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Resumen

A diferencia de Trypanosoma cruzi, agente causal de laenfermedad de Chagas, Trypanosoma rangeli es un parasito
infectivo y no patégeno parael humano, pero si paralos vectores del género Rhodnius. Con base en polimorfismos
del ADN del cinetoplasto (kADN), del gen miniexdn o lider de empalme (Spliced Leader), del espaciador interno
transcrito (ITS) y de lasubunidad pequefiadel ribosoma (SSU rARN), se han descrito varios genotipos de T. rangeli
(KP1+/A, B, KP1-/C, KP1-/D y E), los cuales son transmitidos selectivamente por dos lineas filogenéticas de
Rhodnius, lo que indica la ocurrencia de procesos coevolutivos entre el pardsito y los vectores. La linea Robustus
(Rhodnius prolixus, Rhodnius robustus y Rhodnius neglectus) transmite exclusivamente el genotipo KP1+/A y la
linea Pallescens (Rhodnius pallescens, Rhodnius colombiensis y Rhodnius ecuadoriensis) transmite el genotipo
KP1-/C. Aunque el conocimiento de las bases moleculares de la interaccion parésito-vector es todavia escaso, este
trabajo presenta observaciones inéditas sobre la capacidad de los genotipos KP1+/A y KP1-/C para completar el
ciclo de vida en algunas de las 19 especies de Rhodnius y la deteccion de factores tripanoliticos en R. prolixus,
R. robustus y R. neglectus contra el genotipo KP1-/C y varios genotipos de T. cruzi. Los avances recientes en los
estudios de transcripcion gendmicade T. rangeli, y su comparacion con T. cruzi constituyen el punto de partida para
entender cabalmente latransmision vectorial selectivadeT. rangeli y T. cruzi, asi como de la patogeniade T. rangeli
parael vector y de laincapacidad de T. rangeli y la capacidad de T. cruzi parainvadir células del mamifero.

Palabras clave: Trypanosoma rangeli KP1(+), Trypanosoma rangeli KP1(-), epidemiologia molecular, genoma de
T. rangeli, Rhodnius spp.

Trypanosoma rangeli: an infective but non-pathogenic protozoon for humans which contributes to the
understanding of the vector-borne transmission and the pathogenesis of Trypanosoma cruzi, causative agent
of Chagas’ disease

Abstract

Unlike Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, T. rangeli is an infective, non-pathogenic
parasite for humans, but pathogenic for vectors from the Rhodnius genus. Several T. rangeli genotypes (KP1+/A,
B, KP1-/C, KP1-/D and E) have been described based on kinetoplast DNA (kDNA) polymorphisms, the spliced
leader or miniexon, the intergenic transcribed spacer (ITS) and the small ribosomal subunit (SSUrRNA). These are
selectively transmitted by two Rhodnius phylogenetic lines, thereby indicating co-evolutionary processes between
parasite and vector genotypes. The Robustus line (Rhodnius prolixus, R. robustus and R. neglectus) exclusively
transmits the KP1+/A genotype and the Pallescens line (R. pallescens, R. colombiensis and R. ecuadoriensis) only
transmits the KP1-/C genotype. Even though little knowledge is available regarding the molecular basis of parasite-
vector interaction, the present work presents unpublished observations about KP1+/A and KP1-/C genotype ability
to completethelife-cycle of some of the 19 Rhodnius species and the detection of trypanolytic factorsin R. prolixus,
R. robustus and R. neglectus against the KP1-/C genotype and some T. cruzi genotypes. Several advances regarding
molecular, transcriptome and genomic studies dealing with T. rangeli are presented and compared to T. cruzi; these
are the starting point for understanding the selective vectorial transmission of T. rangeli and T. cruzi, T. rangeli
pathogenicity for the vector, aswell as T. rangeli inability and T. cruzi ability to invade mammalian cells.

Key words: Trypanosoma rangeli KP1(+), Trypanosoma rangeli KP1(-), molecular epidemiology, T. rangeli genome,
Rhodnius spp.
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Introduccién

Trypanosoma rangeli fue reportado por primera vez en
Colombia en Rhodnius prolixus del municipio de Prado,
Tolima (Uribe, 1929). Los estudios sobre el ciclo del
parésito en el vector, su persistencia e inocuidad en los
humanos se deben a Groot, et al. (1950, 1951) y a Groot
(1952, 1954). Algunos de los estudios posteriores sobre la
biologiay la epidemiologia de T. rangeli fueron llevados a
cabo por Marinkelle (1968a, 1968b); D “Alessandro, 1976;
D"Alesandro & Gore-Saravia, 1999; Guhl & Marinkelle,
1982, y Guhl, et al., 1985. T. rangeli y Trypanosoma cruzi
son las dos Unicas especies de tripanosomas que infectan
a hombre en los paises de América Latina. T. cruzi es €
agente causal de la enfermedad de Chagas, la cua afecta
aentre 7'y 8 millones de personas en las zonas endémicas,
en tanto que alrededor de 60 millones se encuentran en
riesgo de adquirir la infeccion desde el sur de los Estados
Unidos hasta el sur de Argentina'y Chile (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2007; Organizacion Mundial
de la Salud, 2014). Aunque las infecciones humanas por
T. rangeli son frecuentes, se considera que no es patégeno
para el vertebrado, pero si para las especies del género
Rhodnius, las cuales son los vectores comprobados de
este parasito (Guhl & Vallejo, 2003). En algunos paises
de América Latina las dos especies de tripanosomas se
encuentran infectando a los mismos vertebrados y vectores,
lo cual dificulta el acertado diagnoéstico e identificacion
del agente causal de la enfermedad de Chagas (Vallejo,
et al., 1988). Es por esto que los estudios de T. rangeli se
enmarcan dentro de la epidemiologia de la enfermedad de
Chagas; en los Ultimos afios, T. rangeli se ha considerado
como un modelo para los estudios biol6gicos y moleculares
relacionados con | as interacciones parasito-hospedero-vector,
pues su conocimiento ayudara a entender la dindmica de la
transmision vectorial de T. cruzi y de T. rangeli, las bases
guimicas y moleculares de la patogénesis de T. cruzi y la
ausenciade patogeniadeT. rangeli parael vertebrado, lo cual
podria conducir a la identificacion de blancos terapéuticos
y & desarrollo de drogas o de vacunas para el tratamiento de
laenfermedad de Chagas.

Interaccion parasito-vector en T. rangeli

Se han reconocido cuatro componentes en la interaccion
parasito-vector que son determinantes en la transmision
de los tripanosomas. Estos componentes son: i) la especie,
la cepa y el genotipo del tripanosoma; ii) la especie de
triatomino; iii) la respuesta inmune celular y humoral del
vector, y iv) la microbiota intestinal del insecto (Schaub,
2009; Garcia, et al., 2010; Garcia, et al., 2012).
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Los vectores de T. cruzi y T. rangeli se infectan cuando se
alimentan de sangre de mamiferos que estan parasitados.
A diferencia de T. cruzi, que es transmitido a través de las
heces del vector, T. rangeli pasa del intestino ala hemolinfa,
invade las glandulas salivares y se transmite a través de la
picadura del insecto (Groot, 1954; D’Alessandro, 1976).
Aungue T. rangeli puede infectar el intestino de cualquier
especie de triatomino, los Unicos vectores en los cuales
hay invasion de las glandulas salivares y produccion de
tripomastigotes metaciclicos infectivos para €l mamifero son
las 19 especies hasta ahora reconocidas del género Rhodnius
(Abad-Franch, et al., 2013; da Rosa, et al., 2014). En 13
de estas 19 especies se ha verificado la infeccion natural o
experimental por T. rangeli (Tabla 1).

Cuando T. rangeli ingresa a intestino del vector, se enfrenta
a simbiontes y bacterias comensales, factores hemaliticos,
factores tripanoliticos y lectinas; luego, el parasito se mul-
tiplica en el intestino produciendo formas similares a los
amastigotes, los epimastigotes cortos, los epimastigotes
largos, los esferomastigotes y los tripomastigotes (Vallejo,
et al., 1988).

Después, los epimastigotes cortos atraviesan la pared
intestinal y se enfrentan en la hemolinfa del insecto a
los componentes del sistema inmune como las lisozimas,
el sistema de la profenoloxidasa (proFO), los factores
tripanoliticos, la produccion de superéxido y o6xido
nitrico, la fagocitosis mediada por hemocitos, entre otros
(Garcia, et al., 2009). Estos epimastigotes cortos invaden
los hemocitos y se multiplican dentro de ellos, y luego
son reemplazados por epimastigotes largos, los cuales se
adhieren alas glandulas salivares y penetran en ellas para
finalmente producir los tripomastigotes metaciclicos, que
son las formas infectivas para el mamifero (Figura 1).

Varios trabajos resumidos por Azambuja & Garcia, 2005;
Azambuja, et al., 2005; Garcia, et al., 2009, y Garcia, et
al., 2012, han demostrado que €l éxito de la infeccién de T.
rangeli se debe a que una vez € parésito ha alcanzado el
hemocele del insecto, produce una inhibicion de la respuesta
inmune celular y humoral, lo que permite la multiplicacion
del parasito en la hemolinfa, la invasién de hemocitos, la
invasion de las glandulas salivares y la produccion de tripo-
mastigotes metaciclicos o formas infectivas.

Genotipos de T. rangeli y su asociacion con vectores del
género Rhodnius

Existen cepas de T. rangeli que no logran sobrevivir a la
respuesta inmune del vector o no consiguen producir formas
infectivas en las glandulas salivares. También se reconoce
que las especies de Rhodnius son susceptibles alainfeccion
decepasdeT. rangeli de la misma region geografica y no de
otras regiones. En este sentido, se hareportado que las cepas
de T. rangeli de aislamientos procedentes de Colombia y
Costa Rica no generaron tripomastigotes metaciclicos en R.
pallescens de Panamé o R. ecuadoriensis de Ecuador o de
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Tabla 1. Genotipos de T. rangeli aislados de glandulas salivares en infecciones naturales o experimentales en | as especies de Rhodnius

Rhodnius spp Infeccion natural kADN SSU Referencia
0 experimental rARN

R. amazonicus ND ND ND -

R. barretti ND ND ND -

R. brethesi N ND B Maia da Silva, et al., 2007

R. colombiensis N KP1(-) Vallejo, et al., 2002, 2009a

R. dalessandroi N ND ND D ‘Alessandro & Saravia, 1999

R. domesticus E KP1(+) A Machado, et al., 2001

R. ecuadoriensis N KP1(-) C Vallejo, et al., 2003, 2009a

R. milesi ND ND ND -

R. montenegrensis N ND ND Meneguetti, et al. , 2014

R. nasutus E ND ND Machado, et al., 2001

R. neglectus N KP1(+) A Machado, et al., 2001

R. neivai N ND ND D ‘Alessandro & Hincapié, 1986

R. pallescens N KP1(-) C Vallejo, et al., 2003, 2009a; Urrea, et al., 2011

R. paraensis ND ND ND -

R. pictipes N ND ND D ‘Alessandro & Saravia, 1999

R. prolixus KP1(+) A Vallejo, et al., 2002, 2009a; Maia da Silva,
et al., 2007; Urrea, et d., 2011

R. robustus N KP1(+) A Maia da Silva, et al., 2007; Vallejo, et al.,
2009a; Urrea, et al., 2011

R. stali ND ND ND -

R. zeledoni ND ND ND -

N = infeccion natural; E= infeccion experimental; ND = no determinada

Perti (D “Alessandro, 1976). Asimismo, las cepas aisladas
de R. colombiensis no infectaron a R. prolixus de Colombia
(Vallejo, et al., 2002).

El estudio de esta restriccion bioldgica existente entre T.
rangeli y algunas especies de Rhodnius comenzé6 con €l
analisis de las cepas de T. rangeli aisladas de dos especies
simpatricas, R. colombiensis y R. prolixus, recolectadasen el
municipio de Coyaima, Tolima, enlaregién central de Colom-
bia. R. prolixus es unaespecie domiciliaday R. colombiensis
es un vector silvestre que se ha encontrado en esta region
visitando las viviendas humanas sin dar lugar a colonias
permanentes del insecto. Mediante la caracterizacion mole-
cular del ADN del cinetoplasto se logré identificar dos
genotipos de T. rangeli denominados T. rangeli KP1(+) y
T. rangeli KP1(-) (Figura 2). Todas las cepas de T. rangeli
aisladas de las glandulas sdlivares de R. colombiensis
presentaron el perfil KP1(-) y las aisladas de R. prolixus
fueron caracterizadas como KP1(+) (Vallejo, et al., 2002).
Ademés, se hizo la caracterizacion molecular de T. rangeli
en 815 gemplares de R. prolixus de diferentes regiones

geograficas de Colombia y, mediante PCR, se detectaron en
el intestino 24 cepas KP1(-) y 27 KP1(+), en tanto que las
13 aisladas de las glandulas salivares mostraron el gencotipo
KP1(+). Por otro lado, la caracterizacién molecular de
T. rangeli en 413 gjemplares de R. colombiensis permitio
detectar por PCR en € intestino 104 KP1(-) y 6 KP1(+),
en tanto que las 22 cepas aidladas de las glandulas salivares
presentaron el genotipo KP1(-) (datos no publicados). Estos
resultados sugieren que ambas especies de Rhodnius se pue-
deninfectar en el intestino con losgenotipos KP1(+) y KP1(-),
pero queR. prolixus solo transmite KP1(+) y R. colombiensis
transmite KP1(-) através de las glandulas salivares.

En nuevos aislamientos de T. rangeli obtenidos a partir
de R. pallescens, R. colombiensis, R. ecuadoriensis, R.
prolixus y R. neglectus, se encontrd que las especies de
la cordillera de los Andes (R. pallescens, R. colombiensis,
R. ecuadoriensis) transmiten el genotipo KP1(-), mientras
gue R. prolixus y R. neglectus, ubicadas principa mente al
oriente de lacordillerade los Andes, transmiten el genotipo
KPL1(+) (Urrea, et al., 2005).
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Infeccién productiva de T. rangeli en Rhodnius spp

glandulas salivares

epimastigotes largos

epimastigotes cortos

A

Figura 1. A. Diagrama esquematico que muestralos epimastigotes
largos (e) de T. rangeli adheridos a la superficie de las glandulas
salivares y los tripomastigotes metaciclicos (t) en la luz de las
glandulas salivares. B. Epimastigotes largos (€) y tripanomastigotes
metaciclios (t) coloreados con Giemsa (x1500) (Vallejo, 1984)
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Figura 2. GenotiposdeT. rangeli obtenidos mediante amplificacion
del KADN utilizando PCR duplex (Vallejo, et al., 2002). Canaletas
1-4: cepas de T. rangeli KP1(+) aisladas de glandulas salivares de
R. prolixus. Canaletas 5-6: T. rangeli KP1(-) aisladas de glandulas
sdlivares de R. colombiensis. N6tese que el genotipo KP1(-) carece
delabandainferior de 165 pb derivadadel minicirculo KP1, banda
que solo esta presente en el genotipo KP1(+). CR: control de
reaccion sin ADN. M: marcador de tamafio molecular, 1 Kb Plus
DNA Ladder.
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En los afios siguientes, el estudio de la variabilidad de
diferentes marcadores moleculares generé un aumento en
lanomenclaturade T. rangeli. Asi, la variabilidad del mini-
exon o lider de empalme (Spliced Leader) permitio describir
nuevos genotipos denominados A, B, C, D y E (Maia da
Silva, et al., 2004a, 2004b, 2007, 2009). El andlisis de 101
cepas de T. rangeli correspondientes a diferentes genotipos,
y su asociacion con especies de Rhodnius, confirmo que el
genotipo C corresponde a KP(-), habiéndose aislado de R.
pallescens, R. colombiensis y R. ecuadoriensis. El genotipo
B fue aislado de R. brethesi, pero no se ha verificado si es
KP1(+) o KP1(-). El genotipo A corresponde a KP1(+) y fue
aislado deR. prolixus, R. robustus y R. neglectus (Vallejo, et
al., 2002, 2003; Vallejo, et al., 2009a; Vallejo, et al., 2009b;
Urrea, et al., 2005, 2011) (Figura 3). En Centroamérica
las cepas de T. rangeli KP1(+) se aislaron en areas de
distribucién de R. prolixus y las cepas de T. rangeli KP1(-),
en &reas de distribucion de R. pallescens (Salazar-Anton,
et al., 2009).

De acuerdo con Schofield & Dujardin (1999) y Abad-
Franch, etal., (2009), se han reconocido dos lineas filogené-
ticas principales en las especies de Rhodnius, denominadas
lalinea Pallescens y la linea Robustus. El genotipo KP1(-)
se encuentra asociado a R. pallescens, R. colombiensis y
R. ecuadoriensis (linea Pallescens) y € genotipo KP1(+),
a R. prolixus, R. robustus, R. neglectus (linea Robustus),
lo que indica la ocurrencia de procesos coevolutivos entre
los genotipos de los parésitos y los vectores (Urrea, et
al., 2005, 2011). Se espera que T. rangeli KP1(+) se
detecte en infecciones naturales en R. domesticus y en R.
nasutus, especies pertenecientes a la linea Robustus. Aln
deben identificarse los genotipos de T. rangeli transmitidos
naturalmente por 11 de las 19 especies de Rhodnius, lo cua
contribuiria a confirmar la presencia de procesos coevo-
lutivos en estas especies de vectores. La tabla 1 muestra
la caracterizacion molecular de las cepas de T. rangeli
aisladas de glandulas salivares en infecciones naturales o
experimentales de Rhodnius spp.

Actividad tripanolitica de la hemolinfa de R. prolixus y
R. robustus contra genotipos de T. rangeli

Después de analizar més de 100 cepas de T. rangeli aisladas
de glandulas salivares de Rhodnius spp, nunca se encontré
a R. prolixus con T. rangeli KP1(-) ni a R. pallescens, R.
colombiensis o R. ecuadoriensis con KP1(+). Esto llevd
a sospechar la existencia de factores inhibitorios contra
genotipos de T. rangeli presentes en la hemolinfa o en las
glandulas salivares de los vectores.

La hemolinfa de R. prolixus y R. robustus, libre de hemo-
citos, se ha incubado con los genotipos de T. rangeli,
encontrandose actividad tripanalitica contra epimastigotes
de KP1(-) aislados de R. colombiensis, R. pallescens y
R. ecuadoriensis, pero no contra epimastigotes KP1(+)
(Pulido, et al., 2008). Recientemente hemos encontrado en
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Figura 3. Distribucion geografica de los genotipos de 101 cepas de T. rangeli aisladas de glandulas salivares de diferentes especies
de Rhodnius. El genotipo C, aislado de las especies de la cordillera de los Andes R. pallescens, R. colombiensis y R. ecuadoriensis,
corresponde a genotipo KP1(-) (KP1(-)/C), mientras que las especies aisladas al oriente de la cordillera de los Andes, R. prolixus, R.
robustus y R. neglectus, presentan el genotipo A correspondiente a KP1(+) (KP1+/A). Se desconoce el perfil de KADN del genotipo B.
Las cepas deT. rangeli aisladas del intestino de Panstrongylus megistus en €l suroriente del Brasil correspondieron a genotipo KP1(-) o
D (KP1-/D). (Vallejo, et al., 2002, 2003, 2009a, 2009b; Urrea, et al., 2005, 2011).

nuestro laboratorio que los epimastigotes cortos de las cepas
deT. rangeli KP1(-) son sensibles alalisis de la hemolinfa
de R. prolixus, en contraste con los epimastigotes largos,
los cuales son resistentes. Las hemolinfas de R. pallescens,
R. colombiensis, R. ecuadoriensis, Triatoma dimidiata y
Triatoma maculata no presentaron actividad tripanolitica
contralos genotipos KP1(+) 0 KPL(-).

La presencia de factores tripanoliticos no es € Unico factor
que limita el desarrollo de T. rangeli, pues € control para
generar una infeccion productiva de tripomastigotes
metaciclicos probablemente se encuentra asociado a la
presencia o ausencia de lectinas en la superficie del parasito
0 en las glandulas salivares que impiden la adhesion, €
ingreso y la produccion de las formas infectivas (Basseri,
et al., 2002). En estudios recientes se ha demostrado que la
infeccion exitosa de T. rangeli para generar tripomastigotes
metaciclicosestaasociadaconlaproducciondeectof osfatasas
en el parasito (Gomes, et al., 2008; Dos-Santos, et al., 2012;
Dos-Santos, et al., 2013; Freitas-Mesquita & Meyer-
Fernandes, 2014).

La figura 4 muestra el curso de la infeccion de T. rangeli
KPL(+) y T. rangeli KP1(-) en diferentes especies de triato-
minos. Se ha observado que cuando T. rangeli KP1(+) infecta

aR. prolixus, R. robustus o R. neglectus, los epimastigotes
cortos atraviesan la pared intestinal e ingresan a hemocele,
invaden los hemocitos y se multiplican dentro de €llos, y
gue los epimastigotes cortos luego son reemplazados por
epimastigotes largos, los cuales se adhieren a las glandulas
salivares y penetran en ellas para finalmente producir los
tripomastigotes metaciclicos, que son las formas infectivas
para el mamifero (Figura 4B). Otras observaciones inéditas
en nuestro laboratorio mostraron que cuando T. rangeli
KP1(+) infecta a R. pallescens y R. colombiensis, los epi-
mastigotes cortos atraviesan la pared intestinal e ingresan
a hemocele, invaden los hemocitos y se multiplican dentro
de ellos, y luego se producen epimastigotes largos, que,
sin embargo, son incapaces de adherirse a la superficie
de las glandulas salivares y, por ende, no se producen
tripomastigotes metaciclicos, probablemente por ausencia
de lectinas especificas para facilitar la adhesion o por la
ausencia de sustratos para las ectofosfatasas del parésito
(Figura 4C). En contraste, cuando T. rangeli KP1(-) infecta
aR. pallescens, R. colombiensis y R. ecuadoriensis, los epi-
mastigotes cortos atraviesan la pared intestinal e ingresan al
hemocele, invaden los hemocitos y se multiplican dentro de
dlos, y luego los epimastigotes cortos son reemplazados por
epimastigotes largos, los cuales se adhieren alas glandulas
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Figura 4. Desarrollo delasinfeccionesde T. rangeli KP1(+) y T. rangeli KP1(-) en diferentes especies de triatominos. 4A. Tripomastigotes
metaciclicos en glandulas salivares de R. prolixus, coloreados con Giemsa (x3.000) (Vallejo, 1984). 4B. Infeccion de T. rangeli KP1(+)
con produccion de tripomastigotes metaciclicos en R. prolixus, R. robustus y R. neglectus. 4C. Infeccion de T. rangeli KP1(+)
en R. pallescens y R. colombiensis sin produccion de tripomastigotes metaciclicos. 4D. Infeccion de T. rangeli KP1(-) con produccion de
tripomastigotes metaciclicos en R. pallescens, R. colombiensis y R. ecuadoriensis. 4E. Infeccion de T. rangeli KP1(-) en R. prolixus y R.
robustus sin produccion de tripomastigotes metaciclicos debido a que los epimastigotes cortos son lisados inmediatamente después de
penetrar en lahemolinfa. 4F. Infeccién de T. rangeli KP1(+) sin produccién de tripomastigotes metaciclicos en Triatoma infestans, Triatoma
braziliensis, Triatoma sordida, Triatoma vitticeps y P. megistus (De Stefani- Marquez, et al., 2006).

sdlivares, penetran en ellas para finalmente producir los
tripomastigotes metaciclicos (Figura4D). Cuando T. rangeli
KP1(-) infectaaR. prolixus y R. robustus, l0os epimastigotes
cortos atraviesan la pared intestinal e ingresan a hemocele
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e inmediatamente son lisados por factores tripanoliticos
presentes en la hemolinfa, de manera que no hay invasion de
los hemocitos ni multiplicacion dentro de ellos, y no se pro-
ducen epimastigotes largos ni tripomastigotes metaciclicos
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(Figura 4E). De Stefani-Marquez, et al., (2006) infectaron
Triatoma infestans, Triatoma braziliensis, Triatoma sordida,
Triatoma vitticeps y Panstrongylus megistus con T. rangeli
KP1(+) y observaron que los epimastigotes cortos atraviesan
la pared intestinal, ingresan a hemocele, invaden los hemo-
citos y se multiplican dentro de €ellos, y luego se producen
epimastigotes largos, que, sin embargo, son incapaces de
adherirse a la superficie de las glandulas salivares y no
producen tripomastigotes metaciclicos (Figura 4F).

El conocimiento sobre |os mecanismos bioquimicos o mole-
culares de la interaccion de los tripanosomas y |os vectores
es aun incompleto, por lo tanto, es necesario identificar los
genotipos de T. rangeli que son transmitidos por el resto
de las 19 especies de Rhodnius, reconocer la estructura
quimica del factor o factores tripanoliticos y comparar
la expresion de los factores inmunes en las especies que
presentan actividad tripanolitica o impiden la formacion
de tripomastigotes metaciclicos en las glandulas salivares.
También debera estudiarse el proteoma de las hemolinfas
con actividad litica y sin esta, asi como el proteoma de
las cepas sensibles o resistentes a la actividad litica, para
confirmar si la transmision selectiva se extiende a todas las
19 especies de Rhodnius. Nuestro grupo de investigacion
esta adelantando la identificacion de proteinas en la hemo-
linfa de los vectores que podrian estar involucradas en la
lisis de los genotipos de T. rangeli (Suéarez, et al., 2013).
Igualmente, sera necesario estudiar si existe algunarelacion
entre los factores tripanoliticos y la microbiota presente en
el intestino del vector.

T. cruzi: interaccién parasito-vector

Debido a que en los Ultimos afios se han acumulado evi-
dencias acerca de la transmision selectiva de los genotipos
de T. rangeli en los vectores del género Rhodnius, ha
surgido interés en la busqueda de mecanismos similares en
los vectores de T. cruzi, los cuales incluyen 148 especies
de diferentes géneros de triatominos (Justi, et al., 2014). A
diferenciade T. rangeli, T. cruzi se desarrolla solamente en
el intestino del vector y, por lo tanto, se enfrenta a factores
propios del intestino como enzimas, hemolisinas y factores
derivados de la microbiota. Aunque T. cruzi no circula por
la hemolinfa del vector, estudios previos publicados por
Mello, et al. (1996) mostraron factores tripanoliticos contra
T. cruzi en la hemolinfa de R. prolixus. Por esta razén,
nuestro grupo decidié explorar si en la hemolinfa de R.
prolixus era posible detectar factores tripanoliticos contra
las diferentes genotipos de T. cruzi (I-VI) previamente
descritos por Zingales, et al. (2009, 2012). Utilizando la
misma metodologia usada para T. rangeli, se observé que
la hemolinfa de R. prolixus present6 actividad litica contra
T.cruzi Il y T. cruzi V (Zabala, et al., 2011; Suérez, et al.,
2011). Esta actividad tripanolitica también se ha observado
en R. robustus y se sospecha que esta presente en las restantes
especies del grupo Robustus: R. neglectus, R. domesticus
y R. nasutus.Un factor tripanolitico con actividad para los
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mismos genotipos de T. cruzi se detectd en el estdbmago
de R. prolixus (Suéarez, et al., 2012). Llama la atencion el
hecho de que en las areas geograficas en donde esta presente
R. prolixus predomina el genotipo T. cruzi |, el cua es
resistente al factor tripanolitico, mientrasque T. cruzi |1, que
es sensible, presenta muy baja prevalencia en estas éreas.

Ademas, en los ultimos afios se ha logrado identificar el papel
delamicrobiotadel intestino de los vectores como reguladora
delarespuestainmuney de lainfeccion por T. cruzi y por T.
rangeli (Castro, et al., 2012; Vallejo, et al., 2009a). Se ha
demostrado que la microbiota de R. prolixus produce lisis
de T. cruzi Il pero no deT. cruzi |I. Se desconoce si existe
alguna relacion entre el factor tripanolitico detectado en la
hemolinfa de R. prolixus y la microbiota intestinal, por lo
tanto, es necesario realizar nuevos estudios en esta direccion.
En concordancia con lo anterior, en Colombia se ha visto
gue en las infecciones naturales de Rhodnius predomina T.
cruzi | sobre T. cruzi Il (Vallejo, et al., 2009b). Incluso en
las infecciones generales en vectores y vertebrados existe
predominio de T. cruzi | sobreT. cruzi ll.

Durante €l ciclo devidade T. cruzi € parésito no llegaala
hemolinfa del vector, por lo tanto, el factor tripanolitico de
la hemolinfa de R. prolixus no tendria ninglin efecto sobre
€l parésito. No obstante, se cree que este factor tripanolitico
detectado en la hemolinfa podria ser un remanente de la
inmunidad innata generada en otrostejidos, como €l intestino
0 el cuerpo graso del vector, contra genotipos de T. cruzi.
Estos resultados apoyan la hipétesis sobre la distribucion
geografica de los genotipos de T. cruzi y T. rangeli, la cua
dependeria de la distribucion geografica de los vectores en
AméricaLatina

Anadlisis del transcriptoma y del genoma de T. rangeli

La variabilidad genética de T. rangeli, su patogenia para €l
vector, y €l hecho de ser infectivo pero no patégeno para
e humano, ha estimulado los estudios de transcripcién
gendmica de este parésito con el objetivo de compararlo
con T. cruzi, T. brucei y Leishmania spp y asi entender
las bases moleculares de la patogenia de estas Ultimas
especies y la ausencia de patogenia de T. rangeli para el
vertebrado. Grisard, et al., (2010) determinaron el perfil
de expresion de T. rangeli a partir de la generacion de
etiquetas de secuencias expresadas (expressed sequence
tag, EST) y una técnica denominada ORESTES, que com-
bina los marcos abiertos de lectura (open reading frame,
ORF) y las EST. Se analizaron 4.208 secuencias a partir
de epimastigotes y tripomastigotes de las cepa SC-58,
aislada de Santa Catarina (Brasil) y la Choachi, aislada de
Cundinamarca (Colombia), representantes de |os genotipos
KP1(-) y KP1(+), respectivamente. El andlisis comparativo
deT. cruzi, T. brucei y Leishmania major permitié asignar las
funciones biolégicas putativas ala mayoria de las secuencias
generadas y la organizacion de una base de genes anotados
de T. rangeli. Aungue no es patégeno para los mamiferos,
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varios genes asociados con virulencia en otras especies de
cinetoplastidos patdgenos se encontraron en T. rangeli,
de manera que el significado biolégico de la transcripcion
de estos genes requiere nuevos estudios. Grisard, et al.,
(2010) estimaron en 8.500 el nimero de genes de T. rangeli,
confirmaron la cercania filogenética entre T. cruzi y T.
rangeli e identificaron varios elementos transponibles, genes
asociados alaexpresion mitocondrial y genes especificos de
laedicion de ARN.

La gendmica comparativa es una poderosa herramientaque a
ser utilizada entre organismos patogenos filogenéticamente
relacionados permite entender 1os fundamentos biogquimicos
relacionados con susciclosdeviday lasbasesmolecularesde
las enfermedades que causan en el humano. En la actualidad
se han secuenciado 25 especies del orden Kinetoplastida,
incluidas especies de diferentes géneros de parasitos que
infectan insectos y mamiferos, de los cuales los genomas
de T. brucei, T. cruzi y L. major se han considerado como
modelos. A estos se han afiadido nuevas secuencias de
genomas de Leishmania y Trypanosoma para estudiar com-
parativamente la biologia compleja de las especies que
infectan a humano. La secuenciacion reciente del genoma
de la cepa SC-58 de T. rangeli KP1(-), o genotipo D, esla
primera lograda en esta especie infectiva, no patégena para
€l humano pero si parael insecto vector (Stoco, et al., 2014).
El genomahaploide deT. rangeli es hastahoy el mas pequefio
y menos variable de los tres genomas de tripanosomas que
infectan a hombre: T. cruzi, 89,9 Mb, T. brucei, 26 Mb, y T.
rangeli, 24 Mb. El genomade T. rangeli fue comparado con
el deT. cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, y
se encontraron diferencias entre las cuales se destacan las
siguientes: 1) T. rangeli posee en su genoma menor niimero
de copias de las familias multigénicas consideradas como
factores de virulencia en T. cruzi, tales como las proteinas
de superficie asociadas a mucinas (mucin-associated
surface proteins, MASP), trans-sidlidasas y mucinas. Las
trans-sialidasas en T. cruzi remueven el &cido sidico de la
superficie de las células del huésped y lo colocan sobre
las moléculas de mucina de la superficie del parasito
(Frasch, 2000). Esta transferencia de acido sialico confiere
proteccion al paréasito frente a la activacion de la cascada
del complemento del huésped. Por €l contrario, la sialidasa
de T. rangeli no permanece unida a la superficie celular del
parésito, sino que es liberada abundantemente en el medio
de cultivo o en € intestino del vector, razon por la cual
se sospecha que esta enzima podria alterar la microbiota
intestinal y estar involucrada en la patogenia comprobada de
T. rangeli paralas especies de Rhodnius (Pereira & Moss,
1985; Vallejo & Marinkelle, 1992; Stoco, et al., 2014);
2) T. rangeli posee en su genoma un reducido repertorio
de genes que codifican enzimas de defensa antioxidante,
de manera que T. rangeli es altamente susceptible a estrés
oxidativo debido a la presencia de un pequefio nimero de
estas enzimas y proteinas de choque térmico; 3) T. rangeli
posee ortélogos vestigiales de la maguinariade ARNI, la cual
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es insuficiente para constituir una via bioquimica funcional.
Ademas, el analisis filogenético de genes mitocondriales y
nucleares indico que T. rangeli y T. cruzi son equidistantes
de T. brucei (Stoco, et al., 2014). En general, €l andlisis
comparativo del genoma de T. rangeli permitira un mayor
entendimiento de la identidad, evolucion, regulacion y
funcionamiento de los determinantes de la virulencia de los
tripanosomas patdgenos para los hospederos vertebrados y
para los vectores; permitirg, igualmente, desarrollar mejores
métodos de diagnostico, asi como la identificacion de
blancos terapéuticos para el tratamiento y €l control de los
tripanosomatidos patégenos.

Conclusiones

Después de la descripcion de T. rangeli por Enrique Tejera
en Venezuelaen 1920, eminentes parasitologos de Colombia
y de América Latina han estudiado durante los Ultimos 94
afos a este fascinante parasito infectivo y no patdgeno para
los humanos, pero patégeno para los insectos vectores.
Los estudios bioquimicos y moleculares realizados en los
ultimos 25 afios han revelado una extensa variabilidad gené-
tica del parésito y han mostrado la existencia de diversos
genotipos que han evolucionado concertadamente con las
especies de Rhodnius, de manera que los vectores han desa-
rrollado mecanismos que impiden la transmision de algunos
genotipos pero permiten latransmision de otros. Esasi como
T. rangeli KP1(-) circula en la linea evolutiva Pallescens
(R. pallescens, R. colombiensis, R. ecuadoriensis) y T.
rangeli KP1(+) circula en la linea Robustus (R. prolixus,
R. robustus, R. neglectus). Nuestro grupo de investigacion
describi6 la existencia de factores tripanoliticos presentes
en la hemolinfa de R. prolixus y R. robustus que eliminan
las cepas de T. rangeli KP1(-), pero permiten latransmision
de T. rangeli KP1(+). Los factores tripanoliticos en la
hemolinfa de R. prolixus y R. robustus también afectan la
transmisién de algunos genotipos de T. cruzi, lo que sugiere
gue la dindmica de transmisién de los genotipos de T. cruzi
y de T. rangeli depende fundamentalmente de las especies
de vectores existentes en las diferentes areas geograficas
endémicas para estas dos especies de tripanosomas en
América Latina.

Durante los Ultimos 10 afios se han abordado los estudios
genodmicos y de transcripcion de T. rangeli con la finalidad
de comparar esta informacion con estudios similares en
parésitos patégenos como T. cruzi, T. brucei y Leishmania
trépica. Se encontré que el genoma de T. rangeli es €l
mas pequefio y €l menos repetitivo de los genomas de las
tres especies de tripanosomas que infectan a hombre, 1o
gue indica que las familias génicas que responden por la
patogeniade T. cruzi parael vertebrado, se expresan en muy
baja proporcién en e genoma de T. rangeli, de forma que
este carece del suficiente arsenal de proteinas y enzimas
como las MASP y las trans-sialidasas, necesarias para
invadir las células del mamifero. A diferenciade T. cruzi, T.
rangeli secreta copiosamente las sialidasas en € intestino de
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los vectores, lo cual podria afectar la microbiota bacteriana
del insecto y generar un efecto patégeno para € vector
(Stoco, et al., 2014). Algunos investigadores consideran que
en las regiones donde T. rangeli coexiste con T. cruzi en los
mismos vectores y vertebrados, las infecciones de T. rangeli
podrian alterar el curso de la enfermedad de Chagas en los
vertebrados (Palau, et al., 2003), pues se ha observado que
la vacunacion de ratones, cobayos y perros con T. rangeli
induce proteccién inmunitaria contra cepas virulentas de T.
cruzi (Basso, et al., 2007; Basso, et al., 2008, 2014), lo que
abre nuevas perspectivas para el control de la enfermedad
de Chagas en los reservorios domésticos y, probablemente,
en los humanos.
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