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INTRODUCCION

Lo enfermedad de Chagas es una fripanosomiasis endémica,
ampliomente distribuida en las zonas rurales del Continente Ame-
ricano desde los Estados Unidos de Norte América hasta Argen-
ting y Chile. La importancia de su estudio radica en el hecho,
de que constituye un problema de salud piblica por sus altos
indices de morbilidad y mortalidad en lo poblacién rural de
América Lating, durante las edades més productivas de la vida.

En el afio de 1960, un grupo de estudio de la Organizacién
Mundial de la Sadud'? estimd en 35.000.000, e] nGmero de per-
sonas expuestas a la infeccidén y en 7.000.000 el nimero de en-
fermos, y los estudios realizados en dreas de alta endemicidad

* Tesis presentada ante la Ilustre Universidad de Los Andes para
optar al doctorado en bioandlisis,

A5



revelan que aproximadamente el 10% de sus habitantes pre-
sentan formas graves de cardiopatia chagdsica. Estos hechos han
despertado una gran preocupacién por el estudio de dicha en-
fermedad, dirigida hacia el mejor conocimiento de la etiologia
del agente causal, patogenia, clinica, procedimientos de diagnés-
tico, epidemiologia y profilaxia.

El agente etiolégico es el Trypanosoma cruzi Chagas, 1909,
flagelado polimorfo en su evolucién, con aspectos diversos en el
vector y el hospedador vertebradoe. En el insecto transmisor se en-
cuentra bajo la forma de ftripanosoma, leishmania, critidia y
tripanosoma metaciclico. En el hospedador vertebrado se presenta
en la sangre bajo la forma de tripanosoma y en las células bajo
la forma de leishmania. Se sabe que en la mayoria de los casos
de infeccién humana la transmisién se efectda por penetracién
a fravés de la piel o mucosas de las formas metaciclicas del
Trypanosoma cruzi encontradas en las deyecciones de los friato-
minos; sin embargo, las experiencias realizadas por Dioz Un-
gria®*®, en relacién con el mecanismo de transmisién bucal de la
infeccién experimental en perros, rotas, ratones y cobayos, a
partir de heces positivas de Rhodnius prolixus Stal, 1859, hacen
pensar en la importancia que podria fener en la infeccién huma-
na este mecanismo de fransmisidn.

En la naturaleza, el Trypanosoma c¢ruzi ha sido encontrado
principalmente en insectos hemipteros, de lg subfamilia Triato-
minae. Seglin la Organizacidén Mundial de la Salud’, hasta el
afio 1960 se habian descritc cerca de 90 especies de triatominos,
la mayoria en lo Regién Neotropical, donde se extienden desde
cerca del paralelo 43 de latitud Norte, hasta cerca del paralelo
49 de latitud Sur, sin embargo, sélo en el Continente Americano
se han encontrado especies de triatominos infectados en con-
diciones naturales por el Trypanosoma cruzi y muy pocas de estas
especies tienen importancia epidemioldgica, condicionada prin-
cipalmente por su densidad y por su adaptacién a la vivienda
humana,

En relacién con los vectores'? mas importantes, llama la
atencidn la amplia distribucién del Trigtoma infestans (Klug,
1834), diseminado en Brasil, Argentina, Uruguay, Chile, Paro-

— 4 —



guay, Bolivia y Pery, con indices de infeccién gque varian gene-
ralmente del 20 ol 30%.

Otros transmisores importantes en América son: en Centro
América y Méjico, Triotoma dimidiata, Triatoma pallidipennis,
Triatoma phyllosomo y Rhodnius pallesi; en Venezuela, Colombia
y Guayana Francesa, Rhodnius prelixus.

En Venezuela, segin Guerrero y cols.®, Rhodnius prolixus se
encuentra en todas las regiones del pals, desde 0 a mds de 2.000
metros sobre el nivel del mar, excepto, en el Estado Nueva Es-
parta, Peninsula de Paroguand y una pequefa faja costera.
Considera el mismo autor que es la especie mds importante co-
mo vector de la enfermedad de Chagas en el pais, debido a su
gran domiciliaridad y elevado grade de infectabilidad para el
Trypanosoma cruzi.

En estudios recientes, Diaz Ungria’ logrd infectar perros me-
diante la ingestién de moscas alimentadas con heces de Rhodnius
prolixus positivas a Trypanosoma cruzi con resultados positivos
adn doce horas después de lg alimentacién de la mosca.

Desde los frabajos de Chagas®, quien resalté la gran impor-
tancia epidemiolégica de los reservorios y vectores silvestres del
Trypanosoma cruzi, se han realizado numerosas investigaciones
en diferentes paises latinoamericanos sobre los reservorios ex-
trahumanos, demostrando que muchas especies de animales sil-
vestres son portadores del parésito en condiciones naturales, lo
que ha permitido establecer el origen primitivo de la enferme-
dad, ol comienzo exclusivo de los animales silvestres, con pos-
terior adaptacidén al hombre y animales domésticos; investiga-
ciones posteriores por diversos autores”™ han demostrado la in-
feccién en gran variedad de animales silvestres mediante el ha-
fluzgo de tripanosomas semejantes o idénticos al Trypanosoma
eruzi. Al lado de los reservorios silvestres, cuya importancia co-
mo fuente de infeccién para el hombre parece pequefia, ha flo-
mado la atencién el papel que desemperan los reservorios do-
mésticos, principaimente el perro, que por su intima convivencia
con el hombre, constituye en el medio rural el reservorio domés-
tico mds importante de la enfermedad de Chagas.
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En la lucha contra la infeccién chagésica, ocupa un lugar
de singular importancia lo evaluacién de los procedimientos de
diagnéstico, especialmente las técnicas de laboratorio y su uti-
lidad depende del periodo en que se encuentra lo infeccidn. Es-
tas técnicas, pueden ser directas cuando su objetivo es demostrar
lo presencia del pardsitc o su aislamiento; e indirectas basadas
en las reacciones de inmunidad que nos habla del poder antigé-
nico del Tryponosoma cruzi.

Entre los métodos de diagndstico directo se encuentran:

a) Examen de sangre periférica al fresco entre ldmina y la-
minilla o por extendidos y gotas gruesas coloreados. Este mé-
toda recomendado en la fase aguda, debido al elevado porcen-
taje de casos en el cual es posible encontrar pardsitos en la
sangre; no siempre es Util, ya que, segin Pifanc®, una vez ini-
ciado el proceso agudo, época en que es posible evidenciar el
pardsito, estos disminuyen progresivamente hasta desaparecer
o circular en escaso nUmero, debido o su paso a la sangre en
una forma discontinua o irregular, una vez que la enfermedad
ha pasado a su fase crénica, por lo que concluye que su valor
en esta fase es limitado, debido al escaso porcentaje (3.18%] de
positividad que aporta; Mazza* y Dias®® no obtienen positividad y
consideran despreciable este método para el diagndstico en la
fase crénica de la enfermedad; Soto, R. y 1. de Soto™, en 120 co-
s0s crénicos sélo encuentran uno positive,

b) Métodos de concentracién: Flores y cols.’’, usando la téc-
nica de Strout obtienen 19.7 % de positividad en la fase aguda;
Soto, R. y T. de Soto®, no encuentran positivos en 30 pacientes
chagdsicos crénicos, Con la técnica de Martin Leboef-Robaud,
Remacciotti y cols.®®, obtienen 129 de positividad y la conside-
ran superior al examen al fresco y por gota gruesa.

c) Prueba del chipo: Diaz Ungria®® obtiene resultados nega-
fivos en B casos de Chagas crénico, iguales resultados obtiene
Soto, R. y T. de Soto®, en 30 casos crénicos; sin embargo, Diaz
Ungria®® recomienda la prueba, en lo infeccidn experimental con
buenos resultados, inclusive uno o dos meses después de la ino-
culacién,
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d] Hemocultivo: Pifono®, Soto, R. y T. de Soto® y Pedreira
de Freitas® empleando diferentes medios de cultivo obtienen re-
sultados negativos o con porcentajes de positividad muy bajos,
en pacientes con Machado-Guerreiro positivo, lo que demuestra
la poca utilidad de este método en la fase crénica de la en-
fermedad.

e) Inoculacién: Se utilizan animales sensibles {cachorros de
perros, ratones blancos |[dvenes y acures]. Este método aporta
buenos resultados en lo fase aguda; en la fase crénica su valor
es despreciable debido a su escasa positividad. Pedreira de
Freitas*, en rafones blancos inoculados con sangre total obtuvo
0.6% de positividad; Pifanc™ inoculando perros con la sangre
de 40 pacientes chagasicos crénicos obtuve 12.5% de positividad.

f} Xenodiagnéstico: Segin Pifano®, es el método de esco-
gencia para demostrar la presencia del Trypanosoma cruzi en la
sangre periférica y obtiene con esta prueba 33.8% de positivi-
dad; Maekelt*, de 155 casos obtuvo 16.8% de positividad; Soto,
R. y T. de Soto® encuentran en 30 casos de Chagas crénico 23.3%
de positividad; Soto, R* en 100 pacientes chagdsicos crénicos
diagnosticados por el Machado-Guerreiro obtiene 16% de posi-
tividad.

De los métodos indirectos o serolégicos el que aporta me-
jores resultados en la fase crénica es ta Reaccidn de Fijacidn
del Complemento empleada por primera vez por Guerreiro vy
Machado® ya que posee una especificidad y una sensibilidad
muy grande. Con esta prueba Freitos®, obtiene 97.3% de posi-
tividad en pacientes chagésicos comprobados parasitolégicamen-
te y siempre negativa en personas sanas o porfadoras de otras
enfermedades.

Se emplean otras pruebas como: la Inmunofluorescencia, la
cual segUn Alvarez y cols.®, aporta resultados similares o la
Fijacion del Complemento; Reaccidn de Hemoaglutinacién, la
cual segin Cerisola y cols.’, aporta iguales resultados que la
Fijocién del Complemento y la Inmunofluorescencia, o partir del
quinto mes de la evolucién de la enfermedad.
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En trabajos recientes de Scorza y cols.® y de Perruolo, G.%,
con el Dye Test o Reaccidn Anticritidia, han obtenido resultados
hasta un 100% de positividad en sueros de pacientes chagdsi-
cos crénicos,

Revisando la amplia bibliografia existente sobre la enfer-
medad de Chagas, nos llamé la atencién el escaso nimero de
investigaciones realizadas sobre la electroforesis de las protei-
nas séricas en pocientes chagdsicos y particularmente en anima-
les de experimentacién inoculados con Trypanosoma cruzi.

Conocida la utilidad y valor diagnéstico de las alteraciones
profeicas en las diversas enfermedades y con el deseo de con-
tribuir al conocimiento de las probables alteraciones proteicas
existentes en la enfermedad de Chagas experimental en su fase
aguda; realizamos un estudio sobre la electroforesis en cinta
de papel empleando el suero de ratones blancos [Mus musculus)
inoculados con Trypanosoma cruzi, lo cual constituye el objeto
del presente trabajo.

MATERIAL Y METODOS

Cepa empleada.— La cepa de Trypanosoma cruzi empleada
tiene origen humano, es la conocida como Cepa Y, aislada por
Silva y Nussenzweig® de un caso de enfermedad de Chagas vy
que manteniemos en nuestro loboratorio a través de inoculacion
intraperitoneal de sangre en ratones jdvenes, la cual segin Car-
valheiro y cols.®’ se muestra altamente virulenta para estos ani-
males, produciendo regularmenie infecciones graves en todos los
ratones inoculados que presentan alta parasitemia y mueren en
més de 95% de los casos; ademds estd dotada de intenso histo-
tropismo, particularmente reticulotropismo,

Animales de experimentacién empleados.— Utilizamos en
nuesiras experiencias 30 ratones blancos [Mus musculus) apa-
rentemente sanos y 41 inoculados de 18 a 22 dias de edad; am-
bas series de ratones mantenidos en las mismas condiciones
ambientales.

El procedimiento empleado para la inoculucidn y obtencién
de los suerps fue el siguiente:
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1) Utilizamos la prueba del Chipo®, para lo cual hicimos
picar ninfas de Rhodnius prolixus en 5° estadio evolutive a ro-
tones inoculados.

2] Una vez gue lus ninfas se alimentaron hasta la replecién
total, retiramos la sangre ingerida por ellas por puncién abdomi-
nal e inoculamos un lote de 8 ratones por via introperitoneal a la
dosis de 0.1 cc. para cada uno.

3} Los animales inoculados fueron examinados entre el cuar-
to y sexto diu después de la inoculacién para la investigacién
de triponosomas en sangre tomada de la cola.

4} Cada siete dias sacrificdbomos el lote para la obtencién
de los sueros e inoculdbamos nuevos ejemplares o partir de la
sangre tomada de uno de ellos y mezclada con heparina paro
evitar la coagulacién.

5) La sangria de los animales se hizo cada siete dios por
corte de los vasos axilares previa anestesia, y lo muestra se ob-
tuvo mediante el uso de tubos capilares no heparinizados de
75 mm, de largo por 1.1-1.2 mm. de didmetro interno, de
empleados para microhematdcritos.

6) Los tubos capilares ilenos de sangre, hasta aproximadao-
mente dos tercios de su longitud, se dejaron en reposo hasta la
coagulacidén de la sangre e inicic de la retraccién del codgulo.
Se cerraron por el calor y se centrifugaron por cuatro minutos en
microcentrifuga.

7} Con lu ayuda de una sierra seccionamos los tubos un
poce por encima de lo capa de glébulos blancos, para evitar que
el suero se mezclara con los hematies. Los sueros envasados en
pequefos tubos pldsticos se conservaron en congelacién hasta
el momento de realizar la electroforesis, la cual fue practicada
antes del mes, para evitar posibles modificaciones de las pro-
teinas.

Llas proteinas séricas se investigaron por fraccionamiento
electroforético, empleando un buffer de veronal a Ph 8.6 y fuerza
iénica de 0.075 con un tiempo de migracién de 16 a 18 horas,
utilizando el equipo Spinco-Beckman con célula de migracion
en V. invertida y densitémetro Analytrol modelo R.B.%2.
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RESULTADOS

En la primera serie (ratones sanos), e andlisis matemdatico
estadistico nos ofrecié los siguientes resultados:

"Alboming Globulina Globulina Globulina Globulina
v % Alfa 1-% Alfa2-% Beta % Gamma %

Media 66.4 1.2 8.12 21.6 2.0
Desvio

Patron 12.1 0.42 4.03 g7 1.4
Error

Stondard  -+2.21 +0.07 +0.73 +1.67 -=0.26
Coefic.

de Var. 18.2 35.0 49.6 42.4 70.0
Cif. Limites

Normales  42.2.90.6 0.36-2.04 0.06-16.1 3.3-3.¢ 0.0-4.8

Los gréficos 1, 2, 3, 4 y 5 nos muestran los histogramas de
distribuciédn de frecuencia para cada una de las fracciones.

El andlisis matematico estadistico de la segunda serie [rato-
nes inoculados) apoitd los siguienfes resultados:

AlbGmina Globulina Globuling Globulina Globulina

%% Alfa 1-% Alfa 2-% Beta % Gamma %
Media 62.1 1.6 2.9 22.1 4.0
Desvio

Patrén 6.2 0.79 2.39 5.05 3.3

Los graficos 6, 7, 8, 9 y 10 nos muestran los histogramas de
distribucién de frecuencia para cada una de las fracciones.

Las fotos A y B muestran los proteinogramas de ratones
sanos e inoculados.
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Foto A.— Proteinograma de ra- Foto B— Proteinograma de ra-
tones sanos. tones inoculados.

Electroforesis de las proteinas séricas en la fase aguda de la
enfermedad de Chagas experimental en ratones blancos (Mus muscu-
lus).

COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

Existe una gran discrepancia entre los diferentes autores con
respecto al tenor normal de los componentes de las proteinas
plasmaticas en los animales de laboratorio, asi, las cifras encon-
tradas por algunos autores es variable, lo que se debe segin
Kozma y Goldstein® a: los diversos métodos empleados, posibles
diferencias de sexo, edad y especialmente de las condiciones am-
bientales; de alli que el mencionado autor recomienda no tomar
en cuenta los promedios de las diversas tablas existentes sino
determinar los proteinogramas individualmente en cada animal
antes de someterlo a cualquier trabajo experimental, para poder
apreciar alteraciones patoldgicos.
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Los valores cbtenidos por nosotros en los ratones sanos, no
concuerdan con los resultados obtenidos por Kozma y Goldstein®
en lo referente a las globulinas, ya que en la serie de ratones sa-
nos estudiados el valor de lus Gamma globulinas estuvo siempre
por debajo de las Globulinas Alfa 2 y Beta, mientras los citados
autores, obtienen cifras mds o menos equivalentes en las fraccio-
nes Alfa 2, Beta y Gamma.

Es de hacer notar que fos autcres en referencia emplearon
ratones de seis meses de edad y el método electroforético fue di-
ferente al utilizado por nosotros.

Del estudio comparativo de las dos series de ratones {sanos
e inoculados), podemas apreciar fas siguientes alteraciones:

Albdminas: No obtuvimos valores ni altes ni bajos en rela-
cién con las cifras limites normales (ver gréficos 1 y 6], El Test de
Student demostré que la probabilidad es menor que 0.1 y mayor
de 0.05. No hay diferencia significativa entre las dos series.

Globulina Alfa 1: No obtuvimos valores bajos en relacién
con las cifras limites normales, en cambio, en 11 casos o sea el
26.8% estuvieron por encima (ver grdficos 2 y 7). El Test de Stu-
dent demostréd que la probabilidad es menor que 0.01 y mayor
de 0.001. Hay diferenciu significativa entre las dos series.

Globulina Alfa 2: No obtuvimos valores bajos en relacién
con las cifras limites normules, y sélo un caso, o sea el 2.4%
estuvo por encima, pero el 85.3% de los casos estd por encima
del promedio (ver graficos 3 y 8). El Test de Student demostré
una probabilidad menor que 0.05 y mayor de 0.001. $i hay dife-
rencia significativa entre {os dos series,

Globulina Beta: No obtuvimos valores altos ni bajos en re-
lacién con las cifras limites normales {ver gréficos 4 y 9). El Test
de Student demostré que la probabilidad es menor que 0.8 y
mayor de 0.7. No hay diferencia significativa entre las dos series.

Globulina Gamma: No hay valores bajos; pero el 31.70% (13
cascs) estd por encima de las cifras limites normales y 28 casos
o sea el 68.299% estd por encima del promedio (ver gréficos 5 y

- 55



10). El Test de Student demostré que la probabilidad es menor
que 0.01 y mayor de 0.001. Hay diferencias significativas entre
las dos series.

Del estudio anterior se deduce que las alteraciones sufridas
en las diversas fracciones de las proteinas séricas en la enferme-
dad de Chagas aguda en el rotén blanco {Mus musculus) son
comparables o las modificaciones de las proteinas séricas de los
humanos lo que concuerda con los trabajos de Salum y cols™,
Pinto y cols.%, Chattas y cols.®, Ferreira y cols.?.

Estas modificaciones se aprecion a nivel de los globulinas
Alfa 1, Alfa 2 y Gamma que presentan valores altos en relacién
con las cifras limites normales,

RESUMEN

Se practicaron determinaciones de proteinas séricas por elec-
troforesis en cinta de papel en 30 ratones aparentemente sanos y
41 inoculados con la Cepa Y de Trypanosoma cruzi.

Se utilizé el equipo Spinco-Beckman con célula de emigracién
en V invertida y densitémetro Analytrol R.B.

Se encuentran modificaciones significativas en las fracciones
de las globulinas Alfa 1, Alfa 2 y Gamma las cuales muestran
valores por encima de los limites normales. No se encuentran di-
ferencias significativas en las Albdminas y Globulinas Beta. Se
discuten los resultados obtenidos y sus relaciones con los hallados
por otros autores en casos humanos.
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