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Revision de los aspectos biolégicos y diagndsticos
del Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli

Review of biological and diagnostic aspects of
Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli

César A. Cuba Cuba

Resumen Esta revision tiene tres objetivos basicos: a) estimular ain mas la investigacion de esta
prevalente infeccion humana. b) examinar el arsenal de técnicas diagndsticas disponibles al
momento y, las nuevas pruebas descritas recientemente. c) enfatizar el significado que tiene, el
parasitismo por el Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli, en las areas endémicas de la
Enfermedad de Chagas distribuidas en las Américas Central y del Sur. Trypanosoma rangeli y
Trypanosoma cruzi son pardsitos que circulan superponiéndose en muchas 4&reas de
Latinoamérica utilizando practicamente los mismos triatominos vectores. Una vasta gama de
especies de mamiferos han sido encontradas infectadas naturalmente con T. rangeli en diversos
paises. Se revisa la biologia del parasitismo y el ciclo biolégico del tripanosoma haciendo énfasis
en este dltimo. Infecciones cronicas por T. rangeli en el hombre pueden, serolégicamente, ser
confundidas con las del T. cruzi. Ambas especies presentan antigenos comunes que provocan
las conocidas reacciones serolégicas cruzadas. Desafortunadamente, no conocemos la real
distribucion de las infecciones por el T. rangeli en la mayoria de las areas mencionadas. Nuevos
estudios epidemiolégicos son necesarios, para examinar el problema de las infecciones humanas
mixtas, por estos tripanosomas.

Palabras-claves: Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli. Biologia. Epidemiologia. Diagndstico.

Identificacion. diferenciacion.

Abstract This review has three objectives: a) To stimulate further research of this prevalent human
infection b) to examine the progress of current diagnostic techniques and c) to emphasise the
significance of the flagellate parasite Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli in Chagas' Disease
endemic areas of South and Central America. Both Trypanosoma rangeli and Trypanosoma cruzi
overlap in many of the areas of Latin America utilising the same triatomine vectors. Also a vast
range of mammalian species have been found naturally infected with T. rangeli . The biology of the
parasitism of T. rangeli is revised and emphasis is given regarding its biological cycle. T. cruzi
and T. rangeli share common antigens and cross react serologically. Human infection in the chronic
phase may be misdiagnosed as T. cruzi infection. Conventional and modern diagnostic and
identification methods are discussed. Unfortunately we do not know the real distribution of T.
rangeli infections in most areas and epidemiological studies to examine concomitant dual
infections deserve further investigation.
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Trypanosoma (Herpetosoma)
rangeli, Trypanosomatidae,
Kinetoplastida, es un protozoario
digenético, paréasito de diversas especies

Méijico 1
Guatemala 8

Nicaragua 1
Costa Rica 1

Colombia 1, 4, 8
Ecuador 3

Pera 3

1 = Rhodnius prolixus

2 = Rhodnius pallescens

3 = Rhodnius ecuadoriensis
4 = Rhodnius dalessandroi
5 = Rhodnius pictipes

6 = Rhodnius robustus

7 = Rhodnius domesticus

8 = Triatoma dimidiata

de animales domésticos y silvestres,
insectos triatominos del Género Rhodnius
y también del hombre. Este flagelado esta
ampliamente diseminado en las Américas
Central y del Sur, muchas veces
superponiendo su distribucién geografica con

El Salvador 1

— Honduras 1

Panama 2

Venezuela 1, 5

Santa Catarina

Figura 1 - Distribucion geogréafica del Trypanosoma rangeli y sus vectores comprobados en las Américas Central y del Sur.

Resefia de los Estados brasilefios con presencia del flagelado*

*no son incluidos los tripanosomas llamados T. rangeli - like (tipo rangeli).

la otra especie de tripanosomatideo del
Nuevo Mundo, el Trypanosoma cruzi, agente
etiolégico de la Enfermedad de Chagas (Figura
1).

El T. rangeli fue descubierto en Venezuela
por Tejera en 1920 y, desde entonces, muchos
estudios fueron efectuados en diversas regiones
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de este continente, reconociéndose su gran
distribucién geografica. El hecho de estar
asociado a los vectores y reservorios del mal de
Chagas o tripanosomiasis americana, enriquecio
la investigacion del T. rangeli (Tabla 1 y Tabla 2).
Trypanosoma rangeli y Trypanosoma cruzi son
flagelados morfoldgica, bioldgica y bioguimicamente



Tabla 1 - Triatominos vectores comprobados de Trypanosoma rangeli

en las Américas Central y del Sur, por paises*.

Cuba Cuba CA

Especie de Triatomino Pais Referencia bibliografica
Rhodnius prolixus Costa Rica 70
Nicaragua 46
Honduras 46
Méjico appud, 19
Venezuela 47
Colombia 18, 26, 28, 50
El Salvador 69
Rhodnius dalessandroi Colombia 19
Rhodnius pallescens Panama 60
Rhodnius ecuadoriensis Pera 14,31
Rhodnius pictipes Venezuela 19
Brasil 41
Rhodnius robustus Venezuela 19
Brasil 41
Rhodnius domesticus** Brasil 7, 56
Triatoma dimidiata Colombia 37,45
Guatemala 19

*Comprende solamente las especies halladas naturalmente infectadas y capaces de transmitir por la picada el T. rangeli .
** Transmitié experimentalmente por picada cepa de T. rangeli de Santa Catarina, Brasil®*.

Tabla 2 - Especies descritas de mamiferos naturalmente infectados con Trypanosoma rangeli y sefialados en paises de las Américas del Centro y del Sur*.

Orden taxonémica

Especies

Pais

Marsupialia

Carnivora

Edentata

Rodentia

Primates

Didelphis marsupialis

Philander opossum
Metachirus nudicaudatus

Eira barbara
Potos flavus
Nasua nasua
Procyon lotor

Bradypus griseus
Choloepus hoffmani
Tamandua tetradactyla

Echimys dasythrix
Cavia porcellus
Oryzomys concolor
Proechimys sp

Aotus nancymai

Aotus trivirgatus

Cebus albifrons

Cebus capucinus

Cebus apella

Saimiri boliviensis

Saimiri sciureus

Saguinus leucopus, S. oedipus

Saguinus geoffroyi
Saguinus mistax

Colombia, Panama, Brasil

Colombia
Brasil

Colombia
Colombia
Brasil
Panaméa

Costa Rica
Panam4, Costa Rica
Brasil, Colombia

Brasil
Pert
Colombia
Colombia

Pert

Colombia

Colombia

Colombia, Panama
Colombia

Perd, Bolivia

Bolivia, Brasil, Colombia
Colombia

Per(, Colombia
Brasil

* Adaptado de D'Alessandro & Saravial9, Miles et al*!, Sullivan et al63.
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distintos. EI principal problema es
que, epidemiolégicamente, ellos comparten
vectores del género Rhodnius y mamiferos
reservorios, principalmente marsupiales. Por lo
que, el aspecto primordial en el estudio del
T. rangeli, es la imperiosa necesidad de su
correcta identificacion y diferenciacion con el T.
cruzit’.

Es notable que hasta la fecha, tanto la
epidemiologia como los aspectos fundamentales
de la biologia del parasitismo del T. rangeli
contindan mal comprendidas y abiertas para la
investigacion interdisciplinar basica y aplicada.

A fin de orientar al lector, dividimos esta
revision en los siguientes topicos: biologia del
parasitismo e interrelaciones parésito-huésped
vertebrado e invertebrado; el protozoario parasito;
ciclo biolégico; el diagnostico de laboratorio y
los comentarios finales.

Biologia del parasitismo: aspectos en debate.

- En el huésped vertebrado: Trypanosoma
rangeli es considerado una especie de
Trypanosoma no patdgeno para el hombre. Sin
embargo, aspectos fundamentales de su
reproduccién en el huésped vertebrado, que
podrian explicar esa aparente falta de virulencia,
no estan totalmente elucidados. La gran mayoria
de las investigaciones efectuadas en los tejidos
de vertebrados infectados experimentalmente,
han fracasado para demostrar formas
intracelulares en diversos 6rganos. Entretanto,
algunos autores relatan la presencia de formas
intracelulares, con morfologia de amastigotes
en ratones de laboratorio experimentalmente
infectados, produciendo histopatologia
moderada® %. Recientemente, en experimentos
de infeccion in vitro en células histiociticas
U937, Osorio et al** demostraron formas
amastigote-like que diferian en tamafio
significativamente con los amastigotes de
T. cruzi. Sin embargo, los autores también
sefialaron que hubo falta de multiplicacion
intracelular de las mismas, durante el tiempo
gue duraron sus experimentos.

Esas fallas en el conocimiento de la evolucion
del T. rangeli en el vertebrado serian subsanadas
con la ayuda de las actuales herramientas
empleadas por la biologia molecular. Asi,
sondas especificas de DNA recombinante
asociadas a técnicas de hibridizacion in situ®;
técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos
monoclonales especificos anti-T. rangel*; y el
uso de la reaccion en cadena de polimerasa,
PCR? 4 podrian ser experimentadas, para
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comprobar la presencia y capacidad del T. rangeli
de multiplicarse en los tejidos del huésped
vertebrado.

Se discute hasta el presente momento, la
posible multiplicacién por divisién binaria, de
las formas tripomastigotes en sangre periférica
del vertebrado. Esta fue originalmente descrita
por Grewa'”® en ratones experimentalmente
infectados. Hemos visto de manera excepcional
algunas formas flageladas en aparente division
en animales experimentales. Es posible
observar células con dos cinetoplastos y dos
nucleos sugiriendo ese proceso. Sin embargo,
interpretamos esos hallazgos como de formas
de trypomastigotes metaciclicos y/o formas
en transicion morfolégica (epimastigotes
trypomastigotes) recientemente inoculadas por
el insecto vector. Por otro lado, parece ser que
los triatominos se alimentan directamente en los
capilares sanguineos y las formas metaciclicas,
presentes en gran numero en la luz de las
gldndulas salivares, podemos encontrarlas
agrupadas y en aparente divisién celular®s.

Como es de nuestro conocimiento, las formas
metaciclicas de T. cruzi no se dividen. Sin
embargo, T. cruzi pertenece al sub-género
Schyzotrypanum y T. rangeli al sub-género
Herpetosoma. Ambos sub-géneros de la familia
Trypanosomatidae presentan diferencias
substantivas en su parasitismo y evolucién en
los huéspedes vertebrado e insectos vectores.
¢ Estaremos frente a una particular caracteristica
de la biologia de T. rangeli?

Correlacionado con lo anteriormente descrito
se sabe que la parasitemia del T. rangeli es
muy baja, cuando se cuantifica en sangre
periférica del vertebrado. D’Alessandro &
Saravia®, encontraron un bajo numero de
trypomastigotes sanguineos, en general 4-5,
por 5 mm?® de sangre periférica de animales
infectados experimentalmente, lo que representa
un bajo ndmero circulando. Otro de los
hallazgos fue la corta duracién de la parasitemia
patente. Con una cepa peruana del flagelado
observamos que esa parasitemia fluctia entre
1 a 2 afios en cobayos de laboratorio (Cavia
porcellus) dependiendo del método de
comprobacidn parasitoldgica. Casi nada se
sabe em relacion al parasitismo humano.

En el huésped invertebrado: La biologia del
parasitismo de T. rangeli en su huésped
invertebrado, el insecto vector, casi siempre un
triatomino del género Rhodnius, ofrece al
investigador grandes desafios a ser enfrentados



y constituye un campo fértil de investigacion.
Los mas importantes hechos biolégicos que
hacen unico y fascinante el T. rangeli, son las
etapas que realiza en el insecto para completar
su ciclo vital. T. rangeli invade el hemoceloma
del insecto, multiplicase libremente en la
hemolinfa y también, intracelularmente, en los
diversos tipos de hemécitos y luego, es capaz
de invadir las glandulas salivares.

En todos esos compartimientos, microhabitats
con metabolismo diferente, el T. rangeli es capaz
de diferenciarse y sufrir sorprendentes mudanzas
morfogenéticas. Es pues, la gran plasticidad en
su morfogénesis que hace de esta especie un
modelo Unico en biologia y fisiologia celular.

En contraste con lo que sucede en el huésped
vertebrado, el T. rangeli es patogénico para su
huésped invertebrado. En la mayoria de los
casos los tripanosomatideos heteroxenos no
afectan sus vectores. El T. rangeli es la excepcion
y ha sido objeto de estudios detallados
al respecto, sobretodo en el modelo Rhodnius
prolixus y otros vectores naturales. Watkins®®,
observo lisis de las células musculares del
intestino medio del insecto, cuando las formas
del tripanosoma invadian el hemoceloma.

Entretanto, en nuestra experiencia, el T. rangeli
también es patogénico, experimentalmente,
para Panstrongylus herreri y Dipetalogaster
maximus, tanto ninfas como adultos y quizas,
para otras especies de triatominos. En esas
dos ultimas especies de triatominos y dependiendo
de las cepas del tripanosoma utilizadas son
observadas: interferencia con la ecdisis,
deformaciones de los insectos, alteraciones en
el comportamiento alimenticio, problemas en la
digestién de la sangre ingerida y letalidad.

Nada sabemos al respecto de lo que acontece
en los ecétopos naturales de los triatominos.
Todavia no esté determinado qué sucede entre
las poblaciones de triatominos que se
encuentran infectados en la naturaleza, en
relacion a la accion patogénica del tripanosoma.
Aguardan investigaciéon minuciosa, el analisis
de los disturbios fisiolégicos y/o anatomicos
causados por el parasitismo del tripanosoma;
en los intentos de alimentacion hemato6faga del
insecto (probing) y en su comportamiento
alimentar. Esto ultimo, de gran importancia en
la transmisién por inoculacion al huésped
vertebrado conociendo la dificultad del insecto
para ingerir el alimento. Asi mismo, en la
digestiéon de la sangre y su interferencia en la
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elaboracion de la capas membranosas que
envuelven el alimento del insecto, cuando se
realiza el proceso digestivo.

Es interesante que, Garcia et al*® estudiando
experimentalmente el comportamiento alimenticio
del R. prolixus infectado por T. rangeli
concluyeron que, la infeccion salivar de los
insectos, disminuye la habilidad del triatomino
para localizar los vasos sanguineos del animal
vertebrado. Estos autores creen que las
propiedades antihemostaticas de la saliva del
R. prolixus son afectadas, por el parasitismo
glandular. También podriamos preguntarnos si
ese hecho favoreceria, la transformacion de los
flagelados inoculados en formas intracelulares
en los puntos de picadura del vertebrado. Es
probable que esas formas en los tejidos, sean
un paso previo del parasito, en su pasaje al
torrente circulatorio.

La hemolinfa es también afectada. Es facil
comprobar su aspecto lechoso y con un nimero
reducido de hemdcitos de todos los tipos, en
insectos densamente parasitados capturados
en la naturaleza o, en infecciones experimentales
produzidas por la inoculacion intracelémica.
Schaub®? analis6 detenidamente los efectos
patogénicos del parasitismo en los triatominos
por T. rangeli. El citado autor llama la atencién,
por ejemplo, al hecho de que los triatominos
infectados presentan una disminucion de la
concentracion de los aminoacidos libres en la
hemolinfa. Esto estaria superditado al grado
de virulencia de las cepas estudiadas. También
fue observado lo contrario, pues un aumento
de la concentraciéon de alanina, glicina e
isoleucina, se encontr6 en insectos infectados
con cepas de alta virulencia.

En realidad todos los 6rganos del insecto son
lesionados. Ademas del intestino sufren la
accion patogénica los tubos de Malpighi, cuticula,
trdqueas, glandulas salivares, cuerpos grasos
y el sistema nervioso.

Es interesante lo que ocurre en las glandulas
salivares del género Rhodnius. En R.
ecuadoriensis y R. prolixus, en nuestra
experiencia y la de otros autores, las glandulas,
en insectos no infectados, son rojo fresa
brillante y por eso, facilmente identificables.
Cuando estan intensamente parasitadas por el
T. rangeli ellas mudan su color a un blanquecino
lechoso. Cuando las observamos, estan
totalmente recubiertas exteriormente por un
tapete de flagelados, y en su interior,
totalmente llenas de flagelados en diversas
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fases de metaciclogénesis. Si examinadas en
preparaciones de microscopia electronica de
transmision, diversas formas intracelulares son
descritas en el interior de vacuolas, que son
utilizadas por el paréasito, para cruzar el
plasmalema de la célula glandular y alcanzar
la luz de ellaz.

Nuestras observaciones experimentales de
transmisién por la picadura en ratones de
laboratorio y Rhodnius neglectus infectado en
glandulas salivares, han comprobado que,
T. rangeli puede ser transmitido por el triatomino,
por varias veces consecutivas, si interrumpimos
la picada (probing) y succion ofreciéndole al
insecto nuevos animales. De esta manera
podriase pensar que, en la naturaleza, el parasito
puede ser transmitido muy facilmente.

R. neglectus, en nuestra opinién, es también
un vector potencial de T. rangeli en el Brasil.

Algunas observaciones aguardan confirmacién
como por ejemplo, si tripomastigotas metaciclicos
y otras formas del flagelado, contenidas en las
glandulas salivares y en activa morfogénesis,
son competentes para reinfectar su mismo
huésped (vector), cuando el insecto, esti en
activa succion de la sangre del vertebrado.Asi
mismo, si puede haber diseminacion, entre
otros triatominos susceptibles, en ocasion de
una alimentaciéon simultdnea, en el mismo
vertebrado, con un insecto infectado™ o por
ejercer el canibalismo®. ;De qué manera ésto
influenciaria en los indices de infeccion de los
insectos en la naturaleza?.

Aspectos relacionados a la mortalidad
provocada por el parasito entre los estadios
ninfales del insecto, en la naturaleza vy, la
influencia del sexo en las infecciones de las
glandulas salivares, esperan estudios de campo
y de laboratorio. Los mecanismos inmunolégicos
humorales y celulares, existentes en los
insectos, por los cuales los hemdcitos matan y
eliminan el T. rangeli en ciertas especies de
triatominos, no estan totalmente elucidados.
Estan en estudio, en insectos infectados, la
formacién de nddulos de hemdcitos, que
encapsulan los parasitos en la hemolinfa y su
relevancia en la susceptibilidad o resistencia al
flagelado®. También, atencion especial se esta
dando a los fendmenos de aglutinacion vy lisis
del T rangeliy T. cruzi estudiados en R. prolixus.
Las aglutininas actian sobre los carbohidratos
de la superficie celular de los parasitos y se
pretende, con este modelo de interaccion
lectina/parasito, correlacionar el éxito o el fracaso
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del tripanosoma, de establecerse en el tubo
digestivo o en la hemolinfa del insecto®.

Dependiendo del grado de compatibilidad de
esa interrelacion huésped-parasito, el resultado
es un ciclo biolégico completo del parasito en el
insecto, hasta la formacion de los tripomastigotes
metaciclicos en las glandulas salivares o, la
infeccion parcial de solamente el intestino o,
intestino y hemolinfa, todo eso en indices variables.
?Cudles son entonces las barreras fisioldgicas
y bioquimicas que se presentan, para que
exista esa gran variabilidad en el grado y
caracteristicas de infeccion de los diversos
organos y sistemas del insecto?

Sabemos que, por razones biolégicas, fisioldgicas
y bioguimicas, la susceptibilidad o resistencia
entre los géneros y especies de triatominos a
la infeccion por T. rangeli, varia grandemente.
Es de conocimiento general que las especies
del género Rhodnius son altamente susceptibles
a determinadas cepas de T. rangeli. Podriamos
especular que el tripanosoma, como resultado
de una fuerte presidn evolucionaria, desarrollé
mecanismos para escapar de la respuesta
inmune del insecto o, por otro lado, el flagelado
es capaz de degradar, inhibir o resistir a los
diversos factores antiparasitarios formados en
la hemolinfa del insecto infectado.

A pesar que nosotros observamos, elevada
densidad de flagelados, en el intestino y
hemolinfa de Dipetalogaster maximus
experimentalmente infectado con T. rangeli
(cepas peruana, brasilefia, panamefia y
colombiana), en este modelo parasito-insecto,
los flagelados no invaden las glandulas
salivares. Este es un hecho real sea para las
infecciones iniciadas a través de inoculacion
intracelémica, como también por xenodiagndstico
artificial de alimentacion infectante, o con el
uso de animales de laboratorio infectados (Cuba
Cuba, observaciones no publicadas). Es posible
comprobarse también, la eliminacién del
T. rangeli de la hemolinfa del D. maximus entre
la tercera y quinta semana de la alimentacién
infectante. Muchos flagelados son observados
en proceso de degeneracion y fagocitosis, en
el interior de los hemdcitos. No es posible, también,
comprobarse la presencia de formas metaciclicas,
como lo registrado en la hemolinfa de insectos
vectores del género Rhodnius. Hecho semejante
ocurre en Panstrongylus herreri*?.

El parasito. (Como se diferencia el

T. rangeli del T. cruzi? Durante muchos afios



se han utilizado los términos T. rangeli-like,
o tripanosomas semejantes al T. rangeli, o
también tipo-rangeli, cuando eran descritos en

estudios basicamente morfoldgicos,
flagelados en los diversos huéspedes
vertebrados y en triatominos infectados

naturalmente. D' Alessandro®® definié
claramente que, para ser denominado un
tripanosoma como T. rangeli, él debe evolucionar
en la hemolinfa del triatomino, invadir sus
glandulas salivares y ser transmitido por la
picada al vertebrado susceptible. Todos éstos
son parametros bioldgicos considerados
indispensables en la identificacion y caracterizacién
del parasito.

Recientemente, y con el objetivo principal de
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discriminar el T. rangeli del T. cruzi, tanto en el
insecto vector como en las formas de cultivo
in vitro, han sido efectuados estudios utilizandose
otros parametros bioquimicos y serolégicos
(Tabla 3). Las diversas metodologias incluyen,
la lisis mediada por el complemento®?; las
investigaciones empleando marcadores
isoenzimaticos que demuestran que, las cepas
de T rangeli y de T cruzi procedentes de
diversas fuentes y origenes geogréaficos,
pueden ser facilmente diferenciadas a traves
de sus padrones isoenzimaticos
caracteristicos? . Esos y otros estudios
mostraron ademds, un polimorfismo menos
acentuado, en comparacion con T. cruzi, en los
perfiles electroforéticos de enzimas, por parte

Tabla 3 - Principales parametros inmunobioquimicos y moleculares utilizados en la caracterizacion e identificacion de Trypanosoma rangeli

y su diferenciacion con el Trypanosoma cruzi.

Métodos inmunobioquimicos (refs.)

Métodos moleculares (refs.)

A) Aglutinacion por lectinas (actuacion): carbohidratos de
surperficie celular
0 manosa/glucosa: Lentil culinaris, Canavalis ensiformis
(ConA)*2%8 Pjsum sativum (PEA)%®
0 N = acetyl-D-galactosamine: Vicia villosa (VVA)*®

B) Sensibilidad a la lisis mediada por complemento: lisis de
formas de cultivo y de heces de triatominos, por sueros
humano y de cobayo®®

C) Deteccién de la enzimas neuraminidase por el test
fluorescente del 2-(4-methylumbelliferyl-alpha-D.N.
acetylneuraminic acid)-UV luz; y de la sialidase y
trans-sialidase en sobrenadantes de cultivos y/o
heces de triatominos*® 5"

D) Tipificacién por anticuerpos monoclonales especificos:
0 anti-T. rangeli IFAT®
0 anti-T. cruzi IFAT, ELISA 3344

E) Analisis por SDS-PAGE-Inmunoblotting:
0 deteccion del antigeno de 43 kDa, marcador especifico®

A) Anélisis del DNA genémico (N-DNA):
0 hibridizacion molecular con sondas de DNA nuclear
y DNA total*®
0 producto 0,9 kbp DNA, marcador detectado por PCR,
especifico para T. rangeli*® 1544

B) Andlisis del k-DNA (schizodemes) por enzimas de restriccion:
0 BspRI, Msp 1 Eco RI* diferencian T. cruzide T. rangeli

C) Andlisis de isoenzimas:
0 13/14 enzimas diferencian T. rangelide T. cruzi:
ALAT, ASAT, ACON, NAD, MDH, PK, G6PD, ICD, PGK, PGM,
GPI, ME* 62
0 (NSE, discrimina infecciones mixtas en triatominos?

D) Andlisis pelo método de RAPD/DNA, combinado con
andlisis de isoenzimas, discrimina ambas especies de
tripanosomas e infecciones mixtas®

de las cepas de T. rangelf?.

Importante campo de estudios ha sido
también el uso de lectinas, como marcadores de
la composicion de los residuos de azUcares en
la superficie de T. rangelf? 8. Observaciones
con ConA y PEA (Pisum sativum) hechas con
formas de cultivo, de la hemolinfa y también, en
los tejidos de los insectos infectados, sugieren
que, las variaciones de esos azlcares en la
superficie del tripanosoma permitirian explicar

por qué algunas cepas de T. rangeli, se adaptan
mejor a algunas especies de triatominos y son
mas propicias para evolucionar en los insectos,
que otras®t. Significativo aporte ha surgido
ultimamente del arsenal de herramientas de la
biologia molecular* %2 Tanaka et al®* y Henrikson
et al*® en sus estudios de kariotipaje molecular
de T. rangeli, usando el sistema de Pulse Field
Gel Electrophoresis, PFGE e hibridizacion con
diversas sondas moleculares, fueron capaces
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de identificar bandas cromosémicas
especificas de T. rangeli, que permitirian clara
distincion con las de T. cruzi.

La actividad de la enzima sialidase, con
expresion exclusiva en T. rangeli, fue demostrada
por Medina et al*® y para los autores, constituye
este factor, un marcador potencial especifico
del parasito.

Pensamos, que con excepcion de los
ensayos de isoenzimas aplicados ya en la
identificacion de las muestras aisladas de
T. rangeli, gran parte de la nuevas técnicas
moleculares constituyen todavia, arsenal de

laboratérios de investigacibn en centros
especializados. Notamos también, que
muchas de esas técnicas no han recibido
acogida por parte de los investigadores de la
area de Salud Publica.

El Ciclo Evolutivo del Trypanosoma rangeli.
El Ciclo biolégico esquemético que
presentamos en la Figura 2, se basa
primordialmente en nuestras observaciones en
Rhodnius ecuadoriensis 'y T. rangeli del Peru vy,
en un modelo murino utilizando en general
cobayas (Cavia porcellus). Tiene finalidad
didactica e informa al tropicalista, de manera

Ciclo evolutivo de Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli

huésped invertebrado: (triatomino vector)

intestino médio
(estémago)

hemoceloma
(hemolinfa y hemécitos)

glandulas salivares
(pared externa y luz)

huésped vertebrado (hombre y mamiferos susceptibles)

Figura 2 - Disefio esquematico del ciclo biolégico de Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli en sus huéspedes vertebrado e

insecto triatomino vector. Se representan las formas evolutivas mas frecuentemente o

simple, como el pardsito evoluciona en sus
huéspedes y cdmo se transmite, en la naturaleza.
Como todo ciclo evolutivo de un parasito, sirve
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servadas del flagelado.

también para poder comprender cémo
hariamos el diagndstico morfoldégico y
biolégico del parasitismo.
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Morfol6gicamente podemos distinguir en el . Fase hemolinfatica y de parasitismo
ciclo vital del T. rangeli las siguientes formas intracelular de los hemdcitos: Los flagelados
evolutivas: qgue parasitan libremente la hemolinfa son

En el huésped vertebrado: trypomastigotes formas trypomastigotes, epimastigotes (con

sanguineos circulantes, que no se multiplican, individuos cortos, medianos y muy largos) y

en la opinion de la gran mayoria de autores. Es trypomastigotes metaciclicos. C_;rgr_lges masas

polémica la presencia y multiplicacién de de flagelados, en activa division binaria
amastigotes intracelulares en tejidos'® conforme longitudinal y también en division multiple, son
lo descrito por Scorza et al*®, en ratones NMRI. observados. En paralelo, formas intracelulares,

. . ) . esferomastigotes y trypomastigotes, contenidas
En el huésped invertebrado (los triatominos en el citoplasma muy vacuolizado de los

17 res): . L
ecto ets) ) ] ) ) ) hemdcitos, son facilmente observables en
Fase intestinal (intestino anterior o "estomago”, los triatominos vectores naturales® 13 14,

. Ak s )
T P e, oveesisoss . S@ acepta que el gold standard en Ia
(cortas medianaé y largas) eslferomastigotes Id_entlflcamon de un stock de trjpanosoma,
y trypémastigotes Coinci,de con nuestras aislado d'el hombre o d,e_un mamlfero,_ como
observaciones de }10 existir trypomastigotes 7. rangeli es que eI_ parasito sea transmitido a!
metaciclicos en el intestino vertebrado, por la plcada_del insecto vector, y si

) es posible, por la especie local del triatomino.

NS

10um C. Cuba

Figura 3 - Formas badsicas evolutivas que identifican Trypanosoma rangeli morfolégicamente cuando observadas en los
huéspedes: vertebrado y triatomino vector (casi exclusivamente especies del género Rhodnius). a- vertebrado:
trypomastigotes sanguineos, en frotis y gota gruesa (Giemsa). Longitud total: 26-35um. Cinetoplasto puntiforme y alejado
de la extremidad posterior del flagelado. Membrana ondulante bien definida. Baja parasitemia (5-7
trypomastigotes x 5mm?®). Discutible es la presencia de formas amastigotes intracelulares; b- triatomino vector: intestino y
heces. Formas predominantes: muy largos e finos trypomastigotes y epimastigotas (45-56um),; ausencia de formas
metaciclicas; c- triatomino vector: hemolinfa y hemdcitos: trypomastigotes y epimastigotes finos y muy grandes (mas de
50um); epimastigotes en divisién longitudinal simples o mdltiple. Presencia de trypomastigotes metaciclicos. Formas
intracelulares: esferomastigotes en el interior de los hemdcitos, formas en division; d- triatomino vector: glandulas salivares:
trypomastigotes metaciclicos.
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Este es un pardmetro netamente biol6gico y que
funciona, pues todo el conjunto de nuevas
herramientas moleculares, han confirmado
siempre su status de prueba definitiva en la
identificacion de la especie.

La Figura 3, presenta los principales
parametros morfoldgicos utilizados para la
identificacion del T. rangeli y su diferenciacién
con el T. cruzi. Obviamente que la morfologia,
es parte de la secuencia obligatoria de
caracteristicas bioldgicas, ya sefaladas
anteriormente, que deben documentarse para
confirmar definitivamente la especie y su
diferenciaciébn con otros tripanosomatideos
frecuentes en ambos huéspedes.

El Diagndéstico laboratorial de la
tripanosomiasis por T. rangeli. Los estudios
gue investigan la antigenicidad e inmunogenicidad
del T. rangeli en su huésped vertebrado
enfrentan dos problemas béasicos: comprobacion
de su reaccion cruzada con T. cruzi? % y la
dificultad en el diagndstico seroldgico especifico
definitivo®3. Afchain et al?, comparando las
similaridades antigénicas de T. cruziy T. rangeli
por inmunoelectroforesis, observan que, 60%
de los antigenos identificados fueron comunes
para las dos especies. Inmunofluorescencia
indirecta (IFAT), la prueba inmunoenzimatica de
ELISA y el Western Blot demuestran alta
sensibilidad, pero, especificidad discutible con
antigenos preparados de formas epimastigotes
ylo tripomastigotes del T. rangeli.

Algunos autores creen ser posible una
distincién seroldgica entre pacientes humanos
infectados con T. rangeli de aquellos que lo son
por T. cruz®. Estos autores consideran que, la
seropositividad obtenida con los antigenos de
T. rangeli en la ausencia de reactividad con los
antigenos de T. cruzi, es una indicacién de
infeccion por el T. rangeli. Consideran también
que, el mas importante hecho en el diagndstico
serolégico de tripanosomiasis causada por
T. rangeli ylo T. cruzi, es la reaccion cruzada
unilateral en que los sueros de los individuos
con infecciones por T. cruzi presentan extensa
reaccion con los antigenos de T. rangeli;
mientras que, los sueros de las infecciones
causadas por el T. rangelino reaccionan con los
antigenos de T. cruzi, o lo hacen de forma muy
débil, siendo de dificil deteccion. La estrategia
de los autores de combinar IFAT y ELISA (ésta
Ultima con el antigeno GP90 de T. cruzi) no se
ha difundido entre los investigadores.

En conclusién, con las técnicas
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inmunodiagndsticas clasicas disponibles, el
serodiagnéstico de la infeccion por el T. rangeli
se mantiene como un problema sin aparente
solucidn, por la falta de un antigeno purificado
especie-especifico. Este hallazgo constituye
una prioridad si deseamos comprender la
epidemiologia de las tripanosomiasis en
América. En infecciones por T. rangelien el hombre,
la respuesta inmune humoral es
aparentemente débil cuando comparada con
la obtenida con T. cruzi. Anthony et al®
observan que, de 58 pacientes positivos por
xenodiagnodstico a T. rangeli 22 no
mostraron evidencia seroldgica de anticuerpos
circulantes.

Por otro lado, no existe proteccion cruzada,
pues son frecuentes las infecciones mixtas, por
ambas especies de tripanosomas, en el hombre
(y desconocemos sus implicaciones clinico-
patoldgicas evolutivas) y otros vertebrados
domésticos y silvestres, en &reas endémicas de
América Central y del Sur.

Blsqueda de antigenos especificos de T.
rangeli. La identificacion y caracterizacion de
antigenos especificos de T. rangeli ha sido por
mucho tiempo descuidada, si la comparamos
con el gran avance sucedido en relacién al
T. cruzi.

Antigenos recombinantes y secuencias de
péptidos sintéticos son ya de uso en diversos
laboratorios de inmunodiagndstico de
enfermedades parasitarias. Ejemplos tenemos
actualmente en Leishmaniasis visceral
y cutanea®* y en la Enfermedad de Chagas®.
Esos reactivos moleculares serian de gran
ayuda en el desarrollo de pruebas seroldgicas
de diagnéstico especifico que permitirian
diferenciar, sin margen de error significativo,
entre las infecciones provocadas por las dos
especies simpatricas de tripanosomas, en las
areas de transmision.

Recientemente, Saldafa et al® describieron,
a través del andlisis por inmunoblotting de
epimastigotes del flagelado, un antigeno de
T. rangeli de aproximadamente 43 kDa, que
reacciona especificamente con sueros homologos
murinos hiperinmunes. Los autores afirman ser
esta proteina un marcador especifico del parasito.
Es posible, que los estudios que utilizen sueros
hiperinmunes de animales experimentales,
pueden estimar, en excesso, el grado de reaccion
especifica. La utilizacién de la glicoproteina de
T. cruzi de 90 kDa (GP90)% no ha sido
suficientemente explorada. Esto Gltimo sobre todo



si, como se afirma, ella es ausente en las
infecciones por Leishmania y T. rangeli. En el
caso de la proteina de 43 kDa, nuevas
observaciones son necesarias, en un ndmero
significativo de cepas del parasito de origen y
distribucién geogréfica amplia, a fin de confirmar,
la frecuencia de este marcador molecular, y su
especificidad y sensibilidad frente a sueros de
humanos infectados por el T. rangeli.

Pensamos que el problema basico en el
avance de la serologia espécifica de
tripanosomiasis por T. rangeli radica en, la falta
de un banco de sueros humanos procedentes
de infecciones puras del parasito y con historias
clinicas bien documentadas.

En la actualidad, muchos estudios serolégicos
de campo de la enfermedad de Chagas, que se
realizan en areas de superposicion con la
infeccién por T. rangeli, deberian tomar en
consideracion que se desconoce la real
incidencia de las infecciones mixtas por ambas
especies de tripanosomas y su consecuencia,
en la respuesta inmunolégica humoral y, en
el comportamiento clinico de los pacientes
doblemente infectados.

Un ejemplo reciente, es el que se presenta
en Brasil en la region norte del Estado de
Amazonas, con la descripcion de los primeros
casos humanos de infeccién por T. rangeli*s en
locales en que también se relatan alta prevalencia
seroldgica de infeccion chagéasica y, por lo
menos un caso con aislamiento del T. cruzi por
xenodiagnostico?®. ¢ Estaria T. rangeli causando
esos altos indices de seropositividad?.

Finalmente en laboratorios con infraestructura
basica y elemental, como son los de la gran
mayoria de la red de Salud Publica, el diagndéstico
apropiado de las infecciones causadas por
Trypanosoma rangeli dependera de los
objetivos que se persigan. Asi, si es el diagndstico
de infecciones humanas o, si se trata de
estudios epidemiolégicos de incidencia y/o
prevalencia del T. rangeli, las acciones serian
diferentes.

En el caso de infecciones humanas, la
demostracion directa del parésito en sangre
periférica al fresco, entre lamina y laminilla
microscopicas, es bastante precaria debido a la
bajisima parasitemia circulante del flagelado.
Esto también es constatado cuando se preparan
frotis y gota gruesa de sangre. El siguiente
recurso seria el hemocultivo de sangre
periférica. No existen datos en la literatura sobre
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la sensibilidad diagnéstica de este método. Sin
embargo, visto que T. rangeli es facil de cultivar
en medios difsicos de agar sangre y también,
en medios liquidos como Schneider's, LIT (Liver
infusion tryptose), RPMI etc., su uso, es una
buena alternativa, aunque un poco onerosa.

Una tercera opcion seria el uso del
xenodiagnostico. El procedimiento es similar al
utilizado en el diagnéstico de la Enfermedad de
Chagas. Nosotros pensamos que la utilizacion
de ninfas de Dipetalogaster maximus (1, 11l o V
estadio), servirian por dos razones: a) esta especie
de triatomino es susceptible a la infeccion
experimental por diversas cepas del T. rangeli,
tanto en el intestino como en la hemolinfa. En D.
maximus, una proporcion significativa de
insectos, presentan hemolinfa positiva (22%).
Esta es una de las caracteristicas bioldgicas
clasicamente utilizada para reconocer un
tripanosoma como T. rangeli (Cuba Cuba,
observaciones no publicadas) y b) No causar
reacciones alérgicas dermatoldgicas como las
producidas por ciertas especies de Rhodnius.
Existe también la posibilidad del xenodiagndstico
artificial para evitar esos cuadros de dermatitis
por la picadura de los insectos. Entre tanto,
seria pertinente un estudio comparativo de la
sensibilidad de D. maximus y de la especie de
Rhodnius local prevalente.

En el examen de material biol6égico de
triatominos capturados en la naturaleza, la
demostracion del tripanosoma deberia seguir la
siguiente secuencia estratégica: a) primeramente,
examen de la hemolinfa, por simple corte de un
segmento del femur de una de las patas del
insecto. El fluido de una o dos gotas de
hemolinfa es suficiente para hacer una
apropiada observacion de la muestra, con la
presencia de los hemécitos parasitados en los
insectos infectados, generalmente en gran
namero. La observacion sera al fresco y también
después de coloracion con Giemsa; b) en
segundo lugar, el examen del contenido de la
ampolla rectal por presion, con pinzas, del
abdomen y obtencién de heces. Luego proceder
de manera rutinaria como se hace en el
xenodiagna@stico para T. cruzi, es decir diseccion
del intestino medio del insecto y observacion de
las formas muy largas de epimastigotes del
T. rangeli. Esta orden en el procedimiento es
necesario para, asi, evitar la contaminacién de
la hemolinfa por formas intestinales del parasito,
en el momento de la manipulacion del insecto.

Pensamos que es Util la coloracién de frotis
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de heces de los insectos positivos.
Nuevamente la coloracién de Giemsa es

utilizada. Llamamos la atencion para la
dificultad de colorear las heces de los
triatominos infectados. Nosotros

acostumbramos a lavar, por centrifugacién con
PBS (phosphate buffer solution), la suspension
de heces y después colorear el sedimento. El
aspecto morfolégico distintivo seréa
las caracteristicas del tamafio vy
localizacion del cinetoplasto, visibles tanto
en las formas enormes de
epimastigotes como de
trypomastigotes. Esto sélo serd posible
distinguir nitidamente si se logran buenas
coloraciones. Debe alertarse al investigador
gue existe relativa dificultad de excluirse la
presencia de T. cruzi cuando, se observan
formas poco tipicas de flagelados,
trypomastigotes 'y epimastigotes, de
tamafio mediano. En este caso inoculaciones
de ratones de laboratorio ayudan, en parte,
para demostrar la presencia del T. cruzi.

Las mismas técnicas de diagnéstico
utilizadas para los pacientes humanos son
empleadas para la demostracion del flagelado
en los huéspedes reservorios.

Solamente cuando haya necesidad de
estudios epidemioldgicos que comprendan
taxonomia vy tipificacion de stocks de T. rangeli
procederiamos a la inoculacion experimental
ylo transmision por la picada de los insectos
positivos. El objetivo seria entonces el aislamiento
primario de las cepas del flagelado y posterior
estudio. La sugerencia de D'Alessandro &
Saravia!® de inocular los flagelados aislados,
directamente en la cavidad hemocelomica de
un triatomino vector, podria también ser tomada
en consideracion. Sabemos que sélo T. rangeli
sobrevive en la hemolinfa del insecto.

Comentarios finales. Para intentar conocer
la real distribucion geogréfica y prevalencia de
la infeccion humana por T. rangeli, podria
pensarse, en una estrategia que combine la
demostracién parasitoldgica y la serologia. Sin
embargo, ambos procedimientos son realmente
de valor limitado. La demostracién directa del
flagelado en muestras de sangre periférica
tienen valor practico insignificante en términos
de trabajo-beneficio. Si utilizamos los triatominos
adecuados (preferencialmente los vectores
locales), podriamos obtener xenodiagnosticos
con positividad decreciente: en heces, hemolinfa
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y, €n menor proporcion, en glandulas salivares.
El problema radica en el entrenamiento del
personal técnico, en el examen de la hemolinfa
y de las glandulas salivares.

La serologia es todavia més limitada por la
ausencia de antigenos especie-especificos. En
las condiciones actuales tendria que usarse
antigenos brutos derivados de cepas de T. rangeli,
gue parecen ser mas especificos, y un sistema
de ELISA en la forma de DOT-Blot. Esta
sugerencia serviria también, quizas con las
adaptaciones técnicas apropiadas, para
estudios de material provenientes de
hemocultivos humanos o de cultivos del
parasito obtenidos de animales reservorios.

Es opinién del autor, que en el contexto
actual de capacitacion de los recursos
humanos y de la infraestructura de los
servicios de Salud Pdblica de América
Latina, los parametros de identificacion
morfolégicos y biolégicos, en manos
experimentadas, son todavia de gran utilidad
practica como elementos de identificacion de
Trypanosoma rangeli.

Finalmente, a los estudiosos de la biologia
del parasitismo por tripanosomatideos
heteroxenos alertamos: T. rangeli constituye un
modelo experimental de gran potencial de
exploracion cientifica, en el complejo campo del
fenbmeno de la morfogénesis de un parasito
protozoario digenético y en estudios
de inmunidad celular en insectos.
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