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RESUMEN

Previos estudios han revelado una repuesta diferencial de los triatominos frente a la invasion de Trypanosoma
cruzi 'y T. rangeli, debido a que la respuesta inmune del insecto favorece o limita el desarrollo de algunos ge-
notipos del parasito. Recientes estudios han mostrado la existencia de factores tripanoliticos en la hemolinfa
de Rhodnius prolixus que lisan la subpoblacion KP1 (-) de 7. rangeli, pero no la subpoblacion KP1(+). Con el
objetivo de verificar la presencia de factores tripanoliticos en otros triatominos, se incub6 la hemolinfa de R. ro-
bustus, R. stali, R. pallescens 11, R. colombiensis, Triatoma dimidiata, T. infestans y T. maculata con diferentes
subpoblaciones de T cruzi y T. rangeli. Se extrajeron 120 ul de hemolinfa de cada vector y se mezclaron con
120 ul de suspension de parasitos a una concentracion de 9x10° parasitos/ml. Como control negativo se utilizo
medio LIT. Se efectuaron recuentos en hemocitdmetro cada 2 horas durante 10 horas. Los resultados mostraron
la presencia de factores tripanoliticos en la hemolinfa de R. prolixus, R. robustus y R. stali que actuaron contra 7.
rangeli KP1 (-), T. cruzi Il y T. cruzi V. Se observo aglutinacion de los epimastigotes de 7. cruzi 111 al incubarlos
con la hemolinfa de R. colombiensis, Periplaneta americana y Conocephalus sp. Estos resultados sugieren que
los factores tripanoliticos de R. prolixus serian los responsables de que este vector no esté involucrado en la
transmision de 7. cruzi I1'y V en Colombia, Venezuela y en los paises centroamericanos.

Palabras claves: factores tripanoliticos, inmunidad innata, triatominos, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
rangeli, Rhodnius prolixus, Rhodnius robustus, Rhodnius stali, Rhodnius colombiensis.
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ABSTRACT:

Previous studies have shown a differential response of triatomines towards the invasion of Trypanosoma cruzi
and 7. rangeli due to the fact that the immune response of the insect facilitates or limits the development of
some parasite genotypes. Also, it has been evidenced the existence of trypanolytic factors in the hemolymph
of Rhodnius prolixus that lyse the subpopulation KP1 (-) of T° rangeli, but not the subpopulation KP1 (+). The
objective was to verify the presence of trypanolytic factors in other triatomine species; consequently, the he-
molymph of R. robustus, R. stali, R. pallescens 11, R. colombiensis, T. dimidiata, T. infestans and T.maculata
were incubated with different subpopulations of 7" cruzi and T. rangeli. One hundred and twenty pl of hemo-
lymph were extracted from each vector and mixed with 120 pl parasite suspension at a concentration of 9x10°
parasites/ml. As a negative control, LIT medium was used. Hemocytometer counts were performed every 2
hours during a 10-hour period. The results showed the presence of trypanolytic factors in the hemolymph
of Rhodnius prolixus, R. stali and R. robustus against T. rangeli KP1 (-), T. cruzi 1l and T. cruzi V. There
was agglutination in 7. cruzi Il epimastigotes at the moment of been incubated with the hemolymph of R.
colombiensis, Periplaneta americana and Conocephalus sp. These results suggest that trypanolytic factors of
R. prolixus would be responsible for the fact that this species is not involved in the transmission of 7. rangeli
KP1 (-) and T. cruzi 11 and V in Colombia, Venezuela and Central American countries.
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Rhodnius prolixus, Rhodnius robustus, Rhodnius stali, Rhodnius colombiensis.

INTRODUCCION:

Trypanosoma cruzi'y T. rangeli son parasitos que estan
involucrados en la epidemiologia de la enfermedad de
Chagas, la cual es uno de los mayores problemas de
salud publica en América Latina (1). Ambos parasitos
comparten distribucion geografica, ciclos de transmi-
sion y caracteristicas bioquimicas por lo que pueden ge-
nerar reacciones serologicas cruzadas en el diagnodstico
de la infeccion (2).

T. cruzi circula en un elevado nimero de vertebrados,
induciendo diferentes y variadas manifestaciones cli-
nicas de la enfermedad de Chagas y mostrando gran
diversidad de caracteristicas bioldgicas y bioquimicas
(3). Esta variabilidad es atribuida a la diversidad gené-
tica entre los aislados del parasito (4), de manera que se
observan diferencias en la tasa de crecimiento, la pato-
genicidad, el tropismos por los tejidos y la sensibilidad
a drogas antiparasitarias (5,6). Igualmente 7. rangeli
presenta polimorfismos bioldgicos, bioquimicos y mo-
leculares en cepas aisladas de diferentes regiones geo-
gréficas (7-9).
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Los analisis de isoenzimas, del DNA ribosomal y del
gen miniexon en 7. cruzi, han permitido identificar seis
DTUs (Discret Taxonomic Units) reconocidas como 7.
cruzi 1-VI (10), adicionalmente dentro de 7. cruzi I se
han identificado 4 haplotipos asociados a los ciclos de
transmision del parasito en diferentes regiones geogra-
ficas (11,12). Por otro lado, los analisis de kDNA y del
gen miniexon han mostrado 2 grupos evolutivos de 7.
rangeli denominados KP1(+) y KP1(-) (13,14). Pre-
vios estudios han mostrado la existencia de un factor
tripanolitico en la hemolinfa de R. prolixus, que actia
selectivamente contra 7. rangeli KP1(-) pero no contra
T. rangeli KP1 (+) (15). La hemolinfa de las especies
del género Rhodnius constituye un ambiente impor-
tante para que se complete el ciclo de 7. rangeli con
formacion de tripomastigotes infectantes a nivel de las
glandulas salivares. Por otro lado, la mayoria de las sus-
tancias quimicas relacionadas con la respuesta inmune
de los insectos, son liberados en la hemolinfa (16). De
conformidad con lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue verificar si la hemolinfa de diferentes espe-
cies del género Rhodnius y Triatoma poseen factores
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tripanoliticos contra diferentes genotipos de 7. rangeli
yde T. cruzi.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de T. rangeli. Se emplearon las cepas “P53” ca-
racterizada como KP1(-), aislada de glandulas salivares
de R. colombiensis en Coyaima (Tolima-Colombia) y
la cepa “Duran” caracterizada como KP1(+) de origen
humano, aislada en el departamento de Cundiamarca-
Colombia). Los parasitos fueron cultivados en medio
NNN suplementado con LIT, incubados a 28 °C y con
pasaje ciclico a través de medio de cultivo-raton-triato-
mino de acuerdo con la metodologia planteada por Va-
llejo et al., (1986)(17).

Cepas de T. cruzi. Se emplearon las cepas R-col 02, ais-
lada de la ampolla rectal de R. colombiensis en Coyai-
ma (Tolima-Colombia) y la cepa 1321, ambas caracteri-
zadas como 7.cruzi 1. Adicionalmente se emplearon las
cepas 34E caracterizada como T.cruzi 11, la cepa 845,
caracterizada como 7. cruzi Ill y las cepas 967 y 167
caracterizadas como 7. cruzi V. Los parasitos fueron
cultivados en medio NNN suplementado con LIT, in-
cubados a 28 °C y repicados cada 15 dias a medios de
cultivo frescos.

Caracterizacion molecular. Se efectud la caracteriza-
cién molecular de las cepas estudiadas para identificar
los correspondientes genotipos, utilizando reacciones
de PCR con los iniciadores S35/S36/KP1L (13); TCC/
TC1/TC2 (18) para identificar los dos grandes grupos
de Trypanosoma cruzi (1y I1) y finalmente los iniciado-
res D71/D72 (19) que permiten determinar los genoti-
pos de T.cruzi I-VI.

Triatominos. Se emplearon insectos del 5° estado nin-
fal correspondientes a Triatoma infestans, T. dimidiata,
T. maculata, Rhodnius pallescens, R. colombiensis, R.
ecuadoriensis, R. stali, R.robustus y R. prolixus tanto
doméstico como silvestre. Como grupos externos se
utilizaron insectos del orden Ortopthera (Conocephalus
sp) y Dictyopthera (Periplaneta americana).

Recoleccion de la hemolinfa. Las ninfas fueron alimen-
tadas con sangre de gallina y siete dias después de la
alimentacion se extrajo la hemolinfa y se centrifugd a
14000 g por 3 minutos, para remover hemocitos y restos
celulares.
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Incubacion de la hemolinfa con los tripanosomatidos.
120 pl de hemolinfay 120 ul de parasitos resuspendidos
en medio LIT a una concentracion de 9X10° parasitos/
ml fueron incubados durante 10 horas a temperatura
ambiente. Como control negativo, se utilizo medio LIT.
El recuento de parasitos se realiz6 en camara de Neu-
bauer cada dos horas durante diez horas. Se efectuaron
3 réplicas para cada experimento.

Analisis estadistico: Los resultados fueron analizados
mediante ANOVA, con la prueba TUKEY por diferen-
cias de medias de los tratamientos a través del software
operativo Openstat version 2007 (www.statpages.org/
miller/openstat) con una significancia estadistica de
P<0.05 y la graficacion se realiz6 a través del programa
Infostat (2004).

RESULTADOS

Incubacion de la hemolinfa vs. T.rangeli KP1(-) y
KP1(+). Los resultados corroboran la accion tripanoli-
tica que posee la hemolinfa de R. polixus reportada por
Pulido et al., (2008)(15) y Vallejo et al., (2009)(20).
Se observaron fenémenos liticos contra las formas de
cultivo de 7. rangeli KP1(-) y al cabo de 10 horas se
observo la desaparicion de los parasitos con diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control
utilizado (figura 1).

En el presente trabajo se encontr6 la presencia de fac-
tores tripanoliticos en la hemolinfa de otros vectores
triatominos. 10 horas después de la incubacion de la
hemolinfa de R. robustus vs la cepa P53 KP1(-), se ob-
servo disminucion del niimero de parasitos y diferen-
cias estadisticamente significativas P<0.05 con respecto
al control negativo LIT a partir de la hora 2. El efecto
no se observo en la incubacion de esta hemolinfa vs la
subpoblacion KP1(+) experimento en la cual no se ob-
servo disminucion del nimero de formas (Figura 2).

Se comprobo que la hemolinfa de R. prolixus, R. robus-
tus y R. stali, present6 actividad tripanolitica contra las
cepas de T rangeli KP1(-) (Figuras 1,2,3).

La incubacion de la hemolinfa de R. pallescens, R. co-
lombiensis, R. ecuadoriensis, T. dimidiata, T. infestans
y T maculata no mostrd actividad tripanolitica contra
ninguna subpoblacion de 7. rangeli.
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Figura 1: Incubacion de la hemolinfa de R. prolixus vs T. rangeli KP1 (-) y KP1(+).
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Figura 2: Incubacion de la hemolinfa de Rhodnius robustus vs T. rangeli KP1(-) y KP1(+)
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Figura 3: Incubacion de la hemolinfa de Rhodnius stali vs T. rangeli KP1(-) y KP1 (+).

Incubacion de la hemolinfa vs. 7 cruzi. Ninguna de
las hemolinfas ensayadas present6 actividad tripanoli-
tica contra 7. cruzi I; sin embargo, las hemolinfas de
R. prolixus, R. robustus y R. stali presentaron actividad
tripanolitica contra 7. cruzi Il (Figuras 4,5). Las hemo-
linfas de R. prolixus doméstico y silvestre, presentaron
actividad tripanolitica contra 7. cruzi Il (figura 6). Adi-
cionalmente la hemolinfa de R. prolixus doméstico pre-
sentd actividad tripanolitica contra 7. cruzi V (Figura
7). Se observaron fenomenos de aglutinacion cuando se
incubd la hemolinfa de R. colombiensis con T. cruzi 111
y cuando se incubd la hemolinfa de P. americana con T.
cruzi 1I. La tabla 1, muestra en resumen los resultados
obtenidos al incubar la hemolinfa de los diferentes tria-
tominos con las subpoblaciones de 7. cruziy T. rangeli.

DISCUSION

Los genotipos de 7. rangeli KP1(+) y KP1(-) son trans-
mitidos por las 16 especies del género Rhodnius hasta
ahora descritas en América Latina (21). Estas especies
de Rhodnius se han agrupado en dos linajes filogenéti-
cos, denominados linaje “pictipes”, constituido por las
especies de la cordillera de los Andes, las cuales son R.
pallescens 1y 11, R. colombiensis y R. ecuadoriensis 1
y II, y el linaje “robustus” constituido por las especies
localizadas al oriente de la cordillera de los Andes R.
prolixus, R. robustus 1, 11, 111, IV y V, R. neglectus, R.
nasutus 'y R. domesticus (22). Estudios morfométricos,
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bioquimicos y moleculares han soportado la divergen-
cia evolutiva de estos dos linajes de Rhodnius y se es-
pera que la interaccion de los linajes de Rhodnius con
las subpoblaciones de 7. rangeli 'y de T. cruzi presenten
divergencias similares.

En nuestros experimentos la hemolinfa de R. robus-
tus mostrd la presencia del factor tripanolitico contra
la subpoblacion KP1(-) de 7. rangeli pero no contra 7
rangeli KP1(+); este comportamiento ya se habia ob-
servado en la hemolinfa de R. prolixus (15), lo cual res-
palda la hipotesis que la subpoblacion KP1(+) estaria
asociada al grupo “robustus”, esperandose que un com-
portamiento similar sea observado en R. neglectus, R.
nasutus 'y R. domesticus.

La presencia de un factor tripanolitico en la hemolin-
fa de triatominos del grupo “robustus” indica que los
vectores estan adaptados a la infeccion de 7. rangeli
KP1(+), puesto que ellos permiten el establecimien-
to y la produccion de formas infectantes del parasito
a nivel de glandulas salivares, mientras que existe una
respuesta inmune para evitar la invasion de las formas
de T'rangeli KP1(-), las cuales son eliminadas comple-
tamente de la hemolinfa. Por otro lado, en infecciones
experimentales, se ha observado la supervivencia de las

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 23: 134-143; 2011
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Tabla 1: Presencia de factores inmunes en las especies estudiadas.

T. rangeli T. cruzi
TRIATOMINO KP1- Kp1+ T.cruzi | TcV Tc ll Tc lll
P53 Duran < Dm28c Tc167 967  34E(Y) 845

R. pr’oli).(us + ) ) ) + + + -
doméstico
R_. prolixus + ) i i i i N -
silvestre
R. robustus + - - - - - + -
R. stali + - - - - - + _
R. colombiensis - - - - - - - AGL
R. pallescens - - - - - - - -
R. ecuadoriensis ) } NE NE NE NE NE NE

T. dimidiata - - - - - - - -
T. maculata - - - NE NE NE NE NE
T. infestans - - - - - - - -
Conocephalus sp

Periplaneta

. - - - - AGL AGL AGL AGL
americana

NE = Experimento no efectuado.

AGL = Aglutinacion.

(+) = Presencia de factores tripanoliticos.
(-)= Ausencia de factores tripanoliticos.
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Figura 4: Incubacion de la hemolinfa de R. prolixus y R. robustus vs Trypanosoma cruzi 11.
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Figura 7: Incubacion de la hemolinfa de R. prolixus doméstico y silvestre vs 7. cruzi V

cepas KP1(+) en la hemolinfa del grupo “pallescens”
(R. pallescens, R. colombiensis y R. ecuadoriensis),
indicando la ausencia de factores tripanoliticos contra
esta subpoblacion en la hemolinfa de estas especies,
y una posible restriccion del desarrollo de las formas
KP1(+) a nivel de glandulas salivares, pues hasta ahora
no se han encontrado insectos del grupo “pallescens”
infectados naturalmente con la subpoblacion KP1(+).

La presencia de factores tripanoliticos en la hemolinfa
de R. prolixus doméstico y silvestre, R. robustus y R.
stali en contra T.cruzi Il y T. cruzi V, reportados en este
trabajo, podria indicar que las cepas de 7. rangeli KP1(-
), T cruzi 11'y T. cruzi V poseen blancos moleculares
similares sobre los cuales actua el factor tripanolitico
de estos triatominos. Sin embargo, también existe la po-
sibilidad de que en la hemolinfa de insectos del grupo

“robustus”, exista mas de un factor o proteina tripano-
litica que actian independientemente contra cada una
de las subpoblaciones de los parasitos. Confirmar si se
trata de uno o varios factores tripanoliticos, es objeto
de investigacion en la actualidad de nuestro laboratorio.
Recientes estudios experimentales mostraron que las es-
pecies de Rhodnius en Colombia carecen de capacidad
vectorial para transmitir a 7. cruzi 11 (6). La presencia
del factor tripanolitico en la hemolinfa del grupo “pro-
lixus” podria explicar en parte la incapacidad de este
grupo para transmitir a 7. cruzi I1. Estos hallazgos abren
una nueva linea de investigacidon que buscaria entender
el papel de los vectores en la transmision selectiva de
subpoblaciones de 7. cruzi y T. rangeli y su impacto
en la epidemiologia de los tripanosomas que infectan al
hombre en América Latina.
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