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Resumen

"Trypanosoma rangeli infecta gran variedad de mamiferos silvestres y domésticos, inclu-
yendo al hombre. En varios paises latinoamericanos se han descrito recientemente dos
subpoblaciones denominadas KP1(+) y KP1(-), cuya caracterizacién biolégica y molecu-
lar es objeto de investigacion. Para evaluar la variabilidad bioldgica en la subpoblacion
KP1(-) se inocularon ratones ICR con epimastigotes de cultivo de cuatro cepas aisladas de
Rhodnius pallescens y R. colombiensis. Se prepararon extendidos de sangre, se colorearon
con Giemsa al tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacién, a partir de los cuales se dibu-
jaron en cdmara clara 29 pardsitos de cada cepa y para cada dia; de esa manera se efectua-
ron mediciones de los siguientes pardmetros morfoldgicos: longitud total (L), longitud
del flagelo libre (F), distancia del extremo posterior al cinetoplasto (PK), distancia del nd-
cleo al cinetoplasto (KN), distancia del extremo posterior al ntcleo (PN), distancia del ex-
tremo anterior al nicleo (NA), indice nuclear (IN) e indice del cinetoplasto (IK). El
andlisis de las cepas aisladas de los vectores mostrd dos grupos morfometricamente dife-
rentes: un grupo conformado por las cepas aisladas de R. pallescens y otro conformado por
las cepas aisladas de R. colombiensis. La evaluacion de la longitud total y la longitud del
flagelo durante los dias 3, 5y 7 pos-inoculacién constituye una evidencia mas de la alta
variabilidad existente entre las cepas de T. rangeli aisladas de R. pallescens y R. colombien-
sis, pues se demostré que los perfiles de estas variables no son paralelos ni coincidentes.
Estos estudios de variabilidad morfoldgica tienen importancia para el diagnéstico y la de-
terminacion taxondémica de las poblaciones de T. rangeli.
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Abstract

Trypanosoma rangeli infects a variety of sylvatic and domestic mammals including man.
In several Latin-American countries, two populations denoted as KP1(+) and KP1(-) have
been described recently, and their biological and molecular characterization is being in-
vestigated. To evaluate the biological variability of KP1(-) subpopulation, ICR mice were
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inoculated with cultured epimastigotes from 4 strains isolated from Rhodnius pallescens
and R. colombiensis. Blood smears were prepared and stained with Giemsa in the third,
fifth and seventh days post-inoculation, and 29 parasites of each strain were drawing with
a lucid chamber to obtain measures of the following morphological parameters: total
length (L), free flagella length (F), distance from posterior end to kinetoplast (PK), dis-
tance from nucleus to kinetoplast (KN), distance from anterior end to nucleus (NA), nu-
clear index (IN) and kinetoplast index (IK). The analysis of the strains isolated from the
vectors show two different morphometric groups: a group conformed by the strains isola-
ted from R. pallescens and another group conformed by strains isolated from R. colom-
biensis. The evaluation of the total length and the free flagella length during 3, 5 and 7
post-inoculation days is a evidence of the high variability between strains of T. rangeli iso-
lated from R. pallescens and R. colombiensis, because it was demonstrated that the profi-
les of these variables were no parallel and no coincident. The studies on morphologic
variability are important in the diagnostic and taxonomic determination of populations
of T. rangeli.

Keywords: Trypanosoma rangeli, pleomorphism, intraspecific variability, vectors.

1. INTRODUCCION

Irypanosoma rangeli es la segunda especie de tripanosoma que con frecuencia infecta al
hombre en Colombia y en varios paises latinoamericanos (Vallejo et dl., 1988). La forma
sanguinea de 1! rangeli es delgada y mide de 26 a 34 mm de longitud, posee un cineto-
plasto pequefio redondo y subterminal, el nicleo se ubica en la mitad del cuerpo y la
membrana ondulante estd bien desarrollada (Hoare, 1972). Varios estudios utilizando
pardmetros bioldgicos, bioquimicos y moleculares han demostrado polimorfismos en-
tre cepas de T rangeli aisladas a partir de diferentes vectores triatominos y hospederos
vertebrados en distintas regiones geograficas (D’Alessandro, 1976; Macedo et 4l., 1993;
Steindel et dl., 1994; Grisard et 4l., 1999).

Aunque las especies de género Rhodnius son consideradas como los principales vectores
biolégicos de 'I" rangeli, ¢l ciclo extraintestinal del pardsito representa un fenémeno in-
consistente. La invasion de la hemolinfa y las glandulas salivares acompanada de la pro-
duccién de metatripomastigotes se presenta solamente en cepas que tienen una estre-
cha relacion con su vector local (D’Alessandro, 1976; Machado et 4l., 2001).

Los marcadores mitocondriales y nucleares muestran una clara divisién de T rangeli en
dos grandes grupos filogenéticos (KP1+ y KP1-), asociados con vectores especificos en
Colombia y otros paises de Latinoamérica (Vallejo et dl., 2002, 2004). Estudios morfo-
légicos de tripomastigotes sanguineos de 1. rangeli han sido realizados durante el curso
de infecciones naturales en humanos y en animales domésticos. De igual manera, las
infecciones experimentales también han sido estudiadas (Grewal, 1969; Afiez, 1981) y
se han reportado cambios morfologicos progresivos en los pardsitos durante la
infeccion.

Urdaneta y Tejero (1992), al estudiar la influencia de la edad del hospedero y 1a ruta de
inoculacién sobre el curso del pleomortfismo en 1! rangeli, encontraron cuatro tipos de
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tripomastigotes sanguineos morfologica y biométricamente diferenciables. El estudio
del desarrollo de T" rangeli, tanto en su hospedero invertebrado como vertebrado, cons-
tituye una herramienta eficaz en el esclarecimiento de diversos aspectos relacionados
con la dindmica epidemioldgica en su medio natural, lo cual contribuye a aclarar la po-
sicién taxondmica de las diferentes subpoblaciones del pardsito. Esta investigacion tie-
ne como proposito evaluar la morfologia y el desarrollo de la subpoblacion KP1 (-) de T
rangeli en el hospedero vertebrado (Mus musculus) a partir de cepas aisladas de los vec-
tores R. colombiensis y R. pallescens.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Pardsitos

Las cepas de T rangeli, los vectores de los cuales fueron aisladas y el origen geogratico
aparecen en la tabla 1. Los epimastigotes de cultivo fueron mantenidos a 28 °C en me-
dio bifdsico conformado por NNN (Novy, Mac Neal, Nicolle) en la fase sélida y LIT (Li-
ver Infusion Triptose) enriquecido con el 10% de suero fetal bovino como fase liquida.
Los pardsitos se repicaron cada 8 dias.

Tabla 1. Cepas de T rangeli utilizadas en el presente estudio.

Cepa Vector Origen Geografico/Ecotopo
P53 Rhodnius colombiensis Tolima-Colombia/Silvestre
2715 Rhodnius colombiensis Tolima-Colombia/Silvestre
GAL 47 Rhodnius pallescens Sucre-Colombia/Silvestre
GMLLC Rhodnius pallescens Sucre-Colombia/Silvestre

2.2 Inoculacion de ratones ICR

Los pardsitos en fase logaritmica de crecimiento se lavaron por centrifugacion y se con-
taron en cdmara de Neubauer. Ratones machos de 20 % 3 gramos fueron inoculados in-
traperitonealmente con 200 x 100 pardsitos de cada una de las cepas. A partir del terce-
ro, quinto y séptimo dia pos-inoculacién se prepararon placas coloreadas con Giemsa.

2.3 Andlisis morfométrico

Los tripomastigotes detectados en las placas coloreadas se dibujaron con la ayuda de
una cdmara licida. Se selecciond un total de 29 pardsitos por placa y por dia, con extre-
mos anterior y posterior bien definidos, nicleos, cinetoplastos y flagelos claramente di-
ferenciables. Se aplic6 la metodologia propuesta por Hoare (1972), paralo cual los para-
sitos dibujados con cdmara lucida se ampliaron a través de un proyector de acetatosy se
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midieron utilizando un curvimetro. Se utilizé un micrémetro de platina como referen-
cia para efectuar las mediciones. Para llevar a cabo la medicién de cada tripanosoma, se
traz6 una linea a través de la mitad del cuerpo, desde la punta del flagelo hasta el extre-
mo anterior. Esta linea fue recorrida por el curvimetro, y su medicién indicé la longitud
total de pardsito que posteriormente se expresé en micrémetros. La longitud del flagelo
y las distancias entre los organelos y los extremos posterior y anterior se calcularon de la
misma manera. Para cada tripanosoma se establecieron las mediciones sefialadas en la

figura 1.

PN NA ¥

Figura 1. Pardametros morfométricos empleados en la diferenciacion de formas sanguineas de 1.
rangeli KP1(-). L: Longitud total; PK: Distancia del extremo posterior al cinetoplasto; KN: Distan-
cia entre el cinetoplasto y el nicleo; PN: Distancia del extremo posterior al nticleo; NA: Distancia
del nucleo al extremo anterior; F: Longitud del flagelo; IN: [ndice nuclear (PN/NA); IK: [ndice del
cinctoplasto (PN/KN).

2.4 Andlisis estadistico

Se efectud andlisis de varianza multivariado Anova/Manova para estimar las diferencias
en las medias de los pardmetros morfométricos de cada una de las cepas estudiadas.
También se realizé un andlisis de perfiles para evaluar la tendencia de los pardmetros a
lo largo del tiempo.

3. RESULTADOS

3.1 Comparacion de pardmetros morfométricos de los tripomastigotes sanguineos
obtenidos al tercer dia pos-inoculacion

Los valores promedio para cada una de las variables evaluadas en los tripomastigotes
sanguineos obtenidos al tercer dia pos-inoculacién en ratones ICR aparecen registrados
en la tabla 2.

Las longitudes promedio de las cepas aisladas revelaron una alta heterogeneidad, ya que
se encontré un amplio rango de variacién entre las mismas, con valores que van desde
30,94 pum hasta 43,65 pm. Los tamarios del flagelo de las cepas pertenecientes a este
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grupo fueron variables, y en algunos casos guardan relacién con la longitud del cuerpo
del pardsito.

Tabla 2. Valores promedio de diferentes pardmetros morfométricos evaluados a los
tripomastigotes sanguincos de las cepas GAL 47, GMLLC, 2715 y P53 al tercer dia
pos-inoculacién (n=29).

Cepa PK KN PN NA F L IN IK
X 975 621 | 1596 | 1340 | 13,84 | 43,20 1,22 2,70
GAL 47
SD 2,20 139 | 226 | 237 3,03 5,75 0,25 0,78
X 12,61 493 | 1803 | 1419 | 10,99 | 43,65 132 3,82
GMLLC
SD 3,24 1,12 204 | 2,67 3,62 | 403 0,37 1,04
X 773 522 | 1296 | 823 9,66 | 3094 170 | 2,54
2715
SD 234 | 088 | 232 2,28 3,39 3,42 059 | 0,60
X 11,63 448 | 16,11 941 | 1133 | 3685 1,80 3,72
P53
SD 2,12 0,9 | 238 2,00 3,03 3,65 049 | 077

X: Promedio; SD: Desviacion estandar.

Mediante el andlisis multivariado se encontré que al tercer dia pos-inoculacién existen
diferencias significativas en la longitud total de las cepas aisladas de los vectores R. pa-
llescens y R. colombiensis (p= 0,000000), por lo cual podria decirse que a partir de este
pardmetro se generan dos agrupaciones independientes concernientes a cada uno de es-
tos vectores (figura 2A). Las cepas aisladas de R. pallescens presentaron valores superio-
res, con un rango de variaciéon que oscila entre 42 y 45 um, aproximadamente, mientras
que las cepas obtenidas a partir de R. colombiensis mostraron tamafios que varian alre-
dedor de 32,5 um y 35,5 um (figura 2A). Los resultados arrojados por las prucbas de
comparacién multiple (test de Schefe, Tukey y LSD) coinciden en que existen diferen-
cias entre las cepas aisladas de cada uno de estos vectores.

La evaluacién de la longitud del flagelo al tercer dia pos-inoculacién a través del andlisis
multivariado (p=0,00571676) permitié establecer que esta variable es diferente para
las cepas aisladas de R. pallescens y para las obtenidas a partir de R. colombiensis, por lo
que podria considerarse que estas se comportan de forma distinta e integran dos grupos
diferentes segun el vector al cual pertenecen (figura 2B).

Las distancias entre el ntcleo y el extremo anterior son menores que las distancias entre
el nicleoy el extremo posterior en todas las cepas; esto ratifica una vez mds la tendencia
de este organelo a ubicarse hacia el extremo anterior. Al realizar el andlisis multivariado
se encontré que el indice nuclear de los tripomastigotes sanguineos de las cepas aisladas
de R. pallescens es diferente al hallado para las cepas obtenidas de R. colombiensis al
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tercer dia pos-inoculacién, por lo que estas cepas podrian ubicarse en grupos indepen-
dientes segtn el vector de origen (figura 2C).
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Figura 2. Pardmetros morfométricos de cepas de T. rangeli KP1 (-) agrupadas por su vector de ori-
gen. Datos obtenidos al tercer dia pos-inoculacion mediante la infeccién de ratones con epimasti-
gotes de cultivo (A: Longitud total; B: Longitud del flagelo; C: Indice nuclear).
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3.2 Comparacion de pardmetros morfométricos de los tripomastigotes sanguineos
obtenidos al quinto dia pos-inoculacién

Los promedios de longitud total obtenidos para las cepas de I rangeli al quinto dia
pos-inoculacion mostraron valores que varian entre 32,96 um y 40,20 pm. Las longitu-
des del flagelo para las mismas cepas mostraron valores méds homogéneos con un rango
de variacién comprendido entre 8,32 umy 11,92 um. Las cepas aisladas de R. pallescens
presentaron flagelos de menor tamano, mientras que, las cepas aisladas de R. colom-
biensis exhibieron tamafios mayores (tabla 3).

Tabla 3. Valores promedio de pardmetros morfométricos evaluados a los
tripomastigotes sanguineos de las cepas GAL 47, GMLLC, 2715 y P53 al quinto dia
pos-inoculacién. (n=29).

Cepa PK KN PN NA F L IN IK
X 773 719 | 1493 | 13,60 832 | 3690 1,12 2,11
GAL 47
SD 1,55 1,18 1,73 1,81 1,87 3,03 0,18 0,33
X 9,80 680 | 1670 | 1443 926 | 40,20 1,21 2,54
GMLLC
SD 2,82 1,12 2,65 2,92 3,07 446 0,39 0,71
X 6,60 764 | 1429 793 | 10,79 | 32,96 2,00 1,92
2715
SD 1,59 149 1,95 2,46 3,16 3,28 0,76 0,35
X 8,18 650 | 1468 | 1054 | 1148 | 3670 1,50 2,29
P53
SD 241 0,98 2,47 2,84 2,69 442 0,50 0,46

X: Promedio; SD: Desviacion estandar.

En todas las cepas se encontraron valores de indice nuclear mayores a 1; sin embargo la
cepa 2715 mostré un indice nuclear de 2, por lo que se asume que para esta cepa al
quinto dia pos-inoculacién el nicleo tiene una mayor tendencia a ubicarse hacia el ex-
tremo anterior del cuerpo del pardsito. La cepa P53, aislada del mismo vector, arrojé un
indice nuclear de 1,5. En todos los casos las distancias comprendidas entre el extremo
posterior del cuerpo del pardsito y el nicleo son mayores que las comprendidas entre
este dltimo y el extremo anterior, lo cual soporta la idea de que el nicleo no es comple-
tamente equidistante del extremo anterior y posterior, y por tanto muestra una ligera
tendencia a ubicarse mds hacia la regién anterior (tabla 3).

Los resultados obtenidos mediante el andlisis multivariado revelan que al quinto dia
pos-inoculacion existen diferencias entre los promedios de indice nuclear entre las ce-
pas de R. pallescens (GAL 47 y GMLLC) y R. colombiensis (2715 y P53) (p=0,000). Otra
caracteristica compartida por estas cepas aisladas de R. pallescens es la homogencidad
de valores obtenidos para esta variable, pues los datos oscilan entre 1,05 y 1,25,
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aproximadamente (figura 3C). De otra forma, las cepas aisladas de R. colombiensis pre-
sentan valores de indice nuclear estadisticamente diferentes (test de Tuckey) alas cepas
mencionadas anteriormente, con un valor promedio de 1,75; por esta razén podrian ser
consideradas como un grupo independiente.
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Figura 3. Pardmetros morfométricos de cepas de T. rangeli KP1 (-) agrupadas por su vector de ori-

gen. Datos obtenidos al quinto dia post inoculacién mediante la infeccion de ratones con epi-
mastigotes de cultivo (A: Longitud total; B: Longitud del flagelo; C: Indice nuclear).
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3.3 Comparacion de pardmetros morfométricos de los tripomastigotes sanguineos
obtenidos al séptimo dia pos-inoculacién

Al séptimo dia pos-inoculacién, uno de los pardmetros morfométricos que presentd
mayor variacion para las cepas evaluadas fue la longitud total, puesto que para esta va-
riable se encontraron valores que oscilan entre 33,69 pum y 40,79 um (tabla 4). Las cepas
que presentaron un mayor tamano durante este dia fueron aquellas aisladas de los vec-
tores R. pallescens. Cabe destacar que aunque la cepa GAL47 present6 una de las mayo-
res longitudes, mostrd el menor tamano del flagelo durante este dia. El indice nuclear
arroj6 valores similares y un poco superiores a 1 en la mayoria de las cepas; sin embargo
la cepa 2715 presentd un indice nuclear de 2,01, dato que indica, segin los valores ex-
puestos por Hoare en 1972, que el nucleo tiene una mayor tendencia a ubicarse hacia la
regién anterior del cuerpo del pardsito (figura 4). Para todas las cepas estudiadas, las dis-
tancias comprendidas entre el ntcleo y el extremo anterior del cuerpo del pardsito fue-
ron menores que aquellas establecidas entre el extremo posterior y dicho organelo, ratifi-
cando, por tanto, que existe una ligera tendencia de ubicacién de este hacia el extremo
anterior. El indice del cinetoplasto fue cercano a 2 para las cepas GAL47 y 2715, y mayor
a este valor para resto de las cepas, lo cual sugiere que para las primeras este organelo
estd mas alejado del nucleo (tabla 4).

Tabla 4. Valores promedio de diferentes pardmetros morfométricos evaluados a los
tripomastigotes sanguineos de las cepas GAL47, GMLLC, 2715 y TrS P53 al séptimo dia
pos-inoculacion (n=29).

Cepa PK KN PN NA F IL, IN IK
X 7,34 8,97 16,31 14,09 8,37 38,87 1,20 1,84
GAL 47
SD 1,19 1,52 2,00 2,50 1,19 3,40 0,27 0,20
X 9,95 6,65 16,60 13,45 10,74 40,79 1,27 2,57
GMLLC
SD 2,66 1,28 2,60 2,66 2,90 4,40 0,28 0,55
X 6,21 8,62 14,83 7,93 10,94 33,69 2,01 1,74
2715
SD 2,24 1,29 2,46 1,69 3,06 3,61 0,77 0,32
X 8,08 7,00 15,12 11,28 10,99 37,19 1,37 2,21
Ps3
SD 1,80 1,10 1,77 1,54 242 2,82 0,26 0,38

X: Promedio; SD: Desviacién estindar.

Al séptimo dia pos-inoculacién se encontré que el promedio de longitud total de las ce-
pas aisladas de R. pallescens fue diferente al de aquellas aisladas de R. colombiensis,
pues mientras que estas dltimas presentaron valores inferiores a 36,5 pm, las cepas pro-
venientes de R. pallescens midieron mds de 38,5 um, hasta alcanzar casi 41 um durante
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este dia; este resultado

p=0,000 (figura 4A).
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Figura 4. Parametros morfométricos de cepas de 'I. rangeli KP1 (-) agrupadas por su vector de ori-

gen. Datos obtenidos al séptimo dia pos-inoculacién mediante la infeccién de ratones con epi-
mastigotes de cultivo (A: Longitud total; B: Longitud del flagelo; C: Indice nuclear).
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Los resultados obtenidos mediante el andlisis multivariado de la longitud del flagelo al
séptimo dia pos-inoculacién mostraron que las cepas aisladas de R. pallescens y R. co-
lombiensis difieren en los valores obtenidos para esta variable, por lo que es preciso ano-
tar que las medias son completamente diferentes (p=0,00463635) y que las cepas no
comparten intervalos de confianza entre si (figura 4B). Este resultado ratifica una vez
mas la variabilidad que existe entre cepas de Trypanosoma rangeli que provienen de di-
ferentes vectores y pertenecen a la misma subpoblacién. A diferencia de las cepas aisla-
das de R. pallescens, en las cuales los valores del indice nuclear son similares, las cepas
aisladas de R. colombiensis se diferencian notablemente (figura 4C) no solo en cuanto
los valores obtenidos, sino también en los rangos de variacién de los mismos. En conse-
cuencia, es posible establecer dos agrupaciones claramente definidas segin el vector de
origen.

3.4 Evaluacién del comportamiento de algunos pardmetros morfométricos de los
tripomastigotes sanguineos pertenecientes a las cepas GAL 47, GMLLC, 2715 y P53
a lo largo del tiempo (dia 3, 5y 7 pos-inoculacion) mediante andlisis de perfiles

La evaluacion de la longitud total a lo largo del dia 3, 5 y 7 pos-inoculacién constituye
una evidencia de la variabilidad existente entre las cepas de I rangeli aisladas de R. pa-
llescens y R. colombiensis, pues se demostré que los perfiles de esta variable no son para-
lelos, ya que presentan comportamientos diferentes, y tampoco son coincidentes pues
existen diferencias significativas en los tamanos de las cepas provenientes de cada vec-
tor al tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacién. Aunque las cepas aisladas de R. pa-
llescens presentaron tamafios superiores a las provenientes de R. colombiensis, estas ex-
hibieron un comportamiento mds variable a lo largo del tiempo pos-inoculacién. Para
las cepas aisladas de R. pallescens sc hace evidente al quinto dia pos-inoculacién una
disminucién en el tamaio con un ligero incremento al dia 7, hasta alcanzar una longi-

tud aproximada de 40 pm (figura 5).
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Figura 5. Longitud promedio de las cepas de Trypanosoma rangeli agrupadas por su vector de ori-
gen (R. pallescens y R. colombiensis) durante el tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacién.
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La amplia variabilidad de . rangeli KP1(-) también puede apreciarse a partir del
andlisis de la longitud del flagelo de las cepas aisladas de R. colombiensis y R. palles-
cens. Segun las pruebas T2 de Hotelling y t Student, se encontré que los perfiles
para esta variable no son paralelos ni coincidentes, por lo que se deduce que alo lar-
go del tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacién las cepas aisladas de estos vecto-
res presentan tamafios y comportamientos estadisticamente diferentes. Las cepas
aisladas de R. colombiensis presentan un comportamiento muy uniforme, casi cons-
tante a lo largo del tiempo pos-inoculacién, dado que se noté un ligero incremento
en los valores para esta variable en el dia 5 y una pequefia disminucion durante el dia
7. En ¢l caso de las cepas aisladas de R. pallescens sc observé una tendencia comple-
tamente antagénica (figura 0).
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Figura 6. Longitud del flagelo de las cepas de Trypanosoma rangeli agrupadas por su vector de ori-
gen (R. pallescens y R. colombiensis) durante el tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacién.

El indice nuclear para las cepas de R. pallescens y R. colombiensis a lo largo del tiempo
pos-inoculacién presenté valores uniformes al aplicar la prueba 12 de Hotelling. Al eva-
luar el paralelismo de los perfiles se encontré un comportamiento similar para las cepas
aisladas de ambos vectores. De otro lado, la prueba t Student revel6 la no coincidencia
de los perfiles para estas cepas, v por ello es posible afirmar que los valores de indice nu-
clear son estadisticamente diferentes y que existe una alta variabilidad en las cepas ais-
ladas de estos vectores. Es necesario destacar que las cepas aisladas de R. colombiensis, a
diferencia de lo que ocurre con las cepas originarias de R. pallescens, presentaron los
mayores valores de indice nuclear, y por tanto en ellas estd mds acentuada la tendencia
de ubicacién del nicleo hacia la regién anterior del cuerpo del parasito, siendo esta una
caracteristica que permanece a lo largo del tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacién

(figura 7).
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Figura 7. Indice nuclear de las cepas de Trypanosoma rangeli agrupadas por su vector de origen
(R. pallescens y R. colombiensis) durante el tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacion.

4. DISCUSION

Los resultados obtenidos revelan que existe una amplia variabilidad morfolégica en las
cepas de T. rangeli aisladas de diferentes vectores. A pesar de que las cepas GAL 47,
GMLLC, 2715 y TrSP53 pertenecen a la misma subpoblacion KP1 (-), exhiben variacio-
nes morfométricas acentuadas entre si. Con un valor p>=0,000, para todas las varia-
bles evaluadas (L, E IN, IK PN, NA, KN, PK), se demostr6 que todas las medias son diferen-
tes al tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacion. Cabe destacar que cuando se
efectud el andlisis de varianza no tomando las cepas independientemente sino a partir
del vector de origen alo largo del tercer, quinto y séptimo dia pos-inoculacién, utilizan-
do las variables longitud total, longitud del flagelo e indice nuclear se establecieron en
todos los casos dos agrupaciones biométricamente diferentes, una correspondiente a las
cepas aisladas de R. pallescens y otra formada a partir de las cepas aisladas de R.
colombiensis.

El fenémeno del pleomorfismo ha sido reportado en diversas especies de tripanosoma-
tidos. En condiciones controladas, Davis (1952) encontré un amplio grado de variaciéon
en ¢l tamaiio de las poblaciones de especies pertenecientes al subgénero Herpetosoma.
Ormerod (1979) observo en las infecciones con Trypanosoma brucei una marcada varia-
bilidad en el tamaiio y la forma de tripomastigotes circulantes en la sangre. Formas si-
milares también fueron observadas en T. evansi, aunque en esta especie la variabilidad
se caracterizo por ser menos extrema. Mientras que los tripomastigotes de otras espe-
cies como I vivax o T. congolense presentaron una amplia variacién en la longitud, gene-
ralmente no exhibieron diferencias importantes en la forma. Segun el autor, aunque T.
brucei no presenta muchas diferencias de tamario, exhibe una amplia variacién en la
forma de los tripomastigotes sanguineos.

Maia da Silva et dl. (2004) afirman que T. rangeli es un complejo de aislados representa-
do por caracteristicas particulares que permiten distribuirlos en al menos cuatro grupos
filogenéticos. Por otro lado, los agrupamientos definidos por marcadores moleculares
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diferentes e independientes sugieren una evolucion clonal o especiacién de las pobla-
ciones de 1. rangeli (Vallejo et 4l., 2003).

Urdaneta-Morales y F Tejero (1992), al evaluar la influencia de la respuesta inmune so-
bre el pleomorfismo de las formas sanguineas de la cepa Dog 82 de 'I! rangeli, indujeron
infecciones experimentales a partir de inoculacién intraperitoneal y subcutdnea en ra-
tones de diferentes edades. Posteriormente encontraron que, conforme la infeccion
progresaba, aparecia una secuencia de cuatro tipos de tripomastigotes sanguineos (ti-
pos pleomérficos) morfolégicamente diferenciables.

Villa (2006) agrega, con base en los resultados obtenidos en infecciones experimentales
logradas a partir de formas metaciclicas, que I rangeli es una especie que presenta va-
riaciones morfoldgicas intraespecificas o pleomorfismos, y sugiere al menos dos agrupa-
ciones morfométricas de las cepas de T rangeli, las cuales probablemente presentan una
relacién directa con el vector que las transmite. Otro caso de polimortismo de T” rangeli
fue reportado por Marin (2005), pues observd que la cepa P53 presenté variaciones
morfolégicas (pleomorfismos) en las formas sanguineas dependiendo de la especie de
mamifero infectada con la misma cepa del pardsito. Los tripomastigotes sanguineos de
1" rangeli de 1a cepa P53 fueron mds cortos en ratén que los observados en sangre de Di-
delphys spp., y aun mds cortos que los observados en sangre de perro. Este resultado es
muy similar al encontrado por Ziccardiy De Oliveira en 1999 para 'I' minasense, pues al
séptimo dia pos-inoculacion, los tripomastigotes sanguineos de esta especie tuvieron
una longitud total, amplitud y distancia PK mucho mds pequefias cuando se obtuvieron
a partir del mono ardilla que cuando se extrajeron de una marmosa infectada.

Las caracteristicas fenotipicas que Ormerod (1979) sefiala como manifestaciones del
pleomorfismo en tripanosomas corresponden a cambios en la longitud total, la ampli-
tud en el nimero y tamaio de las ondulaciones de la membrana, en la posicion del na-
cleo y el cinetoplasto, y en la longitud del flagelo libre. En nuestro estudio fueron per-
ceptibles cambios en la mayoria de estas variables, generando durante los dias 3, 5y 7
una agrupacion para las cepas aisladas de R. colombiensis y otra para aquellas obtenidas
a partir de R. pallescens. Este resultado concuerda con lo expuesto por Villa (2006),
quien obtuvo infecciones experimentales en sangre de ratén a partir de formas metaci-
clicas provenientes de vectores del grupo Pallescens y Prolixus. Segin Villa los grupos
morfolégicos encontrados presentan una relacién estrecha con el vector del cual fueron
aisladas. De esta forma las cepas pertenecientes a la subpoblacién KP1 (-), que fueron
aisladas a partir de la infeccion en las glandulas salivales de R. colombiensis, muestran
los menores tamaios, mientras que aquellas aisladas de las glandulas salivales de R. pa-
llescens exhibieron valores de longitud superiores.

Es necesario destacar que en el presente estudio las infecciones experimentales de dife-
rentes cepas de I rangeli en ratones se efectuaron a partir de epimastigotes de cultivo
mantenidos in vitro. Es probable que las variaciones fenotipicas de las cepas aisladas de
diferentes vectores del grupo Pallescens se hayan conservado incluso a lo largo del periodo
de mantenimiento in vitro, y una vez se inocularon en ratén se hicieron notorias las varia-
ciones fenotipicas en los tripomastigotes sanguineos de las cepas aisladas de R. colom-
biensis que forman un grupo independiente y aquellas provenientes de R. pallescens, las
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cuales se ubican en una agrupacion diferente. Este hecho permite suponer que existe una
estrecha relacion entre la cepa del pardsito y el vector que la transmite. Es probable que el
ambiente interno del hospedero invertebrado seleccione algunos fenotipos de los flagela-
dos, cuyas manifestaciones externas pueden notarse, como ocurre en este caso, en los tri-
pomastigotes desarrollados en sangre de ratones experimentalmente infectados.

Segun Overath et dl. (1983), el fenémeno de la variabilidad celular por el cual un simple
genotipo puede originar diferentes fenotipos es frecuentemente una consecuencia de
las condiciones ambientales que influencian la diferenciacion celular. T. rangeli invade
el hemoceloma del insecto, se multiplica libremente en la hemolinfa y también intrace-
lularmente en los diversos tipos de hemocitos, y luego es capaz de invadir las glandulas
salivares. En todos estos compartimentos, micro-hdbitat con metabolismo diferente, 'I.
rangeli logra diferenciarse y sufrir sorprendentes mudanzas morfogenéticas. Es, pues, la
gran plasticidad en su morfogénesis la que hace de esta especie un modelo tnico en bio-

logia y fisiologia celular (Cuba Cuba, 1998).

Estudios recientes muestran que existe una estrecha relacion entre algunas especies se-
mejantes a 1" rangeli y algunas cepas de ‘I rangeli sensu estricto. Los resultados obteni-
dos por Maia da Silva y colaboradores en 2004 revelan que el comportamiento y las ca-
racteristicas morfoldgicas de pardsitos aislados a partir de monos neotropicales, osos
hormigueros y perezosos, y zarigiieyas de la Amazonia de Brasil, fueron compatibles con
1" rangeli. Segun estos resultados, aquellos aislados a partir de monos y zarigiieyas y los
tradicionalmente conocidos como T. saimiri, T. preguici y T. legeri podrian ser clasifica-
dos como T rangeli.

Ortiz (2005) encontr6 que T. leeuwenhoeki present6 un perfil molecular idéntico al ex-
hibido por las cepas de 'I” rangeli pertenecientes a la subpoblacién KP1(-), por lo que el
perfil para esta especie mostré un complejo de bandas de 300 a 450 pb y una banda de
760 pb mediante el empleo de los iniciadores S35/S36/KP1L. Otros iniciadores como
TrINT 1y TrINT 2, MEL/TTINT 2 corroboraron la alta similaridad molecular de T ran-
geliy I leeuwenhoeki.

Marin (2005) al estudiar la influencia del hospedero vertebrado sobre el pleomorfismo
encontr6 que 1. rangeli present6 variaciones morfométricas estadisticamente significa-
tivas, cuando se desarroll6 en sangre de ratén, perro y zarigiieya, demostrando asi que el
tamario de tripomastigotes puede estar sujeto a un componente pleomérfico, influen-
ciado por los componentes del sistema inmune del hospedero.

Es de destacar que todos los pardmetros morfolégicos de las cepas aisladas del vector R.
pallescens evaluados en este estudio no presentaron diferencias significativas con los
mismos pardmetros estudiados por Marin (2005) para T. leeuwenhoeki durante los pri-
meros sicte dias pos-infeccién. Por tanto, ademds de las evidencias moleculares expues-
tas anteriormente, se sugiere que 1 leeuwenhoeki no solo presenta una estrecha relaciéon
con 1! rangeli bajo pardmetros moleculares y morfoldgicos, sino que debe tratarse de la
misma especie de tripanosomatido.

Cabe resaltar que la variabilidad intraespecifica de I rangeli constituye un excelente
modelo para el estudio de los fenémenos pleomdrficos en tripanosomatidos. Este
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enfoque es util en la dilucidacion de la compleja relacion parasito hospedero y, por tan-
to, en el entendimiento de la dindmica epidemiolégica de la tripanosomiasis, asi como
para el diagnéstico y la determinacién taxonémica de las poblaciones de este pardsito,
problemas que deben abordarse de manera integrada con otras dreas del conocimiento
como la genética y la biologia molecular.
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