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NUEVAS OBSERVACIONES ACERCA DE LA ACCION PATGOGENA
DEL TRYPANOSOMA RANGELI TEJERA, 1920 SOBRE
RHODNIUS PROLIXUS STAL, 1859

Ivonne GOMEZ

RESUMEN

El Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, es patégeno para su huesped natural,

el Rhodnius prolixus Stal,\ 1859;

la infeccién del insecto puede realizarse mie-

diante la alimentacién articifial y la accién patégena se realiza a nivel del tubo
digestivo aun cuando el flagelado no pase al sistema hemolinfatico del insecto.
Ademés de la mortalidad, que sirve de indice para medir la patogénicidad, s

observa un aumento considerable del nimero total de células hemohnfatlcas en

los insectos infestados.

INTRODUCCION

Un aspecto muy reciente y poco estudia-
do sobre las relaciones huesped-parasito en-
tre el "Rhodnius prolixus Stal, 1859 y el
Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, ha sido
abordado por GREWAL? al precisar que el
T. rangeli es un agente patégeno para el
R. prolixus. Alimentando larvas de R. pro-
lixus sobre ratones muy jovenes inoculados
con T. rangeli, con muy baja parasitemia,
este Autor infecta los reduvidios y tras ali-
mentarlos posteriormente sobre animales sa-
nos, estudia su mortalidad, relacionandola
con la presencia de los paréasitos en el tubo
digestivo, en la hemolinfa y en las glindulas
salivales. ,

ToBiE ® ha estudiado este problema mas
recientemente precisando las condiciones ex-
perimentales de trabajo y comparando los

datos de mortalidad experimental con la

observada en los insectos controles, aspectos
estos no precisados en el trabajo de GRE-
WAL 3, :

Nos hemos propuesto estudiar el proble-
ma de la patogenicidad del T. rangeli para
el R. prolixus, usando un método mas

practico y efectivo para infectar diferentes
estadios de R. prolixus con gran nimero
de parésitos y conocer las modificaciones
hemolinfaticas que acompahan a la infeccién
de los reduvidios.

MATERIALES Y METODOS

T. rangeli — Usamos la cepa “Tocuyo”
aislada por el Doctor F. Pirano y la cual
se obtuvo originalmente por hemocultivo de
un caso humano del Estado Yaracuy (Vene-
zuela). Esta cepa, que ha sido la misma
usada por TopiE?®, la hemos mantenido in
vitro en nuestros laboratorios por mas de
diez afios, en medio bifisico de caldo glu-
copectonado adicionado con extracto de car-
ne y sangre desfibrinada de conejo a pH
7,2, haciendo pases cada 14 dias y mante-
niendo los cultivos a temperatura ambiente.

R. prolixus — De la cria del Departa-
mento de Microbiologia y Darasitologia de
la Facultad de Ciencias de Caracas, mante- -
nida desde hace doce afios, alimentados sobre
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gallinas. Es una cepa original del caserio
“Cantagallo” en el Estado Guérico (Vene-
zuela).

Manienimiento de los insectos — Durante
la realizaciéon de este trabajo, mantuvimos
reduvidios controles y experimentales bajo
las condiciones de laboratorio o bajo condi-
ciones estabilizadas.

En condiciones de laboratorio se conser-
varon los insectos en envases de 4 litros, o
en frasco de 200 cc. boca ancha, dispersos
en una trama de papel que se renovada
cada semana; los recipientes se taparon con
tela de 10 hilos por centimetro. Las con-
diciones de laboratorio fueron de 21 =+ 4°C
y 60 = 15% de humedad. ToBIE” trabajé
a 27°C y 679% de humedad.

En condiciones estabilizadas, se confina-
ron los insectos en grupos iniciales de 50
individuos dentro de frascos boca ancha de
150 cc. cerrados herméticamente con tapo-
nes de caucho bihoradados. Los frascos se
sumergieron dentro de un recipiente con
agua a 30 = 0,50°C y se le hizo circular,
atraves de los huecos del tapén, aire con
85% de humedad. Dentro de cada frasco,
se impidié el hacinamiento mediante septos
de papel de filtro que se renovd cada tres
dias.

Alimentacién artificial e infeccion experi-
mental — Hemos empleado la técnica origi-
nal de Frieno & CaRTWRIGHT 2, modifican-
do el didmetro de los embudos de alimenta-
cion; usamos de 20 mm en lugar de
12,7 mm, como originalmente se describen.
Como membrana alimentadora utilizamos
fragmentos rectangulares de anticonceptivos
corrientes lavados con alcohol etilico de 709,

Para alimentar cualquiera de los estadios
de desarrollo de R. prolixus e infectarlos
con T. rangeli, utilizamos sangre heparini-
zada de conejo inactivada a 45°C durante
35 minutos y homegeneizada de inmediato
con una suspencién recién hecha de formas
de cultivo de T. rangeli, cosechados a los 7
dias de su desarrollo en agar-sangre; los
flagelados fueron lavados asépticamente con
solucién isoténica estéril mediante. centrifu-
gacién a 5000 r.p.m. durante 8 minutos.
La sangre ingerida por los R. prolixus expe-
rimentales, contuvo 10-12 formas de critidia
por campo de mediano aumento en prepa-
raciones frescas.

Comprobacién de la infeccion y estudio
de la hemolinfa — FEn ensayos preliminares
se comprobd, que mediante la técnica de
infeccion experimental por medio de alimen-

tacién artificial, los reduvidios de cualquier.

estadio muesiran parasitos moviles en el tubo
digestivo desde el momento mismo de la
ingestion de sangre contaminada y durante
todo el resto de su vida; esto es, que la
infeccién asi lograda, es efectiva y perma-
nente en un 100% de los insectos alimen-
tados artificialmente. Condicién indispensa-
ble para que esto suceda lo es la ingestion
simultinea de sangre y parasitos. Los in-
sectos alimentados Unicamente con caldo de
cultivo y pardsitos, ni se infestan, ni mudan.

Para el estudio de la hemolinfa se seccio-
né la tibia del segundo o tercer par de
patas del insecto, comprimiendo suavemente
el abdémen con una pinza hasta expulsar
una gota de hemolinfa que recogida sobre
un porta-objeto, se examind al microscopio
con 450 aumentos; en caso de observarse
parasitos, se extrajo una nueva gota de la
misma pata seccionada, extendiendola sua-
vemente con ayuda del mufién sangrante.
De seguidas se fijé6 la gota exponiendola 30
segundos a vapores de acido osmico al 0,5%
y se sobrefijé inmediatamente con alcohol
metilico. Los paréasitos se tifieron con Giem-
sa (una gota/cc) en solucién tamponada con
Srensen M/100 a pH 7,0 durante una hora.
Una vez lavado y seco se cubrié el frote
con clarite y laminilla.

Estudio hemocitologico de los R. prolixus
controles e infestados — Para el reconoci-
miento de las diferentes células sanguineas
del insecto, utilizamos al principio extendi-
dos de hemolinfa fijados y tefiidos con
Giemsa. Identificamos las células libres de
la hemolinfa de acuerdo con la siguiente no-
menclatura: adipohemocitos de HoLLANDE ®,
reconocidos en R. prolixus por WicGLEs-
WortH (1965) prohemocitos de YAGER 1Y,
plasmatocitos de ARNOLD?, oenocitoides de
Cuevot (1891), y descritos en R. prolizus
por Wic6LESWORTH (1933) y hemocitos gra-
nulares de Horranpe+“ TUna vez que pu-
dimos reconocer estas formas tefiidas, pre-
ferimos trabajar con hemolinfa fresca bajo
cubre-objeto, en vista de que la hemolinfa
de R. prolixus es incoagulable, fenémeno
ya observado por WiccLEsworTH (1959).
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Para el contaje diferencial y total de las
células libres, tomamos la primera gota de
hemolinfa y la depositamos sobre la reticula,
para el contaje de leucocitos, de una cédmara
de Neubauer cubriéndola inmediatamente.
Las células libres de la hemolinfa de R. pro-
lixus no se aglutinan Jones & LS Ut-
lizamos la primera gota de hemolinfa toman-
do en cuentas las observaciones de WIGGLES-
WORTH '?, quien ha comprobado que ella
contiene mas hemocitos que las gotas sub-
siguientes:

WiceresworTH ** ha comprobado, ade-
més, la existencia de una gran variedad fi-

_siolégica en el niimero de las células hemo-

linfaticas que depende de distintas condi-
ciones: Ayuno, proceso de digestién, premu-
da, muda y postmuda. Teniendo en cuenta
estos rtesultados y los de Jones & Liu®
quienes comprueban que el menor namero
de células circulantes se registram dos dias
después de la digestion de sangre, hemos
determinado el néimero total de células por
milimetro ciibico, haciendo contajes a las
24, 48 y 72 horas después de la ingestion.

De acuerdo con el tamafio de la gota de
hemolinfa extraida, determinamos el nimero
de células en 0,1, 0,2, 0,3 mm?®, es decir,
em 1, 2 6 3 areas de 16 cuadritos utiliza-
dos comunmente para el contaje de leuco-
citos; simultdneamente, hicimos el recuento
diferencial examinando 100 células o un
numero cercano a 100.

RESULTADOS

1) Se separaron dos lotes de 100 larvas
de 8 dias de nacidas; a un lote se le hizo
ingerir artificialmente sangre heparinizada
e inactivada de conejo, adicionada con for-
mas de cultivo de T. rangeli para contener
10 critidias por campo de mediano aumen-
to; el otro lote ingiri6 solamente sangre
heparinizada e inactivada. De esta manera,
infestamos 100 larvas con T. rangeli y de-
jamos otras 100 como control; ambas se
mantuvieron durante todo el tiempo bajo
condiciones estabilizadas. A partir de esta
primera comida artificial y después de cada
muda, se alimentaron las ninfas experimen-
tales y controles sobre sendos conejos. Du-
rante todo el desarrollo metamorfésico se
anot6 el niimero de insectos muertos en cada
estadio. Los resultados obtenidos se presen-
tan en la Tabla I en donde el mismo tiem-
po, se comparan con los obtenidos por
GrewaL ® y por TosiE°.

2) Con el objeto de establecer si ocurria
alguna modificacién hemocitaria en los R.
prolizus infestados con T. rangeli, tomamos
dos grupos de 30 ninfas de 3.° estadio que
se alimentaron artificialmente, un grupo con
sangre heparinizada de conejo conteniendo
750 critidias de T. rangeli por mm® y el
otro grupo, usado como control, con sangre
heparinizada unicamente. Después de la

TABLA I

Porcentaje de mortalidad de R. prolizus sanos e infestados con T. rangeli

Infestados Controles
Estadios G6MEZ GREWAL TOBIE GOMEZ ToBIE
(1966) (1956) (1965) (1966) (1965)
P 64.00 2717 13.00 19.00 3.25
R . 19.44 9.41 12.64 1111 4.70
T 10.34 24.68 1.32 9.72 3.52
A e 46.15 12.07 2.67 3.08 0.00
> S 57.14 19.61 9.59 1.59 5.84
Adultos Sobrevivientes 6 34 66 62 84

Nota: Los porcentajes anotados se
van sobreviviendo.

calculan tomando coimo 100 el numero de insectos que
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muda subsiguientes, ocurrida 20 dias mas
tarde, tanto los insectos experimentales como
los controles se alimentaron sobre conejos
sanos. Seguidamente cada grupo de 30 in-
sectos fué dividido en tres subgrupos de 10
insectos. A un subgrupo control y a otro
experimental se le estudié la hemolinfa a
las 24 horas después de ingerir sangre del
conejo, a otro subgrupo se le estudié la
hemolinfa a las 48 horas y al tercero a las
72 horas. ~Se estimé el ntmero de células
por milimetro chbico y se hizo un recuento
diferencial de las mismas. La Table II nos
muestra los resultados obtenidos; cada dato
representa un promedio de 10 recuenios he-
chos en 10 insectos.

obtenidos por aquella Autora. En efecto, la
mayor mortalidad ocurre en el primer esta-
dio ninfal y decrece gradualmente hacia el
tercer estadio para aumentar sucesivamente
en el cuarto y quinto estadio. El estadio
mas altamente suceptible es el primero.
Registramos una muy alia mortalidad en
los insectos infestados que discrepa conside-
rablemente con los valores de mortalidad
obtenidos por los Autores mencionados. Atri-
buimos esta discrepancia al tamafo del iné-
culo inicial; mientras nosotros utilizamos
sangre con 10-12 paréasitos por campo de
preparacién fresca, GREWAL uso indculos con
1-2 parasitos por campo y ToOBIE no precisa
el tamafno del inéculo empleado. Ello ex-

TABLA II

Estudio hemocitario de R. prolizus controles y experimentales

% de células

Tipo de células [
24 horas ; 48 horas 72 horas
de la hemolinfa |
Control Exptl. Control Exptl. ' Control t Exptl.
- T
Adipohemocitos . 6,62 0,32 0,00 1,30 16,89 15,53
Plasmatocitos ... 27,57 38,11 40,13 38,02 26,06 30,45
Hem. granular . 10,11 6,37 8,74 11,59 4,98 8,97
Prohemocitos ... 11,40 7,86 11,66 6,90 8,86 4,97
Explocitos ...... 43,57 46,07 39,01 59,84 42,74 38,54
Oenocitoides . ... 0,74 1,27 0,45 2,34 0,51 1,59
|

‘Total de células

por ‘mm¥ .....~ 604 942 495 768 1.078 1.951

DISCUSION

A pesar de que GREWAL?® no incluyé en
su trabajo datos sobre la mortalidad natu-
ral de R. prolixus, nuestros resultados con-
firman los de aquél al encontrar diferencias
significativas entre la mortalidade de grupos
de chupones sanos y grupos infestados por
el T. rangeli.

Al comparar nuestros resultados sobre
mortalidad relativa de los diferentes estadios
de R. prolixus infestados com T. rangeli con
los obtenidos por GREWAL® y por ToBik®
observamos que concuerdan mejor con los

plicaria por una parte, el por que nuestra
méxima mortalidad se registré en el primer
estadio y por la otra nuestra bajisima super-
vivencia. Sin embargo a pesar de un cui-
dadoso examen de la hemolinfa solo pudimos
observar parasitismo hemolinfatico en un
2% de los supervivientes de 5 estadio que
no alcanzaron el estadio adulto. En cambio,
GREWAL registra infeccién celémica en el
53% de los insectos experimentales. El

'23,3% de esos mismos insectos presenté in-

vasion de las glandulas salivales por los pa-
rasitos. ToBiE® observa que de un-lote de
273 ninfas de primer estadio infestadas, so-

ey

et
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brevivieron hasta adulto 147 y de estos, el
199% presenté la infecciéon en las glandulas
salivales.

Todo lo expuesto conduce a pensar que la
accién patégena del T. rangeli sobre el R.
prolixus se ejerce dentro del tubo digestivo
y no como supone GREWAL, pro acci6on me-
cénica sobre el sistema hemolinfatico. En
efecto, a una baja densidad de parasitos
ingeridos y una alta incidencia de linfopa-
rasitismo corresponde, por una parle una
baja mortalidad en los estadios jovenez y
por la otra una alta supervivencia en el es-
tadio adulto; por el contrario a una densa
ingestion del parasito, corresponde una alta
mortalidad durante la metamorfosis y una
bajisima supervivencia de imagos.

Quedaria por discutir por qué nuestros
insectos presentaron un bajisimo indice de
linfoparasitismo.

GreEwal utilizé la cepa “Tocuyo” de T.
rangeli y realizé sus investigaciones en
1956; nosotros hemos utilizado la misma
cepa nueve afios mas tarde, es decir, después
de un prolongado mantenimiento in wvitro.

Topig® trabajando con la misma cepa,
encuentra que para 1962, dos afios después
de iniciado el mantenimiento ciclico de T.
rangeli por pasajes alternados de insectos-
ratas jovenes, se registra la invasién de las
glandulas salivales en un 12% de los in-
sectos experimentales y a partir de enton-
ces, enire el 8 y 18 pasaje, ese porcentaje
aumenta hasta el un 509%. La misma Au-
tora (1961) encuentra en la inoculacién di-
recta de T. rangeli cultivados, en el hemo-
cele de R. prolixus, no solo hace infestante
al protozoario sino que facilita su manteni-
miento ciclico.

Estos hallazgos explicaran nuestros resul-
tados; después de un prolongado periodo de
cultivo in vitro la cepa “Tocuyo” de T. ran-
geli ha perdido su capacidad para invadir
la hemolinfa del R. prolixus lo cual no in-
dica que haya dejado de ser patégena par
el insecto; esa cepa utilizada nueve afios
antes, podia invadir con relativa facilidad
el hemocele de un 539% de los insecios con
ella infestados; y después de un prolongado
pasaje serial através del insecto y del ver-
tebrado, recupera su capacidad para inva-
dir al menos la hemolinfa de un 50% de
los insectos.

GREWAL®, sin especificar cual era el es-
tado fisiolégico de sus insectos, observa que

la infeccién hemolinfatica por el protozoario
se acompafia de una considerable redueccién
del nimero de células sanguineas. Es pro-
bable que ello ocurra; nosotros hemos estu-
diado ese problema examinando insectos nor-
males e infestados que tenian la misma edad
y se encontraban en el mismo estado fisio-
l6gico, observando que el nimero total de
células es significativamente mayor en los
insectos infestados. La hiperhemolinfocito-
sis de los animales infestados no se debe al
aumento particular de -un determinado tipo
de células sanguineas.

CONCLUSIONES

1) Se estudia el papel patégeno del T.
rangeli sobre el R. prolizus, comparando la
mortalidad natural de insectos normales y
de insectos infestados mediante la ingestién
artificial de sangre contaminada com T.
rangeli. ‘

2) Se ensaya la técnica de alimentacibén
artificial de R. prolixus, aplicandola para
infestarlos con 1. rangeli.

3) Se formula una nueva hipétesis para
explicar la patogenicidad del T. rangeli, su-
poniéndose que esta se ejerce dentro del
tubo digestivo, en lugar del sistema hemolin-
fatico, como anteriormente se habia expli-
cado. '

4) Se establece que la invasiéon hemo-
linfatica del insecto por ‘el protozoario es
un fenémeno que — hasta donde indica la
evidencia — es diferente a la accién paté-
gena del T. rangeli sobre el R. prolixus.

5) Adn cuando el T. rangeli sometido
a un largo pericdo de cultivo in vitro, no
invade el hemocele del R. prolixus su pre-
sencia en el tubo digestivo produce una
hiperhemolinfositosis.

SUMMARY

New observations about Trypanosoma ran-
geli Tejera, 1920, and its pathogenic action
on Rhodnius prolixus Stal, 1859

Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, is pa-
thogenic for its natural host, Rhodnius pro-
Lixus Stal, 1859; the insect may be infested
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by means of artificial feeding and the pa-
thogenic action may take place in the di-
gestive tube even though the flagellate does
not enter the hemolymphatic system of the
insect.. In addition to the mortality which
is an index of the pathogenicity, a conside-
rable increase of the total number of hemo-
lymphatic cells is observed in the infested
insects,
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