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Introduccidn vy Antecedentes

HISTORIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

La enfermedad de Chagas que es producida por Taypanosoma cruzdi, fue des~-
cubierta en Minas Gerais, Brasil en 1907 por el médico brasilefio Carlos Cha-
gas, mientras obsérvaba el contenido intestinal de un insecto hematéfago Pas-
trongifus megistus de la familia Reduvidae. Chagas mandb varios de estos iﬁ—
sectos vivos al Instituto Oswaldo Cruz, en donde se les aliment6 con sangre
de marmotas y cobayos. Un mes después, en la sangre de estos animales apare-
cieron los tripanosomas.

Chagas pens6_ que los parésitos realizaban una especie de esquizogonia en
los pulmones, por lo que los denominé Schi.zbtﬁ.ypanum Yy crwzd por su maestro
Oswaldo Cruz (21), pero como este nombre estaba basado en un concepto falso
el mismo Chagas 1o‘retir6‘ e incluy6 a la especie en el género Taypanosoma.
Hoy dia, nundialmente se conoce a la tripanosomiasis americana como "Eﬂferme-
dad de Chagas'', Sus investigaciones continuaron con el mismo insecto de la
familia Reduvidae, hasta que fue llamado para atender un caso humano, en el
cual encontr§ en una gota de sangre los mismos parfsitos que en los animales
estudiados y demostr{) que la enfermedad era endé_mica en ciertas zonas de Bra-
sil. A lo large de la historia ha sido el C_mico caso en el que el agenﬁe e~
tiolé_gico y el insecto transmisor se descubrieron antes de que fuera diferen-

ciada la propia enfermedad como entidad nosolégica (18).
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

La distribucibn geogrifica del hemoflagelado Taypanocsoma cauzd se confi-
ﬁa al Hemisferio Occidental, abarcando desde Canadi hasta el sur de Argentina,
calculandose que existen unos siete millones de personas infectadas por T.cau-
z{ y unos 25 millones de personas expuestas a la infeccié_n por v:i&ir en zonas
endémicas de este padecimiento seg(n el grupo de expertos de la 0.M.S. (18).

Los casos de enfermedad de Chagas se han reportado en Brasil, Chile, Ar-
gentina, Paraguay, Uruguay, Bolivia, Perf_l, Ecuador, Colombia, Guayana France-
sa, Venezuela, Panamé, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, México, Estados U-
nidos y Canadﬁ_l (18). En algunas investigaciones realizadas en Brasil se ha
reportado que cl 30% de la poblacit’_)n adulta muere por infeccién de T. eruzi.

En la Repfiblica Mexicana se considera como frea endémica probable, todo
el territorio que se encuentra entre los 0 y 1800 m.s.n.m., es decir las dos
terceras partes del terxitorio nacional, ya que en poblaciones localizadas en
las altitudes mencionadas se han encontrado triatominos infectados por T. cau-
z{ dentro de la habitacién humana., Se han reportado 150 casos de enfermeda&
de'Chagaé comprobados parasitolégicamente y ms de mil comprobados por serolo-
gia en los Estados de Oaxaca, Chiapas, Michoacén, Guerrero, Zacatecas, Morelos,
Nayarit, Guanajuato, Yucatén, Veracruz, Estado de México, Sonora y Querétaro
(33, 89, 90).

Sln embargo, en México la enfermedad es poco conocida y no se ie ha dado
la importancia necesaria, debido a la escasez de encuestas epidemiolégicas que
tengan por objeto localizar a) focos endémicos; b) personas que han tenido con-
tacto con T. cruzd; c¢) individuos con susceptibilidad dé.contraer la enferme-
dad y d) transmisores infectados; conocer estos elementos es de gran importancia

para evitar que aparezca la enfermedad disminuyendo asi el riesgo‘de propaga-



cién, lo que permitiria ademés cstablecer los sistemas de control y preven- -

cibn necesarios (31).
AGENTE ETIOLOGICO.

El agente etiolégico de esta enfermedad es Taypanosoma cruzi, cuya ubi-

cacibn taxonfmica segln Levine, 1980 (51) es:

Reino Protista

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora Honigber y Balamuth
Subphylum Mastigophora Diesing

Clase Zoomastigophorea Calkins

Orden Kinetoplastida Honigberg

Suborden Trypanosomatina Kent

Familia Trypanosomatidae Doflein

Género - Taypanosoma Gruby
“Especie T. cruzd Chagas

s

Trypanosoma ciuzd es un organismo pleonxérfico en su ci'clo(de vida y cons-
ta de las siguientes fases:
a) Forma de amastigote.- se desarrollan en las células musculares y otros te-
jidos, donde se dividen por .fisié_n binaria sucesiva agrupindose en cavidades
pseudoquisticas conocidad como nidos de amastigote.s. Su cuerpo es esférico
a ovoide de 1,5 a 4 /l(m de difmetro mayor, en su citoplasma se encuentra el nfi-
cleo, el cinetoplaéto con aspecto bacilar y carece de flagelo libre (fig. 1).
b) Forma de promastigote,~ su aspecto es fusiforme de 14 a 20 /Lm de longitud
y de 1.5 a 4/‘m de anchura, con un nC_tcleo central, el cinetoplasto se encuen-
tra cerca del extremo anterior del cuerpo y el flagelo que no se encuentra
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adherido al cucrpo emerge anteriormentc. Esta forma sec encuentra en. el inte-
rior del in}:estino del redfivido y en medios de cultive (fig. 2).

“c) Forma de epimastigote.- su aspecto es fusiforme, con 20 a 25 A de longitud
2ai /l.m de anchura, su cinetoplasto es prenuclear, su nficleo es central, el
blefaroplasto se encuentra cerca del n(_xcleo, el flagelo se adhiere al cuerpo
formando una membrana ondulante corta en la porcién anterior para salir libre
en el extremo anterior del cuerpo. En esta forma se dividen activamente en
el intestino de triatominos para dar lugar a los tripomastigotes metaciclicos,
de igual forma de dividen en los medios de cultivo (fig. 3_) .

d) Forma de tripomastigote.- se encuentra en la procié_n rectal del intestino
del insecto vector. (tripomastigote metaciclico) y .en la sangre de los mamife-
ros (tripomastigote sanguineo) (fig. 4). Utilizando la técnica de Giemsa se
puede evidenciar que esta forma es delgada, fusiforme, de 16 a Z()/om de lon-
gitud, 3 a ’//Lm de anchura y su terminacién posterior es puntiaguda. E1 nC_t—
cleo ovalado se encuentra en posicié_n central y se tifie de violeta profundo a
negro, posee una sola mitocondria que recorre todo su citoplasma y que presen-
ta una zona definida llamada cinetoplasto, el cual es postnuclear, voluminoso
y ovalado, se tific de manera similar al nficleo y representa el ADN de la mito-
condria. Adyacente al cinetoplasto se encuentra el blefaroplasto puntiforme y
un cuerpo parabasal, orgimuilo originado del blefaroplasto con una estructura
semejante al aparato con una estructura semejante al aparato de Golgi (98).

El flagelo se adhiere al cuerpo formado una membrana ondulante amplia, salien-
do en el extremo anterior del organismo. Esta forma de tripomastigote no se
reproduce en la sangre. Generalmente cuamio muere adopta la forma de C o de

S v por tal razén tiene esta apariencia en los fotis teiidos (44, 49) (fig. 5).
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AGENTE TRANSMISOR.

" El vector de esta parasitosis es un insccto hemat6fago cuya ubicacibn

taxondmica es:

Reino . Animalia .
Phylum Arthropodé
Subphylim Mandibulata
Clase Insecta
Subclase Pterygota
Orden Hémiptera
Suborden Heteroptera
Fainil;'La Reduviidae
Subfamilia Triatominae -
Género Trniatoma
Especie T. banberni Usinger, 1939 #

T. dimidiata maculipennis Stal, 1859

En México se han encontrado triatominos infectados con T. cauzi en casi
todos sus estados, siendo el género Trniatoma el prir}cipal transmisor, mis no
el C}nico jfa que se han encontrado otros géneros como Pa/w.rjuéa,tama,k Dipetalogas~
ten, P ongylus y Enatyrus (89).

Los triatominos miden de 2 a 5 am de longitud, su cuerpo es aplanado en
sentido dorsoventral, de color negro a pardo, su cabeza es larga y cénica, por
detrés de los ojos se localizan los ocelos y por dela;lte de éstos un par de an-
tenas muy delgadas. Su probéscide es larga y se encuentra doblada en Angulo
agudo hacia la porcién ventral del abdomen que ta:nbié‘xl es alargado.‘ General-
mente ostentan colores brillantes que van del rojo al amarillo seg(m ia espe-

cie, alternando con colores obscuros, ademis dorsalmentc presentan un par de

alas (fig. 6).



Sus hAbitos son intradomiciliarios, nocturnos, algunos pueden planear
sin alcanzar grandes alturas y como caracteristica peculiar de los triatominos
es defecar casi inmediatamente después de alimentarse ocurriendo més répida-

mente en ciertas especies (17, 93).

CICLO DE VIDA DEL AGENTE ETIOLOGICO.

El ciclo de vida de T. cnuzi (fig. 7) comprende dos fases: una fase en
el hospedero vertebrado que se lleva a cabo en el hombre o mamiferos como arma-
dillo, tlacuache, roedores, perro, gato, mono, etc., y otra fase en el inte-
rior del vector y son las siguientes:
I.- Fase en el hospedero vertebrado.- la mayor parte de las infecciones en el
hombre y otros mamiferos sucede cuando los redividos o trmsnﬁsores se alimen-
tan y defecan sobre la piel del huésped, en las heces depositadas van los tripo-
mastigotes metaciclicos que penetran por la discontinuidad de la piel ocasionada
por la picadura o por las escoriaciones producidas por el rascade (fig. 7 A},
ya que el redivido durante su picadura provoca una reaccién debida a los com-
ponentes proteicos (anticoagulantes y anestésicos) de la saliva inyectada, produ-
ciéndose una lesibén papulo-edemitosa-pruriginosa, de algunos centimetros de di4-
metro, dura, indolora o levemente' dolorosa, circundada por un edema eléstico,
llamada Chagoma- de inoculacién. Con mayor frecuencia las formas infectantes
penetran por mucosas fotadas con los dedos contéminados con las heces del re-
dGvido y conjuntivas; en ésta C_xltima se presenta un signo que se considera pa-
tognombnico de la enfermedad llamado Signo de Romafia, que consiste en un ede-
ma bipalpebral unilaterial; elistico e indoloro, de coloracidén rosa violiceo.

Los mamiferos reservorios pueden infectarse por la ingestién del insecto
parasitado, asi como €l hombre, ya que en algunos de los Estados de 1a Repfi-

blica como Guerrero se ha reportado.que cste insecto es ingerido con fines
afrodisiacos (90).
-6 -



Una vez que los parisitos han penetrado, invaden los histiocitos del corion
de la piel y células del tejido adiposo subcuténeo. En el momento de introducir-
se a las células, el parisito pierde su flagelo y membrana ondulante, redondeén-
dose y adoptando la forma de amastigote (fié. 7 B). Dentro de estas células se
reproducen activamente por fisién binaria (fig. 7 C) produciendo la muerte y li-
sis de la célula parasitada (fig.7 D). Cuando los parisitos son liberados pue-
den seguir dos caminos: invadir células del sistema linfomonocitario (fig. 7E)

o distribuirse por vasos sanguineos o linfiticos (fig. 7 F) llegando a ganglios
linfiticos axiales, inguinales y mesentéricos, pulmén, bazo, higado, méduia
6sea, mﬁsculo cardiaco, cerebro, tiroides, suprarrenales, 4rganos sexuales y
mucosa intestinal (fig. 7 G) originindose disfhnciﬁn de los érganos afectados,
ocasionada por la multiplicacién'intensiva del parésito ¥ que puede prodﬁcir
la muerte. Las células se rompen y los parfsitos salen a torrente circulato-
rio donde se pueden encontrar temporalmente en forma de tripomastigote (fig.

7 H). Estos organismos pueden volver a parasitar células del sistema linfomo-
nocitario (fig. 7 I) o ser ingeridos por un redGvido al alimentarse de sangre
humana o del vertebrado (fig. 7 J) iniciéndose la segunda parte del ciclo.
1I.- Fase en el vector.- en el interior del redGvido el tripanosoma iré desa-
rrolléndose intensamente en la luz del tubo digestivo y en el aparato excretor
(tubos de Malpighi). Los tripomastigotes snaguineos pasan por las fases de e-
pimastigote donde se dividen, amastigote y promastigote capaces de originar
millares de-tripanosomas (fig. 7 K). ) ‘

' A medida que se aproxima a la porcién rectal el protozoario se va dife-
renciando nuevamente_en formas largas y flageladas (fig. 7 L) denominados tri-
pomastigotes metaciclicos, aptas para infectar a un nuevo hospedero,iniciéndo-

se asi nuevamente el ciclo (10, 19, 44).
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PATOGENIA Y PATO[DGIA.
Se han descrito dos fases clinicas en la enfermedad de Chagas:
a) Fase aguda.- su duracién es de 20 a 30 dias, observada con ma);or frecuen-
cia en nifios menores de 5 afios de edad, caracterizada por el signo de entra-
da (Chagoma de inoculacibn o Signo de Romafia). Se presenta fiebre, linfoadeno-
patia generalizada, hepato y esplenomegalia ademis de afecciones cardiacas.

A medida que avanza el tiempo los sintomas se acentian y sobreviene la
muerte en dos a cuatro semanas, o bien la enfermedad se torna crénica.

b) Fase crénica.- com(n en adultos, aunque puede cobservarse en nifios que han
sobrepasado la fase aguda.

Los sintomas en esta fase se relacionan probablemente con los dafios oca-
sionados en la fase aguda, ademis dependen de la localizacién del parfsito;
se han reportado meningoencefalitis, alteraciones ca?diacas, ademés de sefialar
dilatacién de colon (megacolon) y de esb6fago (megaesb6fago) como un resultado
del peristaltismo desordenado ocasionado por la destruccién de ganglios autb-
nomos de parcdes viscerales. '

Las formas cardiacas son las més comunes presénténdose miocarditis, alte-
raciones en la conduccién, etc., en las formas neurotr6ficas se presentan; a-
fasia, paraplejia, hemiplejia, diplejia, parflisis espistica, etc.

En este estado pueden observarse paroxismos febriles, durante los cuales
pueden encontrarse tripomastigotes en la sangre. Algunas veces esta etapa pue-
de ocurrir asintomética y s6lo es revelada por evidencias electrocardiogréficas,

radiolbgicas o serolbgicas (86).

DIAGNOSTICO.
Para realizar el diagnéstico de esta enfermedad es de suma importancia

considerar los aspectos epidemioligico, clinico y de laboratorio.



En cuanto a los anteccdentes cpidemiolégicos, en este caso son de primor-
dial interés investigar la residencia y procedencia de los pacientes de zonas
endémicas de la infeccibn, ya que el cuadro clinico en un principio no es cla-
ro ¥y puede pasar inadvertido. Ante un caso sospechoso se debe apoyar el estu-
dio con exémenes de laboratorio y gabinete.

En forma general, considerando las bases fisiopatol&gicas y la historia
natural de la enfermedad de Chagas, el diagnbstico puede orientarse asi:

- Fase aguda caracterizada por una alta parasitemia, anticuerpos inespecifi-
cos, inicio de formacién de anticuerpos especificos (IgM, IgG), se busca direc-
tamente al parasito, por exfimenes' seriados, en formma indirecta. Se obtiene
suero para deteccibn y seguimiento de la curva dé anticuerpos especificos y
hallazgo de IgM.

~ Fase crbnica caracterizada por baja parasitemia, presencia de aigos niveles
de anticuerpbs especificos: serologia especifica. Blsqueda del pardsito (mé-
todos indirectos) en casos de serologia problemética.

La demostracidn directa del parfisito puede realizarse en gota gruesa, ex-
trayendo sangre fresca periférica por puncifn digital o de’la oreja, observan-
do al micrdscopio el movimiento activo de los parésitos pudiendo realizarse
también un frotis.

Los métodos de demostracibn indirecta proporcionan una alta sensibilidad
pero d_emora en la obtencién de resultados, como el xenodiagnéstico que se cfec-
tla dejando triatominos libres de infeécién y criados en el laboratorio que se
*arlimicnten de sangre del paciente sospechoso de la enfermedad, si existe la in-
feccién los tripanosomas se multiplicaré.n répidamente en el intestino del tria-
tomino y un examen del contenido intestinal de éste el 10 a 15 dias mostrari
las formas flageladas del parsito.

E1l hemocultivo puede utilizarse para observar el desarrollo de los tripa-
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nosométidos en 10 a 1S dfas en caso de infeccibén, usando medios de cultivo
especiales como N.N.N. (Novy, Nicolle y Mac Neal) (61, 62) y otros medios
difésicos. ‘

La inoculacibén en animales como el ratén blanco utilizgnﬂo~sahgre de pa-
cientes sospechosos permiten detectar los tripomastigoteéJen:igyéahgfé del
ratbén después de diez'dias si la infeccibn exista. »

Las pruebas inmunolégicas tienen una indicacién mayor en la fase crénica
de la infeccibn, ya que las mis comunes se basan en la deteccién de anticuer-
pos del tipo IgG que comienzan a aparecer en la segunda a tercera semana del
periodo agudo. Entre las distintas técnicas de deteccién de IgG en la fase
crdnica se destacan la reaccién de fijacién de complemento, inmunofluorescen-
cia, hemaglutinacién y aglutinacibén directa, que a continuacidn se sefialan:

La rcaccién de fijacién‘de complemento (RFC) presenta una alta sensibili-
dad y especificidad para el diagnGstico de los casos crénicos sintométicos ¥
asintomiticos. ‘

La reaccibn de inmunofluorescéncia indirecta (RIF) es la més sensible de
las reacciones serolégicas, presenta excelentes resultados en diagnbstico de
casés agudos vy crénicos de la infeccién. Esta reaccién se vuelve positiva en'
_la mayoria de los casos agudos 3 6 4 semanas antes que las otras reacciones,
permitiendo la caracterizacién de la fase inicial de la infeccién y de trans-
misién congénita en la blsqueda de anticuerpos IgM,

La reaccibn de hamaglutinacién indirecta se conmsidera una técnica sensi-
ble durante la fase inicial de la infeccibén superior a la de la reaccién de
fijacién de complemento. En la fase crénica su sensibilidad se compara con
los resultados obtenidos en lalreaccién'de inmunofluorescencia indirecta.

La reaccién de aglutinacibn directa es una técnica simple y répida con

buenos resultados en la fase crénica de la enfermedad,
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Otras técnicas han sido introducidas para el diagnéstico de la enfermedad
siendo promisorias las de inmunoperoxidasas semejante a RIF o prueba de flocu-
lacién, etc. (18, 19, 73, 86, 90).

Para realizar estas pruebas serolégicas se utilizan 5ntigenos preparados
con T. cruzdi; esta preparacién se utiliza a partir de 1913 cuando Guerreiro y
Machado (38) prepararon un antigeno crudo por centrifugacién de bazos de perros
infectados, obteniendo algunos resultados positivos. MAs tarde modificaron el
preparado del antigeno tratando a estos extractos con alcohol y suspendiéndo~
los en solucién fisiolégica.

Kelser en 1936 (46) considerb que los antigenos preparados por Guerreiro
y Machado tenian un escaso poder fijader, un alto poder anticomplementario e
inestabilidad, por lo que diseﬁé un antfgeno preparado a partir de cultivos de
T. cauzi conocide como antigeno hidroglicerinado de Kelser que resultf ser e-
ficaz y representd un gran avance en este campo.

A este se agregaron otras modificaciones con el fin de ir perfeccionéndo—
lo, asi por ejemplo, Liem en 1938 (52) y Liem y Vanthiel en 1941 (53) Tecomien-
dan secar los tripanosomas a 37°C, usando écidorsulfﬁrico y conservindolo en
ampOllétasb cerradas al vacio en el congelador.

Romafia y Dias en 1942 (75) proponen un antigeno alcohblico tratando de
eliminar algunas desventajas de los antigenos acuosos, como el nivel del poder
anticomplementario y poder fijador, la inestabilidad y la conservacién del an-
tigeno.

Davis en 1943 (23) disefia un nuevo procedimiento de preparacién y conser-
vacién del antigeno, introduciendo el centrifugado de los medios de cultivo de
T. cnuzi; el uso del merthiolate como conservador y el congelamiento en hielo
seco y metilcelosolve.

Los dos (ltimos antigenos mencionados se caracterizan por un buen poder

fijador, escasa actividad anticomplementaria y una mayor estabilidad sobre to-
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do cl antigeno de Davis, el cual con ligeras modificaciones en su preparacién
introducidas por Muniz y Freitas en 1944 (59); Romafia y Gil en 1946 (76); Da-
vis y Sullivan en 1946 (24); Pellegrino y Mesquita en 1947 (69); Pedreira de
Freitas en 1947 .(64); Pellegrino y Borrotchin en 1948 (67); Ramos, et af en
1951 (68) y Laranja, et af en 1951 (50) mostré_ gran eficacia al ser probado con
sueros de individuos con tripanosomiasis.

Muniz y Freitas en 1944 (59) realizaron un estudio comparativo de antigenos
preparados con cultivos de T. cruzd para la reaccibén de fijacibén de complemento,
concluyendo que el preparado con merthiolate (23) permitia obtensr un antigeno
de alto poder fijador y est%able por largo tiempo. MAs tarde recomiendan una
fraccibn polisachrida aislada de formas de cultivo por el método de Fuller
(30), tomo antigeno para la reaccibn de fijacién de complemento, acreditando es-
ta fraccibn como un antigeno purificado de estructura sencilla, con alto poder
fijador y desprovista del poder anticomplementario. v

Pedreira de Freitas y Almeida én 1950 (65) ensayando con una téadca -
cuantitativa disefiada por Watdsworth en 1947 (97), obtuvieron buenos resultados-
con un antigeno tratado con benceno y cloroformo, consiguiendo un antigenq sim-
ple, adecuado para la reaccién de fijacién de complemento, con escasa actividad
anticomplementaria y actividad fijadora inespecifica que acentfia la capacidad
fijadora especifica.

Boyden en 1951 (11) introduce la prueba de hemaglutinaci()n indirecta para
el diagnfstico de la enfermedad utilizando el antigeno de Davis reportando resul-
tados satisfactorios.

Pellegrino y Brener en 1952 (66) aislan una fraccibén polisacirida de acuer-
do a le_l técnica de Fuller, esta con la propiedad de estar desprovista de activi-
dad anticomplementaria y no fijar el complemento en presencia de sueros dcv pa-

cientes con la enfermedad crénica, con reaccién.de fijacién de complemento con
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antigeno de Davis positiva, por lo que la fraccibén no pudo ser utilizada como
antigeno. ‘ .

Uvo, et al en‘1954 llevaron a cabo un estudio comparativo de las técni -
cas cuantitativas y cualitativas para el diagndstico de la enfermedad de Cha -
gas, concluyendo que las cuantitativas presentan las siguientes ventajas: a)
estandarizacién de la dosis rigurosa de Teactivos para la actividad &ptima del
antigeno; b) expresibén de resultados en valores numéricos que son la reactivi-
dad de los sueros; c) alta sensibilidad en diagndstico de formas crénicas; d)
alta especificidad y e¢) gran estabilidad; que las ubican en un nivel més ele-
vado que a las cualitativas, pero estas iltimas por ser méis simples tienen
grandes ventajas sobre las primeras, sobre todo en la fase de estudio epide -
nﬁolﬁgico y su enmpleo a gran escala para encuestas serolégicas de la enfermedad.

Stavitsky en 1954 (87) modifica la técnica de hemaglutinacibn indirecta
introducida por Boyden en 1951.

Chaffe, et al en 1956 (20) perfeccionaron un antigeno con éter anhidro en
frio usando un buffer salino, La extraccibn con éter redujo la tendencia del
antigeno a reaccionar con sueros de individuos sanos y sifiliticos, pero no
pudieron diferenciarse individuos infectados con Ledishmandia brasifliensis de
aquellos con tripanosomiasis. l

Cerisola y Rosenbau en 1958 (16) probaron un antigeno.semejante al usado
por Muniz y Freitas en 1944 (54), utilizando agua destilada para producir la 1i-
sis de los tripanosomas y nitruro de sodio al 1% como conservador mostrando ser
un éntigcno con menor actividad anticomplementaria y estable. Fueron probados
en la reaccién de fijacién de complemento realizada por Eagle en 1937 (29) v
Assis en 1936 (7) con las modificaciones de Deffis en 1953 (25), sustituyendo

asi, la técnica de Kolmer de 1945 (48) antes utilizada, con resultados muy posi-
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tives para este antigeno. _

Fife y Kent en 1960 (17) a partir de tripanosomas (lisecados,extréen un
antigeno deslipidizado compuesto de carbohidratos y protefnas con actividad
especifica para la realizacibén de la prueba de fijacién de complemento. En
este mismo afio Maekelt (55) reporté_ satisfactorios resultados con extractos
antigénicos de formas de cultivo de T. ciuzi tratados con benceno.

Cerisola, et al en 1962 (15) utilizaron su técnica de hemaglufinacién in-
directa con el antigeno preparado por Cerisocla y Rosenbau en 1958 (16) con
buen resultado.

Johnson en 1963 (45) fue el primero en trabajar con métodos fisicos como
la congelacibn produciendo una proteccién experimental efectiva en inoculacidén
con adyuvantes en ratones para extraer los antigenos.

Casi al mismo tiempo Goble en 1963 (32) reporté algunos resultados del
uso de formas de cultivo con actividad de fijacién de complemento con una es-
pecificidad mejor que la mostrada por un antigeno somitico deslipidizado y si-
r;\ilar al antigeno somitico proteico descrito por Fife y Kent en 1960 (47) es -
tableciendo que este exoanti_geno es quimicamente diferente a los sométicos,
ya que esta compuesto por proteinas y carbohidratos con actividad a;ﬁtigénica,
mientras que los somiticos son principalmente proteicos.

Sencca y Peer en 1966. (85) y Muniz en 1967 (58) aislaron un antigeno de
formas de cultivo de T. cruzd lisados por sonicacié_n.

Génzalez-Cappa et al en 1968 (35) analizaron el efecto de 1a presién en
la preparacién de antigenos de T, cauzi, obteniendo buenos res.ultados.

Goncalves y Yamaha en 1969 (34) aislaron de extractos acuocsos de T. cauzi
‘un polisacérido que reaccioné positivamente en la fijacién de complementd con

sueros de pacientes con la enfermedad.

- 14 -



Camargo,et al en 1973 (14) obtuvieron componentes polisacéridos de T.
cruzd con dilucién de hidrato de cloral de cpimastigotes liofilizados. Bs-
tos componentes se ligaron a un compuesto aldehidico de los eritrocitos. hu-
manos,. los cuaies se preée.waron por congelacién para la prueba de hemaglu-
tinacidn.

En esta década de los setentas, las técnicas de obt. .i6n de antigenos
se tornan mis elaboradas, buscando la porcién antigénica especifica del par-

sito, dejando atre’_zs los extractos deslipidizados y las fracciones subcelula-

Tes.

Segura, et al en 1974 (84) reportan que las fracciones subcelulares de
epimastigotes sometidas a presién poseen actividad protectora buena y esta-
ble.

Neva y Gam en 1976 (60) probaron un antigeno a partir de T, cruzi desa-
rrollados en cultivos de células, utilizando centrifugacién, congelamientos
y descongelamientos en la lisis del parésito, conservindolo a -20°C o liofi-

lizado, mostrando ser sensible en la prueba de fijacién de complemento.

Gottlieb en 1977 (37) aisl6 una fraccibn polisachrida de extractos agua-
fenol de T. chuzi,preparando un antisuero en conejos inmmunizados con el poli-
sachrido y fue usado en la detaccién e identificacibén de antigenos del pari - '
sito circulantes en sangre de rat6n infectados con T. cruzdi.

Ms tarde, se purificaron antigenos mds especificos con fracciones sub-
celulareé (mitocondrias, flagelo, memb.ranas , Tibosomas) para conocer su com-
posicién bioquimica por medio de andlisis electroforético e inmunoadsorcibn
Tealizadas por Afchain en 1973 (1); Segura en 1974, 1975 y 1976 (81, 82, 83,
84); Texeira y Santos en 1974 (91); Guimaraes en 1974 (37); Bretafia y O'Daly

en 1976 (12); Vankateson en 1977 (95): Pereira en 1978 /(70) y Afchain,et al
en 1978 (2).
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Weisz-Carrington y Nussenzweig en 1979 (99) utilizaron tres cepas de T.
crwzd para demostrar si los antigenos de superficie de membrana fijaban cl -
conplemento, utilizando radioinmunoensayo e inmunofluorescencia en presencia
de sueros de ratén y humanos y dos cepas lo fijaron.

Scott y Snary en 1979 (79) aislaron una glicoprotefna de la membrana de
T. cwzé utilizéndola en la inmunizacién de ratones combinada con adyuvante,
demostrando la produccibén de anticuerpos. -

Anthony, et al en 1981 (3) aislaron dos antigenos de 7, cruzi g T. hange-
£i{, de membrana y citoplasma dando buenos resultados en la prueba de immuno -
fluorescencia.

Araujo, et al en 1982 (5) prepararon anticuerpos monoclonales contra -
T. cwzi para aumentar la eficacia en la captura de antigenos de T, cruzd,

Scharfstein, et al en 1983 (80) purificaron una glicoproteina de extrac-
tos de T. cruzi reconocida por anticuerpos de pacientes con enfermedad de
Chagas, los anticuerpos se aislaron por cromatografia de afinidad establecién-
dose un sistema antigeno-anticuerpo Gtil para el diagnéstico de este padeci-
miento. ]

Los tres afios siguientés a 1983, 1las técnicas de diagndstico, han sido
altamente refinadas para lograr una mayor especificidad en la unié_n del com-
plejo antigeno-anticuerpo y de esta forma conseguir mayor precisién en las

pruebas de hemaglutinacién indirecta y fijacién de complemento (4, 56, 63).
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Planteamiento del problema.

Aunque en la actualidad se cuenta con trabajos sobre la preparacién de
antigenos de Trypancsoma ciuzi con alta especificidad para realizar las prue-
bas de fijacién de complemento y hemaglutinacibén indirecta (57), la elabora-
cién de estos antigenos no esta al alcance de todos los laboratorios de sero-
diagnéstico de la enfermedad de Chagas, debido a la utilizacién de técnicas
muy costosas. El diagnbstico de esta enfermedad en México se realiza con an-
tigenos importados de Argentina principalmente,pudiéndose presentar problemas‘
en cuanto a las variaciones antigénicas de las cepas de T. caruzi. Por tal mo-
tivo en este trabajo se obtuvieron antigenos metabSlicos y somiticos de cuatro
cepas mexicanas de T. cruzi al final de la fase exponencial de su crecimiento
para determinar de que se cepa se obtendrd el antigeno ideal en las pruebas de
hemaglutinacién indirecta y fijacibén de complemento para el serodiagnbstice

de la enfermedad de Chagas en México,
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Objetivos

Obtener antigenos metabblicos y somiticos de Tagpanosoma cruzi de cuatro

cepas mexicanas a partir de su cultivo en medio de Nakamura.

Determinar la actividad inmunolégica de los antigenos metab6licos y somi-
ticos obtenidos de las cepas Cocula (Jalisco), Juanita (Veracruz), Queré-
taro (Querétaro) y Santo Domingo (Oaxaca) en las reacciones de fijacibn

de éomplemento Y he'maglutinacién indirecta.



Material y Méétodos

1) Trypanosoma chuzdi.

Ct;atro cepas de Trypanosoma cruzi: Cocula (Jalisco), Juanita (Veracruz),
Querétaro (Querétaro) y Santo Domingo (Oaxaca), fueron utilizadas en el trabajo
(tabla I). Sc tomaron del cepario existente en el laboratorio de Parasitolo-
gia, Departamento de Ecologia Humana, Facultad de Medicina, U.N.A.M., que -

furon aisladas de triatominos y son mantenidas en medios de cultivo N.N.N.

2) MEDIOS DE CULTIVO.
A) Medio N.N.N. [Novy, Mac Neal (62); Nicolle (61)}. Se utiliz6 en el mante-
nimiento de las éepas', control de esterilidad, viabilidad, inoculacién en me-

dio de Nakamura y preparacién del inbculo de inmunizacién en conejas.

Agar nutritivo 14°'g
NaCl 6 g
Agua c.b.p. 900 ml

Se esteriliza a 15 1b por 15 minutos, se deja enfriar aproximadamente a
36°C, se agrega la sangre homogenizando, se vaci_a en tubos estérilés (3 a5m)
se dejé solidificar y se agrega solucién Ringer como medio de suspensién de
los parfsitos y para evitar la desecacifn del medio sélido.

B) Medio de Nakamura (77). Se utilizd para la obtencién de los antigenos y

para la realizacién de la curva de crecimiento de cada cepa de T, cruzi,

Extracto de higado 20 g
NaCl 8 g
N33P04 20 g
KC1 8 g
Agua c.b.p. 1000 ml
Sangre humana 1000 ml
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Se vacia en tubos de difilisis Spectrapor (6000 - 8000 P.M.) a mancra
de salchicha, se introduce en matraces de un litro y se coloca como sobre-

nadante solucién salina isoténica.

3) CURVA DE CRECIMIENTO.

~ El crecimiento de T. cnuzi se detrminé en base al nC)mero de oréa.nismos
viables (con movimiento) utilizando la cémara de Neubauer. Lés muestras
{ 1 ml) se obtuvieron de matraces de 250 ml con medio de Nakamura previamente

homogenizado, con uma poblacién inicial de 6500 organismos/ml.

4) OBTENCION DE ANTIGENOS METABOLICOS (fig. 8).

La obtencién de antigenos metabblicos de 7. cruzi se realizé de acuerdo
al método de Toriello y Mariat (92) para el hongo Sponothnix schenckil. Los
cultivos con organismos al final de la fase logaritmica de crecimiento se
trataron con merthiolate 1:10000, fueron centrifugados a 27000 X g por 25 mi-
nutos. El sobrenadante se filtré_ primero pdr Seitz y luego se esterilizé_ por
medio de ‘membranas Millipore de 0.45 m. En seguida se diélizé contra agua
destilada por 24 horas a 4°C, en tubos de diélisis Spectrapor (6000 - 8000
P.M.). E1l antfigeno se concentrdé con sacarosa hasta un de’;ci_mo de su volumen

inicial, dializdndose nuevamente y conservéindose a -5°C hasta su utilizacién.

5) OBTENCION DE ANTIGENOS SOMATICOS (fig. 9).

La obtencifn de antigenos somiticos de T, cauzdi fue simulténea a la de
los metabélicos. Los parisitos obtenidos por centrifugacién fueron lavados
tres veces con solucibn salina isoténica (SSI) estéril. Se tomaron 20 mg
Y se le agregaron 5 g de perlas de vidrio estériles (0.45 - 0.5 mwn didmetro)
y 2.5 ml de SSI estéril. Se rompieron en vortex por 30 segundos tres veces
y todo el procedimiento se llevd a cabo a 4°C (42). EI1 rompimiento de los

parfsitos se verificdé por microscopia Gptica (95%).
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Las perlas de vidrio fuecron eliminadas por centrifugacién a 2700 X g.
Luego se volvibé a centrifugar a 27000 X g, el sobrenadante se dializé por
24 horas a 4°C, se liofilizé y se conservd en congelacié_n a -5°C hasta su

utilizacién.

6) METODOS QUIMICOS.

A todos 1los antigenos se les determinaron proteinas por el método de
Lowry (S4j y carbohidratos totales por el método del fenol sulffirico de Dubo-
is (28).

7) METODOS INMUNOLOGICOS.
Obtencién de sueros hiperinmunes.

Se inmunizaron conejos Nueva Zelanda, hembras de aproximadamente 3 Kg de
peso siguiendo el esquema de Diehl y Risby (27). Se prepar6 una suspensién
de epimastigotes muertos con merthiolate 1:10000, la\.rados, aproximadamente
2 X 107 organismos/ml en proporcién 1:1 con adyuvante incompleto de Freund
(72). Se aplicbé 2 ml de esta suspensifn intraperitonealmente a las conejas,
"una vez cada dos semanas durante 8 semanas., Se tomaron muestras de sangre
cada semana, el suero se separé y se guardé" en alicuotas de 3 ml con &zida de
sodio al 0.01% en congelacibn (~S°Cj .

Pruebas inmumolégicas.

Se realizf una cinética de inmunizacién con el suero de las conejas cada
semana, utilizando la prueba de hemaglfxtinaci{an indirecta, para determinar el
momento de mayor produccié_n ‘de anticuerpos.

Los arltigenos metabblicos y sométicos obtenidos fueron titulados con sue-
‘To control positivo de un paciente argentino con enfermedad de Chagas y com -
parados con un antigeno gentilmente donado por la Dra. Segura de la Repfiblica

de Argentina. Posteriormente estos antigenos se titularcn y valoraron con los
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sueros de las conejas inmunizadas por la técmica de hemaglutinacibn indirec-

ta segln Avrameas (8) y fijacién de complemento segln Habel y Salazman (41).
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Resultados

Las curvas de crecimiento de la fasc epimastigote de las capas de Tngpa~
hodama cruzd correspondientes a las cepas Cocula, Juanita, Querétaro Y Santo
Domingo se pueden observar en la figura 10. En la curva de crecimiento de
la cepa Cocula, se notd que el mayor nfmero de organismos cn mivimiento se en-
contraba en los dias 31 y 32; en la cepa Juanita el dia 28; en la cepa Queré-
taro los dias 28 y 29 y en la cepa Santo Domingo los dias 24 y 25. La obten-
cién de los complejos antigénicos se realizaron al final de la fase exponen -
cial de cada cepa, para la cepa Cocula el dia 29, para la cepa Juanita el dia
26, para la cepa Querétaro el dia 26 y para la cepa Santo Domingo el dia 22.
Los contenidos de proteinas y carbohidratos totales (CHO) de los antigenos so-
méticos ¥y metabblicos de cada cepa se muestran en las figuras 11 y 12. Estos
resultados son el promedio de tres determinaciones para cada cepa. La concen-
traci6n de carbohidratos en m/ml fue mayor en los antigenos metabblicos que
en los somiticos (fig. 11). Los antigenos metabblicos de la cepa Juanita con-
tienen una concentracién inferior significativa de carbohidratos en compara -
cifn con los antigenos de las otras cepas. La relacién CHO/proteinas en los
antigenos metaiaélicés varid de 5/1 para la cepa Cocula, 1/3_) para la cepa Jua-
nita, 4/1 para la cepa Querétaro y Z‘;/ 1 para la cepa Santo Domingo. .

En los antigenos smﬁ:’;ticos se observé una mayor concentracifn de protef-
nas que de car’bohidratos, encontrindose en la.cepa Juanita un incremento sig-
nificativo en comparacién con las demds cepas. La relacién CHO/proteinas fue
1/5 para la cepa Cocula, 1/27 para la cepa Juanita, 1/4-para la cepa Queréta-
ro y 1/6 para la cepa Santo Domingo (fig. 12).

El rendimiento de los antigenos metabdlicos fue de 150 ml para cada cepa
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a partir de 9 litros de medio de cultivo (1.66%) y para los antfgenos somé-
ticos'fue de 1.5 g a partir de 20 g de parfsitos (7.5%).

Para probar la reactividad de los antigenos, se inmunizaron dos conejas
para cada cepa. Se realizé una curva de inmunizacibén con el fin de conocer
el dia de mayor produccién de anticuerpos (tabla II).

La prueba serolégica utilizada fue la de hemaglutinacién indirecta em-
pleando el antfigeno control de Argentina con titulo de 1:64.

Para la cepa Cocula el titulo mis elevado (1:256) se obtuvo a los 17 -
dfas del inicio de la inmmizacibn (fig. 13); para la cepa Juanita al dfia 62
(1:256), después de la tercera immmizacién (fig. 14); para la cepa Queréta-
ro los dias 42 (1:256) y 62 (1:256) después de la tercera immunizacién (fig.
15) y para la cepa Santo Domingo los dfas 42 (1:128) y 75 (1:128) después de
la tercera y cuarta inmunizaci‘;n (£ig. 16),

Conociendo el titulo de los sueros de las conejas inmunizadas se titu -
laron los antigenos metabSlicos y somiticos obtenidos, aplicando las pruebas
de hemaglutinacién indirecta y fijacién de complemento (tablas III y IV).

En la prueba de hemaglutinaci6n indirecta el mayor titulo se consiguié
con el antigeno metabdlico de la cepa Querétaro (1:256) y luego el de la ce-
pa Juanita (1:128). Al utilizar el antigeno somitico para esta misma prueba,
los titulos mAs elevados correspondieron a estas mismas cepas (Juanita 1:128
y Querétaro 1:128) (tabla III, fig, 17).

En la prueba de fijacién .dc complemento, con el antigeno metabblico se
reportd el titulo mis elevado con la.cepa Juanita (1:128). El anti‘geno soma-
tico se comporté igual (Juanita 1:128) siguiéndole los antigenos metabSlicos

de las cepas Cocula y Santo Domingo (1:64) (tabla IV, fig. 18).

Las cepas que menor titulo dieron en ambas pruebas fueron Cocula y Santo

Domingo tanto en los antigenos metabdlicos como en los somiticos.



. .
Discusion
En la actualidad existe un gran nfmero de trabajos sobre la obtencibn de
antigenos de Trypanosoma cruzi encaminados a encontrar la porcién glicopro -
tedica especifica con alta actividad antigénica para la deteccién de anticuer-
pos en pacientes con enfermedad de Chagas (56, 57, 79), sin embargo, en Méxi

co los estudios al respecto son muy escasos por no considerarse a esta enfer-

medad como un problema de salud pGblica. Actualmente, en el trabajo de Sa .

lazar, et al de 1983 (78), se demuestra la existencia del agente infectante,
reservorios naturales y del transmisor, asi como estudios de la virulencia de
las cepas mexicanas del parésito comparables con los resultados sudamericanos
{(78), surgiendo la necesidad en nuestro pai_is de realizar un estudio consciente
v detallado sobre dicha enfermedad y para esto se considera fundamental la ob-
tencidn de antigenos de cepas mexicanas que se traduzca en un eficiente diag-
ndstico serolS_gico para la realizacibn de encuestas epidemiolbgicas que con -
lleven al conocimiento real del problema de la tripanosomiasis.en la Rep(_xbli—
ca Mexicana.

_Como antigenos de T. wuzi se han utilizado desde extractos de Srganos
parasitédos {38) hasta cultivo de células (60}, pasando por la utilizacifn dc
medios difﬁ_lsicos semisintéticos (61, 62, 77) )?a que no se ha logrado disehar
el medio sintético ideal para el cultivo de tripanosomAtidos por desconocerse
81 o los componentes sanguineos esenciales involucrados en el desar-rollq de
los parésitos.

El medio de Nakamura utilizado en el desarrollo ;ie T. cruzd en este es-
tudio proporciond la facilidad de separar a los parfdsitos del medio de culti-

vo por ser dializable, 1o que ademls es favorable a la elaboracién del antige-

- 25 -



no del parasito sin componentes de alto peso molecular que puedan intervenir
como sustancias inespecificas.

Cabe hacer mencibn, que en un principio fue dificil el cultivo del paré-
sito en este medio por ser de fAcil contaminacién. Ademis de realizarse dife
rentes experimentos para detem\inar la temperatura 6ptima de crecimiento del
parésito encontrindose a 36°C,la que no corresponde a lo que reportan la ma-
yoria de los trabajos, cuya temperatura ideal es de 26 a 27°C; y lo mismo su-
cedib con el pH de la solucic’_m salina del medio, el cual tuvo que ser ligera-'
mente bisico (pH 7.6). Es importante sefialar, que en la bfisqueda de wna téc-
nica més accesible, elaboramos el extracto de higado y poder establecer una
comparacifén de &ste con el extracto comercial, encontrando el mismo rendimien
to, por lo cual al utilizar nuestro producto se disminuyé el costo de la ela-
boracién de este medio en la produccién de antigenos.

Como descrito previamente, existen a la fecha diferentes p:reparaciones
antigénicas que han dado buenos resultados en las pruebas imnﬁgolégicas,sin
embargo estas son producto de técnicas demasiado laboriosas y costosas,ademé_s
de sofisticadas (4,9, 56, 57,63).

En muestro trabajo para poder obtener componentes antigénicos con meto-
dologia sencilla, poco‘cc}stosa y con resultados uniformes se empezd por de -
terminar las curvas de crécimiento del parésito, para que preparaciones an -
tigénicas posteriores, siempre se obtengan de la misma fase de crecimiento y
por consiguiente los antigenos pueden ser mis uniformes.

Es interesante hacer notar que el mejor rendimiento de microorganismos/
mi fue de la cepa Juanita (fig. 10), la que tamhién dié_ los antigenos con -

mejores resultados en las pruebas>de hemaglutinacién indirecta y fijacibn de

complemento., Para la obtencifn de los antigenos se utilizaron parésitos del

final de la fase logaritmica, tomando como referencia los trabajos sobre pro-
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duccibn de antigenos de hongos (6), sc observé que cfectivamente en esta fase
se obtenian los mejores antigenos antes que ¢l pardsito empezara a sufrir una
autbélisis y por consiguiente, los productos de ésta intervinieran desfavora -
blemente como componentes de la fraccibén antigénica.

Se observd que todas las cepas alcanzaban esta fase entre los dias 22 y
32 de su crecimiento (fig. 10) aunque con diferente nimero de organismos. Bl
tiempo de aislamiento del parédsito del triatomino y su cultivo en el labora -
torio no fueron factores determinantes en el crecimiento de estas cepas, ya
que la cepa Cocula cuenta con un tiempo mayor de aislamiento, tuvo un creci -
miento mayor que la cepa Querétaro que fue recientemente aislada.

En este trabajo se obtuvieron dos tipos de antigenos: metabblicos y so -
méticos, 1los primeros ricos en carbohidratos (fig. 11) y los segundos ricos en
proteinas (fig. 12), para establecer una comparacién y encontrar.el que pro-
porcionaba los resultados mas satisfactorios en las pruebas de serodiagnbstico
y poderlo aplicar en las zonas endémicas de la enfermedad con una técnica de
preparacién sencilla a bajo costo.

Los primeros excantigenos aislados de cultivos—por-Tarrant (88) mostraron
tener una actividad fijadora de complemento mejor que la mostrada por los an -

- tigenos somﬁticos deslipidizados y los antigenos somdticos proteicos. Estos’
resultados nos decidieron a elaborar antigenos metabblicos para compararlos
con los sométicos Yy comprobar si ocurria 1o mismo con nuestras cepas. Sin em-
bargo en la prueba de fijacién de compiemento ambos antigenos (metabblicos y
sométicos) dieron el mismo resultado.

Las técnicas de obtencién de antigenos parasitarios han sido variadas y
mejoradas sin llegar al establecimiento de un patrén,ya que todas ellas presen

tan tanto ventajas como desventajas., Utilizamos por lo tanto una técnica di-
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ferente probadz;l satisfactoriamente en hongos por Toriello y Mariat (92), y
que no habia sido utilizada con T, cruzi,y que tenia las ventajas de fhcil
elaboracién y bajo costo. Sabiendo que los metabolitos responsables de la
actividad antigénica en T. cruzi se inactivan a 28°C (36) el proceso propor-
ciond la ventaja de trabajar a 4°C eviténdose asi este problema.

En cuanto a los antigenos somiticos se han realizado diversos estudios
desde que Kelser en 1936 (46) inicié esta preparacién. Sin embargo,esta -
técnica todavia es llevada a cabo en muchos lglgoratorios a pesar de que al-
gunos autores han introducido diferentes modificaciones para la ruptura del
parisito. En este trabajo dicha ruptura se llevd a cabo con perlas de vi-
drio empleada por Romafia y Gil en 1946 (76) proporcionando un método de bajo
costo y sencillo (42) sin utilizar aparatos especializados no accesibles a -
cualquier laboratorio.

Con respecto a la valoracién del contenido proteico de nuestros antige-
nos, la proporcién observada en los antigenos sométicos concuerda con lo ya
reportado,donde se establece que del 43-55% del peso seco de T, cruzi es pro-
teina, encontrando una pequefia proporcibén de glucosa y trehalosa (22). Los an
tigenos metabdlicos en su valoracién de carbohidratos muestran un valor signi-
ficativamente alto lo que podria corresponder al catabolismo de carbohidratos
principalmente de glucosa descrito por Gutteridge en 1975 (40).

Los antigenos de la cepa Juanita se comportaron de diferente manera en
relacién con las otras cepas cn cuan;:o a sus propiedades bioquimicas siendo
su porcentaje de proteinas elevado tanto en el antigeno somitico como en el
metab8lico y esto se reflejb en las prucbas seroldgicas aplicadas donde pro-
porciond los mejores resultados,

Con respecto a la inmunizacién de las conejas se pudo observar que la

cepa Querétaro resulté ser la més inmunogénica, ya que el titulo de los sue-
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Tos obtenidos en estos animales fue mucho més elevado que con las otras ce-
pas.

Las pruebas de hemaglutinacién indirecta y fijacién de complemento han
sido reconocidas como procedimientos scncillos y especificos para el serodiag
nbstico de la enfermedad de Chagas, por lo cual se eligieron en este trabajo.

La hemaglutinacién indirecta se propone comp un técnica de rutina conve-
niente por la preservacién y sensibilizacién de los eritrocitos con glutaral-
dehido (13) con resultados més constantes y reproducibles que cuando son sen-
sibilizados con 4cido ténico, razén por la cual utilizamos eritrocitos sensi-
bilizados con glutaraldehido. En esta prueba, los antigenos metabblicos y so-
miticos de la cepa Juanita y Querétaro dieron los mejores resultados afm com-
parados con el antigeno de Argentina, asi mismo, los resultados obtenidos su-
gieren que el antigeno somético de la cepa Santo Domingo es inadecuado para
el serodiagnéstico de la enfermedad, ya que siempre dib titulos muy bajos -
(fig. 17). .

La prueba de fijacién de complemento fue considerada por mucho tiempo
como la ﬁnica prueba serolégica para detectar la enfermedad de Chagas. Toda-
- via es considerada altamente especifica para la deteccibn de anticuerpos con-
tra T. cruzdl, pero su desarrollo la hace dificil para llevarla a cabo fuera de
un laboratorio especializado, sobre todo en hospitales de Areas rufaies (7).
Sin embargo,la probamos por su tradicional uso y sensibilidad en la valoracién
de nuestros antigenos,encontrando que los antigenos metabblicos y somiticos de
la cepa Juanita dieron los mejores y mis altos titulos alin comparados con el
antigeno de Argentina. La comparacién entre este @iltimo.con los antigenos me-
tabblicos de la cepa Cocula y Santo Domingo y somitico de la cepa Querétars no

presenté ninguna diferencia.
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Es interesante hacer notar que las fracciones antigénicas con mejores re-
sultados en todas las pruchas inmunolégicas realizadas, fueron aquellas obte -
nidas de las cepas recién aisladas de triatominos, lo que concuerda con los

resultados de diversos autores con fracciones antigénicas de hongos (43).

230 -



Conclusiones

Después de analizar los resultados obtenidos, encontramos que el medio de
Nakamura resultd ser el mis apropiado para el cultivo de las cepas estudiadas

de Trypanosoma cruzdi.

Se propone utilizar la prueba de hemaglutinacién indirecta a gran escala
en los hospitales rurales, ya que se considera como una técnica de ficil ela-
boracién, que brinda la obtencién de resultados relativamente ripidos y uni -

‘formes.

Seria importante, que este trabajo marcara la pauta para que se inicien:
en un future cercano estudios seroepidemioldgicos exhaustivos de las zonas -
endémicas que permitan establecer la magnitud del problema de salud que re -
presenta la enfermedad de Chagas en nuestro pais, sin que la falta de un méto-
do de laboratoric adecﬁado para el diagné_stico serolégico obstaculice dicho
propbsito .. De llevarse a cabo esto, proponemos que la cepa Juanita ‘que mostrd
un alto rendimiento en cuanto al nﬁmero de organismos y cantidad de proteinas,
asi como su estabilidad comprobada en las pruebas de hemaglutinacién indirecta
Y fijacién de complemento, sea la ‘que se utilice en la preparacién dé un an -
tigeno de amplia distribucibn,

Por (ltimo, conociendo que los an‘éigenos cbtenidos son eficientes en el
serodiagné_stico, sugerimos que se haga una caracterizacién de los componentes
glﬁcidos ¥y proteicos de nuestras cepas, ya que observamos que cada una de -

ellas tiene un comportamiento antigénico diferente,
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Tabla I.

Tabla II.

Tabla III.

Tabla IV.

Lista de tablas

Origen de las cepas de Taypancsoma cauzd utilizadas en la obten-
tencién de antigenos metabSlicos y somfticos par‘allas pruebas de

hemaglutinacién indirecta ¥ fijacién de complemento,

Titulos de anticuerpos ‘obtenidos en conejas inmunizadas por hema-

glutinacién indirecta de las cuatro cepas de Trypanocsoma chuzi es-

tudiadas.

Titulacién de antigenos metab6licos y somiticos de Taypanosoma

cruzd por hemaglutinacién indirecta al 100% de hemblisis.

Titulacibn de antigenos metabdlicos y sométicos de Thypanosoma

cruzi por fijécic’m de complemento al 100% de no hemblisis.
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Figura
Figura

Figura
Figura
Figura
Figura
‘Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura

Figura

Figura

11.

12.

13.

14.

15.

Lista de figuras

A. Amastigotes. B. Nido de amastigotes de Taypanosoma cruzd.

Promastigotes de Taypancsoma c/utzi.

A. Epimastigotes en heces de triatomino. B. Rosetas de epimas-
tigotes en medio de cultivo N.N.N.

A. Tripomastigote metaciclico en heces de triatomino. B, Tripd-
mastigote sanguineo. :
Estructura de éripomastigote.

Agente vector Triatoma barberd.

Ciclo de vida de Trypanosoma cauzi,

Obtencién de antigenos metabblicos de Taypanosoma cwzi,
Obtencibén de antigenos sométicos de Trypanosoma cruzi.

Curvas de crecimiento de las cepas deA Thypanosoma chuzi en medio
de Nakamura,

Concentracibén de carbohidratos totales y proteinas en antigenos
metﬁbélicos de las diferentes cepas de Taypanosoma cruzi.
Concentracién de carbohidratos totales y pfotein& en antigenos
somiticos de las diferentes cepas de Trypanosoma cuuzd.
Cinéti;a de inmunizacibén en conejas Nueva Zeclanda de la cepa -
Cocula. Técnica de hemaglutinacién indirecta.

Cinética de inmunizacién en conejas Nueva Zelanda de la cepa -

* Juanita por la técnica de hemaglutinacién ig\directa.

Cinética de imnmlizacién en conejas Nueva Zelanda de la cepa -

Querétaro por la técnica de hemaglutinacién indirecta,
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Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Cinética de immunizacibn cn conejas Nueva Zelanda de la cepa -
Santo Domingo por la técnica de hemaglutinacibén indirecta.
Titulos de antigenos metabdlicos y somiticos de cada ccpa de
Trypanosoma cruzi al 100% de hemblisis en la prueba de hemaglu-
tinacién indirecta.

Titulos de antigenos metabblicos y somiticos de cada cepa de
Trypanosoma cruzdl al 100% de no hemélisis en la prueba de fija-

cibén de complemento.
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Figure 1. A. Amastigotes B. Nido de omastigotes de Tryponcsamo cruzy.-
' Cortesfa Dr. Jorge Tay Zavela.



Figura 3, A, Epimastigote en hecas de Triotomino.

B. Rosetas de epimastigotas en madio de cultivo NNN,
Cortesfa pr, Jorge Tay Zavaia,




Figura 2. Promostigotes de 7ryponosome cruzi
Cortesio Dr. Jorga Tay Zavala.



Figura 4. A. Tripomastigote metaciclico en haces de Trictomino.
B. Tripomastigote sanguingo.
Coriesia Or.Jorge Toy Zavolo.



Figuro 5.
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Fase epimastigote
* siembra de 2000 organismos /ml

en medio Nakamura
Incubar ¢ 26° C
Muestra 30 dias

O

Merthiolate 1:10000 {12 horas)

J—h———_.l Centrifugar ﬁ

Pracipitado Sobrenadante

" Ant{geno somdtico . ’ Filtracidn
’ ) Diolizar y concentrar (10 x

Dializar y conservar a 5°C
) _ Anh'géno metabdlico
& i)

Determinacién de Pruebas
: seroldgicas

proteinas y carbohidratos
(FCy HI)

. Figura 8. Obtencién de antigenos metabdlicos de Trypanosoma cruzi

FC= Fijacién de complemento.

HI = Hemaglutinacion Indirecto.



- Fase epimastigote
siembra de 2000 organismos /ml

en medio Nakamuro
Incubar ¢ 26°C
Muestra 30 dias

1

Merthiolate 1: 10000 (12 horas)
Centrifugor

Precipitado Sobrenadante

Lavar 3 veces Antigeno metabdlico

Romper con perlas de vidrio (045~ 0.50 mm digmetro)
(200 mg T cruzi 7 5g perlas)

Centrifugar
47 1l

Sobrenadante Precipitado

Dializar Antfgeno somatico particuiado

Liofilizar y conservar (se utilizard en trabajos posteriores)

a-5°C

Antigeno somdtico soluble

i =

Pruebos seroldgicos
(FC y HI)

Determingcion de proteinas

y carbohidratos

Figura 9. Obtencién de ontigenos somaticos de 77ypanosomo cruzs .

FC
HI

Fijacion de complemento
Hemaglutinacidn indirecto



Millones de org/mi

0.9]

0.6

0.7

0.64

0,5+

0.41

0.3

0.

8 Cepa Cocula

0 Cspa Juanlta.

-— Copa Querdtaro

X Cepa $Sto.Domingo

= Dia de obtencidn de antlgono

3 4 Y
i

16 13 20 25 30 35 45 50 aioe)
Figura 10.Curvas de crecimiento de las cepas de Teypanosoma cruzi en medio dé Nakamura
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Figura 1} Concentracion de carbohidrates fotales y proteinas en antigenos metabdlicos
de las diferenfes cepas de Trypanosoma cruzi '
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Figura [2. Concentracidn de carbohidratos totalesy protemas en antigenos somdticos
delas diferentes cepus de Trypgnosoma gruzi
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Figua.i7 Titulos de antfgenos Metabdlicos y Somdticos de cada Cepa de Tryponosoma gnuzi
al I00% de hemdlisis enla prueba de Hemoglutinacidn Indirecta.
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Figura.I8 Titulos de antigeno Metabdlicos y Somdticos de cada Cepa de Trypanosomg cruzi
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Glosario

Afasia.- (del gr. aphasie:in., apahia). Término general para el trastorno, efec

to o pérdida de la facultad de expresién, hablada, escrita, o mimica, a
causa de una lesi6n de los centros cerebrales; imposibilidad por consi-
guiente, de comprender las imigenes receptivas (auditivas y escritas) -
de la palabra y de encontrar las imigenes motoras y graficas, afin con--
servindose las funciones de los aparatos periféricos sensoriales (vista
y ofido) y motores (mano, lengua, labios, etc.).

Bipalpebral.- corredpondiente al parpado superior e inferior del ojo.

Diplejia.- (de di y el gr. plegué-.golpe). Pardlisis que afecta partes iguales

Edema. -

a cada lado del cuerpo; par&lisis bilateral.

(del gr. oidema, hinchaz6n). Acumulacifn excesiva de liquido seroal -
buminoso en el tejido celular debido a diversas causas: disminucién de
la presién osmGtica del plasma por reducci6n de las proteinas; aumento
de la presién hidrostdtica en los capilares por insuficiencia cardia--
ca; mayor permeabilidad de las paredes capilares u obstruccién de las-
vias linfAticas. La hinchaz6n producida se caracteriza por conservar-

la huella de la presi6n del dedo.

Esplenomegalia.- (de spleno y del gr. megas, megale, mega, grande). Aumento de

\}plumen o hipertrofia del bazo.

Hemiplejia.- (del gr. hemiplexia, del hemi- medio y plessein, herir, golpear).

Pardlisis de un lado del cuerpo.

Hepatomegalia.- (de hepato- y el gr. megas, megale, mega, grande) Aumento de

volumen del higado

Llnfoadenopatia - Tumor formado de tejido linfoide o adenoide con tendencia a -

la generalizacién.// Tumor de un ganglio linfdtico por causas diver---

sas.
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Pépulo.- ( del lat. papula), Elevacién eruptiva pequefia, sélida y circunscri-
ta de la piel; termina ordinariamente por descamacién;es una de las

lesiones elementales de la piel,

Paralisis espastica.- Variedad caracterizada por la rigidez muscular y exal -
tacibén de los reflejos tendinosos.

Paroxismo febril,.- (del gr. paroxismos, de paraynein, irritar), Mixima inten-
sidad de un acceso febril, ataque de los sintomas de una enfermedad.
Exucerbacién _sﬁbita de la temperatura corporal.

Pruriginosa.- (del lat. pruriginosus, que siente picor o comezén) . De la natu-
raleza del prurigo o que lo pro';iuce.

Unilateral, - Corresponde a un solo lado, derecho o izquierdo del cuerpo.
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