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Resumen: En este articulo se revisan los conceptos basicos sobre los flagelados
sanguineos vy tisulares. Se describen las caracteristicas de los Cinetoplastidos, de los
Tripanosomatidos y de algunas especies con interés biosanitario.
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INTRODUCCION

Los Protozoos flagelados parasitos de la sangre y otros tejidos de vertebrados
pertenecen al orden Kinetoplastida (Cinetoplastidos) y a la familia Trypanosomatidae
(Tripanosomatidos). Son denominados Cinetoplastidos debido a la presencia de una
estructura, llamada cinetoplasto, que se encuentra en uno de los extremos de la
mitocondria; se trata de una masa de ADN mitocondrial que se tifie intensamente con los
colorantes utilizados habitualmente en las tinciones hematoldgicas.

Desde el punto de vista morfoldgico, los Flagelados sanguineos y tisulares se
caracterizan por sus pequefias dimensiones, cuerpo plastico (se puede deformar gracias a
la presencia de una red de microtubulos subpeliculares) y forma foliar u oval; poseen un
Unico flagelo que surge de un saco flagelar, que a veces forma membrana ondulante, y un
Unico nucleo con nucléolo. Existe una Unica mitocondria, a veces ramificada, en uno de
cuyos extremos (el mas cercano al nacimiento del flagelo) se encuentra el cinetoplasto.

Ademds de estas caracteristicas, los Tripanosomatidos tienen la posibilidad de
pasar a lo largo de sus ciclos vitales por varias formas (fendmeno conocido como
polimorfismo), distinguibles entre si por la zona de emergencia del flagelo y por otros
aspectos. Estas formas reciben los nombres de amastigoto, promastigoto, epimastigoto,
esferomastigoto y tripomastigoto (Figs. 1y 2):
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e Amastigoto: forma esférica u oval desprovista de flagelo libre (el flagelo no
asoma por fuera del saco flagelar, por lo que no es visible con el microscopio
Optico).

e Esferomastigoto: forma esférica con flagelo libre y corta membrana ondulante
gue representa una transicidon entre la forma amastigoto y las demads formas.

e Promastigoto: forma alargada con el cinetoplasto situado por delante del nucleo
y con un flagelo que aflora libremente por el extremo anterior.

e Epimastigoto: forma alargada con el cinetoplasto yuxtapuesto al nucleo, cerca del
cual se origina el flagelo que emerge en este punto del cuerpo, formando una
corta membrana ondulante.

e Tripomastigoto: forma alargada y foliar con el cinetoplasto situado detras del
nucleo. El flagelo nace en las proximidades del cinetoplasto y emerge
lateralmente, formando a lo largo del cuerpo una membrana ondulante.

A su vez, la forma tripomastigoto puede ser mds o menos alargada, voluminosa,
etc., distinguiéndose formas delgadas y largas, formas cortas y rechonchas y, por
ultimo, formas intermedias (Fig. 3). Este fendmeno es conocido con el nombre de
polimorfismo o pleomorfismo, y aquellas especies cuyas formas tripomastigotos
en la sangre del vertebrado lo presentan se denominan polimodrficas o
pleomorficas, en contraste con aquellas que no lo presentan (monomorficas).

Desde el punto de vista sanitario y socioecondmico son especialmente interesantes
los géneros Trypanosoma y Leishmania, con varias especies que afectan tanto a los seres
humanos como a los animales domésticos.
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Figura 1. Formas de desarrollo (polimorfismo) de los Tripanosomatidos. (a) axonema, (c) cinetoplasto, (cb)
cuerpo basal, (gv) granulo de volutina, (n) ntcleo y (mo) membrana ondulante.
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Figura 2. Fotografias de las formas de desarrollo de los Tripanosomatidos.

LOS TRIPANOSOMAS

Los representantes del género Trypanosoma Gruby, 1843 viven en la sangre, y a
veces en otros tejidos, de todo tipo de vertebrados y son transmitidos por invertebrados
hematdfagos (vectores).

Los especialistas han separado los tripanosomas de los mamiferos en dos grandes
secciones, Stercoraria y Salivaria, en relacion con el lugar del hospedador insecto (vector)
en donde el tripanosoma adquiere la forma infectante (metaciclica).

En los Stercoraria las formas metaciclicas se desarrollan en los ultimos tramos del
tracto digestivo del vector y salen al exterior junto con las heces de éste, realizandose la
infeccion del mamifero por contaminacidn; a este grupo pertenece, por ejemplo, T. cruzi,
que es transmitido por una chinche triatomina hematdéfaga al defecar sobre la piel del
hospedador.

En los Salivaria las formas metaciclicas se desarrollan en las glandulas salivales y/o
probdscide del vector y la infeccion se realiza por inoculacién; éste es el caso de T. brucei
gambiense y T. b. rhodesiense, que son transmitidos por una mosca tse-tsé que inocula el
parasito mediante la picadura.

Identificacion de las especies del género Trypanosoma

El diagndstico especifico de una tripanosomiasis se obtiene mediante el estudio de
extensiones sanguineas tefiidas con Giemsa u otro colorante de la serie de Romanowsky.
Las diversas especies se distinguen entre si por los siguientes caracteres de las formas
sanguineas (tripomastigotos) (Fig. 1):

1. presencia de formas mono o polimorfas.
2. aspecto del extremo posterior.

3. tamafio, formay posicion del cinetoplasto
4. desarrollo de la membrana ondulante.
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5. posicion del nucleo en relacién con el cuerpo del Protozoo.
6. presencia o ausencia de flagelo libre.

Figura 3. Pleomorfismo de la forma tripomastigoto en la sangre. Forma delgada: larga, con citoplasma
estrecho y nucleo arrinonado. Forma intermedia: larga, nucleo oval. Forma rechoncha: corta, citoplasma
ancho, nucleo esférico y flagelo libre muy corto.

Tripanosomas de interés biosanitario

Son muchas las especies de tripanosomas que parasitan a los mamiferos. Algunas
son bien conocidas en todos sus aspectos por ser objeto de estudios experimentales,
otras lo son por afectar a la salud de los seres humanos y de los animales domésticos.

El hombre puede ser parasitado por tres especies del género Trypanosoma: T. b.
gambiense, T. b. rhodesiense y T. cruzi. Una cuarta especie, T. rangeli, parasito de
mamiferos silvestres, puede parasitarlo ocasionalmente.

e Trypanosoma cruzi Chagas, 1909

Es un tripanosoma exclusivo del continente americano que parasita al hombre y a
otros mamiferos, provocando en los seres humanos la llamada tripanosomiasis
americana o mal de Chagas, que afecta a un 5% de la poblacién.

Los vectores son chinches triatominas hematdfagas que expulsan con sus heces,
mientras succionan la sangre de sus victimas, formas infectantes del tripanosoma
(formas metaciclicas) que entrardn en la sangre por el orificio de la picadura o
cualquier zona erosionada de la piel. En la sangre el tripanosoma permanece en
forma tripomastigoto, sin dividirse, para pasar a los tejidos donde se transforma en
amastigoto, que se divide rapidamente dando lugar a centenares de amastigotos.

Los amastigotos destruiran la célula y se transformaran en tripomastigotos que
pasaran a la sangre. Este ciclo se repite de manera continuada. Los amastigotos se
acumulan especialmente en el musculo cardiaco, formando lo que se denominan
“pseudoquistes”. La chinche se infecta cuando pica a un individuo con
tripanosomiasis, al ingerir tripomastigotos con la sangre.
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e Trypanosoma brucei gambiense Dutton, 1902 y Trypanosoma brucei
rhodesiense Stephens y Fantham, 1910

T. b. gambiense y T. b. rhodesiense son los agentes productores de la tripanosomiasis
africana o “enfermedad del suefio” y son transmitidos por moscas tse-tsé. Ambas
especies son idénticas morfolégicamente; tan sélo se pueden diferenciar mediante
estudios especiales, su distribucion y por la evolucién de la enfermedad que
producen.

T. b. gambiense se distribuye por Africa central y occidental y la enfermedad que
produce cursa de manera crénica, pudiendo prolongarse hasta 5 afos. T. rhodesiense
es propia de Africa oriental y produce una enfermedad de tipo agudo, provocando la
muerte del enfermo en unos pocos meses.

La transmision del parasito se realiza cuando la mosca tse-tsé pica para alimentarse; si
esta infectada inoculard tripomastigotos infectantes, que pasaran a la sangre donde
se dividirdn continuamente, para invadir, paulatinamente la linfa y el liquido
cefalorraquideo. La mosca tse-tsé se infecta cuando ingiere sangre de un individuo
con tripanosomiasis.

LAS LEISHMANIAS

Todas las especies del género Leishmania Ross, 1903 son parasitos obligados de
macrofagos y otras células del sistema reticuloendotelial de diversos hospedadores
vertebrados (mamiferos y reptiles) y del tracto digestivo de ciertos dipteros hematéfagos
(flebotomos) que son sus vectores. En los vertebrados Leishmania se encuentra
exclusivamente en forma amastigoto.

En el vertebrado el parasito se desarrolla en la forma amastigoto dentro del
citoplasma de las células del sistema reticuloendotelial (SRE), donde se multiplica por
fisidén binaria hasta alcanzar un elevado nimero de amastigotos que destruyen la célula
hospedadora e invaden nuevas células, repitiéndose el proceso sucesivamente.

Cuando el flebétomo vector succiona sangre de un vertebrado infectado, ingiere
células con amastigotos. Una vez en el tracto digestivo del vector, tras la digestion de los
macrofagos, los amastigotos quedan libres, transformandose seguidamente en
promastigotos que se multiplican activamente por fisién binaria.

Cuando un flebétomo infectado succiona sangre de otro vertebrado, le inocula
promastigotos que se transforman en amastigotos cuando son fagocitados por células del
SRE. Sélo los flebdtomos hembras intervienen en la transmisién, pues sdélo ellas son
hematdfagas.
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Identificacion de las especies del género Leishmania

El diagndstico de la leishmaniasis se realiza mediante el estudio de extensiones
(frotis) o improntas de tejidos ricos en células del SRE, que pudieran estar parasitadas,
teflidas con Giemsa u otro colorante de la serie de Romanowsky. Dado que los
amastigotos de todas las especies de Leishmania son idénticos morfolégicamente, para el
diagndstico especifico se recurre a técnicas especiales.

La forma amastigoto (Fig. 4), unica forma que se encuentra en el hospedador
vertebrado, presenta al microscopio luminico las siguientes caracteristicas:

1.- Oval o esférico y de pequenas dimensiones (2 x 4 um como promedio); al
microscopio luminico tan sélo son visibles el nucleo y el cinetoplasto, mas pequeiio.
No se observa el flagelo —que estd embutido en el saco flagelar y no sobresale del
borde citoplasmatico— ni el cuerpo basal del flagelo.

axonema

cuerpo basal
P cinetoplasto

nucleo

Figura 4. Esquema de amastigoto.

2.- Se encuentra exclusivamente en las células del SRE infectadas y su nimero varia
desde algunas unidades a una decena, aunque puede encontrarse hasta un
centenar. Puesto que las células parasitadas son muy fragiles, es habitual que al
realizar extensiones aquellas se rompan vy las leishmanias se observen fuera de la
célula huésped. Esta circunstancia, y el hecho de que durante la tincién puedan
aparecer grumos de colorante u otros artefactos, hacen que a veces sea dificil
identificar las leishmanias en los frotis e improntas. Dado que el citoplasma se tifie
débilmente, el observador debe, en la mayoria de los casos, identificar la
leishmania por su aspecto de dos puntos intensamente coloreados de rojo purpura

(Fig. 5).
Leishmanias de interés biosanitario

Dada la dificultad que hay para caracterizar las especies del género Leishmania,
existe aun confusidn sobre la validez de algunas de ellas. Las especies que afectan a los

seres humanos son, en su mayoria, zoonéticas (es decir, son comunes al hombre y a otros
animales) y dada su importancia se conocen mejor que otras.
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Figura 5. Amastigotos (flechas) en el citoplasma de un macréfago.

Algunas de estas especies causan leishmaniasis cutanea (lesiones en la piel) como
Leishmania tropica Wright, 1903, L. major Yakimov y Schockov, 1915 y L. aethiopica
Asshford y Bray, 1973; otras afectan a las visceras (leishmaniasis visceral), como L.
donovani (Lavern y Mesnili, 1903) Ross, 1903, L. infantum Nicolle, 1908 y L. chagasi
Cunha y Chagas, 1937; por ultimo, existe un tercer grupo de especies que se caracteriza
por producir lesiones en las mucosas y piel circundante (leishmaniasis mucocutanea),
como L. braziliensis Viannia, 1911.

En Espafia existen leishmaniasis cutanea y visceral, ambas producidas por L.
infantum. Leishmania donovani produce leishmaniasis visceral (“kala-azar”) en India,
paises limitrofes y en Africa oriental. La enfermedad se caracteriza porque los parasitos
invaden las células del S.R.E. de las visceras (higado, bazo, médula 6ésea, etc.),
destruyéndolas. El diagndstico se basa en el hallazgo de amastigotos en improntas o
extensiones realizadas con muestras de biopsia de las visceras.
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TRABAJO DE LABORATORIO

La finalidad de esta practica es adquirir los conocimientos necesarios para
identificar las diferentes fases de los tripanosomas y las leishmanias mediante el estudio
microscopico de frotis tefiidos con Giemsa.

La tincidon con Giemsa es la preferida en el diagnostico de las infecciones con
flagelados sanguineos vy tisulares, debido a que tifie bien las estructuras con caracter
diagndstico (nucleos, cinetoplasto, etc.).

Estudio del género Trypanosoma

Se estudiardn frotis sanguineos tenidos con Giemsa, en los que se podran observar
tanto células sanguineas como tripanosomas. El colorante de Giemsa es el que se utiliza
habitualmente para tefiir las extensiones sanguineas (frotis y gota gruesa) en busca de
parasitos hematicos. Como representantes del género Trypanosoma se estudiaran T. b.
rhodesiense y T. cruzi.

e Trypanosoma brucei rhodesiense

Estudio de frotis sanguineo. Busquense los tripanosomas en la porcién menos teiiida
del frotis y donde las células sanguineas no estén amontonadas. El nimero de
tripanosomas que pueden verse en un frotis es elevado, debido a que cuando estan
en la sangre se dividen continuamente.

a) caracteristicas de los tripanosomas en el frotis (Fig. 6)

- formas tripomastigoto polimérficas, con morfologia: a) largas y delgadas (30 x 1,5
um), b) cortas y rechonchas sin flagelo libre o muy corto (18 x 3,5 um), ¢)
intermedias. Las dimensiones pueden estimarse, de modo aproximado, calculando
el nUmero de eritrocitos que abarca un tripanosoma y teniendo en cuenta que el
didmetro de un eritrocito es de aproximadamente 7 um.

- extremo posterior romo.

- cinetoplasto pequefio.

- membrana ondulante bien definida y ancha.

- nucleo central.

- con flagelo libre.

14
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Figura 6. Frotis sanguineo con formas tripomastigoto. D: forma delgada, R: forma rechoncha, I: forma
intermedia

o Trypanosoma cruzi

El pardsito vive en forma tripomastigoto en la sangre de su hospedador mamifero (sin
dividirse) y como forma amastigoto en diversos tejidos (dividiéndose) y constituyendo
cumulos denominados pseudoquistes.

a) caracteristicas de la forma tripomastigoto en sangre (Fig. 7)

- polimérfica, con formas: a) largas y delgadas, b) cortas y rechonchas, y c) formas
intermedias (19 x 1,5 um). En las extensiones de sangre tefiidas suele presentar
forma de C o de interrogacion. El nimero de tripanosomas en el frotis es reducido,
debido a que nunca se divide en la sangre.

- extremo posterior puntiagudo.

- cinetoplasto grande y subterminal.

- membrana ondulante bien desarrollada.

- nucleo central.

- flagelo libre.

15
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Figura 7. T. cruzi en frotis sanguineo. Formas intermedia (izquierda) y delgada (derecha).
b) caracteristicas de las formas amastigotos (formas tisulares) (Fig. 8)

Estudio de una seccidon histolégica de corazén de ratén. Los amastigotos son
organismos ovales, de aproximadamente 4 um de didmetro, que se multiplican
dentro de las células, para después transformarse en formas tripomastigotos que son
liberados a la sangre. En las fibras musculares los cimulos de amastigotos forman los
llamados pseudoquistes.

Figura 8. T. cruzi en musculo cardiaco. En la imagen izquierda, amastigotos formando pseudoquiste
(encuadrado). En la imagen derecha, el pseudoquiste aumentado.

c) caracteristicas de las formas epimastigotos y esferomastigotos (formas en el
vector) (Fig. 9)

Estudio de un frotis realizado con el contenido intestinal de una chinche triatomina

infectada. La preparaciéon esta teiiida con Giemsa y contiene infinidad de formas epiy
esferomastigotos. Obsérvense la forma, la posicidon del cinetoplasto, posicidon del
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nucleo y desarrollo de la membrana ondulante. Compdrese con la Fig. 1.

10 pm

10 pm

Figura 9. T. cruzi en el intestino del vector. Formas epimastigoto (izq.) y esferomastigoto (der.) Comparese
con la Figura 1.

Estudio del género Leishmania

Se estudiaran improntas de bazo de hamster dorado (Mesocricetus auratus)
infectado con Leishmania donovani tenidas con Giemsa, en las que se podran observar
células del SRE (macrdéfagos) con el citoplasma invadido de amastigotos. La impronta se
realiza aplicando una porciéon del tejido obtenido por biopsia sobre un porta; parte de las
células del tejido quedaran adheridas al vidrio y podran, tras la fijacion y tincion,
estudiarse como si se tratase de un frotis.

e lLeishmania donovani

a) caracteristicas de las formas amastigotos de Leishmania donovani (en impronta
de bazo) (Fig. 10)

- esféricas u ovales y de pequefias dimensiones (2x4 um de promedio). El nucleo es
esférico y se tifle de rojo purpura con el colorante de Giemsa. El cinetoplasto aparece
como un pequefio baston, o puntiforme, que se tifie intensamente de purpura
violeta. El citoplasma se tifie de azul, siendo a menudo imprecisos sus limites, por lo
gue en muchas ocasiones sdlo son apreciables dos puntitos préximos entre si (nucleo
y cinetoplasto), de distinto tamafio y tefiidos de purpura.

- los amastigotos se encuentran exclusivamente en el interior del citoplasma del
macroéfago, pero la técnica de la impronta suele provocar la rotura de la célula
hospedadora, por lo que en la mayoria de las ocasiones los parasitos se observan
fuera de ésta.
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Figura 10. Fotografias de una impronta de bazo de un hamster infectado con L. donovani.
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b) caracteristicas de las formas promastigotos (formas en el vector) (Fig. 9)
Estudio de un frotis que contiene las formas que se desarrollan en el intestino del

vector, un flebétomo hembra. Obsérvense la forma, la posicion del cinetoplasto, del
flagelo y del nucleo. Comparese con la Fig. 1.
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Figura 9. Formas promastigoto de L. donovani en el intestino del vector. Comparese con la fig. 1.
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