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Sustancias involucradas en la comunicacion quimica de Pediculus
humanus capitis con su hospedador y con sus congéneres: identificacion

y rol ecolagico

Resumen

El piojo de la cabeza Pediculus humanus capitis (De Geer) (Phthiraptera: Pediculidae) es
un ectoparasito humano cosmopolita causante de la pediculosis. La transmision de estos
pardsitos se da por dos vias directa e indirecta, sin embrago los mecanismos quimicos
involucrados en el reconocimiento del huésped y la comunicacidn intra especie todavia
se desconocen. En esta tesis evaluamos la respuesta de los piojos frente a diferentes

estimulos quimicos para dilucidar las claves de la comunicacidn intra e inter especie.

Se evalué la respuesta de los piojos de la cabeza frente a los volatiles del cuero cabelludo
humano y se observd que eran atraidos en bioensayos de comportamiento.
Posteriormente, los volatiles de la cabeza se colectaron sobre una fibra adsorbente y se
analizaron por CG-EM. Se identificaron veinticuatro compuestos, siendo los
mayoritarios nonanal, sulcatona, geranilacetona y acido palmitico. Los componentes
mayoritarios se evaluaron comportamentalmente en forma individual. Se encontré que
el nonanal tuvo una actividad significativa de atraccién a dosis bajas y repelencia a dosis

altas.

También se estudid el perfil quimico de los volatiles del cuero cabelludo en sujetos
infestados y no infestados con el propésito de detectar posibles diferencias en los
compuestos emanados que justificaran la distinta susceptibilidad a la infestacién. Sin
embargo, resultados no mostraron diferencias en sendos perfiles. Por otro lado, en
bioensayo comportamental tampoco se encontrd una respuesta diferencial de los piojos

hacia ambos grupos de individuos evaluados.

Se evalud si los piojos prefieren el olor de la cabeza por sobre el olor de otras partes del
cuerpo humano (pie y brazo). Los resultados mostraron que los piojos de la cabeza no

prefieren los volatiles de la cabeza en comparacién con los volatiles de otras partes del



cuerpo. Sin embargo, cuando los insectos se expusieron al olor humano total de
diferentes partes del cuerpo, mostraron una respuesta preferencial hacia la cabeza en
comparacion con el pie o el antebrazo. El analisis quimico del olor total mostré una

mayor cantidad de compuestos acidos en cabeza comparado con pie y brazo.

Con respecto a la comunicacion intraespecifica, evaluamos la respuesta
comportamental de los piojos a compuestos volatiles y a extractos en solvente de sus
heces. Ambas fracciones fueron analizadas por diferentes técnicas de quimica analitica.
En el bioensayo, los piojos se vieron significativamente atraidos por la mezcla de
volatiles emitidas por las heces. Los compuestos mayoritarios detectados por CG-EM
fueron decanal, nonanal, hexanal y 4acido acético, representando juntos
aproximadamente el 60% de los compuestos identificados. En referencia al bioensayo
de los piojos frente a los extractos de heces estos fueron atraidos sélo por el extracto
en metanol. El resultado del andlisis quimico mediante HPLC-UV-MS del extracto

metandlico mostro la presencia de acido Urico, hipoxantina y guanina o iso-guanina.

En conclusién, esta tesis demostré que existen sefiales quimicas emanadas por su
hospedero y por sus congéneres que generan una respuesta comportamental en los

piojos de la cabeza.

Palabras claves: Pediculus humanus capitis, volatiles cuerpo humano, heces, analisis

guimico.



Substances involved in the chemical communication of Pediculus
humanus capitis with its host and its congeners: identification and

ecological role

Abstract

The head louse Pediculus humanus capitis (De Geer) (Phthiraptera: Pediculidae) is a
cosmopolitan human ectoparasite that causes pediculosis. The transmission of these
parasites has two ways (indirect and direct), however the chemical mechanisms
involved in the recognition of the host by lice and how they communicate with each
other are still unknown. In this thesis, we investigated the response of lice towards

different chemical stimuli to study the intra and inter species chemical communication.

The response of head lice towards volatile human scalp was evaluated in behavioural
bioassays. In addition, volatiles were collected on a solid fiber and analysed by GC-MS.
Twenty-four components were detected, the majority were nonanal, sulcatone,
geranylacetone and palmitic acid. The Main compounds were individually tested in
bioassay. It was found that nonanal shared a significant attraction activity at low doses

and repellency at high doses.

The chemical profile of volatile scalp in infested and non-infested subjects was studied
in order to detect possible differences that would explain the differential susceptibility
to infestation. The results did not show differences. On the other hand, in the behavioral
bioassay there was not differential response of lice towards both groups of individuals

evaluated.

It was also evaluated whether lice prefer the odour of the head over that of other parts
of the human body (foot and arm). The results showed that head lice have no preference
for volatiles emanated from head compared to volatile from other body parts.
Conversely, when insects were exposed to the total human odour (volatile and non

volatiles) from different body parts, they showed a preferential response towards the



head compared to foot or forearm. The chemical analysis of the total odour showed

greater amounts of acid compounds in the scalp compared to foot and arm.

To get insight into intraspecific communication, we evaluated the behavioral response
of lice towards volatile compounds and solvent extracts from their feces. Both fractions
were analysed by different analytical chemistry techniques. In the bioassay, lice were
affected by the mixture of volatiles emitted by feces. The major compounds detected
by CG-MS were decanal, nonanal, hexanal and acetic acid, all together representing
approximately 60% of the identified compounds. In reference to the bioassay of lice
towards feces extracts, they were attracted only by methanol extract. The result of the
chemical analysis by HPLC-UV-MS of the methanol extract showed the presence of uric

acid, hypoxanthine and guanine or iso-guanine.

In conclusion, this thesis showed that there are chemical cues generated from its host

and its congeners that evoke behavioral responses in head lice.

Keywords: Pediculus humanus capitis, volatile human body, feces, chemical analysis.
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Relacién piojo-humano (historia de la infestacion)

Los piojos succionadores pertenecen al suborden Anoplura del orden Phthiraptera. Son
ectoparasitos obligados de mamiferos, muy especializados en sus respectivos
hospederos ya que pasan toda su vida sobre ellos. El humano (a diferencia de los otros
mamiferos) puede ser parasitado por mds de una especie de piojo, evidenciando una

co-evolucion humano-piojo que dio origen a los distintos piojos que lo infestan.

En los humanos existen tres especies de piojos: Pediculus humanus capitis, Pediculus
humano corporis y Pthirus pubis. Los piojos del genero pediculus también se conocen
como piojo de la cabeza y piojo del cuerpo respectivamente, distinguiéndose entre ellos
la zona en donde habitan. Los parasitos del genero Phitirus que se encuentran en la
parte la genitalia. Ambos géneros pertenecen al grupo de piojos chupadores, uno

compartido con los chimpancés y el otro compartido con los gorilas.

Los piojos humanos de la cabeza y del cuerpo, al igual que los piojos de los chimpancés,
pertenecen al género Pediculus (Pediculus humanus vy Pediculus schaeffi,
respectivamente). No hay especie de Pediculus que parasite a los gorilas. Ambos
Pediculus poseen un ancestro comun, pero se diferenciaron hace seis millones de afios

cuando surgié una divergencia contempordnea con sus hospederos (Figura 1).

El piojo humano pubico (ladilla) y el piojo de los gorilas pertenecen al género Pthirus con
sus dos representantes (Pthirus pubis y Pthirus gorillae, respectivamente). No hay piojos
de este género que parasiten chimpancés. Las 2 especies del género Pthirus comparten
un ancestro comun de 3 6 4 millones de afios, pero su divergencia no concuerda con la

de sus huéspedes (gorila y humano) que fue hace 7 millones de afios (Reed et al 2004).

13



Esto ha llevado a la teoria mds aceptada actualmente que establece que P. pubis no co-

evolucié con el hombre, sino que pasé de gorila a humano (Figura 1).

Pediculus humanus

Pthlms pubis

Pthirus gonllao

¥

Pedicinus

Figura 1. Evolucidon de los piojos de los primates y las especies hospedadoras. Las

divergencias fueron estimadas a partir de andlisis de ADN mitocondrial (Reed et al 2004).

La presencia de piojos en humanos data de épocas remotas, y esta evidenciada en el
descubrimiento de restos de piojos y liendres en momias egipcias y americanas. Se han
identificado estos pardsitos en personas de distinto nivel social, tanto en nobles de
Egipto con una antigliedad de 3.000 anos, como en indios ndmades de América. En las
momias prehistdricas del sur de Perd, la prevalencia de infestacidn con piojos varié entre
el 18% y 71%, siendo mayor en hombres que en mujeres, probablemente debido a que

los hombres presentaban trenzas que hacian dificultosa la extraccién de los parasitos.

14



En esa época, se utilizaban peines construidos con materiales naturales con cerdas
adaptadas para remover los pardsitos y sus huevos, con un disefio que facilitaba
desenredar el cabello y tener facil acceso a los insectos. Los materiales utilizados mas

comunmente fueron marfiles, madera y hueso (Mumcuoglu 2008) (Figura 2).

Figura 2. (A) Peine de madera encontrado en excavaciones. (B) Parte apical de la pata
de una ninfa | de Pediculus humanus capitis encontrada el peine de madera: tarso (1),

tibia (2) y fémur (3) (Mumcuoglu et al. 2008)

En los ultimos siglos, los piojos humanos del cuerpo causaron pandemias por ser
vectores de la fiebre de las trincheras y del tifus, enfermedades relacionadas con
situaciones de hambruna y guerra. Efectivamente, durante la primera guerra mundial
las infestaciones con piojos eran frecuentes en las trincheras (por ello la enfermedad
que lleva este nombre), estimandose infestaciones del 97% entre los hombres que

trabajaban y vivian en ellas. Este fue claramente un fenémeno debido al hacinamiento,

15



ya que las personas que regresaban a sus casas no fueron afectadas y al finalizar la

guerra también finalizé el problema de la infestacion.

La enfermedad del tifus (también transmitida por el piojo del cuerpo) es causada por la
bacteria Rickettsia prowazekii. El primer brote epidémico aparecié en noviembre de
1914 en refugiados y prisioneros de la primera guerra mundial y se extendid
rapidamente entre las tropas: al cabo de 1 aifo habia provocado la mortalidad de
150.000 personas en Europa. La tasa de mortalidad del tifus alcanzé un pico epidémico
de 60- 70% entre los enfermos, y por eso fue necesario tomar medidas drasticas como
la cuarentena de personas con los primeros signos clinicos de la enfermedad vy la
aplicacidon de estandares de higiene entre las tropas para prevenir las infestaciones de
piojos (Figura 3). Estos sucesos dramaticos generaron conciencia sobre la necesidad de
conocer la biologia del piojo del cuerpo humano, instaurando su importancia como

modelo de estudio.

16
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Figura 3. Diario de la época mostrando los controles para erradicar al piojo del cuerpo
humano portador de la enfermedad del tifus (Foto extraida de un diario italiano).

https://www.weh.ox.ac.uk/research/typhus-in-naples-1943-44-a-study-in-vector-

control

En la actualidad todavia existen rebrotes de esta enfermedad en dreas de alta densidad
poblacional e higiene deficiente (condiciones que promueven la infestacién por piojos),

por ejemplo, en las migraciones masivas de refugiados (Figura 4).
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Figura 4. Foto extraida de un periddico que muestra el hacinamiento de refugiados de
las migraciones, en donde se detectaron brotes activos de tifus (fuente BBC,

https://abcnews.go.com/Health/typhus-fever-outbreak-la-prompts-

guestion/story?id=58306414)

Morfologia y desarrollo del P. humanus capitis

Los piojos de la cabeza humana son insectos pequefios, dpteros y con cuerpo aplanado
dorso ventralmente. El tamafio varia desde 0,5 a 8 mm durante su desarrollo. La cabeza
es conica, y las antenas son pequefias vy filiformes. Poseen patas robustas y tarsos

adaptados para moverse sobre el cabello humano (Figura 5).
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Figura 5: Adulto hembra del piojo de la cabeza (Pediculus humanus capitis) (imagen

extraida del https://www.alamy.com/this-image-depicts-a-dorsal-view-of-a-female-

head-louse-pediculus-image155846133.html).

Las hembras adhieren fuertemente los huevos (liendres) al cabello humano. Los huevos
eclosionan luego de 5-10 dias y las ninfas recién nacidas comienzan a alimentarse
inmediatamente. Los piojos pasan por 3 estadios (ninfas) y alcanzan la adultez en 16- 17

dias (Figura 6).

Los piojos viven en la cabeza de su hospedador aproximadamente 30 dias, requieren
alimentacion frecuente (4-5 veces diarias tanto de dia como de noche) y condiciones de
temperatura y humedad casi constantes para evitar deshidratarse. Es por ello que no
sobreviven mas de 24 h fuera de la cabeza de su hospedador, ya que se encuentran fuera

de sus condiciones esenciales para la supervivencia.

19


https://www.alamy.com/this-image-depicts-a-dorsal-view-of-a-female-head-louse-pediculus-image155846133.html
https://www.alamy.com/this-image-depicts-a-dorsal-view-of-a-female-head-louse-pediculus-image155846133.html

16/ 17 dias
17 /1 19 dias
11 /12 dias

8 /9 dias 19/ 32 dias

Biizidlas 32/35dias‘ )

0 dias

Figura 6: Desarrollo del piojo mostrando los diferentes estadios y la duracién de los

mismos en el hospedador (adaptado de www.cdc.gov)

La primera descripcidn de la morfologia de los piojos de la cabeza la realizdé Buxton en el
afo 1947. En la cabeza poseen 1 par de antenas con 5 segmentos cada una, y un par de
ojos denominados ocelos (Figura 7 a). Como todo insecto chupador, su aparato bucal
estd modificado en forma de estilete. En reposo, este estilete esta retraido dentro de la
cabeza, pero al alimentarse se introduce a través de la piel del hospedador. Durante la
alimentacion, el insecto mantiene fija su posicidn en la piel por medio de un anillo de

dientes (haustelo) expulsado con los estiletes (Figura 7b-d)

20


http://www.cdc.gov/

Figura 7. Microscopia de barrido de distintas partes del cuerpo del piojo de la cabeza.
(A) vista dorsal de la cabeza. (B) vista ventral de la cabeza. (C) vista ventral de la boca
donde se puede observar el haustelo. (D) foto de la parte ventral de la cabeza

(Hatsushika et al. 1983).

El térax estd muy esclerotizado y fusionado al abdomen, y en él se insertan una serie de
musculos responsables de la movilidad de las patas. Las patas son cortas y robustas. La
caracteristica mas distintiva estd en la tibia, que muestra una espina que se articula con
el vértice del Unico tarso. Esta conformacidn le permite al piojo aferrarse y deslizarse a

lo largo del cabello humano (Figura 8).
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Figura 8. Foto del extremo de la pata de un piojo mostrando la espina de la tibia y la

garra del tarso (extraida de https://www.npr.org/sections/health

shots/2019/03/26/706616008/video-head-lice-up-close-and-all-too-personal).

En el pronoto del térax se observan los espiraculos que conectan con las traqueas y las
traqueolas para permitir la respiracién de los insectos. Estos espiraculos se encuentran

esclerotizados y poseen una estructura interna compleja.

En la mitad del térax comienza el intestino medio que abarca casi todo el largo del
abdomen. El intestino esta en movimiento cuasi permanente debido a los movimientos
peristalticos que movilizan el alimento. La sangre ingerida pasa del intestino medio al
posterior y rapidamente al ano para ser excretada en forma sélida, ya que el contenido

liquido es asimilado por el tubo digestivo para evitar la deshidratacion (Buxton 1947).

El abdomen estd cubierto por una cuticula semi transparente que permite ver las
distintas estructuras internas del insecto (como los intestinos, oviductos y huevos) y
diferentes pigmentos que corresponden a células llamadas micetoma (érgano que

contiene microorganismos simbiontes).
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El extremo del abdomen presenta dimorfismo sexual. En el macho es redondeado, con
el pene de color castafio visible a través de la cuticula que llega a la abertura genital. En
la hembra, el extremo del abdomen es alargado con Iébulos que permiten alinear el

huevo durante la puesta (Figura 9).

Macho Hembra

Figura 9. Piojo macho y hembra, mostrando las diferencias morfolégicas del ultimo

segmento del abdomen (genitalia).

Las ninfas son morfolégicamente similares a los adultos, pero de menor tamaio. El
abdomen posee segmentacién menos definida y no presenta diferenciacién sexual
(Figura 6). En las ninfas del tercer estadio, los microorganismos simbioticos de los
micetomas migran a las paredes esponjosas del oviducto para entrar en contacto con el

huevo en desarrollo de la hembra adulta.
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Los huevos son ovales de color blanco amarillento, grandes en relacién con el tamafio
corporal de los adultos (0,8 mm de largo y de 0,3 mm de ancho), y con el corion
transparente que permite visualizar el embridén. En la parte anterior posee una tapa de
forma circular angulada que se abre al eclosionar el embridn. Esta tapa posee dos capas
con células de aire entre ellas, que permiten el intercambio de aire atmosférico entre el

exterior y el interior del huevo (figura 10).

Figura 10. Liendres adheridas al cabello mediante un cemento que excreta la hembra
junto al huevo. En la imagen del centro se pueden observar los orificios de la parte

superior que permite la respiracion del embrion.

En los insectos, las antenas son las estructuras criticas para la interaccién con el
ambiente. Las antenas del piojo de la cabeza poseen 5 segmentos: escapo, pediceloy 3

flagelos (Ortega-Insaurralde et al 2019) (Figura 11 A).

Los piojos de la cabeza poseen cinco tipos de estructuras sensoriales: cerdas, drganos
del penacho, érganos de poros, poros simples y sensilias basicénicas (Figura 11 A-l).

Todos los segmentos poseen pelos mecano-receptores y &rganos poros
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correspondientes a higro-receptores y termo-receptores. Se describieron dos érganos
poros denominados érganos de penacho ubicados en el lado dorso-lateral de los sub-
segmentos F2 y F3 del flagelo (Figuras 11 B, C). En el lado dorso-lateral distal de F3
existen dos drganos de poros centrados en una depresion ovalada y poco profunda
(Figuras 11 B, C). En el extremo distal de F3 se observaron diferentes tipos de sensilas
basicénicas (Figura 11 F) con poros muy probablemente asociadas a la percepcion del
gusto, ya que su morfologia es semejante a otros insectos hematéfagos. Ademas, en el
lado dorso-medial de F3 y al lado de los 6rganos de penacho y poro, se observé una

estructura de poro Unico (Figura 11 E).
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Figura 11: Fotos de microscopio de barrido de la antena de piojos. (A) Vista general de

toda la antena constituida por escapo (Sc), pedicelo (Pe) y los 3 flagelos (F1, F2 y F3). (B)
Detalle de F3 con el 6rgano de penacho (tf), dos érganos de poros (po), dos cerdas (b) y
un solo poro (p). (C) Detalle de un érgano de penacho. (D) Detalle de un érgano de poro.
(E) Detalle de un solo poro. (F) Magnificacién del extremo distal de F3 con tres tipos de
sensilias basiconicas: tipo dedo (f-b), punta fina (s-b), y punta redondeada (r-b). (G)
Detalle de una sensilia basicdnica de tipo dedo. (H) Detalle de un sensilia basicdnica de
punta fina. () Detalle de una sensilia basonica de punta redondeada. (extraido de

Ortega-Insaurralde et al 2019)
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Epidemiologia (transmision y factores de riesgo)

Esta aceptado que en sistemas huésped-parasito la poblacién de parasitos estd
distribuida dentro de la poblacién de manera tal que la mayoria de los hospederos
transportan bajas cargas parasitarias mientras que un pequefio nimero de individuos

altamente infestados cargan con la mayoria de la poblacién parasitaria (Wall R. 2007).

La pediculosis capitis es una de las infestaciones por ectoparasitos mas comunes tanto
en paises desarrollados como en desarrollo. Todos los individuos son afectados por esta
enfermedad, pero indudablemente la mayor incidencia corresponde a nifios en edad
escolar (5-13 afos). La pediculosis provoca malestares importantes en los nifios
afectados, ya que causa picazén y pérdida de suefio. La picazdn puede conducir a un

rascado excesivo y a una infeccidon secundaria de la piel.

Los niveles de infestacidn establecidos en distintos paises dependen en gran medida de
la poblacién estudiada y del método de evaluacién utilizado. Se determinaron niveles
de infestacién del 40% en escuelas primarias de Bristol (UK), del 43% en un barrio bajo

de Brasil y 49% en Ghana (Africa) (Heukelbach J. 2010).

Actualmente se acepta que la principal fuente de contagio es la directa, es decir el
contacto de cabeza a cabeza, pero también hay evidencias de una transmision indirecta
a través de fémites (un fomite es cualquier objeto inanimado, capaz de transferir un
patdgeno de un individuo a otro). A continuacion, haremos referencia a estas dos vias

de contagio del piojo de la cabeza.

Contagio indirecto

Acciones que pueden derivar en un contagio indirecto o mediante fomites:
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e Pérdida de cabellos con piojos de una persona infestada que se depositan en la
cabeza o el cuerpo de una persona no infestada.

e Los piojos pasan de una cabeza a otra mediante una carga estatica que los
moviliza involuntariamente.

e El uso de diferentes objetos (toallas, peines, gorras, etc.) que se utilizan como

vehiculo para pasar de un hospedero a otro (Takano- Lee et al 2005) (Figura 12)
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Figura 12. FOmites que transmiten de manera indirecta los piojos entre distintos

hospederos.

La transmisidn indirecta es posible por la capacidad de los piojos de sobrevivir un
periodo corto de tiempo fuera de huésped. Este tiempo varia de acuerdo al estado
fisioldgico del insecto y a las condiciones ambientales, pero en general se estima que
pueden sobrevivir hasta 44 horas cuando las condiciones de humedad son altas y

temperaturas bajas (Nuttall 1917; Payot 1920).
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La capacidad de trasmision de piojos via fémites fue cuestionada en algunos
experimentos realizados en escuelas primarias. El resultado de un estudio encontré que
no habia relacidn entre el nimero de piojos en la cabeza y sus fémites, expresando al
contagio directo como la Unica fuente de contagio. (Speare et al 1999). Afios mas tarde
se demostré la importancia del fomite como fuente de dispersion del parasito,
mostrando que los piojos tienen la capacidad de esparcirse involuntariamente mediante
objetos inanimados (Takano- Lee et al 2005). Estos datos son congruentes con la
hipdtesis de que los piojos, a pesar de estar en permanente contacto con su hospedero,

tienen la capacidad de dispersarse de manera accidental.

Contagio directo:

Se trata de una via de contagio dificil de cuantificar fuera de las condiciones de
laboratorio (Buczek et al 2004, Mimouini et al 2002). Un estudio realizado en laboratorio
demostré la facilidad de los insectos (especialmente adultos) de pasar de un cabello a
otro cabello (Canyon et al 2002) sugiriendo asi el contagio directo. Otro estudio
realizado en escuelas primarias demostré alta tasa de infestacion de nifios, pero
ausencia de parasitos en los fémites, sugiriendo que el contacto cercano es la primera

via de transmision (Canyon et al 2010).

En conclusion, existen dos posibles tipos de contagio con distintas evidencias que no
permiten todavia llegar a una conclusién concreta sobre la importancia relativa de las
vias de infestacidon. No obstante, el contagio de la pediculosis es una realidad que indica
que el fendmeno de transmisidn de piojos entre individuos ocurre, y que lleva a la
necesidad de ampliar el conocimiento sobre la biologia de los piojos para poder

entender las bases del comportamiento de estos insectos.
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Comunicacion quimica de insectos hematoéfagos

Introduccién sobre comunicacion quimica

La comunicacidn quimica es el modo mas importante de transferencia de informacién
en los insectos. La informacidén quimica puede ser adquirida por los animales a través
del olfato o el gusto, o a través de una combinacidn de ambos. En términos generales,
el olfato consiste en la deteccién de sefales disueltas en medios como el aire y el agua
lejos de su fuente original (Mustaparta, 1984), mientras que el gusto es la adquisicion
de sefales por contacto directo con la fuente o con un producto disuelto (Stadler, 1984).
A continuacién, vamos a referirnos a la comunicacion quimica de los insectos
hematofagos, tanto para la seleccidén de su hospedero como para la comunicacion intra-

especie.

Seleccion del huésped

El nivel de dificultad de un insecto hematéfago para encontrar la fuente de alimento
depende de la cercania y de la asociacion entre ambos. Un extremo en esta asociaciéon
corresponde a los ectopardsitos permanentes como los piojos, que estan en constante
contacto con su hospedador. En el otro extremo se encuentran los insectos de vida libre
que son temporariamente ectoparasitos como las garrapatas, mosquitos o chinches
(Chapman 1998). Ambos extremos poseen la facultad de reconocer su fuente de
alimento mediante la interaccion de sus receptores (fundamentalmente en las antenas)

con las sefiales quimicas y fisicas emanadas por sus hospederos (Figura 11)
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Figura 11. Factores exégenos y enddgenos que influyen en la busqueda del hospedero y

en el comportamiento de alimentacidn de insectos hematoéfagos.

Las claves quimicas estudiadas en insectos hematdfagos como los mosquitos,
establecen distinta susceptibilidad de los individuos a la picadura de este insecto. Leal
et al 2017 demostraron que ciertas sustancias del olor humano dependiendo de su
concentracion actuaban como claves quimicas de atraccion o de repelencia para los
mosquitos, y que estas diferencias se secretan de manera natural en diferentes

hospedadores.

Otros estudios sobre especies hematdéfagas como hemipteros u otros dipteros,
mostraron que estos insectos de hecho poseen la capacidad de detectar moléculas

emitidas por sus hospederos potenciales, tales como didxido de carbono, acido lactico
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y 1-octen -30l. Estos compuestos son productos de excrecion del metabolismo de los

mamiferos (Gibson y Torr 1999, Cruz-Lépez et al 2001).

Oliveira-Filho et al (2017) estudiaron la infestacién diferencial de distintas razas de perro
con otro ectopardsito hematdéfago, la garrapata Rhipicephalus sanguineus sensu lato.
Estos autores demostraron que los perros Beagle no eran susceptibles a la infestacion
por las garrapatas debido a la presencia en su olor de los compuestos volatiles 2-
hexanona y benzaldehido en su olor. También demostraron que existia una proporcién
Optima de estos dos componentes que producia una mayor repelencia a la infestaciéon
por R. sanguineus. Estos resultados representaron una base racional para el desarrollo
de repelentes capaces de proteger a otras razas de perros del ataque de estos

ectoparasitos.

En el humano, la piel representa el érgano mas extenso responsable del 12-15% del peso
corporal. La piel humana emana distintos compuestos que contribuyen a la formacién
de los diferentes perfiles de olores de las personas. Estos perfiles transmiten
informacién importante sobre los procesos metabdlicos. Los compuestos de la piel
proceden de diferentes glandulas (ecrinas, sebdceas y apocrinas). Cada glandula secreta
determinados compuestos y las interacciones de estos compuestos con la microbiota de
la piel genera un perfil quimico determinado (Labows et al 1982, Nicolaides 1974). En
consecuencia, cada persona posee un perfil quimico distintivo y una susceptibilidad
diferenciada para ser elegido por los insectos hematdfagos. Es decir, que se le atribuye

la susceptibilidad a la picadura de un insecto a la composicién quimica del sujeto.
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Comunicacion intraespecifica

Law y Regnier (1971) propusieron el término semioquimicos para las sefiales quimicas
que transmiten informacion entre individuos, sean de la misma o diferente especie. La
liberacion de estos compuestos al ambiente transmite un tipo de informacién, evocando

una respuesta fisiolégica o comportamental adaptativa para uno o ambos individuos.

Feromonas

» Agregacion %
* Reproduccion o - /
/

* Alarma %

Figura 12. Esquema de la comunicacidn quimica entre insectos. En este ejemplo se trata

de un compuesto que genera un efecto de agregacién.

Las feromonas son sefiales quimicas producidas por un organismo que pueden
promover una respuesta fisiolédgica o comportamental en otro individuo de la misma
especie (Karlson y Luscher et al 1959). Existen distintos tipos de feromonas que suelen
ser clasificadas segln la respuesta bioldgica que evocan, p.e., sexuales, de agregacion,

de marcado, de alarma, entre otras (Figura 12)
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Estos compuestos pueden ser secretados por glandulas o ser productos de excrecién a
partir del metabolismo de los insectos. En su mayoria, las feromonas son producidas por
células glandulares epidérmicas concentradas en dareas discretas por debajo de la
cuticula formando glandulas exocrinas. Como en algunas especies las células glandulares
estan dispersas a lo largo de la epidermis, las glandulas exocrinas de los insectos pueden
ser encontradas en diferentes regiones del cuerpo, variando su posicion de acuerdo al
sexo, al estado de desarrollo e incluso dependiendo de la funcién de los volatiles

liberados (Chapman, 1998).

Las heces representan otra via de generacion de compuestos con importancia en la
comunicacidn quimica. Los insectos hematdfagos pueden producir sustancias a partir de
la sangre de mamiferos. Schofield y Patterson (1977) demostraron la existencia de una
feromona de agregacién juvenil (JAP) en heces de ninfas de Triatoma infestans y
Rhodnius prolixus. Posteriormente se demostréd que los desechos de excrecidon
emulaban distintos tipos de comportamiento asociados al estado fisioldgico de los
insectos. Por ejemplo, insectos parasitos alimentados sobre un hospedero viable,
secretan sefiales quimicas para convocar a sus conespecificos. De esta manera va
aumentando el numero de individuos que se acercan al hospedero logrando un efecto
de agregacion vinculado a la fuente de alimento, y a la posible formacién de la colonia.
Las hembras de mosquito localizan a su hospedero principalmente por las sustancias
volatiles que emite y convocan a otras hembras emitiendo semioquimicos que cumplen
la funcién de feromonas de agregacién atrayendo a los mosquitos a comer de la misma

fuente (Ahmadi & McCelland, 1985).
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Objetivo general de la Tesis Doctoral

Avanzar en el conocimiento de la comunicaciéon quimica del ectoparasito Pediculus
humanus capitis involucrada en su seleccion del hospedador humano y en la

comunicacion intra-especie.
Objetivos especificos de la tesis doctoral

1) Disefar y desarrollar un sistema de evaluacién y cuantificacion de la respuesta

comportamental de P. humanus capitis a compuestos volatiles.

2) Determinar la respuesta de P. humanus capitis a volatiles del cuero cabelludo

humano, e identificar quimicamente los componentes.

3) Establecer la atraccion y/o repelencia de los piojos a los componentes volatiles

mayoritarios identificados.

4) ldentificar las sustancias volatiles del cuero cabelludo de individuos infestados y no

infestados por piojos, con el fin de identificar diferencias cuali/cuantitativas entre ellos.

5) Determinar la preferencia de los piojos del cuerpo hacia las muestras obtenidas de
distintas partes cuerpo humano tanto para los compuestos volatiles como componentes

menos volatiles.

6) Determinar la respuesta comportamental de P. humanus capitis a los volatiles de

heces otros piojos, e identificar quimicamente sus componentes.

7) Evaluar la respuesta comportamental de P. humanus capitis a los extractos de heces

de piojos, e identificar quimicamente los componentes de los extractos activos.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Hipétesis de trabajo

Los piojos de la cabeza son atraidos por volatiles del cuero cabelludo humano que
representan una sefial de un hospedador.

Los componentes volatiles mayoritarios del cuero cabelludo humano evaluados
individualmente provocan respuestas de atraccién y/o repelencia de los piojos de
acuerdo a la concentracién de los mismos.

Los piojos de la cabeza prefieren los compuestos secretados por el cuero cabelludo
frente a los de otras partes del cuerpo, ya que estos insectos pasan todo su ciclo de
vida en la cabeza.

Existe diferencia quimica entre los volatiles generados en el cuero cabelludo de
sujetos no infestados y los infestados por los piojos de la cabeza, que genera una
respuesta de atraccidn hacia los sujetos parasitados por los insectos.

Los piojos de la cabeza responden a los componentes volatiles de las heces de otros
piojos, como sefial de la fuente de alimentacién o nidificacién adecuada.

Los piojos de la cabeza responden a compuestos menos volatiles de las heces como
sefial de acercamiento al hospedero, indicando una adecuada o posible fuente de

alimento.
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PARTE 1: COMUNICACION
QUIMICA DEL PEDICULUS
HUMANUS CAPITIS CON SU
HOSPEDADOR



1.1. Identificacidon quimica de los componentes volatiles del cuero cabelludo humano

y bioactividad sobre piojos de la cabeza

1.1.1. Introduccion

La transmision de los piojos de la cabeza se produce principalmente por contacto directo
entre hospederos. Otra via de contagio es la indirecta, mediante objetos inanimados

Ilamados fomites.

La tasa de contagio de la pediculosis ha aumentado en el mundo como resultado de la
falla de los controles debido a factores como la generaciéon de resistencia a los
insecticidas, los cambios de formulaciones y los diagndsticos erréneos (Burgess et al.,

2009).

En trabajos de nuestro laboratorio demostramos que la tasa de infestacidn variaba con
la edad de los nifios, y que la poblacidn mds susceptible correspondia a los nifios en

etapas tempranas de escolaridad (Toloza et al., 2009).

Los piojos desarrollan su vida en el cuerpo humano, estando en permanente contacto

con las secreciones corporales del hospedador.

Los compuestos presentes en la piel provienen de glandulas exocrinas (ecrinas,
sebaceas y apocrinas) y de la interaccion de las bacterias con estas excreciones,
generando aproximadamente 400 compuestos quimicos (Penn et al., 2007; Gallagher et
al., 2008). Dentro de estas sustancias se encuentran varios grupos funcionales, como
alcanos, alquenos, alcoholes, aldehidos, cetonas, dcidos y 3-lactonas (Nicolaides et al.,

1974; Goetz et al., 1987).
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En cuanto a la comunicacién quimica entre insectos hematéfagos y sus hospederos, se
sabe que el 1-octen-3-ol, el acido L-lactico y los acidos carboxilicos C3-C5 estan
presentes en la piel y son componentes necesarios para la atraccion de mosquitos,
vinchucas y moscas tsetsé (Lehane et al. 2005), y que la produccién de estos compuestos
en los seres humanos estd asociada con una susceptibilidad diferencial a la infestacién
por estos insectos. Se detectaron altos niveles de sulcatona y aldehidos en individuos
susceptibles a las picaduras de mosquitos en comparacién a los no susceptibles (Logan
et al.,, 2008). Ademads, en chinches de cama se demostré una respuesta de
atraccion/repelencia (dependiendo de la dosis) a compuestos presentes en extractos
humanos, siendo destacable la atraccidn producida por aldehidos de cadena corta y por
sulcatona (Harraca et al., 2012). En el vector de la enfermedad de Chagas, Triatoma
infestans, los aldehidos octanal, nonanal y decanal, produjeron una respuesta dosis-
dependiente mostrando atraccion a bajas concentraciones y repelencia a altas dosis

(Fontan et al., 2002; Barroso et al., 2004).

En relacion con los piojos humanos, Wigglesworth (1941) utilizé una arena experimental
para exponer piojos del cuerpo a papeles frotados sobre piel humana versus papeles
limpios, y observd una clara preferencia por el papel frotado. Recientemente, Ortega-
Insaurralde et al. (2016) demostraron que la exposicidn de piojos de la cabeza a papeles
de filtro con muestras con compuestos del cuero cabelludo generd una disminucion de
la actividad locomotora y la detencién completa del insecto sobre el papel tratado.
Ademas, demostré que esa respuesta era similar para olores humanos de diferentes

sexos y edades.
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Mas alld de los pocos antecedentes citados, el fendmeno de la seleccién del huésped
por parte de los piojos y los compuestos involucrados en dicha respuesta son poco

conocidos.

En esta seccion se describe el estudio de la respuesta comportamental de los piojos
frente a los compuestos volatiles del cuero cabelludo humano, y la identificacidn de sus
componentes mediante técnicas de quimica analitica. Ademas, se evalud la respuesta
comportamental de los piojos hacia los compuestos mayoritarios identificados

evaluados de manera individual y en relacion con la concentracién de los mismos.

1.1.2 Materiales y método.

Insectos

Los piojos fueron recolectados de las cabezas de nifios infestados de escuelas primarias
de Buenos Aires, Argentina. Sélo se examinaron los alumnos cuyos padres habian dado
su consentimiento para participar en el proyecto y la colecta fue realizada utilizando un
peine metdlico de dientes finos (ASSY). El protocolo para la recoleccidon de piojos fue
aprobado por el comité ad hoc del Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas
(CIPEIN-UNIDEF, Buenos Aires, Argentina), archivado en nuestro laboratorio (#

BA20061995ARG, junio de 1995) (Picollo et al., 1998).

En cada caso, se inspeccioné cuidadosamente toda la cabeza, y se prestd especial
atencién a la nuca y detras de las orejas, ya que son sitios donde se encuentra alta
cantidad de estos insectos. Una vez recolectados, los piojos fueron transportados al

laboratorio dentro de un recipiente plastico para su posterior clasificacién y separacién
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por estadio. Se descartaron los insectos dafiados o no vitales. Los piojos adultos se
mantuvieron en bandejas pldsticas dentro de una camara ambiental con humedad (60-
70%) y temperatura (17 * 1°C) controladas, hasta su utilizacidon en los ensayos. Estas
condiciones son las informadas como déptimas para la supervivencia de estos insectos
en el laboratorio (Picollo et al., 1998). Se utilizaron machos y hembras para los

bioensayos.

Sustancias Quimicas

Se utilizé acetona como solvente (>99.8% de Merck Darmstadt, Alemania) tanto para los
bioensayos como para dilucién de los patrones estandares en el andlisis quimico. Se
utilizaron nonanal (>99%), sulcatona (>99%), acido hexadecanoico (>99%),
geranilacetona (>99%), octanal (>99%), decanal (>99%) , 2,6-dimetil 7-octen-2-ol-
(Mircenol) (>98%), acido propanoico (>98%), acido 3-metil butanoico (acido isovalérico)
(>99%) , 2-acido etilhexanoico (>99%) , acido octanoico (>99%) , acido nonanoico
(>99%), acido decanoico (>99%), acido dodecanoico (>99%), acido tetradecanoico (>
99%), acido pentadecanoico (> 99%), acido hexadecanoico (> 99%), y los estdndares de

alcanos (C5-C30) (> 99%) (Sigma-Aldrich. St. Louis. MO. USA).

Los alcoholes primarios 1-dodecanol (>95%), 1-tetradecanol (>95%), 1-hexadecanol
(>95%), 1-octadecanol (>95%) fueron adquiridos en Polysciences Corp (Valley Road

Warrington, Pennsylvania, USA),
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Colecta de compuestos del cuero cabelludo humano para bioensayo de

comportamiento

Las muestras de cuero cabelludo se obtuvieron de un voluntario adulto-joven quien lavé
el cabello 48 horas antes del estudio, con champu de pH neutro libre de fragancias

(Biferdil®, Argentina), para evitar posibles fuentes de contaminacién exdgenas.

Se utilizé un solo voluntario ya que el objetivo de esta seccién era evaluar la atracciéon
de los piojos hacia los volatiles del cuero cabelludo y no si existian diferencias de
respuestas hacia distintos perfiles de cabeza. También se tuvo en cuenta lo estudiado
por Ortega-Insaurralde et al 2016, sugiriendo que no existia preferencia diferencial entre

diferentes sexos y edades.

Para colectar las muestras se utilizaron papeles de filtro cuadrados Whatman N° 1 (1,5
cm lado) (Buckinghamshire, Reino Unido), que fueron frotados suavemente durante 30
segundos sobre la superficie del cuero cabelludo del voluntario. Estos papeles se
utilizaron en el bioensayo inmediatamente luego de su colecta. Por cada ensayo se

utilizé un papel tratado, que luego fue descartado.

Construccion del olfatdmetro

Para evaluar la respuesta comportamental de los piojos a sustancias volatiles se
construyd un olfatdmetro de doble opcién, de 20 mm de didmetro internoy 240 mm de
longitud. En el centro del largo del dispositivo se realizé una abertura circular (por donde

se introduce el insecto) generando dos brazos de 120 mm cada uno. En los extremos de
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cada brazo del olfatémetro se realizd un orificio para permitir la circulacion del aire

proveniente del aireador (Figura 13).

En la base del olfatdmetro se colocé una tira de papel de filtro de 3 mm de ancho por

220 mm de largo, para facilitar el desplazamiento de los piojos por el tubo.

Didmetro 10 mm

120 mm

120 mm

&

Diametro interno 2 cm

Didmetro
8 mm

Diametro
gmm < W

Total de largo 240 mm

Figura 13. Olfatémetro de doble opcién para evaluar la bio-actividad de las sustancias
volatiles en piojos.

Dispositivo experimental

El olfatdmetro descripto se utilizdé para evaluar la respuesta comportamental de los
piojos a los compuestos volatiles del cuero cabelludo humano, y a los componentes
mayoritarios de manera individual. El dispositivo se colocé dentro de un gabinete con
condiciones ambientales controladas de luz y temperatura (21+ 0,1 lux, 30+ 1C°)

(Ortega-Insaurralde et al. 2015). La humedad se controlé mediante un humificador.

Por ambos extremos del tubo de vidrio se introdujo una corriente de aire producida por
una bombay regulada por un robinete a un flujo de 5 cm/s, medida por un anemémetro.
El aire fue filtrado a través de carbdn activado y humidificado a través de un frasco
lavador. Antes de comenzar los ensayos se asegurd que el flujo de aire se mantuviera

continuo.
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El comportamiento de los insectos se registré con una cdmara infrarroja resistente a la

intemperie (KIR-J639CE20, Sony, China) conectada a un monitor (LG, China) y una

grabadora de video digital (DVR5104HE, Dajua Technology Co. Itd, Hangzhou, China)

(Figura 14).

CAMARA DE VIDEO

1

CAMARA AMBIENTADA

Monitor

DVR

Figura 14. 1) Esquema del olfatdmetro de opcion dual utilizado para evaluar el efecto de

sustancias volatiles en el comportamiento de Pediculus humanus capitis. A: Bomba de

aire, B: Filtro de carbdn activado, C: Humidificador, D: viales herméticos de vidrio de 2

ml, E: punto de decisidn, F: placa caliente. Las flechas indican las direcciones del flujo de

aire. 2) Fotos del dispositivo.
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Bioensayo de comportamiento para evaluar los volatiles del cuero cabelludo

Para la evaluacién de la respuesta comportamental de los piojos a los compuestos
volatiles del cuero cabelludo humano, se colocé el trozo de papel con la muestra (ver
colecta de compuestos) dentro de un vial de 2 ml conectado a uno de los brazos del
olfatémetro. En el otro brazo se colocé un trozo de papel similar pero sin tratar (sin

muestra) (Figura 15).

Cada piojo se introdujo individualmente en el olfatémetro a través de la abertura central
y se le permitié moverse libremente durante 180 segundos (tiempo del ensayo). En ese
momento, se registrd el brazo del olfatdmetro seleccionado por el insecto (control o
tratado). Una vez utilizado el insecto en un ensayo, éste fue descartado para futuros

experimentos.

El ensayo de control se realizé con dos trozos de papeles de filtro limpios colocados en
los viales situados a los extremos de cada brazo del olfatémetro (n= 64). Para evitar
posibles contaminaciones, los viales se limpiaron con etanol 96% entre ensayos
consecutivos y todo el dispositivo se limpid con etanol 96% antes de comenzar la sesidon

experimental y después de 4 ensayos.

Las muestras eran intercambiadas de lado entre cada réplica, para evitar un sesgo de

direccionalidad.
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Figura 15. Esquema simplificado de la evaluacion de la respuesta de P. humanus capitis

a los componentes volatiles del cuero cabelludo humano.

Colecta de volatiles del cuero cabelludo para analisis quimico

La colecta de los componentes volatiles del cuero cabelludo humano para el analisis
quimico, se realizd sobre el mismo individuo (joven adulto masculino) que se evalué la
respuesta comportamental de los piojos. Para ello, se cubrid la parte superior de la
cabeza con una bolsa de horno (30 cm x 45 cm. B.P Premium, Argentina) previamente
acondicionada a 180 °C. La bolsa se fijé con bandas eldsticas sobre la superficie de la
cabeza y se mantuvo asi durante una hora. El voluntario realizé actividad fisica
moderada durante 10 minutos para estimular la generacién de los compuestos volatiles.
Posteriormente, y en una habitacion acondicionada a temperatura constante (30°C), se
insertd una fibra adsorbente SPME de tres componentes (DVB / CAR / PDMS, Supelco,
Bellofonte, PA, USA) y se expuso la fase activa dentro de la bolsa y se mantuvo durante
15 minutos. La fibra se fijo a una base para mantenerla en posicidn con la cabeza (Figura

16). La colecta de volatiles se realizé por duplicado.
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Figura 16. 1) Dispositivo SPME (DVB / CAR / PDMS, Supelco, Bellofonte, PA, USA)
utilizado para colectar los volatiles generados por el cuero cabelludo. 2) metodologia

utilizada para la recoleccion de los compuestos volatiles.

Analisis quimico de los compuestos volatiles de la cabeza

Los volatiles colectados se analizaron mediante un cromatégrafo gaseoso con detector
de masas Shimadzu QP2010-Ultra (CG-EM) (Figura 17). El CG estaba equipado con una
columna capilar DB-WAX polar (30 m; 0,32 mm i.d; d.f 0,25 um, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) con Helio como fase movil (flujo total 4,82 ml/min). La fibra se
inserté en el inyector CG en modo Splitless a 240 °C. La temperatura del horno GC se
programo desde 50 °C (4 min de espera), seguido de una rampa de 8 °C por minuto hasta

230 °C, condicién en que se mantuvo isotérmica durante 5 min.
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El detector fue fijado a 70 eV, el escaneando del detector en el rango de 40 m/z a 350
m/z, y latemperatura de interfaz a 245 °C. La caracterizacidén quimica de los compuestos

volatiles individuales se realizé por al menos dos de los siguientes métodos:

1) Utilizando una muestra de referencia estandar.
2) Comparando su indice de retencién (IR) con datos de la literatura
3) Comparando el analisis del espectro de masas (EM) frente a la biblioteca de

espectros de masas de Wiley (Mc Lafferty et al., 2005).

Los métodos utilizados en cada caso estan aclarados en la tabla de resultados.

se colocé una bolsa de se realizé 10 min de actividad Luego se procedié a la extraccion
horno en la cabeza fisica y se mantuvo la bolsa una de los volatiles generados
hora y media mediante la fibra (SPME)

Se inyectaron las muestras
obtenidas en el CG-EM

Figura 17. Esquema de obtencion de los componentes volatiles del cuero cabelludo y

posterior analisis mediante CG-EM.
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Figura 18. Equipo de cromatografia gaseosa asociada a un detector de masas, marca

Shimadzu QP-2010-ULTRA

En cada cromatograma se eliminaron los picos correspondientes a posibles
contaminantes: siloxano de columnas, septas, productos cosméticos y productos de aire
ambiente (por ejemplo, 2-butoxietanol). Las intensidades de los picos restantes se

normalizaron, dividiéndolos por la suma de todas las intensidades de los picos.

Bioensayo de comportamiento con los compuestos volatiles individuales mayoritarios

Para evaluar la respuesta de los piojos a los componentes individuales mayoritarios
detectados en el analisis quimico, se prepararon soluciones de cada uno de ellos en
acetona en concentraciones 0,001- 0,01- 0,1 y 1 mg/ml. Volimenes de 10 ul de cada

dilucién se distribuyeron uniformemente en cuadrados de papeles de filtro (Whatman
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N°1; 1,5 cm de lado) para obtener masas finales de 0,01- 0,1- 1 y 10 pg respectivamente

del compuesto activo en el papel de filtro.

La preferencia de los piojos hacia cada masa de compuesto en el papel de filtro, se

determind en el olfatdmetro frente a papeles de filtro sélo con acetona (sin compuesto

activo). En el ensayo control, se colocaron papeles de filtro tratados con acetona en

ambos brazos del olfatémetro (Figura 19).

Con los datos de la preferencia de los piojos a las distintas masas de los componentes,

se realizaron curvas dosis-respuesta para determinar el efecto de la masa en la

probabilidad de eleccion del piojo.

Se realizaron 12 réplicas para cada masa evaluada de los compuestos puros.

T
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i

NN

GERANILACETONA

N

1 P

‘ SE COLOCAN 10 ul EN
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Figura 19. Esquema de evaluacién individual de los componentes mayoritarios del cuero

cabelludo en el olfatémetro.
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Analisis estadistico de los datos

Los datos binarios (preferencia o no preferencia) obtenidos mediante el olfatometro, se
analizaron utilizando un modelo lineal generalizado (GLM) con una estructura de error
binomial (distribucion de Bernoulli) y funcién de enlace logit (Zuur et al., 2009). Todos
los andlisis se realizaron utilizando Ime4: efectos mixtos lineales (Bates et al. 2013) y

paquetes MASS (Venables y Ripley 2002) del software R (R Core Team 2013).

Los supuestos de aleatoriedad y observaciones independientes se garantizaron con el
disefio experimental (cada piojo se asignd a un Unico ensayo). La ausencia de valores
atipicos se establecié a partir de los graficos de prediccién de residuales de Pearson, y
la ausencia de outliers se verificd en el grafico de Cook, donde los valores de distancia

fueron < 1.

1.1.3 Resultados

Respuesta de piojos a los volatiles del cuero cabelludo humano

Los piojos mostraron una atraccién significativa hacia el brazo del olfatdmetro que
contenia el papel con muestra del cuero cabelludo (p = 0,002) (Figura 20). La
probabilidad de eleccién del modelo mostré diferencias significativas con el modelo nulo

(p = 0.0014).
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Figura 20. Efecto comportamental de los piojos de la cabeza frente a compuestos
volatiles del cuero cabelludo A) Ensayo control B) preferencia hacia los compuestos

volatiles del cuero cabelludo. *Con diferencia significativa.

Analisis quimico de los volatiles del cuero cabelludo humano

Los compuestos volatiles del cuero cabelludo identificados mediante analisis de CG-EM
se muestran en Tabla 1 y Figura 21. Los analisis revelaron altas proporciones (areas
relativas > 10%) de nonanal, sulcatona, acido palmitico, y geranilacetona (Figura 21). Los
compuestos presentes en proporciones menores (areas relativas entre 1 y 10%) fueron
octanal, decanal, 2,6-dimetil-7-octen-2-ol (Mircenol), acido propanoico, acido 3-metil
butanoico (acido isovalérico), 2-acido etil-hexanoico, acido octanoico, acido nonanoico,

acido decanoico, acido dodecanoico, acido tetradecanoico, dcido pentadecanoico, acido
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hexadecanoico,

encontraron dos compuestos en proporciones

1-dodecanol,

1-tetradecanol,

1-hexadecanol,

1-octadecanol. Se

1%: acido isobutirico y un acido

insaturado de 18 carbonos (probablemente acido 6-octadecenoico, aunque el espectro

de masas no definio la exacta posicion del doble enlace) (Tabla 1).

NOMBRE AREA INDICE DE INDICE DE REFERENCIA
RELATIVA KOVATS KOVATS
RELATIVO LITERATURA

1 octanal (a)(b) * % 1275 1277 Khan and Verma et al. (2009)

2 sulcatona (a)(b) * ok k 1306 1318 Yamaguchi et al. (1981)

3 nonanal (a)) * kK 1356 1350 Yamaguchi et al. (1979)

4 acido acético (a)(b) * % 1435 1433 (Gance)l, Ollitrault, et al.,
2005

6 decanal (5)p) *% 1455 1448 Yamaguchi et al (1979)

7 acido Propanoico (a() ** 1489 1486 Shibamoto et al., (1981)

8 acido isobutirico (a)(b) * 1582 1587 Vifia and Murillo,et al (2003)

9 acido 3-metil butanoico (a)) *k 1620 1623 Shibamoto et al., (1981)

10 acido hexanoico (a)(b) * % 1803 1836 V.I.Babushok et al (2011)

11 geran“acetona (a)(b) * k% 1814 1816 Yamaguchi et al. (1981)

12 | acido 2-etill hexanoico () *x 1906 1910 V.I.Babushok et al (2011)

13 1-dodecanol (a)(b) * % 1976 1967 V.l.Babushok et al (2011)

14 | 3cido octanoico (a)b) * ok 2042 2050 Rezende and Fraga,et al
(2003)

15 acido nonanoico (a)(b) * % 2142 2156 Tatsuka, Suekane, et al.
(1990)

16 1-tetradecanol (a)(b) * % 2145 2140 Hanai and Hong, et al (1989)

17 acido decanoico (a)(b) *% 2269 2273 V.l.Babushok et al (2011)

18 1-hexadecanol (a)(b) * % 2347 2342 V.l.Babushok et al (2011)

19 acido dodecanoico (a)(b) * % 2482 2486 V.l.Babushok et al (2011)

20 1-octadecanol (a)(b) * % 2578 2586 V.l.Babushok et al (2011)

21 | 4cido tetradecanoico ()() o 2662 2686 V.I.Babushok et al (2011)
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22 acido pentadecanoico (a)(b) * % 2820 2822 V.l.Babushok et al (2011)
23 | Acido palmitico () ok ok 2901 2910 V.l.Babushok et al (2011)
24 | 6-acido octadecenoico (a)p) * 2919 - Khan and Verma et al. (2009)

Tabla 1. Compuestos volatiles detectados en el cuero cabelludo humano mediante

andlisis CG-EM. Proporciones basadas en drea relativa. *** mayor al 10%; ** 1% a 10%;

* menor del 1%, (a) comprobado contra patrén estandar (b) similitud mayor al 92%

comparado con la biblioteca Wiley.
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Figura 21: Cromatograma de compuestos volatiles recolectados del cuero cabelludo

mediante micro extraccion en fase sélida (SPME). Sulcatona, nonanal, geranilacetona y

acido palmitico fueron los compuestos mayoritarios.
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Bioensayo con los compuestos mayoritarios individuales

La respuesta de los piojos frente a distintas masas de los compuestos principales puros
se muestra en la Figura 22. Para los compuestos sulcatona, nonanal y geranilacetona
(Figura 22 a, b, c) la atraccidon (probabilidad de eleccidn) disminuyé a medida que
aumenta la masa, mientras que para el acido palmitico se observé el efecto contrario,

es decir a mayores masas, mayor atraccion de los piojos (Figura 22 d).

Sélo se encontré diferencia significativa con el control para la dosis mds alta de nonanal
(p <0,05). Para este compuesto, se establecié una respuesta diferente frente a
diferentes concentraciones del compuesto, siendo repelente a alta concentraciones y

atrayente a concentraciones mas bajas.

La probabilidad de eleccidon del modelo “masa de nonanal diferia significativamente del
modelo nulo (p = 0.0016). A continuacién, se muestran las ecuaciones de curvas dosis-

respuesta para cada compuesto evaluado.

Sulcatona: Probabilidad de eleccidn = e0-51240-0-12501 * maqq /1+0-51240-0.12501 % maqq (Eq.1)

Nonanal: Probabilidad de eleccién = @079028-024260 ¥ maqg / 1 + 0-79028-0.24260 * masg (Eq.2)

Geranilacetona: Probabilidad de eleccidn = e0-15706-0.08934 * magq /1+e0-15706-0.08934 * ma4q

(Eq.3)

Acido palmitico: probabilidad de eleccidn = e0-25174 + 0.06068 * 555 /1 7025174 +0.06068

* masa (Eq.4)
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Figura 22. Curvas de dosis-respuesta de compuestos principales puros. El modelo logistico evalua la probabilidad de eleccién en funciéon de la

masa de los cuatro compuestos. a) sulcatona, b) nonanal, c) geranilacetona, d) acido palmitico.
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1.1.4 Discusion

Los resultados obtenidos representan la primera evidencia de atraccion de los piojos de
la cabeza hacia los compuestos volatiles del cuero cabelludo humano. Efectos similares
se observaron en otros ectoparasitos, como las garrapatas Boophilus microplus e Ixodes
ricinus, quienes tienen la posibilidad de reconocer los compuestos quimicos
relacionados con el hospedero (Osterkamp et al. 1999). En ese estudio, los autores
demostraron que ambas especies de garrapatas tenian una respuesta de atraccidén a
olores de diferentes mamiferos, y en el caso de B. microplus observaron una atraccién
mayor por los olores de bovinos, adjudicando esta preferencia de los insectos hacia su

Unico hospedador.

El efecto del olor total del cuero cabelludo (voldtiles + menos volatiles) sobre el
comportamiento de los piojos, fue presentado recientemente por nuestro laboratorio
(Ortega-Insaurralde et al. 2016). En este trabajo se demostré en una arena
experimental, un efecto de arresto de los insectos expuestos a papeles muestras
obtenida del cuero cabelludo humano (de diferentes edades y sexo). En otras palabras,
los papeles con compuestos del cuero cabelludo indujeron a los piojos a disminuir la
actividad locomotora promedio hasta detenerse sobre el papel tratado, probablemente
debido a la asociacion entre el humano y la fuente de alimento. Es importante
mencionar que ese estudio no analizé por separado la respuesta hacia componentes

mas volatiles del cuero cabelludo humano, sino sélo al olor total.

Sobre la base de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral y los
resultados anteriores de nuestro laboratorio, podriamos inferir que los piojos de la

cabeza son en primera instancia atraidos por compuestos volatiles del cuero cabelludo
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humano, y que a continuacién, se produciria una disminucién de actividad locomotora

cuando este confirma la presencia del hospedador mediante claves quimicas.

Los resultados del analisis quimico mostraron que los compuestos mayoritarios fueron
sulcatona, nonanal, geranilacetona y acido palmitico. Aunque estos compuestos poseen
diferentes fuentes, es bien conocida su presencia en las secreciones humanas (Penn et

al., 2007; Gallagher et al., 2008).

La respuesta de los insectos hacia los componentes volatiles mayoritarios del cuero
cabelludo humano varié en funcién de las masas utilizadas, es decir que los piojos fueron
atraidos o repelidos dependiendo de la masa de compuesto evaluada. Por ejemplo, la
respuesta de los piojos hacia el nonanal depende de la masa en una manera bimodal: es
repelente a altas concentraciones y atrayente a bajas concentraciones. A diferencia de
otros compuestos, este aldehido produjo respuestas significativamente diferentes con

respecto al control a alta y baja concentracion.

El nonanal fue previamente descrito como un componente activo para diferentes
artrépodos hematoéfagos, como en los mosquitos Anopheles gambiae (Meijerink et al.,
2000) y A. aegypti (Ghaninia et al., 2008; Logan et al., 2010), las moscas tse-tse Glossina
spp (Gikonyo et al., 2002), el vector de Chagas T. infestans (Guerenstein y Guerin, 2001),
la mosca Culicoides impunctatus (Logan et al., 2009), y las chinches de cama, Cimex
lectuarius (Harraca et al., 2012). Mostrando distintos tipos de respuestas. Haciendo
referencia a los piojos de la cabeza Peock y Maunder (1993) establecieron la primera
respuesta hacia un aldehido (piperonal), mostrando que los insectos eran repelidos

cuando fueron evaluados en una arena experimental.
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Ademas, el nonanal es un compuesto quimico comunmente asociado a los vertebrados,
de alta variabilidad entre diferentes individuos y posiblemente asociado a las respuestas
diferenciales de los insectos hacia los vertebrados. De ahi la importancia de medir la bio-
actividad de esta sustancia en diferentes concentraciones. Nuestros resultados también
sugieren que, si los piojos tienen receptores de aldehidos, un pequefo
aumento/disminucion en la presencia de este compuesto dentro del rango enddgeno
del humano, podria generar que los piojos seleccionen un huésped apropiado para

alimentarse o para establecer la colonia.

Con respecto a la sulcatona, uno de los compuestos mayoritarios y el mas volatil, estd
presente también en la parte superior de la espalda y el antebrazo (Gallagher et al.,
2008). En otros artropodos hematdfagos, como C. lectularis (Harraca et al 2012) y A.
aegypti, se ha observado una correlacion entre las concentraciones enddgenas de
sulcatona y la susceptibilidad del hospedero (Logan et al., 2008). En otros hematéfagos,
como el mosquito Culicoides impunctatus, se observd una repelencia significativa a las
mezclas que incluyen sulcatona (Logan et al., 2009). A diferencia del nonanal, nuestros
resultados no demostraron una respuesta significativa de atraccién/repelencia dosis-
dependiente, aunque si hubo una clara tendencia descendente en la probabilidad de
eleccién para las masas mas altas, lo que sugiere repelencia incipiente (Figura 22.a).
Probablemente, la alta volatilidad de la sulcatona produjo una disminucién en su

concentracion durante el ensayo afectando la eleccidn final.

La geranilacetona produjo una respuesta de comportamiento similar a la sulcatona
(Figura 22.c), mostrando poca atraccidn a masas bajas y una tendencia de repelencia en

masas altas. Existe poca informacién bibliografica que asocia este compuesto con
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insectos hematdéfagos. Uno de estos estudios demostré por método electro-
antenografico que la geranilacetona era un estimulante olfativo para los mosquitos del
genero Anopheles (Meijerink et al., 2000). Otro estudio demostré el efecto repelente
sobre C. impunctatus cuando la geranilacetona se mezclaba con la sulcatona, a pesar
que el compuesto individual no habia mostrado una actividad de repelencia (Logan et

al., 2009).

El acido palmitico mostré también respuesta bimodal, pero a diferencia del nonanal,
sulcatona y geranilacetona, fue mas repelente a bajas concentraciones que a altas
(Figura 22.d). Este compuesto es uno de los principales y de menor volatilidad de los
secretados por las glandulas sebaceas (Gallagher et al., 2008). Su actividad sobre
distintos insectos es variada. En A. gambiae no se observé respuesta (Knols et al., 1997),
pero en Ae. aegyptiy Culex quinquefasciatus se registrd atraccion media cuando estaba

asociado con la sangre (Allan et al., 2005).

En conclusién, hemos establecido una respuesta de atraccién a la mezcla de compuestos
volatiles generados por el cuero cabelludo humano, dentro de condiciones de
laboratorio, asi como una respuesta diferencial hacia los componentes mayoritarios
individuales. Un hallazgo significativo de nuestro estudio fue demostrar que la actividad
de nonanal depende de la concentracién del compuesto, provocando repelencia a altas
concentraciones y atraccidn a bajas. También demostramos una tendencia similar en la
respuesta comportamental de la sulcatona y la geranilacetona en piojos. Para futuras
investigaciones se propone evaluar el efecto de mezclas de los compuestos volatiles
para determinar si existen interacciones sinergistas o antagonistas, como se ha

demostrado en otros insectos (Barrozo et al., 2004; Logan et al., 2010).
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Los resultados de esta seccion permiten avanzar en el conocimiento de los mecanismos
del piojo para reconocer un posible hospedero utilizando sefiales quimicas. De todos
modos, el mecanismo completo por el cual el piojo selecciona su huésped necesita mas

estudios, ya que probablemente involucran mds sistemas que el olfativo.
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1.2. Andlisis comparativo de la composicion quimica y bioactividad de los volatiles de

individuos infestados y no infestados.

1.2.1 Introduccion

Dentro de una poblacidon determinada, existen diferencias en la tasa de infestacion de
individuos, siendo los nifios de edad escolar los mas afectados por la pediculosis (Gratz
1997). En un estudio realizado sobre 1800 nifios infestados en escuelas de Buenos Aires,
Argentina, se encontrd que el 37.82% correspondia a nifios y 53.07% correspondia a
nifias dentro de un mismo rango etario (Toloza et al., 2009). Esta misma tendencia ha
sido reportada en niflos de otros paises como el Reino Unido, Australia, Sudafrica,
Turquia, y Brasil (Downs et al. 1999; Speare y Buettner 1999; Govere et al. 2003; Kokturk
et al. 2003; Heukelbach et al. 2005). Estas diferencias en las tasas de infestacion se
relacionaron con el comportamiento de las nifias quienes pasan mas tiempo en estrecho
contacto entre si (respecto a los nifios) y de esta manera facilitan la transmision cabeza
a cabeza. Este contacto directo cabeza-cabeza se considera como la principal via de
transmisién de piojos, a pesar que se reconocen otras rutas de contagio pasivas y
relevantes a través de las acciones de peinado, movimientos de aire, uso de toallas, etc.

(Takano-Lee et al. 2005).

En el caso de otros insectos hematéfagos, se demostré que los individuos mas
susceptibles a ser picados por mosquitos presentaban un perfil quimico de compuestos
de la piel diferente al de los individuos menos susceptibles a las picaduras. Es decir que
algunos sujetos estarian emitiendo sustancias que actlan como atractantes o como
repelentes segun el caso. Por otro lado, estudios de laboratorio realizados con las

sustancias de la piel aisladas, demostraron que un mismo compuesto puede generar una
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respuesta de atraccion o repelencia del insecto dependiendo de la concentracion. Este
fenédmeno se ha estudiado ampliamente en insectos vectores de enfermedades como

los mosquitos (Leal et al 2017).

En esta parte del trabajo, habiendo demostrado que los piojos de la cabeza responden
a los voldtiles del cuero cabelludo humano, junto con estudios anteriores que
demostraron no haber diferencias entre edades y sexos en el momento que los piojos
reconocen al hospedero (Ortega-Insaurralde et al 2017), el objetivo de esta seccién fue
establecer posibles diferencias en la composicién quimica del olor del cuero cabelludo

(volatiles) entre individuos infestados y no infestados.

1.2.2 Materiales y Métodos

Insectos

Los insectos fueron colectados y clasificados segln lo descripto en materiales y métodos
de la seccidn 1.1.2. Para esta seccidn se utilizaron piojos hembras para estandarizar el

material biolégico.

Sustancias Quimicas

Los siguientes compuestos se utilizaron como patrones estdndares para el andlisis
guimico: octanal (>99%,) nonanal (>99%), decanal (>99%), undecanal (299%), sulcatona

(>99%), acido hexadecanoico (>99%) y geranilacetona (>99%), 2,6-dimetil 7-octen-2-ol-
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(Mircenol) (>98%) ,acido acético glacial (=95), acido propanoico (>98%), acido butanoico
(acido isovalérico) (>99%), acido butanoico (>99%), acido palimitico (>99%), acido 2-etil
hexanoico (>99%), 4cido octanoico (>99%), acido nonanoico (>99%) , acido decanoico
(>99%), acido dodecanoico (>99%), acido tetradecanoico (>99%), dcido pentadecanoico
(>99%), acido hexadecanoico (>99%). y los estandares de alcanos (C5-C30) (>99%)

(Sigma-Aldrich. St. Louis. MO. U.S.A.).

El escualeno fue una muestra de prueba ofrecida por Shimadzu (Kioto, Japon). Los
alcoholes primarios 1-hexanol (>95%), 1-octanol (295%), 1-dodecanol (>95%), 1-
tetradecanol (>95%), 1-hexadecanol (>95%), 1- octadecanol (>95%) fueron adquiridos

en Polysciences Corp (Valley Road Warrington, Pennsylvania, U.S.A.).

Colecta de volatiles en diferentes individuos: andlisis quimico y respuesta

comportamental

La posible diferencia entre los hospederos fue analizada sobre 6 voluntarios clasificados
como individuos infestados (con piojos en el momento de los analisis) y no infestados
(no infestados los ultimos 10 afios). Las metodologias utilizadas para colectar los
compuestos y medir la respuesta bioldgica de los insectos fueron detalladas

previamente (materiales y métodos 1.1.2).
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Analisis comparativo de los volatiles del cuero cabelludo entre individuos infestados y

no infestados

El andlisis cuali-cuantitativo de los compuestos volatiles de los individuos infestados (6
nifios) y los no infestados (6 adultos), se realiz6 con un cromatégrafo gaseoso con
detector de masas (CG-EM), segun las condiciones informadas en la seccién de

materiales y métodos 1.1.2.

Respuesta comportamental a los volatiles del cuero cabelludo de individuos

infestados y no infestados

Para evaluar la respuesta de los piojos a los volatiles de los individuos infestados y no
infestados, se utilizd el olfatdmetro de doble opcién descripto en la seccion de
materiales y métodos (1.1.2), colocado en una camara con humedad y temperatura

controladas y dptimas para la locomocion de los piojos.

Considerando que no se observé diferencia en la composicidn quimica de los
compuestos volatiles de los individuos analizados (infestados y no infestados) (ver
resultados), se selecciond un individuo de cada grupo para la evaluacién de la respuesta
comportamental de los piojos. Para ello, se colocd en un brazo del olfatémetro un papel
de filtro con la muestra del individuo del grupo infestado, y en el otro brazo un papel de
filtro con la muestra del individuo del otro grupo. Se evalud la atraccion preferencial de
los piojos hacia uno de los olores humanos. Para cada ensayo y sus respectivos controles

se utilizaron 20 piojos.
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Analisis estadistico

La preferencia en la eleccién de los piojos hacia el olor del individuo infestado o hacia el
no infestado, se analizdé mediante un modelo lineal generalizado (GLM) con una
estructura de error binomial (distribucion de Bernoulli) y funcién de enlace logit (Zuur
et al., 2009). El analisis se realizé utilizando Ime4: efectos mixtos lineales (Bates et al.
2013) y paquetes MASS (Venables y Ripley 2002) del software R (R Core Team 2013). Los
supuestos se probaron por el disefio experimental, la prediccién de Pearson se utilizé
para evaluar valores atipicos, y la ausencia de valores fuera del rango se verificé con el

grafico de Cook, donde los valores de distancia siempre fueron < 1.

1.2.3 Resultados

Analisis comparativo de los volatiles del cuero cabelludo entre individuos infestados y

no infestados

No se observaron diferencias cualitativas o cuantitativas entre los compuestos emitidos
por individuos infestados y no infestados, que presentaron una respuesta de atraccion
a los piojos (resultados 1.1.3) (Tabla 2). En todos los casos, los aldehidos y la sulcatona
se encontraron en proporcién mayoritaria. Comparando los perfiles de ambos grupos,
encontramos mayor numero de compuestos acidos y mayor proporcion en los

individuos no infestados.
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No infestados Infestados
N°PICO | COMPUESTOS 1 2 3 1 2 3
1 octanal (a)(b)(c) * % * % * % * % * % * %
2 sulcatona (a)(b)(c) * % % * % % * % % * % % * % % * % %
3 1-hexanol (a)p)(q) * - - - - -
4 nonanal (a)(b)(c) * % % * % % * % % * % % * % % * % %
5 tetradecano (a)(v)(c) - - - - i *
7 6-metil 5-hepten-2-ol (3)b)() ** - - - ok *
8 acido acético (a)(b)(c) ** % * ko * % % -
9 2.6-dimetil 7-octen-2-ol. () - * 3 ko - *
10 decanal (@)(b)(c) * % % * % % * % % * % % * % % * % %
11 acido propanoico (a)(b)() * * * ok * _ i
14 3,7-dimetil 1,6-octadien-3-ol (5)p) - - *k * % - *
15 acido 2-metil-propanoico () - % k% - ** *
16 1-octanol (a))() - - - * % * % -
17 6-metil-3,5-heptadien-2-ona () - - - - - * %
19 undecanal a)()(c) - - - - * ok *
20 acido butanoico(a)(b)() * * - * - -
21 1,2-hexanediol (5 - - - - - *ok
22 acido 3-metil- butanoico (a)b)(c) *x ok * - * *
23 2-decen-1-ol (a - * - - - -
24 1-nonanol (@)(b)(c) * - - * - -
25 2-undecanal ()(n) - ok - * - -
26 3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol (a) - - - * | xx -
27 3,7-dimetil- 6-octen-1-ol- () * * * ok * i
28 acido 4-metil -pentanoico. () - ** - - - -
29 6-metil-2,4-heptanediona. (5 - - - - - *
30 acido hexanoico (a)()() * ok * ok ok * % * * -
31 geranilacetona (a)(v)(o) *Ex ok * k% * % ok * %
32 acido 2-etil-hexanoico. (a)(p)() - * ** - * -
33 acido heptanoico (a)(b)(c) - *x * - - -
34 1-dodecanol (a)b)(o) - * % * % * % * % * %
35 acido octanoico (a)(b)(c) ok ok b ok ok * *
36 acido nonanoico (a)(b)(c) ** * ok * * % * *
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37 1-tetradecanol (a)(p)() * * _ *ok _ _
38 1-hexadecanol (ap)(c) - % ** ** * % -
39 acido dodecanoico (a)(b)(c) * * ok * * sk i _
40 1-octadecanol ()b)(c) - - * % - * *
41 acido tetranoico (a)b)(c) ** * * * N *
42 acido pentadecanoico (a)pb)(c) * * * * - -
43 acido hexadecanoico (a)(b)(c) * ok * % * ok k * ok * ok -
44 escualeno (b)) - - - - i *%

Tabla 2: Identificacidn de los volatiles generados por el cuero cabelludos de 6 voluntarios
(3 infestados y 3 no infestados). Las cantidades de cada compuesto son estimadas por
las dreas relativas de los picos. ***porcentaje de drea mayor al 10%, **porcentaje de
area entre 1 a 10 %, * porcentaje de drea menor a 1%. (a) similitud entre la muestray la
biblioteca Wiley mayor al 92% (b) similitud entre indice de Kovats de referencia y (c)

obtenido por comparacidn contra patrones estandar.

Respuesta comportamental de los piojos a volatiles de individuos infestados y no

infestados

Los resultados obtenidos no permitieron establecer preferencia de los piojos de la

cabeza hacia los volatiles de individuos infestados sobre los no infestados (Figura 23).

En cambio, en los ensayos cuya opcién fue olor humano indistintamente del grupo
evaluado o papel control, los insectos se orientaron preferencialmente hacia el brazo
del olfatometro en donde se encuentra la muestra. Es decir que como demostramos
anteriormente, los piojos prefieren el olor de la cabeza frente a olores neutros,

independientemente que el individuo este infestado o no infestado (Figura 23).
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Figura 23. Ensayo de atraccion en olfatémetro a volatiles de hospederos infestados y no
infestados. Se muestra la probabilidad de eleccién de los piojos de la cabeza cuando

fueron sometidos a diferentes estimulos. *muestra con diferencias significativas.

1.2.4 Discusion

Analisis comparativo de los volatiles del cuero cabelludo de individuos infestados y no

infestados

Considerando que la tasa de infestacidn con piojos en nifios en edad escolar es
significativamente mayor que en individuos adultos, se analizaron de manera
comparativa, los compuestos volatiles liberados por la cabeza de individuos infestados

(niflos) y no infestados (adultos).

De nuestro analisis quimico no surgié una clara diferencia entre los grupos infestados y
no infestados con respecto a los compuestos que mostraron una respuesta en los piojos

(seccion 1.1.3), en sendos analisis los aldehidos y la sulcatona fueron mayoritarios en
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todos los casos. El mayor nimero de compuestos acidos determinados en los individuos
no infestados, se puede relacionar con los productos de excrecién de glandulas sebaceas
gue estan mas activas durante la adultez que en la nifiez (individuos no infestados). Estos
compuestos acidos representan una fraccion menos volatil y por lo tanto poco
representativa en el analisis de respuesta comportamental del piojo a los volatiles

humanos.

Los compuestos volatiles identificados en el cuero cabelludo de ambos grupos coinciden
con los reportes previos de bibliografia, siendo mayoritarios los aldehidos saturados
como el nonanal, octanal y decanal. La produccidon de estos compuestos puede ser a
través de la peroxidacion lipidica de acidos insaturados, por ende, es probable que
aparezcan cantidades significativas, ya que el procedimiento de colecta incluye que los

voluntarios no laven el cabello 48 horas previas al estudio.

Respuesta comportamental de los piojos a volatiles de individuos infestados y no

infestados

Los piojos no mostraron una preferencia significativa hacia los volatiles humanos de uno
de los grupos analizados respecto al otro (infestados y no infestados). Este resultado se
correlaciona con la similitud observada en los perfiles quimicos de los volatiles de ambos
grupos. Los compuestos mayoritarios en ambos grupos eran idénticos. A pesar de que
los individuos no infestados (adultos) contenian una mayor cantidad de compuestos de
caracter acido que los infestados (nifios), se considerd que este no deberia ser un factor
determinante en este estudio en olfatdmetro debido a su baja volatilidad. Este resultado

también coincide con los resultados obtenidos por Ortega-Insaurralde et al (2016), en
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donde no vieron diferencia de atraccion entre hospederos de distintos sexos y edades,

aungue los autores solo analizaron muestras de compuesto totales de cuero cabelludo.

Dado que es un hecho que los nifios sufren mas infestacién por pediculosis que los
adultos, las principales causas podrian no estar relacionadas con los perfiles quimicos
del cuero cabelludo, sino con factores comportamentales y/ o culturales. Considerando
que estos parasitos completan todo su desarrollo en el hospedador, diversos factores
podrian determinar el establecimiento de la colonia, como la calidad del alimento y
nidificacion debido a diferencias fisiolégicas entre adultos y nifios. De este modo, la
instalacion de una colonia en una determinada cabeza podria deberse a factores

multiples que en nuestro trabajo no contemplamos.
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1.3. Bio-actividad comparada y caracterizacion quimica de muestras de distintas

partes del cuerpo

1.3.1 Introduccion

Los humanos pueden ser parasitados por tres especies de piojos que viven en distintas
partes del cuerpo: P. humanus capitis y P. humanus humanus y P. pubis. Dos de ellas
pertenecen al género Pediculus (P. humanus capitis y P. humanus humanus), tienen una
gran similitud morfolégica y gendmica, pero desarrollan sus colonias en partes
diferentes del cuerpo humano (Kirness et al 2010). Los piojos de la cabeza viven en la
cabeza humana y pasan toda su vida en ella, mientras que los piojos del cuerpo viven en
la ropay se acercan al cuerpo para alimentarse. Con respecto al nicho ecolégico, ambas
especies prefieren diferentes condiciones de temperatura y humedad), es decir que

ambas explotan dreas diferentes (Gallardo et al 2009).

A pesar de que la principal ruta de transmisidn es el contacto de cabeza a cabeza, los
piojos también pueden ser desalojados intencionalmente o accidentalmente de su
huésped, lo que provoca una necesidad urgente de detectar a otro huésped (Takano-
Lee et al 2005). En estas circunstancias, el mecanismo de orientacion de los piojos hacia
la cabeza humana no estd claro. Una de las hipdtesis mas simples es el geotropismo
negativo de los piojos, que se puede observar al transferir un piojo de la cabeza a la ropa

y ver como sube al cuero cabelludo (Heukelbach, 2010).

En un estudio reciente, Ortega-Insaurralde et al (2016) analizaron en un ambito
experimental la respuesta de los piojos adultos a muestras de compuestos de la cabeza.
Estos autores encontraron que los insectos fueron atraidos por la muestra humano y

permanecieron en el drea de la arena experimental tratada. Ademas, en nuestro trabajo
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previo, observamos una clara atraccion de los insectos hacia la mezcla de compuestos

volatiles, asi como a los principales compuestos individuales del olor de la cabeza.

En la presente seccidén intentamos averiguar si los piojos reconocen los compuestos
emanados por distintas partes del cuerpo humano y si prefieren los de la cabeza sobre

los de otras areas del cuerpo.

1.3.2 Materiales y Métodos

Insectos

Los insectos se recolectaron como se describié en la parte 1.1.2., y se utilizaron entre
una y tres horas después de haber sido retirados del cuero cabelludo. Durante este
tiempo, los insectos se mantuvieron en bandejas de plastico en una cdmara ambiental
qgue regula la humedad relativa (60-70%) y la temperatura (17 + 1°C). Se seleccionaron
hembras vitales (sin dafio en las antenas y las patas) para su uso en el bioensayo. Se

utilizaron hembras para la estandarizacidon del material bioldgico.

Sustancias quimicas

Los solventes metanol y acetona (99,8%) utilizados para la extraccion de compuestos del

papel de filtro se adquirieron en SINTORGAN (Villa Martelli, Buenos Aires, Argentina).

Para la identificacidon de los compuestos detectados en el andlisis quimico, se utilizaron
patrones estandares de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).El escualeno fue una muestra

ofrecida por Shimadzu (Kioto, japon)
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Toma de compuestos volatiles de diferentes partes del cuerpo (pie, brazo y cabeza)

La toma de muestra de los compuestos se realizd sobre un adulto joven masculino, quien
se habia higienizado 48 horas antes las diferentes partes a analizar (cabeza, pie y brazo).
Las muestras se obtuvieron de acuerdo a lo detallado en la seccion 1.1.2 (Mat y met).
Brevemente, se utilizaron papeles de filtros cuadrados de 1,5 cm de lado que se frotaron
suavemente sobre las partes del cuerpo a evaluar por un periodo de 30 segundos. Cada

muestra obtenida se utilizé para un ensayo y luego se descarto.

Respuesta comportamental de los piojos a volatiles de las diferentes partes del cuerpo

La respuesta de los piojos frente a los volatiles de diferentes partes del cuerpo (cabeza,
brazo o pie), se evalué mediante el olfatémetro de acuerdo a lo descripto en la seccién

1.1.2 de Materiales y Métodos.

Para evaluar la atraccién de los piojos a los volatiles de las distintas partes del cuerpo,
cada papel de filtro con muestra de los compuestos de cabeza, brazo y pie, se introdujo
en un vial de 2 ml y se colocd en uno de los brazos del olfatdmetro. Un papel sin tratar
se introdujo en el otro extremo (control). Los lados donde se colocaron las distintas

muestras se intercambiaron alternativamente para evitar un sesgo de direccionalidad.

En cada ensayo, un piojo se introdujo individualmente a través de la abertura central del

olfatometro y a los 180 segundos se registrd el lado seleccionado por el insecto.

Los tratamientos realizados y la cantidad de casos analizados fueron:
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e Control vs control (n=30)
e Pie vs control (n=30)

e Brazo vs control (n=30)

e Cabeza vs control (n=30)
e Cabeza vs pie (n=30)

e Cabeza vs brazo (n=30)

Finalizado el tiempo del ensayo, se registré con el nimero uno (1) la eleccién del lado

tratado, y con un numero cero (0) la eleccion del lado no tratado (Figura 24)
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Figura 24. Esquema de evaluacion de respuesta a los volatiles de las diferentes partes
del cuerpo mediante un olfatdmetro. A la izquierda de la figura se muestran los

tratamientos realizados.

Analisis estadistico

Para cuantificar los tratamientos (datos binarios) se utilizé un analisis mediante GLM
(modelo lineal generalizado) con funcién de enlace logit y estructura de error binomial

(distribucion de Bernoulli) (Zuur et al. 2009). El disefio experimental asegurd los
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supuestos de aleatoriedad y observaciones independientes, ya que los papeles tratados
y de control se asignaron al azar como "derecho" o "izquierdo", y los piojos se usaron
individualmente una vez. La ausencia de datos influyentes se verificd en el grafico de
Cook, donde los valores de distancia siempre fueron <1, y la ausencia de valores atipicos

se evalud a partir de los residuales de Pearson frente a los gréficos de prediccion.

Toma de muestra de compuestos totales de las diferentes partes del cuerpo para

bioensayo

El procedimiento de la coleccién de las muestras de compuestos de distintas partes del
cuerpo fue similar al que se utilizé para la obtenciéon de los compuestos volatiles,
frotando papeles de filtro cuadrados (1,5 cm de lado) sobre cuero cabelludo, pie o brazo

durante 30 segundos.

Disefio experimental para evaluar bioactividad de los componentes totales de las

distintas partes del cuerpo

La respuesta preferencial de los insectos hacia las muestras de cabeza, brazo o pie, se
evalud en una arena circular (5,5 cm didmetro), con papel de filtro en la base para
facilitar la locomocién del piojo (Whatman 5.5 cm # 1). El papel de filtro fue dividido en
dos areas iguales. En cada area semicircular, se colocd un papel con muestra (tratado o
no) dependiendo del ensayo. La arena estaba limitada por un anillo de vidrio de 50 mm
de didmetro para evitar escapes de los insectos (Figura 25). Cada insecto se colocé en el

centro de la arena, que se mantuvo bajo luz y temperatura controlada (21 lux, 30°C). Los
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movimientos de los piojos se registraron con una cdmara infrarroja durante 3 minutos y

se grabaron en un video digital. Para los controles, se colocaron papeles sin tratar en

ambas areas de la arena.
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Figura 25. A. Esquema de evaluacion de muestras con compuestos de diferentes partes

del cuerpo, utilizando una arena experimental dividida en dos zonas simétricas B.

Tratamientos realizados.

Obtencion de los extractos para el analisis quimico de los compuestos de distintas

partes del cuerpo

Los extractos a utilizar en el analisis quimico, se obtuvieron aplicando 2 ml de una mezcla
de metanol- acetona (1: 1) con una pipeta Pasteur de vidrio sobre la piel de la cabeza,

pie (empeine) o brazo (antebrazo). Se realizaron 3 lavados consecutivos (de 2 ml cada
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uno) en cada zona para asegurar la colecta de la mayoria de los compuestos de la piel.
Los lavados se realizaron utilizando un cilindro de vidrio de 2,5 cm de didmetro para

contener el solvente de lavado (Figura 26).

Cada extracto se centrifugd a 4.000 RPM para separar los componentes particulados, y
luego se concentrd por evaporacién con nitréogeno hasta llegar al volumen de 50 pl. La
muestra se conservo en ultra freezer (-78 °C) hasta su andlisis. Previo al analisis, el

extracto se dejé llegar a temperatura ambiente y luego se inyectdé en un CG-EM.
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Figura 26: Obtencién del extracto de los compuestos A. cabeza. B. pie C. brazo, utilizados

en el analisis quimico. El solvente utilizado fue acetona: metanol 1:1.
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Analisis quimico de los extractos de diferentes partes del cuerpo

El andlisis quimico de los componentes presentes en los extractos de cabeza, pie y brazo,
se realizd mediante un CG-EM (Shimadzu QP 2010 ultra). Se utilizé una columna DB-

WAX (30 m- 0,25 um- 0,25 um) (Agilent, Santa Clara, California, USA).

La separacién y el andlisis de las muestras se realizdé con el siguiente programa de
temperatura: inicial 60°C por 4 min, luego una rampa de temperatura creciente de 6°C
por min hasta llegar a 220°C, esta temperatura se mantuvo por 10 minutos, y finalmente

una rampa 1°C por min hasta 245°C por 10 min.

El puerto de inyeccidn se colocd a 240 C. El gas portador helio se usé a una velocidad

constante de flujo de columna de 1,4 ml/min.

La adquisicién de datos y parametros para el detector de masas se ajustd de la siguiente
manera: rango de escaneo m /z 40 a m /z 350; temperatura de la interfase fue de 245

C°; temperatura de la fuente de iones 220C°; energia ionizante 70 eV.

La identificacion de los compuestos se realizd utilizando estandares de referencia
(Sigma-Aldrich. St Louis. MO. USA) y/o comparando el indice de retencidn (IR) con datos
de la literatura y/o mediante la comparacién y el analisis del espectro de masas (EM)
frente a la biblioteca de espectros de masas de Wiley (Mc Lafferty et al., 2005). Los

resultados obtenidos se analizaron mediante el software Labsolution.

Analisis estadistico

Para comparar la preferencia de los piojos hacia los extractos de distintas partes del
cuerpo, se realizé un analisis de varianza unidireccional (ANOVA) para establecer la

permanencia en los dos tratamientos (tratados vs control o tratados vs tratados). La
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normalidad y la heterocedasticidad se determinaron graficamente a través de la grafica
Q-Q v la grafica de valores residuales frente a los valores predichos. Los paquetes Ime4

(Bates et al. 2013) y MASS (Venables y Ripley 2002) fueron de R (R Core Team 2013).

1.3.3 Resultados

Respuesta comportamental a volatiles de las diferentes partes del cuerpo

Los piojos mostraron claramente una preferencia significativa al sector del olfatémetro
con muestras humanas (cabeza, brazo o pie) sobre el control (papel sin muestra) (P
<0,05). Sin embargo, no mostraron una preferencia significativa a los volatiles de cabeza

respecto a los volatiles de brazo o pie (P > 0,05) (Figura 27).

Considerando que los insectos no mostraron una preferencia diferencial significativa
hacia los volatiles de distintas partes del cuerpo, no fue de interés realizar el andlisis

guimico de los volatiles generados por las diferentes partes del cuerpo.
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Figura 27. Preferencia de los piojos a los volatiles del olor humano (cabeza, brazo o pie)
versus el papel limpio (control), y preferencia frente a los estimulos corporales (cabeza,
pie y brazo). Los insectos fueron expuestos a los diferentes estimulos en un olfatémetro

de tubo en T. * Indican diferencias significativas.

Respuesta comportamental a muestras totales de distintas partes del cuerpo

Los bioensayos de preferencia entre papel control (papel sin tratar) y papel tratado
(cabeza, brazo o pie), demostraron que los piojos prefirieron significativamente el papel
tratado (P< 0.001). Ante la opcidon muestra de cabeza versus muestra de brazo o pie, los
piojos mostraron una clara respuesta preferencial hacia la muestra de la cabeza

respecto a las muestras de otras partes del cuerpo (P<0.001) (Figura 28).
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Figura 28. Respuesta de preferencia direccional de piojos hembras hacia la muestra de cabeza, brazo o pie. Los insectos fueron expuestos a los

diferentes estimulos en una arena experimental circular dividido en dos zonas simétricas. * Indica diferencias significativas (p <0,001).
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Analisis quimico de los extractos totales de diferentes partes del cuerpo

El analisis quimico mostré diferencias en la identidad y en la cantidad de los compuestos

presentes en los extractos provenientes de las diferentes partes del cuerpo. En el extracto

de la cabeza se detectaron 27 compuestos, mientras que en los extractos de pie y brazo se

detectaron 15 y 4 compuestos respectivamente (Tabla 3).

En el analisis comparativo, se destacan los compuestos de cardcter acido presentes en la

cabeza, como se puede observar en el cromatograma desde el minuto 30 hasta el minuto

40 (Figura 29 y Tabla 3). Un compuesto comun y abundante en las tres partes del cuerpo

analizadas fue el escualeno (>70 %).

Compuestos Areas relativas (a)
CABEZA | BRAZO PIE
metil benceno () 0,04 6,42 X
undecano (a)(b)(q) 0,03 X 1,24
1,2-dimetil benceno () X X 2,22
1,4 -dimetil benceno () 0,04 X X
1,2,4-trimetil benceno () 0,23 X 1,99
Dodecano (a)b)(c) X X 4,88
1,2-propanediol (a)() 0,1 X 0,87
1-undecanol () 0,26 X 1,75
miristato de isopropilo (a)() 0,25 X X
acido butanoico (s)p)(q) 0,02 X X
acido pentanoico (am)(o) 0,27 X X
pentanoato de etilo (5)¢ 0,15 X X
1-dodecanol ()b)(q) 0,06 X 4,56
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etilenglicol monododecil éter (a)q) X X 1,93
2-nonadecanol ()« X X 1,2
acido decanoico (ap)(q) 1,47 X X
2- (fenilmetileno) — octanal () X X 0,91
glicerol (a)p)(o) 0,3 X X
1-tetradecanol (b)) 0,04 X 11,74
1-hexadecanol () X 6,82 X
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno () 0,07 X X
acido dodecanoico (ap)(q) 0,19 X 0,78
1-octadecanol (a)b)() 0,42 19,77 | 26,11
urea (a)q X X 4,21
acido tridecanoico ()()() 1,24 X X
acido tetradecanoico (a)p)() 0,95 X X
acido-trans-9-hexadecenoico (a)m)(q) 3,72 X X
acido pentanoico (apm)() 1,76 X X
acido cis-9- octadecenoico ()p)() 51 X X
acido hexadecanoico 10,9 X X
acido trans-9- octadecenoico 0,65 X X
escualeno 70,92 66,99 | 32,55
acido octadecanoico 0,59 X X
escualeno 0,23 X X

Tabla 3. Analisis quimico de los extractos de cabeza, brazo y pie, mediante CG-EM. (a):
identificado en base a su indice de Kovats; (b) identificado contra patron estandar; (c)

identificado por comparacién de su EM con biblioteca con indice de similitud mayor a 92%.
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Figura 29. Cromatogramas de los extractos en acetona: metanol (1: 1) obtenidos de las

diferentes partes de cuerpo (cabeza, pie y brazo).

1.3.3. Discusion

Nuestros resultados demostraron que los piojos de la cabeza son atraidos hacia los

compuestos volatiles del olor humano independientemente de la zona del cuerpo de donde
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proviene, sin mostrar preferencia hacia los volatiles de la cabeza en comparacién con los

volatiles de otras partes del cuerpo (brazo y pie).

Por el contrario, cuando los piojos eran expuestos a las muestras que contenian la suma de
componentes quimicos de mayor y menor volatilidad provenientes de diferentes partes del
cuerpo, los insectos mostraron una clara respuesta preferencial hacia las muestras

obtenidas de la cabeza cuando se las enfrentaba con las muestras de pie y brazo.

Estos resultados sugieren que los piojos de la cabeza son atraidos por los componentes
volatiles del olor humano en general, independientemente de que provenga de distintas
partes del cuerpo. Sin embargo, frente a una muestra que contenga también los
compuestos de menor volatilidad, el piojo prefiere la cabeza respecto a otras partes del

cuerpo como brazo y pie.

Considerando los resultados del analisis quimico, esta diferencia de comportamiento podria
deberse a alguno de los compuestos acidos presentes en cabeza o a la mezcla de los

mismos, que generan una respuesta de reconocimiento diferencial sobre el area a infestar.

Actualmente se conoce que la mayoria de los artrépodos hematoéfagos utilizan claves para
ubicar a sus hospederos y luego se mueven en el cuerpo para seleccionar areas favorables
para su alimentacion. Por ejemplo, la mayoria de las especies de mosquitos tienen sitios de
picadura preferenciales (De Jong R. & G.J. Knols 1996). Estos autores informaron que las
hembras de Anopheles gambie prefieren picar en los pies y tobillo de los humanos por sobre

otras partes del cuerpo, muy probablemente debido que el perfil quimico del pie difiere de

87



otras zonas del cuerpo por la cantidad y tipo de glandulas exocrinas asociadas a la micro

fauna.

En el caso de de Simulium sp (mosca negra), algunas especies prefieren morder la cabeza
humana mientras otras especies prefieren morder el hombro o la espalda (Crosskey 1990).
De manera similar, los fleb6tomos se movieron sobre el cuerpo de un ratén anestesiado en
busca de lugares preferenciales para alimentarse tales como la cabeza y los pies (Cole y

Edman 1988)

El andlisis quimico de los compuestos presentes en las distintas partes del cuerpo, demostrd
que el cuero cabelludo posee mayor numero de compuestos de caracter acido,
posiblemente debido a que en esta zona y en el cuello hay mayor proporcién de glandulas
sebdceas. Las glandulas sebdceas se caracterizan por sintetizar el sebo (generacién de
acidos grasos) cuya funcion es la de "lubricar" y proteger la superficie de la piel. Estas se
diferencian de las glandulas sudoriparas (apocrinas y ecrinas) que tienen la funcién de

termo-regular el organismo, y cuyo producto de excrecion es el agua.

Los piojos humanos no tienen la necesidad de recorrer grandes distancias para encontrar
su hospedero, ya que no sobreviven fuera de él. Las fuentes de contagio se generan
principalmente de manera directa (contacto entre hospederos) o de manera pasiva
mediante objetos inanimados que pueden transportar un insecto de un individuo a otro. Es
decir, que los piojos no tienen la necesidad de diferenciar olores a larga distancia para
detectar al hospedero, pero tienen la necesidad de alcanzar la cabeza del hospedero para

instalar la colonia. Ademadas, un estudio reciente de Ortega-Insaurralde et al. (2019),
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demostrd que los piojos tienen la capacidad de seleccionar distintas fuentes de olores
humanos versus olores neutros mediante estructuras quimiorreceptoras de la antena.
Posiblemente por ello, pueden discriminar los olores de distintas partes del cuerpo humano
a muy corta distancia y esto estaria asociado a sustancias de menor volatilidad,
diferenciando la zona que infestan. Los mecanismos por los que puede hacer esta
discriminacidn todavia no estdn claros, pero hipotetizamos que se basan en su sistema

olfativo y/o gustativo.
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PARTE 2: COMUNICACION
QUIMICA DEL PEDICULUS
HUMANUS CAPITIS CON
SUS CONGENERES



2.1 Introduccion

Como las feromonas en general, las feromonas de agregacién actian como sefales de
reconocimiento para la comunicacién quimica entre individuos del mismo grupo (Jaffe,
1987). Los artréopodos tienen la posibilidad de producir y emitir feromonas mediante
diferentes vias (glandulas, cuticula o productos de excrecién). En el caso de los insectos
hematdfagos, las heces juegan un rol fundamental en la comunicaciéon quimica entre

individuos de la misma especie (Lehane 2005).

En T infestans, se demostré agregacion de los insectos cuando se expusieron a los volatiles
de las heces co-especificas (Lorenzo Figueiras et al. 1994; Lorenzo y Lazzari 1996; Lorenzo
Figueirasy Lazzari 1998). Por otro lado, Galvez-Marroquin et al. (2018) observaron un efecto
de atraccién de T dimidiata hacia los volatiles de sus excretas y lo atribuyeron al nonanal,

el componente principal, ya que los otros compuestos se encontraban a nivel de trazas.

En chinches de cama, otro insecto hematéfago, se evalud la respuesta de individuos adultos
a las heces y exuvias de otros congéneres, obteniendo como resultado un efecto de
agregacion en las zonas que contenian las muestras. El analisis quimico de las muestras
resulté en un blend de nueve compuestos: nonanal, decanal, (E) -2-hexenal, (E)-2-octenal,
(2E, 4E)-octadienal, benzaldehido, limoneno, sulcatona y alcohol bencilico (Siljander et al.,
2008). Teniendo en cuenta estos antecedentes en insectos hematdéfagos, nuestra hipdtesis
fue que las heces de los piojos (P humanus capitis) tienen un rol en la comunicacién

intraespecifica.
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Las heces de los insectos contienen compuestos nitrogenados. Haciendo referencia al
comportamiento, se vio que existe una respuesta de atraccidon al amonio y a sustancias
nitrogenadas en varios érdenes de insectos, como producto de este comportamiento ha
sido explotada como cebo en trampas. Se postula que la respuesta al amonio representa un
rasgo primitivo desarrollado a partir de ancestros sapréfitos que lo necesitaban y que fue
conservado a través de la evolucion, independientemente del comportamiento relacionado

con la alimentacion.

Asi como las fracciones mas volatiles de las heces pueden actuar como feromonas de
agregacion. Los componentes menos volatiles podrian actuar como seial de la presencia de
una posible fuente de alimento, ya que los insectos hematéfagos reconocen la sangre a
través de pequenas moléculas tales como los nucleétidos de adenina (ATP) (Friend & Smith,
1977). Asi, la sangre, al ser digerida por los insectos, genera componentes que pueden ser

utilizados por los congéneres para determinar el grado nutricional del hospedero.

En garrapatas se demostrd que los productos de excrecidon generan un tipo de sefial que es
interpretada por sus congéneres como la presencia de una fuente de alimento viable
(Grenacher et al 2001). Los compuestos que determinan este comportamiento fueron
descriptos en Ixodes ricinus. Los autores encontraron en las heces sustancias del grupo de

las purinas y otros compuestos nitrogenados como el amonio (Dusbabek et al., 1991a).

En el caso del efecto de las heces en el comportamiento de los piojos del cuerpo,
Wigglesworth (1941) demostrd que los insectos eran atraidos hacia el papel que contenia

sus excrementos. Mas tarde, Mumcuoglu et al (1986) validd esta respuesta de atraccion
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demostrando que el 100 por ciento de las hembras eran atraidas al extracto acuoso de las
heces y realizé la identificacion de los compuestos quimicos presentes como hemoglobina,
xantina, hipoxantina, dcido Urico y sales de amonio. Los compuestos detectados fueron
evaluados individualmente y sdlo las sales de amonio produjeron atraccién. Los autores
postularon que los compuestos individuales actian como sinergistas en la materia fecal.
Otra hipodtesis postulada fue que la diferencia de respuesta de los piojos entre los
compuestos aislados y la mezcla total podria deberse a que en las heces no se detectaron

productos de excrecion.

Los estudios mencionados se realizaron sobre los piojos del cuerpo. Los piojos de la cabeza
estan estrechamente relacionados con los piojos del cuerpo, ya que divergieron
recientemente, y las primeras investigaciones sobre el genoma de ambas especies
mostraron que sus genes estdn altamente conservados (Kittler et al 2003; Yong et al 2003).
Teniendo en cuenta la importancia bioldgica y el cardcter de cercania entre estas dos
especies, en esta seccidon estudiaremos cdmo responden los piojos a los componentes
extraibles de las heces mediante diferentes solventes de extraccion. Ademas, analizaremos
mediante técnicas de quimica analitica los compuestos presentes en los extractos que

muestran bioactividad.

En la siguiente seccidn estudiaremos la respuesta de los piojos frente a volatiles de heces y
al extracto de sus heces. A partir de los resultados obtenidos en los bioensayos de
comportamiento, se analizardn mediante técnicas de quimica analitica los compuestos

presentes en los extractos que muestran bioactividad.
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2.2 Materiales y Métodos

Insectos

Los insectos fueron recolectados en establecimientos escolares segin el protocolo
mencionado en 1.1.2. Los insectos se mantuvieron en una cdmara acondicionada hasta su
utilizacién. Para estandarizar los insectos a utilizar en el bioensayo y en la recoleccién de

heces, se seleccionaron aquellos individuos sin restos de sangre en el intestino.

Sustancias Quimicas

Se utilizaron patrones estandar de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.): 2-pentanona
(>99%), hexanal (> 99%), heptanal (> 99%), octanal (> 99%), sulcatona (> 99%), nonanal
(>99%), acido acético (>99%), 2-etil-1-hexanol (> 99%), decanal (> 99%), geranilacetona
(>99%), 2,6-dimetil 7-octen-2-ol (Mircenol), acido butirico (>99%), acido hexanoico (>99%),
acido octanoico (>99%), undecanona (> 99%), hexadecano (>99%), y alcanos (C5-C30) (>
99%). Se utilizaron patrones estandares de Polysciences Corp (Valley Road Warrington,

Pennsylvania, EE. UU), de los alcoholes primarios 1-octanol (> 95%), 1-nonanol, (> 95%).

Para el estudio de los extractos de heces se utilizaron 3 solventes de extraccion: hexano,
diclorometano y metanol. Todos los solventes fueron calidad pro-analisis (99,8%)
adquiridos en SINTORGAN (Villa Martelli, Buenos Aires, Argentina). Se utilizaron patrones

estandar para el analisis quimico: la hipoxantina (298%) fue adquirida de Janssen
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Pharmaceutica (Beerse, Bélgica), y el acido urico (299%) y la guanina (298%) fueron

comprados a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos).

Recoleccion de las heces

Se colocaron grupos de 50 piojos (machos, hembras y ninfas 3) en los brazos y manos de un
voluntario (joven adulto hombre) previamente higienizado con jabdn neutro. Se permitié a
los insectos que se alimenten hasta saciedad o 15 minutos, para asegurar que todos los
individuos tengan el abdomen con alimento (Figura 29). Luego, los piojos se colocaron sobre
un papel de filtro circular Whatman #1 (45 mm didmetro) y se los cubrié con una botella
Pirex (25 mm de didmetro de base x 50 mm de altura) para limitar sus movimientos y evitar
escapes (Figura 30). El dispositivo de colecta se mantuvo en una camara cerrada con luz de
baja intensidad (21 + 0,1 lux), humedad controlada (70% HR) y una temperatura de 25 °C
durante 2 horas. El tiempo se fijé para asegurar la excreta de todos los piojos y la cantidad
de material bioldgico colectado por grupos fue aproximadamente 0.014 gramos. Las heces
colectadas se recogieron del papel de filtro y se destinaron a los estudios biolégicos y

guimicos.
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Figura 29. Piojos alimentdndose sobre el voluntario. Se utilizaron piojos hembras, machos y

ninfas 3.
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Figura 30. Coleccion de heces de piojos. (A) piojos colocados sobre el papel de filtro y

limitados por una botella de vidrio para evitar escapes. (B) piojos y sus excreciones.

Bioensayo comportamental de respuesta de los piojos hacia los volatiles de heces

Para determinar la respuesta de los piojos hacia los volatiles emanados de las heces, se
realizaron 3 ensayos comparativos (respuesta a heces, piojos, y piojos + heces). Los
bioensayos se realizaron en el olfatdmetro de doble opcién adaptado segun las condiciones

descritas anteriormente en la seccién 1.1.2 (Figura 31).

Para analizar el efecto de las heces sobre los piojos, se colocé en uno de los brazos del
olfatémetro un vial de 2 ml con papel de filtro con excreta de 50 piojos (el papel circular
utilizado para la colecta cortado a la mitad), y en el otro brazo se colocé un papel sin
muestra (control). Los tratamientos restantes (piojos y piojos + heces) se realizaron para

discriminar el efecto especifico de los insectos a sus heces en la respuesta comportamental.
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Las muestras se colocaron alternando los lados derecho e izquierdo del olfatémetro para

evitar un sesgo de direccionalidad.

Las condiciones experimentales fueron las mismas que se detallan en la seccion (1.1.2

materiales y métodos).

En cada ensayo, un piojo se introdujo por el orificio central del olfatdmetro y se le permitié
caminar libremente durante 180 segundos. Finalizado el ensayo, se registré el brazo elegido
por el insecto y se asignd un valor binario, siendo 1 = proximidad al papel tratado, y 0 =
proximidad al papel no tratado (n = 20). Luego del ensayo, se descarté el insecto evaluado.
Para excluir una posible desviacién hacia un lado del olfatémetro, se realizé un experimento

de control colocando un papel de filtro limpio en cada brazo (n = 20).

Figura 31. Esquema de la respuesta comportamental de los piojos a los volatiles de los

siguientes tratamientos: (a) piojos + heces. (b) heces. (c) piojos
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Coleccion de los volatiles de las heces para analisis quimico

Para la recoleccién de los volatiles se utilizaron 3 viales viales cerrados (10 ml) y 1 control

conteniendo:

1. Piojos alimentados + heces (entre 150 y 180 piojos).
2. Piojos ayunados (entre 150 y 180 piojos ayunados).
3. Papel con heces de piojos, sin insectos (heces de 150 a 180 piojos).

4. Esferas de vidrio (control).

Estos viales se colocaron dentro de una cdmara a 25°Cy 70% de humedad durante 2 horas.
Posteriormente, los compuestos volatiles se adsorbieron mediante una fibra de extraccién
de fase sélida (SPME) de divinilbenceno/ carboxeno/ polidimetilsiloxano (DVB/ CAR/ PDMS;
50/30 um) (Supelco), perforando la tapa de vinilo del vial y exponiendo su fase activa al
espacio de cabeza durante 20 min a 30°C. La coleccidén de volatiles se realizé sobre una
misma muestra, por duplicado (Figura 32). Para discriminar los compuestos del extracto que
podrian provenir de la piel del huésped, se realizdé un blanco frotando y deslizando 50
esferas de vidrio (diametro 3 mm) sobre el brazo del voluntario. Las esferas se colocaron en
un vial y se colecté su espacio de cabeza con una fibra SPME imitando las condiciones de

colecta anteriormente mencionadas.
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Analisis quimico de los volatiles de las heces

Los volatiles colectados de las heces se analizaron en un cromatégrafo gaseoso acoplado a
un espectrometro de masas (CG-EM) Shimadzu QP2010-Ultra equipado con una columna
capilar polar DB-WAX (30 m, 0,25 mm id, df 0,25 um, Agilent Technologies; Santa Clara, CA)
con Helio como gas portador (flujo de columna 1,25 ml/min). La fibra se inserté en el
inyector GC en modo splitless a 240°C. La temperatura del CG se programé desde 50 °C (4
min), seguido de una rampa de 8°C/min hasta alcanzar los 230°C (en isoterma durante 5
min). El detector se fijé a 70 eV, y el escaneado de las masas fue de 40 m/z a 350 m/z, con
una temperatura de interfaz de 245°C. La caracterizacién quimica de compuestos volatiles
individuales se realizé comparando los Tr (tiempos de retencidn) con los estandares de
referencia (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), comparando los indices de retencién (IR) con datos
de la literatura, y/o mediante la comparacion y analisis del espectro de masas (EM) contra
la biblioteca de espectros de masas de Wiley (McLafferty 2005), segun el caso. Los picos en
cada cromatograma se normalizaron para evitar la influencia de contaminantes, es decir
gue no se consideraron componentes tales como los siloxanos, impurezas provenientes del
aire de la habitacidn, jabdn liquido y solventes (por ejemplo, trazas de cloroformo, columna
y septas), asi como los solventes cominmente empleados en cosmética, y los productos de
aire ambiente (por ejemplo, 2-butoxi etanol). Todas las dreas de los compuestos restantes
se sumaron y luego se dividieron por cada drea individual para calcular su proporcién en las

muestras analizadas. Todos los andlisis quimicos se analizaron con el software lab solution.
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Figura 32. Esquema de colecta de volatiles de heces y posterior andlisis. (a) piojos + heces.

(b) piojos (ayunados). (c) heces. (d) esferas de vidrio (control).

Analisis estadistico del bioensayo de los volatiles de heces

Los datos binarios obtenidos del olfatémetro (proximidad a las heces o proximidad al papel
limpio) se analizaron utilizando un modelo lineal generalizado (GLM) con estructura de
error binomial (distribucidon de Bernoulli) y funcién de enlace logit (Zuur et al. 2009). Los
supuestos de independencia y la aleatoriedad se aseguraron mediante el disefio
experimental (cada piojo se asigndé a un solo ensayo y el papel tratado se asignd
aleatoriamente al lado derecho o izquierdo del olfatdmetro). La ausencia de valores atipicos
se evalud a partir de los residuales de Pearson frente a los graficos de prediccién, y la
ausencia de datos influyentes se verificd en el grafico de Cook, donde los valores de
distancia siempre fueron <1. El andlisis se realizé con el paquete Ime4 (Bates et al. 2013) y

MASS (Venables y Ripley 2002) del software R (R Core Team 2013).
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Obtencion de extractos de heces de piojos en solventes

La obtencién de los extractos de heces se realizd con solventes organicos de polaridad
creciente: hexano, diclorometano y metanol. La extraccion se llevé a cabo sumergiendo los
papeles de filtro impregnados con heces de 50 piojos (seccién 2.1.2) en un vial de 2 ml con
500 ul de disolvente y el vial se colocd en ultrasonido (Arcano, modelo PS-10A) durante 20
minutos a 30°C para mejorar la extraccion de los componentes. Los extractos obtenidos se
centrifugaron (4000 RPM, IEC Centrifugadora HN) para eliminar restos del papel. Para el
analisis quimico, el sobrenadante se filtré para evitar el material particulado (Ministart filter
unit 0,20 um. Sartorius). Este procedimiento se realizd para evitar inconvenientes en el
equipo analitico utilizado. Sendas muestras (para bioensayo y anadlisis quimico) se
guardaron en ultra freezer (SANYO-MDF-U33V-PE) a -78C° hasta su utilizacién. Por cada
extraccién con solvente, se utilizé un papel con heces, y luego el papel lavado se descartd

(Figura 33).

Bioensayo comportamental para evaluar atraccion de los piojos hacia los extractos de

heces

Se analizd la respuesta comportamental de piojos hacia los extractos fecales en diferentes
solventes (metanol, diclorometano y hexano). La arena experimental consistié en discos de
papel de filtro (Whatman #1, 55 mm de diametro) divididos en dos dreas iguales. Un area
se impregné con 150 pl de extracto con solvente, y la otra con la misma cantidad de

disolvente puro (control). Todos los papeles experimentales se dejaron secar durante 30
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segundos. Cada papel tratado se colocd cuidadosamente en el fondo de una caja de Petri
de vidrio (60 mm de diametro), y sobre ella se colocé un anillo de vidrio (50 mm de
didametro, 40 mm de alto) para evitar que los piojos escapen de la arena experimental. Las
areas tratadas y no tratadas en cada experimento se eligieron al azar para evitar el sesgo
de ubicacion. (Figura 33) Cada piojo se colocé individualmente en el centro de la arena y se
registraron sus movimientos durante 180 segundos, siendo la variable respuesta el tiempo

promedio de permanencia en cada area (control o tratamiento) de la arena.

El dispositivo de vidrio se limpid con etanol y se dejo secar en el horno antes de cada prueba.
Las arenas experimentales se colocaron en una cdmara ambiental a 30 ° C, 70% HR y baja

intensidad de luz (21 lux).

Los movimientos de los insectos se registraron con una camara infrarroja resistente a la
intemperie (KIR-J639CE20, Sony, China) conectada a un monitor (LG, China) y una grabadora
de video digital (DVR5104HE, Dajua Technology Co. Itd, Hangzhou, China). Se realizaron

veinte réplicas para cada disolvente utilizado.

Analisis quimico de los extractos de heces de piojos

El analisis quimico se realizdé en un HPLC-UV-MS (sistema Alliance e2695 de Waters Corp)
utilizando una columna analitica de fase reversa (Varian RP C-18, 250 mm x 4,6 mm i.d.,
tamanfio de particula de 5 um). Los solventes de corrida fueron, CH3COONH4 10 mM, pH 4,7

(buffer) y metanol, a un flujo de 0,3 ml/min. Las condiciones de la corrida cromatografica
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fueron: fase moévil buffer (Fase A) y metanol (Fase B), y el gradiente de disolvente cambié
de acuerdo con las siguientes condiciones: de 0 a 5 minutos se mantuvo en 90% (A): 10%
(B), y entre 5 min y 30 min varié hasta llegar a 10% (A): 90% (B). Este valor se mantuvo

durante 10 minutos y la medicion se terminé en un tiempo total de 40 minutos.

La temperatura de la columna se ajusté a 30 °C durante toda la corrida y el volumen de
inyeccion fue de 10 pL. Para el analisis UV, el cromatograma se adquirié utilizando un
detector de arreglo de fotodiodos (longitud de onda 190- 800 nm) a 30°C, utilizando un
ancho de rendija de 1,2 nm y de banda a 1 nm. Los espectros UV obtenidos para cada pico
se compararon con los datos bibliograficos. El espectrémetro de masas funciond en modo
scan con rango de adquisicion entre m/z 50- 1200 TIC (Cromatografia de lones Totales). Las
sefiales también fueron adquiridas por el método SIR (Simple lon Recording). El
procesamiento de los datos se realizé con el software MassLynx v4.1 (Waters Corp). Los
compuestos identificados se confirmaron contra estdndares analiticos (Sigma Aldrich. St

Louis, MO).
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Figura 33. Procedimiento de extraccion de los compuestos de las heces en solvente.
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Analisis estadistico del bioensayo comportamental de los extractos de heces

Los resultados obtenidos en la arena circular se analizaron mediante el método de varianza
unidireccional (ANOVA) para determinar si hubo diferencias significativas entre el tiempo
de permanencia en el area control y el drea con extractos de heces (tratamiento). Los
supuestos de independencia y aleatoriedad se aseguraron mediante el disefio experimental
(cada piojo se utilizé sélo en un ensayo; el area tratada se colocé aleatoriamente al lado
derecho o izquierdo de la arena circular). La normalidad y la heterocedasticidad se
determinaron mediante un gréfico Q-Q plot y un gréafico de valores residuales frente a

valores predichos.

2.3 Resultados

Respuesta comportamental de los piojos hacia volatiles de las heces

Los piojos mostraron una respuesta positiva o atraccidén significativa hacia el aire que
contenia volatiles de heces y de piojos + heces (p <0,05). En contraste, no hubo una
atraccidn significativa hacia los volatiles de los piojos solos (Figura 34). Estos resultados
sugieren que las heces contienen algin compuesto volatil o mezcla de volatiles que inducen

la respuesta de atraccion.
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Figura 34. Respuesta (porcentaje de insectos) de eleccidn en un olfatdmetro de doble
eleccidén a volatiles de piojos, piojos+ heces, y heces. Cada barra horizontal marca la
preferencia por un brazo. Los asteriscos indican una diferencia significativa en la respuesta

entre el tratamiento y el control (p <0,05).

Analisis quimico de los volatiles de las heces

En el espacio de cabeza del vial con las heces de piojos se identificaron 19 sustancias: 2-
pentanona, hexanal, heptanal, 3-metil-3-buten-1-ol, octanal, sulcatona, nonanal, acido
acético, 2-etil-1-hexanol, decanal, 1-octanol, acido butirico, 1-nonanol, geranil-acetona,
acido hexanoico, acido octanoico y trazas de 2,6-dimetil-7-octen-2-ol, 2-undecanona vy

hexadecano (Figura 35).
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En el espacio de cabeza de la muestra de piojos + heces se identificaron 21 compuestos y
tres de ellos no estaban presentes en la muestra de heces: 1-octen-3-ona, 2-nonenal y
geranioleno (Tabla 4). Nuestra hipdtesis es que se podrian haber generado por la

interaccion de los piojos con sus excretas mediante la microbiota asociada al insecto.

En el espacio de cabeza del vial de los piojos solos, se identificaron 11 compuestos: 2-
pentanona, 3-metil-3-buten-1-ol, acido acético, 2-etil-1-hexanol, 2,6-dimetil-7-octen-2-ol,
2-nonenal, 2-undecanona, 1-nonanol, hexadecano, dcido hexadecanoico y geranilacetona
siendo los mayoritarios el acido acético y hexadecano (Tabla 4). En el analisis comparativo
de los tres extractos, la mayor diferencia encontrada fue la presencia y alta proporcion de
los aldehidos hexanal, nonanal y decanal, en aquellas muestras en donde estaban presentes

las heces en comparacidn con las muestras sin heces.
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Figura 35. Cromatogramas (CIT) de los volatiles generados por piojos + heces, heces, piojos

ayunados, y control (esferas de vidrio), adsorbidos en una fibra SPME colocada en el espacio

de cabeza del vial con las diferentes muestras. Se indican en la figura los diferentes

compuestos encontrados.
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Compuestos volatiles Area relativa
Piojos + heces Heces Piojos
2-pentanona @)®)c) 3.8 3.8 6.9
hexanal (@)b)c) 12.0 12.0 X
heptanal (@(b)c) 2.9 2.9 X
3-metil-3-buten-1-ol @) 3.1 3.1 5.1
octanal @) 6.4 6.4 X
1-octen-3-ona (@) <1 X X
sulcatona (@) 1.2 6.2 X
nonanal @) 20.8 13.8 X
acido acético (@) 10.2 10.2 12.2
2-etil-1-hexanol @ 4.1 4.1 15
decanal @)b)(c) 10.9 17.6 X
2,6-dimetil-7-octen-2-ol @) <1 <1 6.3
2-nonenal @) 1.6 X 9.4
1-octanol (@)P)c) 4.3 4.3 X
2-undecanona (@b <1 <1 5.0
acido butirico (@)(b)(c) 3.4 3.4 X
1-nonanol @) 3.9 3.4 8.9
hexadecano (@b X <1 16.0
acido hexanoico @) 3.6 3.6 5.6
geranilacetona @) 2.3 3.6 9.6
geranioleno @) 2.3 X X
4acido octanoico (@)b)c) 2.5 2.5 X

Tabla 4. Area relativa de los volatiles detectados en el espacio de cabeza del vial con: Piojos
+ heces, Heces y Piojos ayunados. (a) identificaciéon por similitud mayor al 92% con el
espectro de masas de la biblioteca Wiley; (b) comparacidn del tiempo de retencién con el

estandar; (c) comparacién del IR con IR de literatura.

Respuesta comportamental de los piojos hacia los extractos de heces

Los bioensayos en la arena experimental mostraron que los piojos de la cabeza fueron

atraidos por el extracto metandlico de heces (p< 0,05). Por el contrario, los piojos no
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mostraron atraccidn por los extractos en diclorometano o hexano (p = 0,05) (Figura 36).
Estos resultados indicaron que el extracto de mayor polaridad produjo atraccién de los

piojos de la cabeza.
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Figura 36. Respuesta de P humanus capitis frente a diferentes extractos de heces en tres

solventes evaluados en arena experimental. Letras distintas indican diferencia significativa
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Analisis quimicos de los extractos de heces de piojos

El andlisis quimico del extracto metandlico de heces (el Unico extracto que produjo
atraccion del piojo de la cabeza) mediante HPLC-MS mostro tres picos (Figura 37). Los picos
obtenidos se compararon con patrones estandar, espectro UV y espectro de masas. El pico
con tiempo de retencidén a los 12,17 min corresponde a la hipoxantina y el pico observado
a los 9,86 min corresponde al acido urico. La identidad del tercer pico (tr =11,67 min) no
pudo confirmarse, ya que cuando se inyectd el patron estandar de los posibles compuestos,
los tiempos de retencidn fueron dudosos. Sin embargo, considerando los espectros UV y de

masas, ese pico podria corresponder a guanina o iso-guanina (Figura 38).
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Figura 37. Analisis quimico por HPLC-UV-MS del extracto metandlico de heces de piojos.
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Figura 38. Compuestos identificados en el analisis de HPLC-MS-UV del extracto metanolico

de heces.
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2.4 Discusion

Los piojos fueron atraidos por los compuestos volatiles generados por las heces y también
por los voldtiles emitidos por piojos y sus heces, pero no mostraron atraccion por los
volatiles de piojos ayunados (sin heces). También se encontraron diferencias quimicas entre

los perfiles de los volatiles de heces, piojos + heces y solo piojos. (Tabla 4).

En el analisis quimico de los volatiles de heces, se identificaron compuestos que habian sido
previamente detectados en la muestra de volatiles del cuero cabelludo (parte 1 de esta tesis
doctoral) tales como aldehidos (nonanal, octanal, decanal) y sulcatona. Para alguno de estos
compuestos (nonanal y sulcatona) se habia demostrado una respuesta de dependiente de

la concentracion (seccidn 1.1).

Los aldehidos detectados en los volatiles de heces de piojos también estdn presentes en
otros insectos hematdfagos como las chinches de cama y los triatominos, mostrando una
respuesta comportamental dosis-dependiente. Estos compuestos podrian estar asociados
a comportamientos de alimentacidn, ovoposicidn o refugio, y, dependiendo de las dosis,
podrian estar brindando determinada informacién sobre sus congéneres (Pires et al., 2002,
Vitta et al., 2002, 2007). Adem3s, otros compuestos detectados en heces de piojos como 2-
etil-1-hexanol, dacido hexanoico y acido acético, fueron previamente asociados al
comportamiento de agregacion en T. infestans y T. brasilensis (Mota et al., 2014), aunque

en estos casos provienen de las glandulas meta esternales y no de las heces.

114



En el bioensayo de respuesta a los volatiles de piojos sin alimentar, no se observo respuesta
de atraccidn hacia otros piojos, sugiriendo que la respuesta comportamental es producida

por la presencia de las heces, que contribuyen al enriqueciendo la mezcla de volatiles.

Haciendo referencia a los compuestos de menor volatilidad en las heces, los primeros
estudios sobre la comunicacién quimica entre piojos del hombre se realizaron sobre los
piojos del cuerpo P humanus humanus. En estos trabajos se determind que habia una
respuesta de agregacién a los extractos acuosos de sus heces, y se detectaron entre sus
compuestos sustancias nitrogenadas del tipo de las purinas y sales de amonio (Mumcuoglu
et al. 1986). Resultados similares se encontraron en las garrapatas, Ricinus (Ixodide:
Ixodidae). En este caso, se observd que las heces conespecificas representan un estimulo
gue genera una respuesta de agregaciéon. Los componentes principales involucrados

también fueron purinas y sus derivados (Grenacher et al. 2001).

En el caso de los piojos de la cabeza, la respuesta a sus propias heces era desconocida. En
esta seccidn de la tesis, establecimos que los piojos de la cabeza son atraidos por el extracto
en metanol de sus heces, pero no por los extractos en hexano o diclorometano. El metanol
es un solvente polar con la propiedad de extraer compuestos polares, mientras que el
diclorometano y el hexano tienen polaridad reducida. Sobre la base de estos resultados, se

sugiere que los compuestos que producen atraccién de los piojos son de naturaleza polar.

De hecho, la identificacion quimica mostro la presencia de hipoxantina, acido urico y otra
purina identificada tentativamente como guanina o iso-guanina. Para este ultimo, a pesar

gue los espectros de masas y UV mostraron similitud con la guanina, la identidad no pudo
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ser confirmada porque el pico cromatografico no coincidié exactamente con el tiempo de
retencidon del patrén estandar. Nuestra hipdtesis es que este compuesto es un isémero de

la guanina, posiblemente iso-guanina.

Los tres compuestos identificados en heces de los piojos de la cabeza, también se hallaron
en las heces de los piojos del cuerpo (Mumcuoglu et al. 1986) y de garrapatas (Grenacher
et al. 2001). En heces de los piojos del cuerpo, se detectd6 hemoglobina, xantina,
hipoxantina, acido Urico y sales de amonio, y en las garrapatas guanina, xantina, acido urico
y 8-aza-guanina. Estos compuestos fueron evaluados individualmente, pero ninguno
mostroé actividad de atraccidn similar a la observada por las heces, posiblemente debido a

algun efecto sinergista entre los compuestos presentes.

A diferencia de otros insectos hematdéfagos, los piojos humanos son parasitos permanentes
y obligados que pasan toda su vida en la cabeza. Sin embargo, la transmisién de la
pediculosis es una evidencia de la dispersion de piojos entre diferentes hospederos,
pudiéndose encontrar diferentes poblaciones en una cabeza. Por lo tanto, nuestra hipdtesis
es que los compuestos generados en las heces pueden ser utilizados por los piojos para
distinguir diferentes cohortes que provienen de diferentes huéspedes. Teniendo en cuenta
esto, proponemos que los piojos pueden usar informacién quimio-sensorial basada en los
mismos compuestos tanto para la comunicacion conespecifica como inter-especifica,

generando distinta respuesta segln la concentracién y estado fisioldgico del insecto.

Considerando que las hembras de piojos de la cabeza deben ser fecundadas en muchas

ocasiones para mantener la fertilidad (Takanolee et al. 2005), el poder de atraccion de las
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heces demostrado en nuestro trabajo podria también estar asociado a la busqueda de
pareja. Esta posible via de comunicacién con sus congéneres es sumamente interesante
sobre todo si consideramos que los piojos de la cabeza no presentan glandulas externas en
el térax y el abdomen (Hatsushika et al. 1983 y Ortega Insaurralde et al. 2019) a diferencia

de otros insectos hematdéfagos como chinches de cama y triatominos (Usinger 1966).

La composicién fecal puede proporcionar informacidon sobre la condicidn fisioldgica del
huésped como fuente adecuada de alimento o reproduccion, como se informd para las
garrapatas, donde los compuestos quimicos generados después de un evento de
alimentacion evocaron una respuesta de agregacién hacia otras garrapatas desde una
distancia corta, interpretdndose como una sefial de alimento (Donze et al. 2004). Aunque
los piojos son ectopardsitos permanentes en permanente contacto con su hospedero, estos
pueden distinguir distintos tipos de olores y asociarlas como un posible sitio de habitat o

alimentacion (seccién 1.3).

En cuanto a la fuente de estos compuestos, se desconocen los tejidos secretores de los
compuestos fecales en los piojos. Los compuestos podrian ser un producto metabdlico
derivado de la digestién sangre o producidos por microorganismos. Los simbiontes
intestinales son microorganismos esenciales en varios insectos hematofagos (Eichler y
Schaub 2002), y su presencia en las heces podria generar distintos compuestos que generen
agregacion en los piojos. Las comunidades microbianas fecales han demostrado tener un
papel importante en la comunicacion quimica de los insectos (Ezenwa et al. 2012): en las
cucarachas Blattella germanica (Blattodea: Blattellidae), las comunidades bacterianas

intestinales median la produccion de feromonas de agregacién (Wada-Katsumata et
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al.2015). Ademas, los residuos del tracto digestivo de los huéspedes atraen garrapatas. Es
decir, los ungulados liberan metabolitos volatiles del rumen que se transportan en el aire y
atraen a Ixodes spp a distancia (Donzé et al. 2004). Se necesitaran estudios futuros para
determinar si la fuente de compuestos fecales que muestran respuesta es propia del insecto

o generada por microorganismos asociados.

Esta parte de la tesis representa la primera evidencia de la comunicaciéon quimica entre
piojos de la cabeza. Los resultados respaldan la existencia de sustancias activas presentes
en las heces de P. humanus capitis potencialmente involucradas en su comportamiento de
agregacion, y nuestros futuros estudios tendran como objetivo discriminar las
concentraciones y proporciones de productos quimicos asociados con un comportamiento
de atraccidon o repelencia. También son necesarios estudios para verificar si las diferencias
entre las concentraciones de volatiles de las heces estan asociados a la tasa de infestacion

en la poblacion.
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CUADRO RESUMEN DE LA

TESIS



RESPUESTA COMPORTAMENTAL

ANALISIS QUIMICO

EXTRACTO

METODOLOGIA

RESULTADO

METODOLOGIA

RESULTADO

PARTE 1.1

Compuestos del cuero
cabelludo

Compuestos volatiles

Clfatometro

Atraccion

Colecta de compuestos mediante fibra -
analisis por CG MS

24 compuestos detectados/ 4 compuestas mayoritarios
(nonanal-sulcatona-genarilacetona-ac. Palmitico)

PARTE 1.2

Comparacion de
individuos infestados
Vs no infestados

Compuestos volatiles

Olfatometro

atraccion en ambos grupos (sin diferencia
significativa entre infestados y no infestados)

Colecta de compuestos mediante fibra -
analisis por CG MS

Deteccion de los mismos compuestos mayoritarios
mayor diferencia de compuestos dcidos en no
infestados

PARTE 1.3

Compuestos de
distintas partes del
cuerpo

compuestos volatiles

Olfatometro

Atraccidn hacia todas las partes del cuerpo / no
existe preferencia

no corresponde®

ne corresponde®

Extracto total

Arena experimental circular

Atraccion hacia compuestos totzles de las partes
del cuerpo/ existe una preferencia de la cabeza
sobre otras partes del cuerpo

Extraccidn con solventes (metanol-
acetonal:1) - analisis por CG-M$S

Mayor cantidad de compuestos dcidos en la cabeza

PARTE 2

Compuestos de heces

volatiles

Olfatometro

Atraccion hacia las heces

Colecta de compuestos mediante fibra -
analisis por CG M5

19 compuestos identificados/compuestos mayoritarios
aldheidos

Arena experimental circular-

cabelludo

de piojos . - Extraccion con solventes de distinta polaridad e ) .
Extraccion con solventes de distinta . . B R . 3 compuestos detectades (acido urico, hipoxantina y
Extracto total R R Atraccion hacia extracto metanolico de heces** [metanol, diclorometano y hexano)- analisis _ R .
polaridad (metanol, diclorometano y guanina o isoguanina)
por HPLC-MS-UV
hexana)
PARTE 1.1 RESPUESTA COMPORTAMENTAL
COMPUESTOS METODOLOGIA RESULTADOS
Compuestos voldtiles [Nonanal Olfatdmetro Atraccion a dosis bajas/ repelencia a dosis altas (significativo)
mayoritarios del cuero Jsyjcatona Olfatémetro Tendencia de atraccion a dosis bajas

Geranilacetona

Olfatometro

Tendencia de atraccion a dosis bajas

Acido palmitico

Olfatometro

Tendencia de atraccion a dosis bajas

* Al no haber diferencia significativa entre las preferencias, no se realizo el analisis guimice ** se realizo el andlisis quimico del extracto metaneclice al ser el unico gue mostro respuesta significativa

120




CONCLUSIONES FINALES



A lo largo de esta tesis se estudid el comportamiento de los piojos frentes a estimulos
quimicos provenientes del hospedero y proveniente de sus congéneres, evaluando
compuestos volatiles y no volatiles. A modo de resumen, los principales resultados de este
trabajo son:

1. La mezcla de volatiles del cuero cabelludo humano desencadena una respuesta de
atraccion sobre los piojos de la cabeza.

2. Se identificaron 24 compuestos en la mezcla de voldtiles del cuero cabelludo
humano. Los compuestos mayoritarios fueron nonanal, sulcatona, geranilacetonay
acido palmitico.

3. Individualmente, la bioactividad del nonanal mostro diferencia significativa frente al
control, produciendo atraccidn a bajas concentraciones y repelencia a altas. Los
volatiles sulcatona y geranilacetona produjeron una tendencia de atraccién de los
piojos de la cabeza, siendo mas atrayentes a menor concentracién. El acido
palmitico fue el Unico compuesto que de manera individual mostro una tendencia
de atraccion a dosis altas.

4. Llos individuos infestados por piojos mostraron similar composiciéon de volatiles
mayoritarios del cuero cabelludo que los no infestados. Coincidentemente, los
piojos no mostraron una preferencia hacia los volatiles del grupo infestado respecto
al no infestado.

5. Los volatiles de distintas partes del cuerpo (cuero cabelludo, brazo y pie) produjeron
atraccidn similar de piojos, sin mostrar una preferencia hacia los volatiles del cuero

cabelludo.

122



6. Las muestras de todos los compuestos emanados por las distintas partes del cuerpo
(cuero cabelludo, brazo y pie) produjeron atraccidn de los piojos, pero cuando se les
ofrecid distintos estimulos en un mismo ensayo, los piojos demostraron una clara
preferencia hacia la muestra del cuero cabelludo sobre la muestra de brazo o pie.

7. Losvolatiles de las heces de los piojos de la cabeza desencadenan una respuesta de
atraccién de sus congéneres.

8. Se identificaron 19 compuestos que componen la mezcla de volatiles de las heces
de piojos, siendo mayoritarios decanal, nonanal, hexanal y acido acético.

9. El extracto metandlico de las heces de piojos atrae a sus congéneres, indicando la
naturaleza polar de los compuestos atractantes de piojos.

10. Se identificaron 3 compuestos en el extracto metandlico de heces: acido Urico,

hipoxantina y guanina o iso-guanina.

Este trabajo de Tesis Doctoral representa la primera evidencia de comunicacién quimica
entre el piojo de la cabeza y su hospedador humano, y entre el piojo de la cabeza y sus
congéneres.

Los resultados demostraron que los piojos se orientan hacia los volatiles emanados por su
hospedero humano (y/o algunos de sus componentes mayoritarios), y que claramente
prefieren muestras de todos los compuestos del cuero cabelludo respecto a muestras de
otras partes del cuerpo (brazoy pie). Esto sugiere que el insecto utiliza en primera instancia,
sefiales quimicas volatiles o de contacto para orientarse hacia el humano, y claves quimicas

de contacto para orientarse hacia la cabeza.
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Los resultados también demostraron que los piojos se orientan hacia los compuestos
emanados de las heces de sus congéneres, sugiriendo que representan sefiales quimicas
sobre la fuente de alimento o reconocimiento de pareja.

La comunicacion quimica demostrada para el piojo de la cabeza, junto con otros
mecanismos fisiolégicos, condiciona el comportamiento de este importante parasito
humano y sienta algunas bases de la transmision de la pediculosis. Nuevos estudios son
necesarios para discriminar las mezclas y proporciones de los compuestos determinantes
del comportamiento de los piojos, como también la importancia de la micro flora del cuero
cabelludo asociada a la infestacion por piojos.

Asimismo, los resultados de este trabajo resultan relevantes no solo desde una perspectiva
de la biologia del piojo de la cabeza sino en el marco del desarrollo de nuevas herramientas
contra la enfermedad de la pediculosis, disminuyendo o remplazando los actuales
pediculicidas y generando una alternativa mas amigable con el ambiente, y con menos
efectos secundarios en niflos que es la poblacién que mayoritariamente utiliza estos

productos.
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