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RESUMEN

El seguimiento sistemdtico del curso de la infeccion primaria vy la
respuesta a sucesivas reinfecciones por Trypanosoma rangeli en ratas
“Wistar” y Proechymis sp., reveld un comportamiento similar del pa-
rasito en ambos modelos vertebrados, observindose durante la primo-
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infeccién una parasitemia relativamente baja y de corta duracion en
todos los animales,

Se observa una proteccién activa contra T, rangeli en ambos mo-
delos a partir de la segunda reinfeccién con el pardsito, evidenciada por
ausencia de pardsitos sangufcolas y deteccién de anticuerpos circulan-
tes.

Se discuten aspectos epidemioldgicos sobre estos hallazgos.

Ensayos de proteccion pasiva por transferencia de suero inmune
y células esplénicas como factores inmunol6gicos en ratas “Wistar” de-
mostré un muy corto perfodo de proteccidn sélo en los animales que
recibieron simultdneamente suero inmune y células esplénicas, Se es-
peculan las posibles causas de esta ef{mera proteccion.

Palabras claves:
Trypanosoma rangeli, Primoinfeccién, reinfeccion, transferencia facto-
res.

ABSTRACT

Frequent observations on the course of prime-infection and
reinfections by Trypanosoma rangeli in ‘“Wistar” rats and Proechymis
sp., revealed a similar behaviour of the parasite in both vertebrate mo-
dels.

During the prime-infection a relatively low parasitaemia and a
short patent period, was observed in all the animals.

An active protection against T, rangeli after the second reinfec-
tion, was observed in both models. This was evidenced by the absence
of blood parasites and the detection of circulating antibe *ies.

The epidemiological significance of this findings, is discussed.

Pasive protection trials carried out in “Wistar” rats by transfering
immune serum and spleen cells as immunological factors, demonstrated
a protective short period only in those animals injested with both fac-
tors. The possible cause of this ephimeral protection, is speculated.

Keywords.

Trypanosoma rangeli, Prime-infection, reinfection, transfering factors.
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INTRODUCCION

D’Alessandro? afirma que el hospedador vertebrado parece desa-
rrollar una inmunidad tal ante Trypanosoma rangeli, que cuando cesa la
primo infeccidén el mismo se torna resistente a nuevas reinfecciones co-
mo producto de las exposiciones a picaduras por triatominos infecta-
dos. ;

Esta afirmacion fue confirmada por Afiez et al.? utilizando un ais-
lado venezolano de T. rangeli en los modelos Mus musculus y Didelphis
marsupialis, observando que cuando la infeccion primaria desaparece
después de desarrollar un curso con bajas parasitemias, de duracién re-
lativamente corta, se implanta una resistencia a futuras reinfecciones
después de la segunda exposicién ante el pardsito. Los autores explican
el fenbmeno como el resultado de una accion sinérgica de una respues-
ta en el sitio de deposicion de los pardsitos y la posible intervencion de
anticuerpos circulantes anti-T. rangeli.

En el presente estudio se pretende corroborar estos resultados uti-
lizando dos nuevos modelos de mamiferos a saber: Rattus norvegicus y
Proechymis sp., con la finalidad de observar si T. rangeli tiene un com-
portamiento comuan en diferentes hospedadores vertebrados. Asimismao,
se realizan ensayos de proteccion pasiva mediante la transferencia de
ciertos factores inmunolégicos que como el suero inmune y las células
esplénicas podrfan conferir cierta inmunidad a los animales receptores.

MATERIALES Y METODOS

Animales experimentales.

Trypanosoma rangeli. El aislado utilizado se identifica como M/CAN/
VE/82 PERRO-82. Detalles sobre su origen y mantenimiento son da-
dos en Afiez et al.?

Triatominos: Ninfas de V estadio y adultos de Rhodnius prolixus infec-
tados en las glindulas salivares, fueron utilizados para producir infec-
ciones en los lotes de animales experimentales. La deteccion de infec-
cién en las gldndulas salivares de cada espécimen de R. prolixus, fue
llevado a cabo por la técnica de salivacién sobre porta-objetos de vi-
drio.*
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Modelos vertebrados:

Rattus norvegicus: Ejemplares machos de la cepa “Wistar”, juveniles de
30 dias y adultos de 120 dfas, fueron utilizados en los diversos experi-
mentos.

Proechymis sp.: Se utilizaron espec{menes machos jéovenes procedentes
de un 4drea no endémica para la parasitosis estudiada.

Técnicas y procedimientos:

Infeccién: Todos los animales fueron expuestos a la picadura de 10
ejemplares de R, prolixus, infectados en las glindulas salivares, El curso
de la infeccién fue seguido, estimando los niveles de parasitemia inter-
diario en cada animal, utilizando .el método de Pizzi® modificado por
Brener®.

Reinfecciones: Una vez superada la infeccién primaria, los animales tue-
ron expuestos a reinfecciones sucesivas segiin el siguiente esquema: A
los 32,72 y 93 dfas las ratas juveniles; a los 60 y 110 dfas las ratas adul-
tas y a los 50, 100 y 140 dias los ejemplares de Proechymis sp.

Deteccién de anticuerpos circulantes:

Previo a la infeccién todos los animales fueron sangrados por el
plexo retro orbital segin Lumsden et al.”, para obtener suero como
controles negativos en la deteccion de anticuerpos anti T. rangeli. En és-
tos, y en los sueros de animales sometidos a la infeccién, la determina-
cion de titulos de anticuerpos circulantes fue realizada utilizando la
técnica de aglutinaciéon directa (TAD), empleando como antigeno cul-
tivos de T. rangeli de 8 dfas a una concentracién final de 0.8 D.O., se-
gin OM.S.*  Tales determinaciones fueron hechas a los 10, 20 y 30
dfas después de la primo-infeccién y sucesivas reinfecciones. Titulos de
1/16 y 1/32 se consideraron positivos para ratas y Proechymis, respec-
tivamente.

Ensayos de proteccién pasiva por transferencia de factores inmunolo-
gicos: ;

Los factores inmunolégicos ensayados fueron suero inmune inac-
tivado (S.L.1.) y células esplénicas sensibilizadas (C.E.S.), obtenidos de
ratas donadoras que habfan sido sometidas a 4 reinfecciones con T. ran-
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geli y las cuales presentaban titulos de anticuerpos circulantes equiva-
lentes a 1/128,

Obtencion de células esplénicas:

Los bazos de las ratas muertas por sangramiento total, fueron ho-
mogeneizados en morterode porcelana con medio salino frio, obtenién-
dose una suspension de células. La misma fue centrifugada a 3000 rpm
por 10 min. a 4° C y lavadas 2 veces en el mismo medio. Previo al uso
se determindé la concentracidén por contajes de células en cdmara de
Neubauer, ajustdndose las concentraciones a ser utilizadas.

En los experimentos fueron utilizados 3 lotes de ratas. En el pri-
mero cada rata recibid por via intravenosa (1.V.) una dosis de 0.6 ml.
de S.1.1.; las ratas del segundo lote fueron inyectadas por via intraperi-
toneal (I.P.) con 10® C.ES. y el tercer grupo recibié simultdneamente
ambos factores, en las mismas dosis y vias que las indicadas para los dos
grupos anteriores.

Los grupos controles quedaron constituidos por lotes de 3 ratas
para cada experiencia, las cuales fueron dosificadas en forma similar al
grupo experimental con suero y células esplénicas provenientes de ra-
tas donadoras sanas. '

Una vez inyectadas con los factores indicados, grupos de 5 ratas
para cada lote experimental y sus respectivos controles, fueron expues-
tos a la picadura infectante de R. prolixus a los 2 dias post-transferen-
cia, similarmente, grupos de 2 ratas fueron expuestos 15 dias después
de la transferencia de los factores inmunol6gicos utilizados.

En todos los casos fueron realizados exdmenes de sangre interdia-

rio para detectar parasitemias, obteniéndose, ademds, muestras de suero
para deteccion de titulos de anticuerpos circulantes a los 10, 20 y 30
dfas post-exposicién a la picadura, como se indic6é anteriormente. Asi-
mismo, todos los animales fueron sometidos a 3 reinfecciones sucesivas
a los 40, 130 y 170 dfas después de superar la primo-infeccién, siguién-
dose las determinaciones de niveles de anticuerpos segiin el esquema in-
dicado.
Aniglisis estadfstico.- Para determinar la significancia estadistica de los
titulos de anticuerpos detectados durante el curso de la infeccién pri-
maria y sucesivas reinfecciones en los modelos vertebrados utilizados,
fue realizado un anilisis de varianza adaptado a microcomputadoras.®
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RESULTADOS

L. Curso de la infeccién primaria, respuesta a las reinfecciones y de-
teccién de anticuerpos circulantes en ratas * Wlstar y Proechymis sp.
infectados con T. rangeli.

Estimaciones frecuentes del nivel de pardsitos sanguicolas leva-
das a cabo en 16 ratas juveniles, 8 adultos y 4 ejemplares de Proechy-
mis sp. infectados con T. rangeli, revelaron en las primeras una tenden-
cia similar en la curva de parasitemia, caracterizada por un incremento
en el dfa 4 y un descenso progresivo hasta los dias 12 y 18 post-infec-
cion. En las muestras correspondientes a los Proechymis, se observé
una parasitemia relativamente baja en comparacién con la detectada en
las ratas, manteniéndose estos valores a lo largo del curso de la infec-
cién, el cual fue ligeramente mayor que el observado en el grupo de ratas.

Todos los animales superaron el curso de la infeccién primaria, no
observdndose muerte alguna, ni comportamiento distinto a los controles
sanos, por un perfodo de 20 dias de observacion después de la desapari-
cion de la parasitemia.

Observaciones diarias llevadas a cabo en muestras de sangre de ca-
da uno de los animales que habian sido expuestos a las reinfecciones,
revelaron un escaso namero de pardsitos circulantes durante los 3 pri-
meros dfas siguientes a la primera reinfeccion. La blsqueda de parési-
tos en sangre después de las dos reinfecciones siguientes, resulté infruc-
tuosa.

Los niveles de parasitemia promedio estimadas durante el curso de
la infeccién primaria y sucesivas reinfecciones en los dos lotes de ratas y
en los ejemplares de Proechymis sp., se detallan en las Figs. 1-3.

Aunque en niveles relativamente bajos, en todos los casos se detec-
taron anticuerpos circulantes anti T. rangeli, En la Tabla I, se muestran
los tftulos promedios detectados en los diferentes lotes de los modelos
animales utilizados a diferentes perfodos de la primo-infeccién y sucesi-
vas reinfecciones.
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La comparacién estad{istica entre los niveles de anticuerpos detec-
tados durante la primo-infeccién y sucesivas reinfecciones, reveld que
en Proechymis y ratas adultas los tftulos observados durante las rein-
fecciones fueron significativamente mayores que los presentes en la in-
feccién primaria (P<0.05), hecho éste no observado en el grupo de ra-
tas juveniles, las cuales presentaron en general niveles similares en cual-
quier perfodo de la infeccién. Asimismo, la comparaciéon de titulos pre-
sentes durante las reinfecciones no revel6 diferencias significativas en
ninguno de los modelos utilizados.

Al comparar estadfsticamente los titulos de Ac.-anti T. rangeli pre-
sentes a los 10, 20 y 30 dfas después de la infeccién primaria y las 2 pri-
meras reinfecciones en los 3 modelos vertebrados utilizados, se observé
que a los 10 dfas de la primo-infeccién no hubo diferencias significati-
vas entre ellos. Sin embargo, a los 10 dias de la primera y segunda rein-
fecciones los niveles de Ac. en las ratas juveniles fueron significativa-
mente mayores que los detectados en ratas adultas y Proechymis (P<
0.05), diferencias éstas también observadas a los 20 dias de la primo-
infeccién. En ningln caso fueron detectadas diferencias significativas a
los 30 dias, ni tampoco entre la comparacién de los t{tulos observados
durante la tercera reinfeccion entre ratas juveniles y Proechymis en las
fechas antes mencionadas.

I1. Ensayos de proteccion pasiva contra T. rangeli por transferencia
de factores inmunolégicos a ratas “Wistar”.

La evaluacion continua, mediante estimaciones de niveles de para-
sitemia y tftulos de anticuerpos circulantes, de las pruebas de protec-
cién pasiva contra T. rangeli, llevadas a cabo mediante la transferencia
de SII, C.E.S. v la mezcla de ambos, a ratas “Wistar™ expuestas a la in-
feccion por T rangeli a los 2 y 15 dias post-transferencia, revelé que,
aparte del corto periodo de proteccion observado en el lote de ratas, ex-
puestas 48 horas post-transferencia de la mezcla suero inmune-células
esplénicas, ningtn otro esquema metodolégico logré mostrar protecciéon
contra T. rangeli.

Los resultados de las parasitemias estimadas durante la infeccién
primaria y las 3 sucesivas reinfecciones en lotes de ratas a las cuales les
fueron transferidas SII, CES y la mezcla de ambos factores inmunologi-
cos, se muestra en las Figs, 4, 5 y 6, respectivamente, Asimismo, la Ta-
bla II, detalla los tftulos de anticuerpos anti T. rangeli, detectados a di-
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ferentes perfodos y curso de la infeccidén en ratas inyectadas con SIl y
CES. En la misma se observan tftulos relativamente bajos aunque cons-
tantes, los cuales oscilan entre 1/16 y 1/256. La comparacién estadisti-
ca entre los niveles de anticuerpos detectados entre los animales experi-
mentales y los controles no revelé diferencias significativas,

DISCUSION

En el presente estudio queda demostrado que cuando ejemplares
de ratas “Wistar” y Proechymis sp. son expuestos a la picadura de espe-
cimenes de R. prolixus infectados con T. rangeli en las gldndulas saliva-
res, se desarrolla una primo-infeccidn caracterizada por presentar un ba-
jo namero de pardsitos circulantes durante un per{odo relativamente
corto, que oscila entre los 12 y 18 dfas en ratas y 26 dias en Proechy-
mis. Asimismo, se constata que los animales que han superado la infec-
ciébn primaria al ser expuestos sucesivamente a nuevas infecciones,
muestran invariablemente escasos pardsitos circulantes durante los 3
primeros dfas de la primera re-infeccién, adquiriendo una estable resis-
tencia después de la segunda re-infeccién, evidenciada por una ausencia
de paridsitos en el torrente sanguineo y la deteccion de titulos de anti-
cuerpos circulantes, )

Estos hallazgos corroboran las observaciones de Afiez et al.? en los
modelos ratén y Didelphis sp. bajo las mismas condiciones experimen-
tales, permitiendo especular que T. rangeli es un pardsito que pudiera
desencadenar una respuesta similar en el hospedador mamifero, inde-
pendientemente de su posicidén en la escala zoologica.

Nuestras observaciones pudieran explicarse con los mismos argu-
mentos empleados por Afiez et al.? quienes sostienen que la razén de la
escasa parasitemia observada durante la primera reinfeccién del verte-
brado y los resultados negativos detectados en sucesivas reinfecciones,
podria interpretarse como el producto de la accién sinérgica de una res-
puesta celular en el sitio de la infeccién contra los metaciclicos infec-
tantes depositados por el vector'® y la posible accién de anticuerpos
contra las formas sangufcolas del pardsito, a juzgar por la permanencia
de tftulos de anticuerpos detectados, los cuales aunque bajos ejercen
una accién contra el pardsito.
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La interpretacién epidemiol6gica de estos resultados parece apoyar
las observaciones de Scorza (comunicacién personal) quien afirma que
en poblaciones humanas que habitan en regiones endémicas para esta
tripanosomiasis, del centro y occidente de Venezuela, la patencia de
T. rangeli se observa primordialmente en nifios de hasta 10 afios,
aun cuando se detectan t{tulos de anticuerpos circulantes en el resto
de los grupos etarios.

Por otra parte, las observaciones anteriormente detalladas parecie-
ran reafirmar los sefialamientos de Herbig-Sandreuter'!; Afiez!? y
Hubsch et al.!* quienes sostienen que T. rangeli es un pardsito que no
tiene etapa proliferativa alguna en el hospedador vertebrado, argumen-
to, entre otros, utilizado por Afiez' 2 como fuerte evidencia para reubi-
car taxonOmicamente a este pardsito en el subgénero Tejeraia.

Como era de esperarse, dada la condicién heterocigota de los ani-
males experimentales, los ensayos de proteccion pasiva por transferen-
cia de factores inmunol6gicos a ratas “Wistar” expuestas a la infeccién
por T. rangeli a los 2 y 15 dfas post-transferencia, demostraron que en
ningiin caso la inyeccién intravenosa de 0,6 ml de suero inmune ni la
inyeccion intraperitoneal de 10® células esplénicas provenientes de ratas
activamente protegidas contra T. rangeli, confirieron proteccién a los
animales receptores de los factores cuando se expusieron a la picadu-
ra infectante de R. prolixus. Esta afirmacién se hace, basados en la ob-
servaciéon del curso de la parasitemia en ambos lotes de animales recep-
tores, la cual presenté valores similares a los observados en las ratas con-
troles que recibieron factores de ratas sanas y/o a aquellos animales ex-
puestos a una infecciéon primaria por T. rangeli.

En el caso de los animales que recibieron simultdneamente ambos
factores, so6lo aquéllos expuestos a la infeccion por T. rangeli a los 2
dfas post-transferencia mostraron una proteccién, evidenciada por la
ausencia de pardsitos circulantes durante los 30 dfas de observacion.
Sin embargo, el lote de ratas expuestas a la infeccién a los 15 dias post-
transferencia, se comport6é de manera similar a la descrita para los ani-
males controles. (Fig. 6). A pesar de la proteccion observada en el lote
de ratas expuestas a la infeccion por T. rangeli 2 dfas después de la
transferencia, se puede afirmar que la misma es de naturaleza pasiva
y de muy corta duracién, a juzgar por la no deteccién de tftulos de an-
ticuerpos a los 10 dfas y por el resultado obtenido en aquéllas que ha-
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biendo recibido los mismos factores se infectaron al ser expuestas a los
15 dias post-transferencia. Este hecho parece reforzarse al observar las
respuestas a las reinfecciones en el grupo de ratas aparentemente prote-
gidas a la primera exposicién a T. rangeli, detectindose durante la pri-
mera reinfeccién parasitemias similares a las observadas durante el curso
de la infeccion primaria de animales normales.

Varias podrfan ser las causas a especularse para explicar la ef{mera
proteccién contra T, rangeli observada en la rata “Wistar™: i. La capaci-
dad que pudiera tener este modelo animal para catabolizar rdpidamente
los anticuerpos séricos inoculados, fenbmeno previamente observado en
ratas “Fisher” receptoras de suero inmune anti-T. cruzi,'* ii. La falta
de desarroilo de memoria inmunolégica como consecuencia de la trans-
ferencia de estos factores, lo cual se evidencia por la ausencia de titulos
de anticuerpos circulantes en las ratas problemas y desarrollo de una pa-
rasitemia durante la primera reinfeccion. iii. La insuficiencia de la dosis
de los factores recibidos para producir una respuesta adecuada, y iv. La
condicién heterocigota de los animales experimentales. Esto plantea, a
su vez, la posibilidad de que aumentando las cantidades de los factores
de transferencia y utilizando modelos homocigotos la protecciéon pu-
diera ser de m4s larga duracién.
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