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ESTUDIOS SOBRE TRYPANOSOMA RANGEL! TEJERA, 1920.
VIIl. RESPUESTA A LAS REINFECCIONES EN DOS MAMIFEROS

N. ANEZ J. VELANDIA & AM. RODRIGUEZ

Bajo condiciones experimentales se estudia el curso de la infeccion primaria y la respuesta a las
reinfecciones por Trypanosoma rangeli en ratones albinos y Didelphis marsupialis.

Durante el curso de la infeccion primaria en ratones, se observa una parasitemia relativamente baja
y de corta duracion. Los mismos muestran durante la primera reinfeccion una parasitemia escasd de cuatro
dias de duracion, siendo resistentes a las sucesivas reinfecciones con T. rangeli.

Los ejemplares de D.marsupialis exhiben una parasitemia de mds larga duracién, pero con un nivel
de pardsitos sanguicolas mucho menor que el detectado en el modelo raton, siendo la respuesta a las reinfec-
ciones similar a la observada en ratones.

Se detectan anticuerpos hemaglutinantes en los sueros inmunes de ratones y Didelphis marsupialis,
sometidos a la reinfeccion por T. rangeli.

Se especula sobre la posible accion sinérgica de una respuesta inmune en el sitio de deposicion en
contra de las formas metaciclicas de T. rangeli y la accion de anticuerpos circulantes en contra de las formas
sanguicolas, para explicar la resistencia de ambos modelos a las reinfecciones por T. rangeli.

En el hospedador mamifero, el ciclo vital de Trypanosoma rangeli tiene su inicio cuando triatomi-
nos infectados en las glandulas salivares depositan, mediante la picadura, las formas metaciclicas infectivas
directamente en los capilares (Tobie, 1961; D’Alessandro, 1968) o en la dermis de los animales expuestos,
para migrar posteriormente al torrente circulatorio (Afiez, 1981a). Una vez en la sangre, los parésitos expe-
rimentan durante los primeros tres dias de la infeccién un crecimiento progresivo en su longitud total,
observandose la transformacién de las formas metaciclicas a los tipicos tripomastigotes sanguicolas, detec-
tados durante ¢l periodo patente de 1a infeccidn (Afiez, 1981 a).

El curso de la infeccion por T. rangeli en el vertebrado, se caracteriza por presentar parasitemias
generalmente bajas y un periodo patente relativamente corto, sin que los parasitos se multipliquen en la
sangre o otros tejidos (Grewal, 1956; Herbig-Sandreuter, 1957; D’ Alessandro, 1976; Afiez, 1981a).

En relacién a la respuesta del hospedador mamifero a las reinfecciones por 7. rangeli, D’ Alessan-
dro (1976) afirma que cuando la infeccion primaria deja de ser patente, el animal se muestra aparentemente
resistente a la reinfeccién con el mismo parésito. Pruebas preliminares realizadas por Afiez (1981b)en rato-
nes, apoyan esa afirmacion.

El presente articulo da cuenta de un estudio sobre el curso de la infeccion por 7. rangeli, 1a res-
puesta a las reinfecciones y la evolucion de anticuerpos hemaglutinantes anti-7. rangeli, utilizando un mode-
lo experimental {Mus musculus)y un posible reservorio silvestre { Didelphis marsupialis).

MATERIAL Y METODOS

Animales experimentales: se utilizd el aislado Perro/78 de T. rangeli (Afiez, 1981 a).

Los triatominos utilizados fueron ninfas de IV, V estadios y adultos de Rhodnius prolixus sanos, e
infectados con T. rangeli en las glandulas salivares, mantenidos en un incubador a 250C y 75% de humedad
relativa.

Se trabajo con un lote de veinte ratones albinos machos, de 30 dias de edad y 20 g de peso, mante-
nidos a 259C y alimentados con concentrado y agua.

Se utilizaron dos ejemplares de Didelphis marsupialis hembras, de 8 y 12 meses de edad y de 2kg
de peso, criados en el laboratorio y provenientes de madres sanas capturadas en una zona no-endémica. Los
mismos fueron mantenidos en un bioterio a 259C y alimentados con frutas, carne y agua.

Técnicas y procedimientos: la infeccién por T. rangeli en las glindulas salivares de cada ejemplar
de R. prolixus utilizado, se detecto mediante la técnica de salivacion sobre porta-objetos de vidrio (Afiez,
1980). -

Previo a la infeccion de los ratones v D). marsupialis, se tomaron muestras de suero, en cada uno de
los animales, como controles negativos en la deteccion de anticuerpos anti-T. rangell.
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Las infecciones fueron obtenidas exponiendo cada animal a la picadura de ejemplares de K. proli-
xus, a los cuales se les detectd previamente la infeccidén por 7. rangeli en las glindulas salivares: cada raton
fue picado por cinco ninfas y cada ejemplar de D. marsupialis por diez ninfas de V estadio.

La parasitemia fue estimada diariamente y por duplicado en muestras de sangre de la cola, hasta
la desaparicion de los pardsitos circulantes, por el método de Pizzi (1957) modificado por Brener (1961).

Para la obtencion de sueros, los ratones fueron sangrados por puncién del plexo retro-orbital
(Lumsden, Herbert & McNeillage, 1973) en los dias 3, 5, 7, 15 y 20 de la infeccion (40ul por animal) y
los ejemplares de D. marsupialis por cardiopuntura los dias 15, 30y 60 de la infeccidon patente (2mi de

sangre en cada oportunidad).

Después de la desaparicion de los pardsitos de la circulacion sanguinea se realizaron xenodiagnos-
ticos con cinco ninfas de IV estadio de R. prolixus por animal y se sembré sangre en tubos de cultivo NNN

con medio 199 (Flow Laboratories) como fase liquida.

Superada la primo-infeccién los animales fueron sometidos a tres reinfecciones sucesivas, con el
mismo aislado y método descrito para la infeccion inicial. Se examin6 la sangre diariamente durante 10 dias,

seguidos de xenodiagnéstico y hemocultivo en dos oportunidades para cada animal después de cada reiqfec-
cidn y se obtuvo sangre para la serologia de los ratones en los dias 3 y 5,y paralade D. marsupialis el dia 5.

Para evaluar la respuesta humoral se utilizé la técnica de hemaglutinacién indirecta en micrometo-
do (Kagan & Norman, 1970), usando como antigeno epimastigotes de T. rangeli en concentracion final de
120 mg (peso seco)/ml de PBS, obtenidos de cultivo con 15 dias de evolucion.

RESULTADOS

Curso de la infeccion por T. rangeli en ratones albinos: observaciones diarias realizadas en un lote
de veinte ratones expuestos a la picadura de ejemplares de R. prolixus infectados con 7. rangeli, permitio
seguir con bastante precision el curso de la infeccion.

Los niveles de parasitemias estimados, revelaron una marcada tendencia a incrementar a partir de
las 24 horas después de la picadura infectante, alcanzando su nivel mdximo al 4to dia post-infeccion. Entre
el 4to y 8vo dias la parasitemia se mantuvo fluctuando alrededor de su valor maximo, para comenzar a de-
crescer progresivamente a partir del 9no dia de la infeccidn, desapareciendo los parasitos de la circulacion a
los 16 dias de la picadura infectante. Durante los 15 dias siguientes, se intent6 la deteccion de infecciones sub-
patentes de 7. rangeli utilizando los métodos de xenodiagnostico y hemocultivo, con resultados negativos.

La Fig. 1 muestra los valores estimados de parasitemia promedio durante el curso de la infeccion
por T. rangeli en ratones albinos.
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Fig. 1: curso de la infeccion y respuesta a las reinfecciones por Trypano-
soma rangeli en ratones albinos. Las flechas indican los dias en los cuales

se hicieron las reinfecciones.

Curso de la infeccion por 7. rangeli en Didelphis marsupialis: seguimientos diarios de los niveles
de parasitemias llevados a cabo durante 52 dias en dos ejemplares de D. marsupialis infectados con 7. ran-
geli revelaron que la misma exhibi6é un incremento entre el 1ro y el 3er dia, cuando alcanzd su maximo
nivel. En el periodo comprendido entre el 4to y el 9no dia de la infeccion, la parasitemia flucto alrededor
de valores algo menores que el nivel maximo alcanzado al 3er dia. A partir del 9no dia el namero de para-
sitos en sangre decrecidé considerablemente, observandose una diferencia del 60% entre el valor maximo
alcanzado al 3er dia y el estimado al 14to dia. Entre el dia 20 y el 30 de la infeccion, la parasitemia fue
decreciendo progresivamente hasta alcanzar valores de 63 trip/mm?, los cuales se mantuvieron hasta el dia
51 de la infeccion, desapareciendo los parasitos de la sangre circulante, en ambos ejemplares, a partir del

dia 52 de la picadura infectante.

Tanto el uso del xenodiagndstico como el hemocultivo resultaron infructuosos en la busqueda de
infecciones sub-patentes, durante los 15 dias subsiguientes a la desaparicion de los parasitos de la circulacion.

La Fig. 2 detalla el curso de la parasitemia promedio en los dos ejemplares de D. marsupialis infec-
tados con T. rangeli
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Fig. 2: curso de la infeccion y respuesta a las reinfecciones por Trypano-
soma rangeli en Didelphis marsupialis. Las flechas indican los dias en los

cuales se hicieron las reinfecciones.

Respuesta a las reinfecciones por T. rangeli en ratones albinos: ratones que habian superado la
infeccion inicial por T. rangeli, fueron expuestos a tres sucesivas reinfecciones con el mismo parasito a los

32, 52 y 72 dias de la primera exposicion.

La parasitemia observada durante la primera reinfeccion, revelé un escaso nimero de parasitos, con
un valor mdximo de 180 trip/ mm’ detectado al 3er dia. A partir de esta fecha, el nimero de pardsitos de-
crecié bruscamente, para desaparecer de la circulacién al 5to dia de la reinfeccion, lo que indica una paten-
cia de la parasitemia de tan solo cuatro dias. En las dos reinfecciones subsiguientes, no se detectaron parasi-
temias patentes ni sub-patentes en los animales examinados.

En la Fig. 1 se compara la parasitemia correspondiente a la primo-infeccion, con las observadas
durante las tres reinfecciones.

Respuesta a las reinfecciones por 7. rangeli en D. marsupialis: los ejemplares de D. marsupialis
fueron sometidos a tres reinfecciones con T. rangeli a los 40, 70 y 100 dfas después de haber superado la
infeccion inicial.

 La presencia de pardsitos en sangre solo fue detectada un dia después de la primera reinfeccion,
siendo la misma sumamente baja en relacién a las parasitemias observadas durante el curso de la primo-

infeccion.
Después de la segunda y tercera reinfecciones no se detectd parasitemia alguna en los dos ejem-
plares utilizados.

El curso de la primo-infeccién en comparacion con la de las reinfecciones se muestran en la Fig. 2.

Evolucion de anticuerpos hemaglutinantes anti-7. rangeli: en los sueros de los ratones no se detec-
taron titulos de anticuerpos hemaglutinantes en las muestras tomadas alos 3, 5, 8, 15 y 20 dias de la infec-
cién inicial. Sin embargo, sueros obtenidos al 3er dia de la primera reinfeccién mostraron un tituio d_épil
de anticuerpos anti-7T. rangeli (1:4), el cual se incremento6 ligeramente hasta 1: 8 al Sto dia de la reinfeccion.
A partir de esa fecha no se logrd detectar titulo alguno, asi como tampoco durante los dias que siguieron a
la 2da y 3ra reinfecciones.

En los sueros de los ejemplares de D. marsupialis, se observo un ligero, pero constante incremento
de los titulos de anticuerpos anti-7. rangeli, tanto durante la primo-infeccién, como en las tres reinfecciones
sucesivas. En el curso de la infeccidn inicial se observaron titulos de 1:4,1:4 y de 1.8, de las muestras to-
madas a los 15, 30 y 60 dias respectivamente. Las muestras tomadas durante el periodo correspondiente a
la 1ra reinfeccion, revelaron titulos de 1:8 para un ejemplar y de 1:32 para el otro. A partir de la 2da rein-
feccidn y hasta la 3ra, se observaron titulos de 1:128 para ambos ejemplares.

DISCUSION

Afiez (1981a) trabajando con ratones de diferentes edades infectados con un aislado fresco de 7.
rangeli, observd que la parasitemia sufria un incremento progresivo a partir de las 6 horas, alcanzando un
nivel mdximo al 4to dia post-infeccion, manteniéndose niveles bajos de pardsitos circulantes por un lapso de
15 a 20 dias, al cabo de los cuales las formas sanguicolas desaparecian completamente de la circulacion. El
mismo autor afirma que el nivel mdximo de parasitemia alcanzado al 4to dia, es el resultado de la migracion
progresiva de los pardsitos desde el sitio de deposicion, en las capas de la piel, hasta el torrente sanguineo.

En nuestro estudio, las parasitemias estimadas en ratones albinos demuestran que el nivel de para-
sitos sanguicolas incrementa acentuadamente hasta el 4to dia después de la picadura infectante, mantenién-
dose alrededor de estos valores hasta el dia 9, cuando comienza un descenso paulatino del numero de para-
sitos por volumen de sangre. La parasitemia desaparece totalmente entre los 15 y 17 dias post-infeccion,
corrobordndose asi las observaciones de Afiez (1981 a).

En relacién al curso de la infeccién por T. rangeli en animales silvestres, considerados como posi-
bles reservorios de este pardsito en la naturaleza, Afiez (1981a) observd que en un ejemplar de Didelphis
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albiventris, infectado subcutaneamente con metaciclicos obtenidos de las glandulas salivares de R. prolixus,
la parasitemia detectada a partir de las 48 horas de la infeccién, se mantuvo por un mayor periodo y a nive-
les mucho mds bajos que el observado en ratones.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, utilizando ¢l modelo 7. rangeli- D. marsupialis con-
cuerdan con los de Aiiez (1981a), observandose positividad en el vertebrado hasta los 52 dias de la infec-
cion, cuando ocurrid la desaparicion total de los parasitos de la sangre circulante, hecho demostrado por la
aplicacion de métodos para la deteccion de posibles parasitemias sub-patentes.

En lo que se refiere a la respuesta a las reinfecciones por 7. rangeli, la deteccion de una baja para-
sitermia de apenas 4 dias de duracion en ratones y de 1 dia en D). marsupialis, después de la primera rein-
feccién y los resultados negativos obtenidos en las dos reinfecciones sucesivas, sugieren la accion de una
respuesta inmune local, capaz de controlar los pardsitos depositados por el vector en el sitio de la picadura.
Este hecho determinaria que sélo las formas metaciclicas que logren escapar de la accidon de las celulas de-
fensivas, puedan migrar al torrente sanguineo, aprovechando su movilidad y las cercantas a los vasos capila-

res en el sitio de deposicion.

Por otra parte, es posible que las formas del pardsito que logran alcanzar la sangre circulante, des-
pués de los 3 dfas de la picadura infectante sean reconocidas y eliminadas totalmente de la circulacion, co-
mo consecuencia del establecimiento de una respuesta inmune protectora probablemente de tipo humoral,

inducida y desarrollada durante la infeccion por 7. rangeli.

Lo anteriormente expuesto, permitiria sugerir que en nuestros modelos experimentales la razon de
la escasa parasitemia detectada después de la primera reinfeccion y la negatividad observada en sucesivas
reinfecciones, podria ser interpretada como el resultado de la accion sinérgica de una respuesta en el sitio de
deposicion en contra de las formas metaciclicas de T. rangeli depositadas por el vector infectado y la posible
accion de anticuerpos contra las formas sanguicolas del mismo paradsito.

Este argumento se ve reforzado por las afirmaciones de Afiez (1981a), quien sostiene que las for-
mas infectivas de 7. rangeli una vez que invaden el torrente sanguineo, sufren un continuo crecimiento hasta
las 72 horas post-infeccion, cuando los tripomastigotes sanguicolas alcanzan su tamafio definitivo.

Pareciera que durante el periodo de crecimiento de estos flagelados en la sangre, hubiera también
una transformacién en su constitucion antigénica de superficie, que les permite, aparentemente, evadir la
respuesta inmune humoral durante un corto periodo de tiempo y una vez que aparecen los tripomastigotes
sanguicolas tipicos, en contra de los cuales se ha formado la respuesta especifica, éstos son inmediatamente

destruidos.

SUMMARY

Under experimental conditions, the course of the infection and the response to the reinfection by
Trypanosoma rangeli in mice and Didelphis marsupialis, are studied.

During the initial infection the mice show a relatively low parasitaemia and a short patent period.
A scanty parasitaemia level of four days length, was observed following the first reinfection, being the mice

resistant to new reinfections by 7. rangeli
In opossums a lower parasitaemia and a longer patent period than that detected in mice, were

observed during the initial infection. The response to reinfections in this mammal, was similar to that
observed in mice.

After reinfection with 7. rangeli, haemagglutinant antibodies in immune-sera of both mice and
opossums, were detected.

The possible immune-response at the site of deposition against the metacyclic-forms of T. rangeli,
and the action of circulating antibodies against the blood forms of the parasite, are speculated to explain
the resistance of mice and opossums to the reinfection by 7. rangeli.
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