érganos del piojo de la cabeza de esta publicacién no
tienen una buena resolucion por lo cual las repetimos en este trabajo). Sin
embargo, en el piojo chupador del elefante Haematomyzus elephantis
(suborden Rhynchophthirina) se describié en el rostro elongado una region
palpal labial con un agrupacién de seis sensilias que representaban tres
morfotipos (basiconica, estilocdnica y tricoidea) (Baker y Chandrapatya, 1992).
Sorprendentemente, uno de los morfotipos de dicho palpo labial estaba
representado por dos sensilias basicénicas que son morfolégicamente muy
similares a las sensilias basicénicas olfativas de tipo dedos observadas en la
antena de P. humanus capitis. Adicionalmente, existe evidencia de estructuras
quimiorreceptoras en el aparato bucal de otros insectos hematéfagos como,
dos especies de chinches de cama antropofilicas, Cimex hemipterus fasciculus
y Cimex lectularius (Nagerh et al 1996, Mendki et al 2013), el triatomino
Rhodnius prolixus (comunicacién personal de Romina Barrozo) y en la labela
de Aedes aegypti (Lee y Craig 2009, Sparks et al. 2013) y Lutzomyia

longipalpis (Spiegel et al 1995).

Los resultados de este trabajo muestran sensilias con potencial funcion
mecanorreceptora y dientes especializados en las inmediaciones de la abertura
bucal del piojo de la cabeza. Sin embargo, no descartamos la presencia de
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sensilias quimio y termorreceptoras para lo cual son necesarios estudios

adicionales.

5.3.3. Sensilias de las patas del piojo de la cabeza

Se obtuvieron imagenes de las patas de piojos de la cabeza adultos donde se
observaron cerdas (mecanorreceptores potenciales) distribuidas en la tibia y
tarso (Figura 6A). Ademas, se observo un grupo de pelos en la base de la garra
llamados “proceso de tipo dedos” por Soler y Martin Mateo (2009) cuando los

observaron en las patas del piojo del cuerpo (Figura 6B). Estas estructuras

informarian sobre el angulo de apertura de la garra de la pata del piojo.

Figura 6. (A) Detalle de la porcion final del primer par de patas de un piojo adulto. El circulo
muestra la zona donde se encuentran los procesos de tipo dedos. Barra de escala= 20 um. (B)

Detalle de los procesos de tipo dedos en la base de los tarsos. Barra de escala= 1 ym.

5.3.4. Comparacion de la maquinaria sensorial del piojo de la cabeza versus

otros insectos hematéfagos

A lo largo de esta tesis se describieron morfolégicamente las estructuras
sensoriales de la antena del piojo de la cabeza P. humanus capitis y las
posibles respuestas comportamentales asociadas a cada una de ellas. Junto
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con la informacién actualizada proveniente de la literatura de especies
filogenéticamente proximas, presentamos en esta parte de la Tesis un estudio
comparativo que intenta evidenciar las diferencias y las semejanzas
comportamentales y morfolégicas que existen entre P. humanus capitis y otros

insectos hematofagos, centrandonos en la interaccion insecto/ hospedador.

La hematofagia es una especializacion alimenticia que surgio varias veces de
manera independiente en grupos de insectos no necesariamente
emparentados (Figura 7). Tal es el caso de los Diptera (mosquitos y
fleb6tomos) que se encuentran muy alejados en términos filogenéticos de los
Hemiptera (vinchucas y chinches de cama) y de los Phthiraptera (piojos). Si
bien probablemente la aparicion de la hematofagia en estos grupos se origind
en diferentes términos y con distintas presiones evolutivas, en todos los casos
algunos de sus respectivos ancestros deberian haber presentado
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas que faciliten la aparicion del

comportamiento de la hematofagia.
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Figura 7. Evolucion de la hematofagia en artropodos, Ignell 2017.

En el caso de los mosquitos y vinchucas por ejemplo se postula que el aparato

picador para acceder a fluidos vegetales de un ancestro fit6fago fue el punto de
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partida de la aparicion de la hematofagia. Originariamente, la fitofagia fue
sucedida por un paso transicional de depredacién y entomofagia, en la que la
fuente principal de alimentacién eran otros insectos que se encontraban en el
nicho y explotaban los mismos recursos que los mosquitos y vinchucas
ancestrales. Dichas presas alimenticias, que representaban una mejor fuente
de nutrientes que los fluidos vegetales, comenzaron a ser accesibles gracias al
aparato bucal picador pre-adaptado que les permitié acceder a la hemolinfa de
otros insectos (Otalora-Luna et al., 2013; Lehane, 2005). El ultimo paso hacia la
hematofagia fue un cambio comportamental que se tradujo en la asociacion de
los mosquitos y vinchucas directamente con los animales vertebrados. Dicha
asociacion fue y es mayor en el caso de la vinchuca que en los mosquitos, ya
que este ultimo es hematofago facultativo (i.e. solo las hembras se alimentan
de sangre en ciertos momentos de su vida adulta) mientras que las vinchucas
son hematéfagos obligados (i.e. todos los estadios se alimentan

exclusivamente de sangre).

En los piojos, la hematofagia tiene un origen distinto. Es probable que los
ancestros detritivoros de los piojos fueran atraidos a los nidos y/o refugios de
ciertos vertebrados, donde el ambiente humedo y calido era favorable.
Adicionalmente, el nido pudo haber sido fuente de recursos alimenticios como
materia organica proveniente de restos de piel, heces, etc. (Lehane, 2005).La
ingestion regular y accidental de la materia organica encontrada en el nido o
habitat, muy probablemente condujo a la seleccidon de individuos con el sistema
fisiologico que les permitié la explotacién de dicho material. Las adaptaciones
comportamentales guiaron eventualmente a la alimentacion directa del

huésped. Progresivamente y con el tiempo, aparecerian piezas bucales
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especializadas en la alimentacion de sangre derivadas de piezas masticadoras.
El desarrollo de este tipo de alimentacion fue paulatina primero a la
hematofagia facultativa y luego en algunos insectos a la hematofagia obligada

(Azar y Nel, 2012).

Independientemente de como el comportamiento de alimentarse de sangre fue
seleccionado, muchos de los animales hematofagos que incluyen al hombre
como hospedador pueden presentar importancia médica y sanitaria. La Tabla 1
resume informacion recolectada de la literatura y del presente trabajo acerca de
la maquinaria sensorial de 5 insectos de importancia epidemioldgica,
incluyendo al piojo de la cabeza, Pediculus humanus capitis, a la chinche de
cama, Cimex lectularius, el triatomino vector del Mal de Chagas, Rhodnius
prolixus, al mosquito vector del dengue, Zika y chikungunya, Aedes aegypti, y
al fleb6tomo vector de la Leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis. De manera
global se puede observar un aumento en la complejidad sensorial que va desde
los piojos, pasando por la chinche de cama y el triatomino hasta llegar al
maximo en el mosquito y el fleb6tomo. Dicha complejidad es estimada a través
de la comparacién de las estructuras sensoriales presentes en cada especie:
i.e. numero y tipo de sensilias, numero de glomérulos, numero de genes
neurosensoriales y presencia de otros organos sensoriales. Dicho gradiente
correlaciona positivamente con la distancia que tiene que recorrer el insecto
para encontrar al hospedador. Todos los estadios de piojos y chinches de cama
desarrollan su vida en el entorno mas cercano del hospedador y presentan una
menor carga sensorial en comparacion con los dipteros (mosquitos vy
fleb6tomos) que triplican el numero de sensilias antenales, glomérulos y genes

de los presentados por los insectos anteriores.
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Mclver (1987) recopilé datos de sensilias y neuronas totales (estructuras que
no solo evaluarian al hospedador sino que estarian involucradas en otros
comportamientos como por ejemplo, la copula, oviposicidn, etc) presentes en
las antenas de insectos hematéfagos observando la misma tendencia y barajé
la hipoétesis de que si la relacion entre la distancia al hospedador y la carga
sensorial es una relacion directa podria ser el resultado de lo propuesto por
Chapman (1982, también discutido en el capitulo 3) que postuld que el tamafo
de la maquinaria sensorial esta directamente relacionado con la concentracion

del estimulo disponible(Figura 8).

Pediculus humanus capitis

*

Lutzomyia longipalpis

_%(/ /j&

Aedes aegypti

Cimex lectularius

Rhodnius prolixus

Figura 8. Distancia al hospedador y tamafio relativo de cinco insectos hematéfagos.

En el caso del piojo al estar tan cerca del hospedador, el estimulo siempre esta
concentrado y por eso no necesitaria muchas sensilias para reconocer a su
hospedador mientras que el caso opuesto seria el de un mosquito volador que

enfrenta un abanico de un numero mayor de estimulos y cuyas
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concentraciones se diluyen con la distancia en la busqueda de su hospedador
(esto también se discute en el capitulo 3) (Figura 9). Ademas, la Tabla 1
muestra menor evidencia de estructuras quimiosensoriales en el aparato bucal
y genes sensoriales (en especial gustativos, GRs) en insectos que demuestran
hematofagia obligada (piojos y chinches de cama) en comparacion con los

insectos hematofagos facultativos (mosquito y flebétomos).

F20um

Figura 9. Comparacion de estructuras sensoriales de la antena del piojo de la cabeza versus la
antena del mosquito Aedes aegypti. (A) Vista general de la cabeza del piojo. (B) Antena del
piojo. (C) Vista general de la cabeza del mosquito Aedes aegypti. (D) Detalle de la antena del

mosquito Aedes aegypti.
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Otra observacion de Mclver (1987) mostré6 que la carga sensorial de los
organos del aparato bucal también depende de la complejidad comportamental
asociada a la alimentacion del insecto. En la Figura 10 se muestran las
estructuras sensoriales de la labela de un Aedes aegypti (hematdfago
facultativo) y del haustelo del piojo de la cabeza (hematdéfago obligado). Los
estadios adultos de mosquitos y fleb6tomos se alimentan de sangre pero
también de néctar de flores (hematdfagos facultativos). Consecuentemente la
dualidad de la dieta implica un mayor numero de estimulos a evaluar tanto en
la etapa de busqueda (olores, CO,, temperatura) como en la etapa de
evaluacion del alimento (fagoestimulantes, sustancias disuasivas). Esta ultima
etapa seria mas compleja cuando el insecto consume fuentes de alimentos no
animales ya que en el caso de la hematofagia, la evaluacion de estimulos
cuando el insecto llega a la piel del hospedador dependeria exclusivamente de
la busqueda previa asociada a otros estimulos como por ejemplo, olores a
distancia, calor y CO, (Mclver, 1987). No obstante, la informaciéon sobre la
evaluacion de la piel y sangre del hospedador en insectos hematéfagos
obligados es escasa y mas estudios son necesarios para aceptar esta hipotesis

(Pontes et al. 2014, Benton 2017).
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Figura 10. Comparacion de estructuras sensoriales de la porcién final del aparato bucal de dos

insectos hematofagos. (A) Haustelo del piojo de la cabeza. (B) Labela del mosquito Aedes
aegypti (Lee y Craig, 2009).

Lo resumido en esta seccion demuestra que la hematofagia es el resultado de
un sinfin de factores que dependieron del contexto de cada insecto ancestro y
que fue todo menos un evento sencillo. De hecho, la morfologia de las sensilias
de distintos insectos hematdfagos es mas propensa a reflejar relaciones
taxondmicas independientes del nicho de alimentacién, que comportamientos
alimenticios similares. Consecuentemente los insectos chupadores de sangre
presentan sensilias mas similares en estructura a las de sus parientes fitofagos
y sapréfagos mas cercanos que a otras especies hematéfagas mas distantes

filogenéticamente (Figura 11).

173



Figura 11. (A) Sensilias de la antena de la mosca plaga de las girgolas, Coboldia fuscipes.
(Mt= microtriquia, Ba= basicoénica, Co= celocénica, Ch= quética) (Zhang et al. 2015). (B)
Cuatro subtipos de sensilias olfativas tricoides de la antena de Aedes aegypti (Ghaninia et al.
2008). (C) Organos del poro, érgano del penacho y poro de Pediculus humanus capitis. (D)
Organos del poro, érganos del penacho y poro del piojo masticador del ganado, Damalinia
martingalia (Soler Cruz y Martin Mateo, 1998). A= 6rgano del poro, B= 6rgano del penacho, C=
poro.

Por otro lado, si bien el conocimiento de la biologia de los insectos
hematéfagos ha avanzado enormemente en los ultimos afos, en particular en
el campo de la genética y molecular, muchas preguntas quedan por responder

para terminar de entender como éstos interactuan con sus hospedadores y de
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esta manera desarrollar herramientas para evitar la expansién de las
enfermedades que propagan en el mundo entero. Uno de los pasos clave
consiste en asignar a las estructuras sensoriales ya conocidas y los genes
neurosensoriales asociados su funcién especifica, ya sea de manera directa
sobre el insecto o mediante su expresibn en sistemas heterdlogos
sometiéndolos a un panel de moléculas y combinacibn de moléculas

ecologicamente relevantes.
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Tabla 1. Cuadro comparativo de estructuras sensoriales, genes neurosensoriales y comportamiento asociado al hospedador en los principales insectos
hematoéfagos que afectan al humano.

Pediculus _h_umanus Cimex lectularius Rhodnius prolixus Aedes aegypti Lutz_omyf';\
Capitis longipalpis
IMPORTANCIA Pediculosis No se conoce Vector deMal de Vector de dengue, Vector de
MEDICA SANITARIA Chagas Zika y chikungunya Leishmaniasis
O: Phthiraptera . . ) : . .
CLASIEICACION sO: Anoplura 8 Hemiptera 8 Hemiptera OQ. Diptera o.O. Diptera
TAXONOMICA F- Pediculidae sO: Hgtgrqptera sO: Heterq_ptera sO: Nerr?a.tocera sO: Nematqcera
) F: Cimicidae F: Reduviidae F: Culicidae F: Psychodidae
TAMANO CORPORAL
ADULTO 2-3 mm 5 mm 34 mm 7 mm 3 mm
ESCAPO,
PEDICELO, 1 ESCAPO, PEDICELO, | ESCAPO, PEDICELO, ESCAPO,
FLAGELO: 1 FLAGELO: 1 FLAGELO: EOCARO PEDISELO. | PEDICELO; 1
ANTENA 3 flagelémeros. 2 flagelomeros. 2 flagelomeros. : FLAGELO:

No hay dimorfismo
sexual

No hay dimorfismo
sexual

No hay dimorfismo
sexual.

13 flagelémeros.
Dimorfismo sexual

13 flagelémeros.
Dimorfismo sexual
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10 clavijas: 8 R

16 tipos de sensilias; 8

112 caéticas:

CllEiios Y 2 tipos de mecanoR, 1 MEEEIEIR] Tricoideas:
TIPO DE SENSILIAS gustativos; 9 clavijas estriadas:R P tipo de sensilia’ 573 tricoideas: R mecanoR'.
2 6rganos del poro: R olfativos; o olfativos; ..
ANTENALES Y SU N Lo gustativa; e celoconicas:
p termo-olfativos; 6 clavijas lisas: R . - 6 celoconicas: R .
PUNGIEN 2 6rganos del olfativos; 9 PO E1S BEMENEe olfativos y de LEFTIBIRG
(APROXIMACION enagho_ ormo. e olfativas; 1 tipo de tern erat{’lra_ campaniformes:
MORFOLOGICA) P L ; ’ celoconica: termo- P - propioR; caéticas:
higroR; olfativos . ) 9 ampulaceas: )
2 . higroR; ; R olfativos
1 poro: termoR; 6raano cueva: termoR termoR;
22 cerdas: mecanoR 9 ’ 105 clavijas estriadas:
R olfativos
NUMERO TOTAL DE
SENSILIAS EN LA Aproximadamente 37 Alrededor de 200 Mas de 200 Aproximadamente 800 Cientos
ANTENA*
) 8 glomérulos, sin 29 glomérulos sin 50 glomérulos en
LOBULO ANTENAL dimorfimo sexual No se conoce aun dim%rfismo sexual hembras; 51 No se conoce aun
glomérulos en machos
GENES 10 ORs; 6 GRs; 48 ORs; 11 OBPs; 116 ORs; 33 IRs 131 ORs; 40 IRs; 63 | 52 oec o0 |Rs: 44
NEUROSENSORIALES 5 OBPs; 30 IRs; 24 GRs; 14 GRs: 28; OBPs: 27; OBPs; e
TOTALES * 7 CSPs CSPs CSPs: 19; TRPs: 9 79 GRs ’

OTROS ORGANOS
SENSORIALES
CANDIDATOS A
EVALUAR AL H

Aparato bucal:
mecanoR?;
Patas: mecanoR?

R. olfativos y gustativos
en el rostro.
Pelos gustativos en la
tibia de las patas.

Rostro: mecanoR
Patas: mecanoR
No se documentaron
otro tipo de receptores
hasta la fecha

R gustativos en la
labela.

R térmicos y olfativos
en los palpos
maxilares.

R gustativos en los
tarsos.

R gustativos en la
labela.
R olfativos en los
palpos maxilares.
Patas: ¢7?
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INTERACCION CON

Hematofago obligado
especifico

Todos los estadios se
alimentan y viven
sobre el H

Vive en el H

Hematofago obligado

Todos los estadios se
alimentan del H

Se alimenta de distintos
vertebrados pero
antropofilico

Se alimenta de distintos

Hematéfago obligado

Todos los estadios se
alimentan del H

vertebrados

Hematéfago
facultativo

Solo las hembras se
alimentan del H

Antropofilico

Hematéfago
facultativo

Solo las hembras
se alimentan del H

Se alimenta de
distintos
vertebrados

EL HOSPEDADOR (H)
No hay busqueda Vive cerca del H Habitat selvatico y Vive en el -
; o : . Habitat forestal y
activa del H domeéstico peridomicilio X e
. . peridomicilio
Busqueda activa a
corta distancia Busqueda activa del H | Busqueda activa del H By d "
Diurno? usqude I"Lac iva
Crepuscular? Crepuscular/Nocturno Crepuscular/Nocturno Crepuscular e
Nocturno?
Nocturno
VectorBase: VectorBase;
’ Steinbrecht and Muller VectorBase; Atlas of i
VectorBase; Ignell et .
VectorBase;

REFERENCIAS

Wigglesworth 1941;
Slifer y Sekhon 1980;
Steinbrecht 1994;
Heukelbach 2001;
Kirkness et al. 2010;
Observaciones
personales

1976; Naresh Singh et
al. 1996; Harraca et al.
2009; Harraca et al.
2012; Mendki et al.
2013; Salazar et al.
2015; Benoit et al. 2016

Chagas disease vectors
in America, Vol |, lll;
Barrozo et al. 2009,

Pontes et al. 2014;
Barrozo et al. 2017

al. 2005; Bohbot et al.
2007;

Mclver 1982; Ghaninia

et al. 2007; Slifer 1962

Freitas Fernandes
et al. 2008; Spiegel
et al. 2005
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*No necesariamente todos estan involucrados en la deteccion del H

Abreviaturas:

R: receptor

H: hospedador

Ors: Receptores olfativos

OBPs: Proteinas de unién odorante

Grs: Receptores gustativos

CSPs: proteinas quimiosensoriales

TRPs: proteina de potencial receptor transitorio
IRs: Receptores ionotrépicos
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El piojo de la cabeza es un insecto unico en términos de como se relaciona con
su hospedador. El pelo, la piel y la sangre de la cabeza del humano son los
sustratos donde los huevos eclosionan y las ninfas y adultos caminan, se
alimentan, se aparean y oviponen durante toda su vida. Si un piojo cae de su
hospedador o es removido, no tiene los recursos necesarios para moverse
activamente hacia su hospedador original o a uno nuevo. Sus patas no estan
especializadas para saltar (como una pulga) o volar (como un mosquito) o
caminar sobre superficies que no sean pelos humanos, por lo tanto el piojo es
lento y torpe sobre el piso u otra superficie lisa. Su estrategia es una busqueda
pasiva donde espera reconocer la llegada de un nuevo hospedador y asi
acceder a su cabeza. Este es el contexto de transmisién resumido de un piojo
de la cabeza y es el mismo contexto que probablemente haya modelado y
seleccionado la bateria sensorial del insecto en términos de maximizar su
supervivencia y éxito reproductivo. Debido a este especial tipo de transmision,
uno tenderia a pensar a priori que las estructuras sensoriales para detectar al

hospedador estarian reducidas.

Los resultados de esta tesis comprueban dicha hipétesis, encontrando
escasas sensilias distribuidas en las antenas del piojo. La morfologia del I6bulo
antenal del cerebro del piojo, encargado de recibir la informaciéon que entra a
través de las antenas, también fue simple en nuestros resultados
experimentales, presentando pocas unidades funcionales (los glomérulos). Sin
embargo, el piojo demostroé ser sensible a estimulos asociados al hospedador
como los olores del cuero cabelludo, la humedad y el calor en arenas de doble
eleccién bajo condiciones ambientales controladas. Los piojos se arrestaron y

desplegaron comportamientos asociados al momento de alimentacion en
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presencia de olores del cuero cabelludo. Cuando se les presentd superficies
humedas, los piojos mostraron una respuesta aversiva y cuando se les
presentd un sustrato estabilizado a la temperatura de la piel del hospedador,
los piojos la prefirieron y su actividad locomotora aument6. Las respuestas
fueron conspicuas y poco variables en piojos intactos pero se perdieron cuando
el tercer flageldbmero de ambas antenas estaba ausente. Dicho segmento
presentd la mayor diversidad de estructuras sensoriales incluyendo
quimiorreceptores olfativos, de contacto o gustativos, termo-higrorreceptores y
mecanorreceptores (funcién estimada en base su morfologia). Cuando se
evalud la alimentacién de piojos antenectomizados, éstos se alimentaron en
igual proporcion que aquellos con antenas intactas. La busqueda de
estructuras sensoriales en otros érganos del cuerpo del piojo no demostro
(morfologicamente) mas que estructuras mecanorreceptoras. No obstante, no
descartamos que éstas u otro tipo de sensilias en otras zonas del cuerpo del
piojo cumplan la funcion de, adicionalmente a la antena, detectar al

hospedador.

En el tramo final de esta tesis, también mostramos un trabajo comparativo de la
carga sensorial involucrada en la interaccién con el hospedador de insectos
hematdéfagos de importancia médica y sanitaria. En general, se observé un
aumento en la complejidad sensorial que incluyé numero y tipo de sensilias,
numero de glomérulos, sensilias en otros érganos del cuerpo, numero y tipo de
genes neurosensoriales, etc. que fue desde los piojos, pasando por la chinche
de cama y triatominos hasta llegar al maximo en el mosquito y el flebétomo.
Dicho gradiente correlaciond positivamente con la distancia que tiene que

recorrer el insecto para encontrar al hospedador y también se observé una
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correlacion con el habito alimentario, siendo los hematéfagos obligados los

menos complejos en términos sensoriales.

La mayoria de los estudios fisioldgicos y comportamentales en piojos humanos,
se realizaron en el piojo del cuerpo por su importancia como vector de una de
las epidemias mas importantes del siglo XX. En la actualidad, si bien el piojo de
la cabeza no representa una enfermedad tan grave como es el tifus, su
presencia constituye una problematica mundial principalmente en nifios de
edad escolar.No obstante, es poco estudiado en términos de su interaccion con
su hospedador en gran medida por la dificultad para obtener ejemplares y
asegurar su supervivencia fuera de la cabeza del hospedador. Sin embargo,
sobrellevando estas desventajas, los piojos mostraron poca variabilidad en las
respuestas comportamentales a los estimulos cuando se estandarizaron las
condiciones ambientales adecuadas y tienen la potencialidad de ser un modelo
optimo para estudios futuros de abordaje fisiolégico debido a la reduccion
sensorial observada en esta tesis. El conocimiento de las funciones de las
estructuras sensoriales y las sefiales que éstas detectarian en el contexto de la
interaccion piojo-hospedador son el punto clave para buscar métodos

alternativos de control para evitar la infestacion y reinfestacion.
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