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1. REBIMEN
La Enfermedad de ﬁhmgaé es una patologia endémica en los
depsrtamentos del oriente de Guatémala. Lag formas clinicas
varian desde la forma asintomdtica hkasta la fufma crinica
donde  hav  dado severo al .miocardio,‘pudiéndose producie

muerte sabita por pare cardiacae.

Evn el presente estudio, se caracterizd la respussta

irvmune celular  en términpsg de proliferacidn celular  en Ao

pacientes 19 seropositivos v Zi servonegativos dirigida canbira

panosama cruzi sgente etioldgice de la enfermedad. E1

phjetivo fFue determinar 51 e produce proliferacidon

celulawr dirigida-cmﬁtwa T. crugi en vacientes sarmpnaitiynﬁ
v en.serﬂneqativus.

Para ello se fomaren pacientes gue agistieron & la
Clinica de Cardiologia -del Hospital Moosevelt, a guienes se
lég gutrajo  sangre v se lee evalus la réacﬁi?idad hacia T.
Qﬂ];i pov el método de  hemaglutinacidn iﬁdirecta- CIHAD Y

aglutinacidn con particulas de  latex. Se separaron las
wElulas mnnmﬁucleares.v se cultivaron por triplicado. Pa?ﬂ el
eNsave pruliférakivn ze uwbilizd la siguniente di%frihuciﬂn:
contrel  fmegativae, celulas  siv exﬁnsiciéﬂ. & mitﬂgénu b
antigene come  control  megativo: control positive, célulasz
expuestas  al mitdgeno concanavalina A LCond) S v 104g/mly,
v las muestras de CAEKDS 6f expusiernn.diwigida contra el
antigeno ccluble purificado de epimastigotes de T. cyuzi (5

Sy

10w 20 LS mly,




Como indice de proliferacidn celular  se utilizo

timidina tritiada como marcador, midiérndose la radiacitividad

de la misma en cusntas por minuwto {cpmd.

£l anédlisis esbtadistice wutilizade Tue amalisis de
varianza de dos vias para un disefio anidado; ésbe demostrd

gque hubo  diferencias  significativas en la proliferacion

celular antre_ pacientes seropngitivﬁs Yy sevonegativos,
ﬁbﬁeryéndose ura marcada proliferacidn relular en  losz
pacientes sermpmgikiyoa & diferenci% de los pacientes
sevonegativos (pel0.000015. También se utilizé la prueha de

comparaciones maltiples de Duwomett determinandoze  gue las

mejores concentraciones para  activar uya proliferacidn
celular son de % v 10 mogs/ml de T. gruzi (pd0.05).

He -encontrd gque el ensayvo de proliferacidn celular es
altamente zensible v especifice para las concentraciones de

™ 220l

. T oeegsml dsensibhilidad 9Z.6% vy  especificidad

pspecificidad F1.9%5.

v ose comprolhd gue

métode diagndetico de la Enfermedad de Chagas.




. INTRODMCION

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana e

es producida por Toypangsoma oruzi, #s endémica en las zonas

murales  de Centro vy HBur América, dende las enfermedades

parasitarias som de los mavores problemas de Salud Publica

1.

£l area endémica es uné externza reﬁiéﬁ geografica, la
cual  se caracteriza por poseer un clima. cAdlido, cor uina
altitud sobvre el nivel del mar de 430 a 15Q$‘metfns WoOUTEE
temperatura entre 10§ 182y los 20 grados Celeius, debido &
aﬁe este tipo de clima favorece la prolifermcibﬁ de los
vectores de la enfermedad, "los triatominos® (2. Ademds
che ia travsmisidn por wvectores, existe la via tvansfusional
vy también puede transmitirse verticalmente, causanda daifo

al weonato, produciendo elevada mortalidad {3y,

lLa enfermedad de Chagas ez una patolegia de  gran

importancia evw vwuestro pais debido a que se presentan 30,000

CaBog nueves  poer aldoe (4,5 v dekido a gue ne se tiene un
amplio conpoimiento de  la  enfermedad en  las rvegiones

éndémiﬁéﬁ Q | e no se conoce totalmente la respuesta ivuane
hacia 1a mi&mag #e sumamente necesarin estudiar; desaribiy vy
¥ d&teﬁminat el tipo de respuesta inmune dirigida contra el
agente  cauvsal  T. cruzi péra asi combribuir & un mejor

entendimiento sohre dicha enfermedad.

Fara conocer la vespuesta inmune celular divigida coptra

. gruzi se  utilizd sangre  de pacientes sevopositivos v

s 23 ]
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seronegativos
el periodo de
5S¢ SERATAraron

por dltimo se

come 0 marcador

diferevncias

seropositivos

gue  visitaron el Hoswital Roosevelt duvarnte
abril & junio de 1%%d. De la sangre obtenida
y se  cultivaron las células mononucleares v

midid la incorporacidn dep timidina tritiada

de proliferacidn  celular para evaluwar
entyve los pacientes  seronegativos v los

IR
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II. ANTECEDENTES
A. Datos Histéripos

Er 190%, el Dr. Carins Chagas descubre la enfevrmpdad de
Chagas tambkién conocida comoe Tripanosomiasis Bmevicana, en el

patade Brasilefico de Minas-Gevais. Este fue informado que en

1]

las paredes v ﬁeahma de la viviendas de Ctrabajadores habdan
algunee insegtos que ftenian hébhitos wocturnes para picar v
BUCCLONAT sangre. Carlos  Chagas estudi¢ estos insectos vy
errcontré en el intestino de elloe unns protozoeos flagelados a

los gue llamd en honor a su maestro CGswalde Cruz, Tryopanesoma

gﬁgﬂi. También los encontrd  en la savgre de un nidn gue
padecia de fiebre, linfadernopatia genevalizada y anemia, con
o gue descvibid  las manifesztaciones clivicas, el agente
etioltyice, las manifestaciones parasitoldgicas v también

X

spidemioldgicas de esta enfevrmedad (1,27,

El segunde pais donde se descubrid la enfermedad fué en
El Salvador, por Segovia en 1913, En Jduatemala se encueptvan

los urimermancaﬁus de la enfermedad en 1932, por Reichenow de

Hamburgn ¢1-3).

E. Diatvibuciﬁn Gengraftica

[e  han taﬁurtﬂdn cases: humanos de la enfermedad desde
Tesxas (EE.UL DY, hasta las provincias de Chubat, Tierra de
Fuegn (Chile) v Patagonia {(Argentinad; estando limitaﬁa g ola

reaglidn T Amevicana. La wpresencia de  redividos, insechtos

vectores, v de animaltes domésticos v silvestres aque sirven de
v ¥ ! d




razervevios es mads amplia, desde California a Florida ¥y hasta
Maryland en  EE.ULL {133, Tambhién se  han  encontrade  en
alounas  dslas  del Carike tales come Trinidad v Tokagae vy

Guyana (d,.5y,

A

Ev Guatemala, los departamentos endémicoes son: Zacava,

£l Progreso, Hanta Rosa, Chiguimula y Jutiapa (&),

C. Morfologia del Agente Etinlégico

)

T. gruzi

i

)

£ ﬁr@ﬁéﬁta an la sangre en  Forma de

trivomastigote, HUE B8 U flageladﬁ de 1% a 20 micras da
largon, delgado o gruéﬁn, tiene urn  extremo wosterior
puntiagude. Ew loz frotes tedides con Giemsa, presenta una
Forma de U o 8, con un flagelo litve gue mide un teveio de la
lovgitud tetal, tiene citeplasma granuloso, ndclee central

gue toma bien los colovantes, un cinmetoplasto grande formado

de cuerpe parabasal v own blefaroblaste vy granos de welubina.

En los tejideos se encuentra en forms de amastigote con
Forma redondeada, sin Flagelo, .1dcalizandose preferentemente
en  los tejidos wervieczs v muscular, siendoe eapecialmente
afectadn. el miocardio. Por la activa vepreduccidn hinaria
ded paréﬁitdv 1a célula afectads adguiere una forma de gquiczte
{psauduquiﬁteﬁu Cuandn el .triwﬁmaatigﬂte comsleta £ 1
evelucidn  endocelular, en whes 4 & 5 dias, abandona el
pzeudoguiste, parasita a obtras células vecinas © Dasa & }a

civenlacitn para afects

 obros tejides £1-3).




D. Vectores

Loes  dnsectos vectores de la enfermedad de Chagas

revrtenecen al gernero Reduvidae, orden Hemipteva v familia

Triatmmidap, ins gque se cdﬁoceﬁ popuiarmente womo: chinches,
telepates, picudos, Estos :tien@n chakitos nncturnng, on el
humanq rroducen pia%duras indoloras, preferentemente ern ia
Cara ? stros  zitics  descubiertos al_ darmir por lo gue su
pilocadura  pasa inadvertida. Tambhién afecta & los animales
dﬁmésticﬂs {ﬁﬁrrns, gatos, aves, etc.d o & los animales
gilvesties t tacuazin, armadille, monos, murcidélagos, eto. ).
estas insectns se  infectan al picar & husanos o animales
con  fripanosomiasis vy luego la btransmiten al vicar & algan

obtrye  hospedero. Estos wvectorss prefieren los climas

chlidos v seces, en casas  vrurales de . paja, hajareque,
'palnpiqum, By las  gue la higiene v o las  condiciornes
ruondmicas  son  muy limitadas, siendo todo esto favorable

para  su desavrolle (1,7,.5),

Los  wectores mds importantes son: Triatoma infestans,

Penstrongylus megistus, Triatoms brasiliensis, Triatoma

dimidiatia, Bhodnius vrolivns v Tristoma nitida C1-F,8). Los

altimes Yres son los més frecuentes ew Guatemala {57,

£. Sicio Vitsl

Lns iﬁﬁectos vectores dgsvués dé piﬁér g ingeris sangre
infTectada de  una -&GPSGWQI o animal son  infectados  con
tripomastigotes, exiztiendo mxitinlicacion A tyansformacidn

a ewimastigote v el intestine  del veortor, despuds existe

otra transformacidn & tripomastigotes metaciclices o formas

[




iﬁfectaﬂteaw gue spn  tranemitidos & losz verﬁebradue poT
ﬁuntémiﬁacién fémalv al picar &l paﬂieﬁte, puesto gue €s
frecuente ogue defequen después de.picar dehido al vefleio
gastrocdlico: el sitio .dﬁ piguete se contaminag facilmente
produciéndese asi la infeccidn. La wictima dormida Lambid én
wuede ernﬁiunérse gin darse cuenta o frotar la zona lesienada
transpoertando &l pardzito &l iﬁteriov de las mucosas de

njos v etres sitios (Anexo 1) (1-3.T0.

F. Formas de Tranemisidn

Una de  las formas de transmisidn es la vectorial, va
descrita, were sxtsten otras viaa.de transmieidn gue ﬁun:ila
vertical.o bransplacentaria {de madre a hijel, ;uﬁ Uy alﬁo
porcentaie de prokabilidad de 05 a o pnf ciento  de gue los
Bijes wmazecan infectadosi la Forma Vtransfusinnal { o
transfusiones sanguingas ) y por fransplaﬁte de drganocs, por
el elevady porcentaje y\s@rnpositividad_de 1 a 1% por ciento
B - donadoreg de hancos de sanYre £ hospitales
iatingamericancs, otra forma de  btransmisidn ez pov medio

-

de accidentes en el lakoratorie {1,3,2-11).

G. Patelogia

Al principioc el par&5itp llega & la circulacidn  del
mami feira vy es fagocitade por los macrdéfagos del sistema
reticule endotelial. se multiplica en  las células del tejido
subcutanee v en los macrofagos en el sitico de tnooulacidn v
da lugav & una lesidy loval llamada Chagoma (%). Las células

infeotadas permanecen en buen  estadoe hasta gue las  destruve




9.

el paréasito &l multiplicarse, ocurriendo uwpa reaccion

inflamatoria, oue afecta & todes los  tipos  de células

produciendns edema local. %Se ha comprobado gue existew cepas
cardidtropas ue wraduc e Iesiones epicardicas y
vericardicas, trombosis mnral, semianeurisma del wventriculo
tzguierds  poy  dilatacidrn de  déreas Fibroticas, etc. (lddg
tamhién hay cepas viscerdbtropas gue afectan 1&5 plexns
nerviosog de  drganos huecos tales como  esdfago, estémage e
iﬁtéatiﬁb5. También pueden afectar las células de la glia del

sistema nerviose central v las meninges (3,%,12-1%),

Ha.a Fases de le Enfermédad.y Sintoematologia

l.a Enfermedad de ChagaEltiene wrma Fase aguda, uma fase
silencinza o intermedia v una fase crénice 9.

£l periode de ingubacion es de & a 2O diaz desde 1a
infeccidn por el vector hasta la aparicien  de los primeéros

sintemas (1,%),

-

Exieten pacientes gue son  asintomdticens v presentan

molestias de poca imporbkancia %),

1. Fase agudsa

Err  esta faze suele presentarse fiebrve. dolov muscular,
vomitos, diarrea, intlamacidn del tejido linfoide v
miccarditis. Ex diagnosticada en el i~2 wor ciento de los
marientes. La enfermedad aguda puede ﬁr@smntarse & cualquiﬁf
edad, pere en Areas endémicas los mds afectados son los nifos
menores  de 10 advoz v ee fatal en‘ﬁiﬁoa'mennrms de 2 afos

tdatos no vepertados en Guatemalad., Los signos v sintomas



foEan difereytea e écuerdn al sitio de infeccidn. Cuande 1a
tnfeccion es preducida a través de la conjuntiva o piel del
varpado, se desarvolla una conjuntivitis unilateral v edema
bipalpebral, con linfadenitis vegional, siende el conceide
Signo de Fomada. Cuando  la ihfemcién es evi  obrog 5iti05 g e
prodice urn Chagoma de inuculagiﬁn cutdnea, gue  puede tener
_aﬁpectu forunculeide v evisipeloide v en ocasiones tlcera en
ia .rﬁgiﬁn central  de la lesidn cubriéndose luege  con wna
costra. En otros cazos nin hay puerta de entvada aparente v ola
entarmedad puede manifestarse de manera hrusca ©on fiehvre

diaria, evitema v adenitis rervical, axwilar e iliaca i3y,

HA5 el a0 e ciente de los casos muestran
anormalidades electrocardicgrdficas, como cambios en la onda
T v raﬂinlﬁgicas come cardiomegalia  debido a la mioccarditis
sojrica g exta nftima prodac e taquicardiaﬁ, agrritmias v gpbtras

anovmalidades {2,314,

Lhna EEeVETH cumpiicacién e aguda es la

meningesncefalitis gue produace uns rtalidad del S0
oy ciento o mide. En OQuatemala no Lot Ligun cEen

SEES TN

Z. Fase Intevmedia b Silenciosa

e inicia a las & & 10 semanas después de la Tase
aguda, wen o s2in manifestaciones clinicas. puede pevsistiv
pﬁr varlios afios 0 permanecer indefinidamente. Existe ausencia
de  sintomatologis, &1 electrqcardiugrama v el examen poe

rayos X normales, pero los exa&menres cevoldgices  se mantienen




mositivesy  en  ocasiones  es posible detectar pardsitos wor
denodiagndeticn en an 20 a &0 por ciento de los cases (siendo

ésta la forma més comian de diagrastice en las Areas endémicas

. Fase Ordmica
Mas del 30 wpor ciento de  las personas en la fase
s1lenriosa pyogresar, S oa B0 avos  despues, haclia la fase

cronica, con desarrollo de patoliogia cardiaca, digestiva o

neurelogica (35,383,139,

@. Arormalidades cardiacas

Las manifestaciones clinicas dependen del grado de la

lesidn, FELT e insuficiencia cardiaca, arvvitmias,  hay
tyastornos electrocardiograficoss alteraciones de la
repolavizacian ventricular, extrasistoles vyentriculares,

blogues surdiculo wventricular v fibrilacion veptriculary no se

atectan 155. arterias coronarias. El grade de cardiopatia
ruede ser demostvrado radivldgica o electrocardiograficamente.
Existen también fehmmwnms_ tramhoembdlicos Q la complicacion
mas frecuente son los émbolos  pulmonares ogue provocan'muerhe

stilrita., De esztos, no existen casos reporitados ern Guatemala

(8, 1200,

o Anormalidades digestivas

Los  segmentos méde afectados genevralmente. por causss
conecidas parcialmente, son el asatTaygo o el coelown, habiendo
megéea@fagn o megacolon. May lesiones significativaes en los

plexoe nerviecsos intramuirales gue e asocian con alteraciones

11 ,‘



del peristaltisme. fuando afecta al esdfage hay varios grados
de fegurgitacién v disfagla, molestia retrosternal, a veoes
atatgues paroxisticos de tos nocturna. Cuarndo afects al colon
ge pierde la ceoordinacidon de los movimientos, desarrellando
BRVETA consbivpacidn, produciende estrefimiento  grave v

persistente (2,17.19).

. Anermalidades Meurolégicas

Puede invelucvrar el sistema nevrvioso central, periférico
@ autéﬁnmm, produciends parestesias, convualsiones, ademas
alteracinﬁea del cevehbelo v  anormalidades pwaiguidtricas

(B 160,

I. FRespuesta Inmune

1. Inmunidad hacia pardsitps

Los mecanismos efectoves de wéiulas T importantes en el
contyol de infeociones parasitarias son:  restriccion de la
profiferacidon  del pardsite vy prolongacion de la wida del
hospedero, por células 7T Cibtotdwivas, vpor activacidép de
macrdtagns vnf iinfocinas gxiste mayor respussta  con
macrdTagons activadds que 8 e activadosdg formacidn de

granuloma en 2l higadep v encapsulamiento fihrozo (respuesta &

infecoion crtnica por antigens localld 3 por  funciones
efectoras de  anticuerpos { implicados en citotoxicidad

dependiente de anticuwerpos v opsonizacidn  del antigenol

CANEND Y LRI-Zdy,

12,



13,

2. Tomunidad hacia T. gruzi

Tanto células B como T esban involucradas en  la
iremnidad contra Y. gruzgi. Esta dinmunidad juega un importante
papel cmntﬁwlandu' gl crecimiento del pardsito evitande su
gnpansidn  en el  habitat dintracelular en la  fase aguda,

exizte produccidn de IgM anti-T. ¢ éeta fase de  la

infecoidn i -de IgG  en la fase crénica, ésbos anticuevins
ip witvo tienen la propiedad de aglutinar epimastigotes v
tripomastiaoetes, lo gue puede ser evidenciado por VRALCIONAE
de rhemaglutiﬁaciénﬁ .fijaciﬂn de complemento o
inmunefluorescencia. La IgG  induce FgﬁiﬁtEﬂEia en la Tase
CrEnioa va que hay activacién de maovéTagos v destrucoeidn
del anti{igeno R ﬁetabmlitns del oxigeno, 1o gue se demuestra

in wikro v oen animales pxperimentales (X1, Zdd,

S Mecanismos de evasidn de L. cyuzi

Paradojicamente, 58 hﬁ *m». . capacidad del

navasito para regular el sistema™bhgw ; dhospedero, siendo
el mejor medio para svadir la et c s la fTase
e

aoaida de la  infecoidw gxiste  un
inmunesuprasidn indocide por el paréaitm, W&t ] =3
utiliéadn D 81l mismo para permanecer dentro del hospedero
infectada. Fete estadic es acnmpaﬁadﬁ por cuna activacidn
policlenal de linfocitos gue afeeta cerea del S0 _ﬁnr rmientae
dé los linfocitos del bazoe on ratones de  laboratorio v

A

afecta  todas  las subypoblaciones de células inmunes (I1-23y,




14,

Fe han observado diferentes mecanismos de escape dg TI.
ggggi éoma ia localizacidn  va. gue muchos pardsitos ze
rrotegen por ser inatctesibles anatdmicamente. FPor ejemplo, en
Qﬂ habitat intracelular  en los macvréfagos, .10a parasgitos

B8 AR indroduciéndose . en . . el citoplasma de dichos

macyofagos.

d. Alteraciones iﬁmuﬂnlégicéﬁ producidas povr T. gyuzi

HSe ka mencionado cpue T.  cruzi posee o secreba
moléculas  mon capacidad mitogénimé para  los linfeocitos v
gsta estimula preferencialmente .a las células B CDS asq
uoﬁo las células TeRI, las cuales  son escenciales RS
una  activeoidn policlonal. Utré.deficiewcia inmune inducida
por T. crdzi es  gque el veceptor parva IL-2 es drdasticamente
reducide  asi como  la expresitn de moléculas para CD3E, CDd vy
ThE. También g2 ha ohservado que hay una prnguctién
dismivmida de  TL-2Z, también de interferan gamma en 1oz
‘rabones de labmraturib, AUTue éatas. 10 0N altefadas E71

&l humane {25-27),

También se ha ohsevrvado en ofres eetudios que T gggzi
suporime © la  expresion  de  transferrina oy de  IL-3R £in
afectar e produccidn de -1, de W% v de IFN-~gamma., Esta
suores i an parece  tener amxlia influencia sobae las
subpoblaciones dellihfocitms T tales como en la mnopéradmra,
la inductora, la ci#ﬁtﬁxica ¥ la suypresora. Ademas
aitera lasz funciones inmunoldgicas de otras Eélulaﬁ. tales

come linfocitos B v células asesinas naturales (R26,27)Y, Se ha

p



determinade  también  ogug  ratones infectadez cow T,
presentan wna aja regulacidn de la tramscorigcidn del  gen de

T2 err las células T ¢ 28,29y,
Existe evidencia de activagidn por cElulas T con
antigenos puwrificados de seguencias de amincicidoz, siendo
fotas coms apitopos de células Ty tamhién se uhﬁervﬁ EiLL
depenﬁiendm de la estructura del epitopo de T ze puede
determinar  la capacidad del antigeno parvs producis un
tirastorno en la respuesthta ivmune en cilevios pacientes (3505,
Evi ratones de laboratorie infectados con T. cruzi se ohseiyvd
aue sus celulas T liszsaren gélulas  tratadas con antigene del
pardsito v gue wmo hubo efecto en las células wormales {310,

Be ha reportade gue  hay regulacidn de macrdafagos en

ratones  infectados cen .

i, supresion es producida pov
ura  deficiente actividad de células T v una producoion
annrmal de citoguinas (323, Otros estudies repoiriaron gug en

la  infecridn  aguds con T, g mocdula la capacidad de

las wélulas  del hazo v de  los ganglios linfaticoes pars

produgis IL-2, IL-2R & IFM gamma durante el yprocesamiento de
mENA v e la etapa  post-transovipoional,  tambhién se ohservd
gue e la presencia de una haia regulacidn de la producocidn
de  IL-2 v e la edpresion de ITL-ZR, ¢l hospedero infectﬁdu
sohiyevive, controla el parasito v resiste una pueva
infeceidn, siende ésto producids por respuesta de céianlaes T

i

ot
LA N

Uiros pstudios vealizados rveporbaron  gue la enfevmedadd

de Uhagas  induce  wna  hiporveacotividad  en los  linfocitos

15,



h#cia estipulos mitogenicos ¥ antigénices en  vatones
infectados davante la fase aguda, dekido a la inhibicidn de
pirodusoion de TL-2 JES ESY . Be obsevwvd gue ratones dnfectados

v owapuesstos a antigenos gspecificeos de célula T cooperadoras

pueden potenciar la respussta ivmune,  pero esta actiwvidad es

suprimida por o macréf

IHEBOTRE gue trhibern la exprssion

de das células T cooperadoras (370
e Ma eoaheservado tamhién gue el IFN gamma es producido

tempranamente en  la dnfeccidn  aguda covn "T. grg

WoOguE

confiaere LAY

Wl vle wrotector gue @5 prokablemante

indevendients de la resouesta inmune humoeral

e Mecanismor auboinmunss

una htendeacils  abtyibuible & autolvmunidad poe
cambid s matoldgicos assciados a la dinfecocion crdvica,
fLas wosibles explicacienes  zon las siguientes: rearcinnes

cruEattas grhye antigenas parasitarios v los  proplios,

guposicisn & antigenos  secuestrades gque conltlevan &  una

ot

gran desiraeaion eular vy o gracerbacion  de autorreactividad

de haja afinidad (21

S ie enfermedad o producen esthos
trasturnos sutoinmimnes o medin  de auboanticuerpons,
sl hasdn dea la aotivasion policlonal mencionada

Aanteriormante. bztos aunboanticuerpos X FERCCLONAT

cyuzadamente oo tejidos del hoepedern TV G T

cavdiomiopatia, i # =GTagoe v megacdlon,.,  Se  sospecha gue

sxba vespuesta  dnmune es produacids e los  ganglios  pov

11



agticusrpes o por células T citobdxicas  gue VRIS L LAy

cruzadamente con T. 2y . studics e alsovo i on

indican gue anbtioderooz: anbti-mdascoulo esbriade cardiaco {EVIL

by

reacslinnan &7 Forma [ SR A ¥ oy anti genos Comunes entire

i

21 paracsito v el hospedero. Fecientemente se comprobd gue 2l
antgeno i g2l  hospedero getéd en la laminina, T &
glicoproteina  de  la  membrana  basal v gue una malécoula
similar <& encuewntra e&n 2l pardsito, dando  lugar & un
mecanismo de  autainmunidad, dtros antigenecs de reaccidn
cruzada  incluven ATPasa del reticulo sarcoplésmico v uwna
variedad de proteinas Y nRUroNas identificadas o

R e

aunticuereos moneclonales comn CED SED,ELY .

J. Evaluacidn de la respuesha Inmune celular

Fara  evaluaar ia vespuesta inmune celular  se yvealizan
gnsayns de  proliferacion celuwlary para lo cual se ubilizan
tinforitos  bumanos a leos  gue se estimula va  sea  Lon
mitdgenc o worn  antigenoes  puweificados. Ton ello se hacen

interpretaciones clinicas en 1z

aj
in

tusles  se dezscriben
anormalidades asociadas con irgeoodeficliencias congénitas asi
coemo laz  oreducidaz: por enfermedades infeccinsas, CaRTCeyT,
&eanutriciﬂnq abuse de  dvogas,  esbrés oy @nf@rmedédﬁa

aubpinmunes (24,

Fayra 1a proliferacidn celular ese vealiran uniones

cepecific

grhre el vreceptor en la superficie «del linTocito
¥ooun dlgando gue pyede dindciar sedales  indtracelulaves gue

incluven intervacocieones enbtre la membrarna v 2l citoesguelete,

17,

LA



18.

filujo de calcoio, activacion de fosfolipasa O, fibevacidn de
calcic  por brifosfate de incsitel v activacion de genesz. La

capacidead de los linfocito:s para respondesr in hacis un

ligande By warticualar e INT: variakle de  ubilidad =

determinar  va  sea en dvvestigariones o en la miema clinicsa

g tiseta  parcial de ligandos puede szeyv ubilizada paras
gste propdsito ercbye ellog: mitdgernos vegeltales s Tiidn!
Fitohemaglutinina (FPHAY, concanavalina A (ConAd;  también se

paeden wEar productos hatterianos il Cowan 1 e

Shaphylococoue aureus, productoes guimicoes come  acetato

miristice de forbol, citoguinmas v  anticuerpos monoclomnales.
Dependiende del eetimule, loe  linfocites involucrados en la

resouesta peders ssr T oo B

o ba PHA v la Cond estimulan

preferencialmente  linfociteos T, el Cowan 1 de 2. aure

estimula & los linfocitng B (39

Los linfocitos sepsaratdos  de ta zangre peviférica

humarna  mediante uw gradi@ntE/"': centyifugacidon de Ficopll-
| Fiom,

- . I’ i . . .
Tvpague v culbtivadaz en placas lacidn con mediao

ST AA0 suplementade con &minoac : u&é%%”@%ﬁ;; g0
C v OF

- - , B . L Ir b
Hohbumano. Hegin el tipe de celular que se s Qi u ]

re el btiempe de incubaciény por ejsmplo, los linfocites T se

incuban geveralmente de F oa & dias, los linfocitos B de 7 & &

diasy loe cultives se hacens on incubadora con S ooy cienta

de biduwide de carbono & 57 0% S

Teguidamente despudszs del cultive se efectdan los conteos

celulares pudidndoze realizar  por  citometria de  fludo,



Tambdén marcande lase  céelulas con Fluoresceina v ubilizands
unr anaiizador  de concentracidn de celulas Pandexw. También se

puede utilizar vadivactividad con la ubilizacidn de btimidina

te-itiada sgregiandols s los culbives & & 18 horeas antes  de

Luay el wonteo el cual s realiza exbtravendo las células
v ooolocdndolas en papel filtre v luegoe en viales con 1iguideo

de centellen para  ser  contadas  en un contador Beckman,

ohitenidgndoce loes  vesultados  en cdeatas pov minubo  {opmy,

indicande gue mientras mbs cwm hay, implica gve se  incorpove

mas timidive vadiactiva vor  gque  hubeo  mavor proliferacidn

celular

. Disgndstico de la Eonfermedad de Chagas

F

=y metodos divectos en los gue w8 ohserva

W tasmixi gy metodos  iodivectos gue BT ios

Los metodes  dirvectos detectan el T,

periférics estan  indicados g la  Tase aguda e La

infecoidn, cuando gxis

i
ot

g una parasitemia elevads, taless como

el micrométods  por

i

ehta  grueza, el wenodiagndstice, gue

pa bastante zepsibie v s basa en la muidiplicacidn activa de

7. evi el hubo digesetivp de los triatomas, sungues su use

vz omuy  limitado por ser o muy traumdaticos iusgge le sigue en
fmpoartancia g1 bempoultivo en wmedio LIT v el examen dz sangrs

por concentracidn O350,

£y loz métodos dindivectos, las  pruebss ivmuvoldglioss

detectan la presencia de anticucrpes especificos contra &1 T.

19,



P
]
©

v oalgunos tlemen zepsibilidad v pepecificidad hasta del

por tiento.  Feips  especialmente indicadog  en la Fase

et
)
i1

Cranics e iam intTecoidn Y

I

SR 5]

siguientes:

irvmuneflunrescencia indirecta, hemagilubtinacidn  indirectsa,

fan, =sglutinaclan gy détex  (Anexws 0, entre nhros.
Fecientes sshudiozs  han demoztrade gue  la  reacoion de

Polimerasa e Cadenma CPDRG, gque  es una béowica de

amplificacidn del  DMA in witeoo, ce  ha utilizade &no gl

diagndsbice molecular de  wvaries btrastornos gensticos v

gy da detecoisn de agevtes infecocipsos  tales como T.

Ca, a1 .

Tamhbiérn se utbtilizan exddunenes clinicos ¥

he

diclogices  en
los gque se  chzeyva cardiomegalis, megaersofagn v megacelon
v oenamenes  elecirvocardicgrdficos  ewn les  gue  ze ohsevvan
Blogueao il la ama derecha, gubtvasistelia venbtriowlar

gue  degenerva sy Fibvilacidn wventriocular  causands muerte

Comb diagedstice  difevencial. debe ohszerwvarzse el signo

vy el chagoma  dnicial oy ono confundir con mlasis

poutares, ceiunlitis, i adugs che otros insecthos W

v

b

conjuntivitis, En ia Tase aguda s¢ deber diferenciar de
maElaria. towoplacmosis, miccarditis ¥ mononucleosis

inTenoLina, Fyeola

cronica diferenciarla de estenosis de

¥ oorgavomegalia congénitas C(IF-20,401 420

de  slecoidn en  la Taee aguda ez el
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L.

zzpontidneaments aunague ésto no vefleja el odmero real o de oo

Lo prevalencia  de la Enfevmedad de Chagas g warialle
deasde S oa F0 opov olenta de sevopesitividad en areas endémicas
en ims vegiones de Jubiapas, Tavapa, Seanta Fpea, Chiguimulas v
el Pragreso (32,4930 Une de los Tactores ague condiciona la

vrevalencia de Gsta sndemisa, g la existencia  de reservoriss

animales domiciliares como peyros, gatos, aves v Lambién la

pokore

azociada & la falta de higiene v salubridad. Lo
situacidn anteviormente desorita, determing la prevalencia de
sntioces elevados de desnubtricidn ¢ més del 70 por ciento ode

los nidos>r  enTermedades infecociosas v mortalidad (con tasas

de macidos vivosdy RE1 oM el defigit

ianal F 7D por ciento en Aeras tvurales . Con o elle e

Evvduelant

gue la Enfermedad de Ohagse ez antimamente Llgada

al subdesavryaello 37,499y,

Los pyimeros cazos repovbados en SGustemals Ffuerosn en el

departamente  de  Sha. FRosa  por el e, ward FHeichnow  en

SZoee delimitavon las dress endémicasz del padis gug

gy 1d

con Chiguimala, facaps, Bl Progreso, Santa HFosa, Jalapa v

Er el peviodo  de

Fueron  yepovtados

Casas

se reportararn 3

g veporbaren 312 casos: posibivos v

tanitaria Panameirioansa

3y opetima oue hay

3,000 casos NUeVeE por anc oy

VAT incidensia anual de

|
i
]

22,



LT & oirevalencia  de TR OO0, Sive emhairga, la Diveccian

cigneral de

reicios de Saload, repoyrtd Gnicamsinte 3

B ta derade comprendida de 153801

B, Prevenoidn v nrofilasia
Como es Vagice  hay  gque  destyair a  les  briatomas
Lransmisores v probteger al hombre contra zu picadara. Puestao

gue v es posible susbituiv las

geas Anadecusdas: por obras
modernas., deszde el punto de wista econdmico. resulta como
meior  meétode lea elimivacidn con dinsecticida de triatomas de

laz habkitaciones. 3t aspeactao é fomar €1 cuenta s la

educacidn para la salud en todos los niveless [S6-"
Actualmente no  existe guimioprofilasia nil vacunaslon.
Laz vvimevas investigaciones afirmaron gue la inmunizacidn en

vatazs klancas con pardsitos atenwwados, noe induce lase lesiones

crtnicas de la enfTevmedad wine por el contrarvio, ez puede

pyeverdly (WL, ely . Otvos setudioz con ratae bans determinade
gue la supevficie del antigeno de T. cruri ee responsable de

la veeistevcia del hospedere hacia infecoiones activas, pern

o o2e ha comprobado en humanos (617,

g
[ #X]



DRI JUSTIFICRCIONES

e EnfTermedad de Chagas constituyes  un grave proehlema
endeémico pn Guatemala. s  biegne oclara evidencia de L
puistencia  de este  enfermedad v 0 @l mmero de maeries
causadas, hablendo 30,000 casos nuevos por ano AT, Por esta
ravén &3 de gran dwmportancia mrofnndiﬁar gr estudiocs sobyve
las FEReTCUESL0Ne S de 1 enfermedand sakhre wl hospedero
hmpanno v la  vesouesta  dnmuve celular  como mecaniszmo  de
defersa  gue  se lleva a caho contra el agente eticlogice de

Ta enfermedad. Trypeanosomes cruzi. Asi también, ez necesario

gsbtalklecer los

mbxios  cuantitabives de dichs respuesta
gue puedan coureiye durante la infeccidn, para poder realizar
Futurss investigacionss guwe  sivvan para descubric Formas
de contrel de la enfermedad, profilaxia vw/o bratamiento de 1a

S,

24,
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V. CRIETIVOR

conecer i existe proliferacidn celular divigida contra
L & Qg o
celular  en e

Lhagas .,

i, como mecanizmo  de  respuesia  inmune
cientes guatemaltecos con  enfermedad e

DBescyibir las caractericticas de la proliferacidn celulsre
divigida contra T,

Aotualizar  los  conecimientos irnmuneldgicos sobre 1la
Enfermedad de Chagas en Guatemala.

Contribuiv & los proyectos de  dinvestigacién sohre  1a
Enfermedad de Chagas en Guatemala.
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VI. MATERIALES Y METODOH

AL, Undversa de Trabajo

Sangre de wacientes: seropozitivos

asisten & 1a

Claviiaa g cavidiologda

Foonsevelt.
B, Recursos

1. Fepursos Humanos

El asutor e dnvestigacian Martin G131 contd

bl Ty, Folmunmdo VelAsoguen, Licda. Dina

colaboractdn 5

Foeyijd

Pacienbes voluntarios del Hospibal Foosevell.

2. Feocurzos dinstibtucionales
Fa Rgencis  Internacionsl de Tooperacidan del

e,

v Slinmica de Cardd el Ho it

clagia

Deparvtamento de Enevgia Muclear del

v finas .

d. Upiversidad de Saitsma del Japdn.

., Materiales
Eauipn
il .

dezscartables de

EEY oy 13

bipo

mariposa®

Pashawgr

volumétricas

~Pipehas

dezvartebles de S, 2

~Tubos de enzayo plasticos

~Etiguetas para tubos de ensavo

Jag

Plinisterio

[0 T_ n

oyl A

clal

Hogpilbal

con la asesori s

Drglbadin v la

Fhi.

Hivavama

CIITAY deld

1l Fopsevelth.

e Eneragda

v o1 oml.



=Centyi Fugas

~Emucolonador al vacin

=Imoukadora de bidxido

amparia de Fluio lsininar

de

ne !l Fialbtro de Fibovea de

de horosilic

=osechadioyr de oélulams

—Contador de centelleo

.o Feachivas

.

st

=Flacas de micvotitulacddn

ko

widrio {Whatman

fWbheaton

PMivimash)

~Heparina (Mowve Heparind

et ol mi

CHRechman ., WEL

~Ruffer de fosfatoz (PRS pMH=7.d3

~Huere boving fetal.,

=Megdio BPMI-16d40 (Gliboo,

“icoll-pagque Cbhymphoprep, SH=1,077%

LAgif

~trtrepbomicina (LOmog /mlo

=Henicilivna (10 UI/min

~h-gintaming (Embly

o

anvargina (0. Odmglml

ehoemaraginina (O g ml)

e sodio ClmMy

AR humano (Giklco,

—oncanavaliva & (Confo

~Rntageno de epimastigote

i ey
k)

~Timidina tritiada (!

~Eih para hemaglobiy

LIS AS

de T,

Curie/mity MEM,

s o

roimmurodiagnastics,

indirecha
LISAY

ETE

Mo, 5

28.



29,
~Laten Chagas
~Ireta Gel (USAY.

wGnlucian de seul de brdpan.

Metodologia

1. Térpica de esxtvraccion v almacenamiento de musstras de
1

SAVGT e emp leada ah el BMEM 39,

a. Preparar  etigueta con vombre del donador de  sangre.
b Preparae una jeringa de 12 ml cop 9.5 nl o de  heparivia
v wolocarle wna aguja "mariposa’ CEAG pava midos oy

216G para adaltoz)

. Euteaer 50 oml de sangre, efectuar vuado &l medio  del

tuho de la aguja “mariposa’.

a8

Coleocar jevinga  de 20 omi ocon 1wl de heparina & ba

wguja Ymarinosa®

. Exbyaer 20 ml de sangee

~t:

Ftiguetar la Jeringa con noembre del paciente v Techa

y
ga. Eveviavla al lakoratorio del  SHMEM mésimo 2 hovas

degpuits

bo Transferiv la sangre de lx jevinga de

ml owmoun babo
pidstice de 1% mi

i, Centvifugar la sangre a J000 vpm por 10 min.

i. Extyaer plasma v etbiguetarlo en un tubo plasticoe

. Efectuar wpruehas sevoldgicas (lates v HATY pars

cetablecer seropositividad hacia L. ¢

1. Transfevir la sangre de la jevivnga de 20 oml oa un buko
plastico de dO ml

M. Colocar 2% ml de Ficoll-Pague en otro tuko  de  d0 mi




»

f=a

v
[
W o

30.

Transferir la sangre del tube de G40 @wl al  tubo
giie contiene  Ficell-Pague, suavemente sin gur e
mescian

Centriftugar el tubeo con sangre vy Ficell-Fagues &

vion @ temperatuwra ambiente, ocon dinicio lento
v owin cprtes durante 30 omin.

Tuamear la interfase fopelulas mononUuCleares, (] L
con pipeta Pasteur, colocarla ern owvr bubog de 31D oml oy
agregar 10 ml e PRES

Cenbrifugar el tubo  oa 1,500 vpm opor 10 mivn. &

Lemperatura ambiernte

Descartar ¢l sobhrenadante con pipeta Pasteuwr v el

succionadoyr al vacio

Guepender  las  MMO en & ml de  medio  BPMI-16d0

suplementado  con 1D mocgsml de estreptomicing, 12

svddacdes de  penicdilina, O.Od mgsml de le-aspargins,

Q.12 mgsml de L-argivina, lof de piruvate de  szodio

v 10 de suevo AR humano

ara de Neubaoey abilizande

M”RW
40
i Si¢ qgﬁéj@ ('A.?/gh

f?;r

Efectuar  reocuento éii}y
1

solucidn de azul de bﬁ&pq&.

Dilug la  suzpernzsion e

tivo

haosta

aokbtener una concentracidn de S0,

Colocar D.2  ml o de dilucidn de MNO O en medio de
paltivo &1 i pocillo BT una  placa  de

microtitualacion.

covbvel negativo on agregarcle  anbtigeno de T

s
-

o mitdgeno  (Tonfd, al contrel yposikivo
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e

a

agregarlie 20 A1t de  Coend s concentvraniones de o
P00 rdml, v & los IABOE agredgarles 20 1t
avtigens & concentyationes de T, 10 v I L oqam
realizar los cultivoes por bripilicado.

w.owolocar en incubadora  de hidside de carbeno sl

o

durante & dias & ET 0,

Frotocelo wara la estimacion de  captecion de  timidina

tritiada [BH)-%imidivna ern linfecitos proliferados L

H. Al sexto dia de cultive de MNC, Bgregar 0.5 A0
E?H}mtimidina a  cada pocitle  de la placa
micretitulacidn

L. Degwuéﬁ de 1 horas  de incubaridn ocomn Yoo [3H
Lamicdive, ohbener lasz MMO  con un cosechador
celules automabiceo (Minimash I3 en papel Filtro
Fihra de vidrio (dhatbman)

C. Dedav secar el papel Filbtrn

d, Corbar el Hapel filtvoe v celpcario en viales
bovesilicato  (Wheaton) con S5 oml de liguidoe
centelleo (insta-Geld

e, Fedirv la onda beta en contador de centellen CPacka

voesprecar los resultados en caentas por minuto Copmd

-~
x

Toterprebar vesultados, oomparande el admere de o

i

de lns casos v controeles positivos conm laos controles

negativos, indicando i hubo proliferacion celular

Fadaer mas Crm.
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£, Disedn Expervimental

S utilizaron O pacientes seleccionadins ey
conveniencia, 19 serenegativeos v 21 cseroposzitiveos, mediante
lae  pruehas de hemaglutinacidn dindivecta v oaglutinacidn

en particulas  de  latex. Como oriterio de sevoposibividad

e fomd una  sglubtinzcidn en pacrbicoulas de late: v up bitule

T

para hemaglutinacidn indirecta.

Fue un estudio de casos v controles.

v

Se ubilizd andlisis de wvarienza de dos vias para un
dicefo snidado o jerarguizado & dos gtapas 2l todos
los pacientes {seropositives v servonegativos) realizdndose
los sitouientes  tratamientos 3 slati Ys! contirol

negativo,

las celulas mononucleares no s estimularon cop antigeno

o witdgenn {(Conm Adg coms  conhbrol positivo ze
eetimularon con  mitdgenn {(Con A, concentraciones de 5 v 10

ALY Lamo CaRE0E ., g eetimliaron las céElulas

1

|

mononucleares con antigene (1. concentraciones de

Ty 10 v 20 weasmly cada  ftratamiento 5@ realizd fo
d

Eriplicado, gxte  namero de  véwplicas se  determing  por

COMYENIeNT L&,

Como exiztieron difTerencias significativas entve grupos
frasos v conbroles),  =ze utilizda la prueba de comparaciones

malitiples de Figher, tambien 1o prushs e Durmett donde

5 Compararon los case: oy o controles posttivos con el conbrol

negativo, ademas se realizaron taklas de 2 2 2 para cdalcoulo

M

die sensibilidad v especificidad con las

A omancentvaciones de

3z,
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fa proliferacidn

ia concordancia

ze uwtiiiah

entre @l

la wrueba de Faopos

estado seroldgico del

celular v poyr

verosimilitud para

proliferacidn de oglulas

cevoposibives v

cde pacientes seronegativosd

determinar 1

monenus leares

la

pona o

mila

altimo se wubiiiad
a asociaclidn entre
CFBY Ty @ ol

proliferacidn  de
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YITTD., RESULTADDNG

Al ewamen  serolégico, s encoentraran 1 pacientes

seropositives v F1 o seronegabiveos & ITrovpanpsonha oruziy bov

media e los méEtodos i aglutinacidn  en ldtes

hemaglutinacidn indivecta, tomandeose como d{tulo diagndstico,

Fruia pacientes e los gue los exdmenrnss seroldgicos no

moshvaron concerdantia. preszontande agludinacion en lates vy

ur Bdtulo menor de 1 para hemaglutinaciddn indirecta, pov
Lo e sz homaroen 2 come seropositives vy Uno como
sEronegative de acuerdoe @ L sintomatoliogia A

piresentahan R AVE pacientes al sgev examinados en la Tlinica

de Cardiologia del Hospital Roosevelb.

Los reeultados de los cultivos de céelulas
mononuwleares fueron transformados a logaritoos de base 10
Chotigy Chnexo d), mormalizdndoce & distribusidn cle lmg
daboe,

Mg control negativo mosted respuesta de
pro}liferacion celualar., l.os contreles positivoes  {Cond)
mosbhraron prmliferatiﬁﬁ en ambas concentyvaciones utilirzadas
O0% v 10 eeg/ml Dy, excepto v o culbivos (10%Y e los o0
realizados {Mnexos d-6ry. Se tomd como indice de proliferacidn
celular una cantidad igual o supevior a 10,000 com,

Ly los

o

sultives estimulades con T, gruzi {caszos), se

nheervd  gue hubo marcada proliferacidn celular  en las 3

concenteacionesr wbilizedas 4 %, 10w 20 £Leg/mly  en las

muestras: de pacientes sevopoesitivos  evn comparacisn oo los

pacientes sevonegativos gue mostravron muy baja proliferacidn

34,



celular © Anexoas & v T,

%g] aiqunms.macientwﬁ sevoponsitiveos con titulo de 1232 no
hubo prelifevacion, encontrandose 2 cultivos de pacientes €1
praliferacidn celular hacia T. cruzi. También hubo cul&ivua
e pactentes seraneggativos B9 CUVDE cultivoes hishn
proliferacidn celular con  recuentos mavores de 190,000 com

{hnexos o-T, =100,

A1 ubilirar una concentracidn de 5 g/ml de antigeno

ity bubo proliferacidn celular en 50 cultives de

[

racientes sgropesitivos mo habiendo  en d cultivos:
cultivos de pacientes seronegativos no proliferavon v oen 7
araliferaran eue células mononucleares {Anexos O v 110y,

A upe concentyacidn  de 10_x0gfml de  antigeno e T.
culhivos ce pacientes seroposibivos hubo
pro}liferacion celulsar noe chservandose proliferacidn en & de
glloz. En loz cultives de pacientes sevenegativos no huho
prﬁlif@raaidn celular en DV oy oed hoebo en B4 Anexos d v 132,

£ ouna  concentracidn de O aeasml de antigeno dg T.
de oz cultives: de pacientes sevopositives, hubo
prelifesracidn evn 50 v en 4 wo hubo. Evn cultives de pacientes

cevenegxtivos no hubo proliferacidn en dé v s hobo en 1d

{ Brmewas o ow 1ED,

luyo oun cultive de paciente  seropositive v ounn de

r
pmaciente sevonegativo, gn la estimulacidn a Conft B 4 mln

% L

wvooowen T.oooor

CED gl , por w0 haber  suficientec

celulas mononucleares para cuwltivar (Anexos oy B0,

35,
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HGe obtuvo una seneibilidad del métode pava concentracisn

de  anbtigene de T, de O _eca/ml de FE.AE v una

eepecificidad de S2.9% v kappa O.815 pava 1a concentracién de

amrvba e 'i"'i o de 7.

de 10 sdg/ml ze ohiuve una sensibilidad
de 29,50 W v una especificidad dg ?3"?% v o kappa 0081 v para
wna concentyacion de 20 cgq/ml de T. o crusi s obtuve una
eensibilidad de 9E.&% v una especificidad de 7&.7% v happa
DLy con fstn se demuestia gque  existe  buen  scuerdeo o
conordancia enntre la serologia v el ensayvo ﬁrulifﬁrativn
para las concentraciones de T.

DAy /ml v para

existe wn acuwerdo

la concentracion de 20 tag/ml

intermedio (Bnexao 19y,

Por Glitimo se  determinacon las razoneszs de verpsimilitud
donde se observd la  probakilidad de preoliferacion celular al
XS paciente seyopositive en  donde  todos los CASOE

¢ estimalacion  con T Ty io v Z0 g il D ea

signtTicativa, con pad,. 00001 CAmexo 200,

37.



I¥. DIGOUSTON
En el presente estudic s arnalizd  la proliferacion

celular  como mecanismo de respuests dnmune  celular hacia T

n

i

gzl en pacientes seropositivas v zevonegativos hacia el

wismo agente. Se oheervd gue en pacientes seropositives huhao
una marcads prolifevacidn celular  hacia el antigeno  de T.

£

fooncentraciones de D, 10 v 20 g/mld  en  comparacidn

Con lns pacientes sevenegatives  en los gque no hubao

pirolifevacidn celular hacia este

sntigenn. Este indica que
existe ascciacidn entre la servopositividad v la proliferacidn
celualair. Evi  algunocs pacientes sevopneitivos THE huako
proliferacidn celular hacia el mismu antigeno en  las 3
concentraciones  dndicadas, 1o cual puede deberse & fFalszos
positivos  en las  pracehas de hemaglutinsacion  indirecta v

aglubinacidn en  particulas e latexn pava T. gr

prokbablemevite a2 wun gstade de irvimunosupresion inducide por

. durante la fase aguyda de la enfevmwedad (22,230, 0o &

. . . f
inmunosupresion debida a obras cad%%ﬁ
‘.. !

Evi cuante & los pacientes gue moshyraron

proliferacion  celular probablemente €@
faleos negatives a  los  exdmenes seroldygico
Chemaglubtivnacidn indirecta v aglutinacion en l&tex).
A1 ey momparandog ios= cultivos de pacigﬁtéa
serononsitivos  que  mosbraror LAY & marcada prraliferacion
mﬁlular. hacia T. cruzi {casoed com sus conbtroles negativos

fein estimulacidndy v también con  los cultivos de pacientes

ceronegativos, con la vwtilizacidn de la prueha de Duvett, =

m

+i
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cheervd gque dicha proliferacidn aumentada ez probable oue sea
de pacientes gue eshbén en la frse CreMica ﬂe la enfermedad,
donde la respuesta inmune celalar juega oo papel importante
gue  sonlleva a  la patogénesis de 1a mizma  donde  bhay
infFiltracidn de célalae monmonueleares (0PN e el miucardin
conduciendo & auwtoiomunidad, Povy e que 1a carvacterizacidn
e cétlulas mononuclesres el sangre  periférica fue e

untilidad.

[
o~
!

Con vespeocto & lag  contyoles positivesCon A £ T v
Aty /mly  hubao marcada proliferacion celular  en cmltivns de
pacientes sevopeositivos v de seronegativos cmmpafadue'cnn ios
conbroles negativos (porueba de Dupnett, Anexo &y de cada  uno
respechivamente, indicendo  ogue la Con A si funciond como
contrel pesitive v ogque las cflualas inmunes evan Funcionales.

A1 ohservar el andlisis estadisticeo  post-ANDEVA por  la
ﬁruebé de  Fisher (pa0.0%) {dnexo 15 se determind gue  la
proliferacion celwlar en culbives de pacientes seropositivaes
festimalos corn Conf v T. gruzi b es sigrificativamente mavor
ﬁue ern pacientes seronegativos, o gue dindica gue existe una
aotividad mitogénica aumentads en los primevos pacientes

wa site por haber estimulacidon antigénica consbante en la Tasze

s
m

cordnies la enfermedad donde oduree urna pevrmanente
ERpoEicidn a anbigernos  propios O laminina, produciendo
autoinmuniﬁad v, hay elevads produccidn de linfooinas  (IL-2,
IFN gamma, IL;d e Il-&). Ademas de gue existe en gslbosz

pacientes memoria  dinmune, fambién  es  probabde  gue  por

getar alterade el zistema lamune en pacientes seropoesitivos,

39.



zus celulas dinmunes CMN estén sensibiliradas o kipevrplasicas
vooogue  la estimulacidn con algdn mitdgenoe  tenga wn mavoer
efecto wroliferative gue con CMM de pacientes seronegativos,
Evn pacientes seronegativos probablemente no hay alteracidn
del mezavismo inmune dekido a gue ne hay eskimulo antigénico
constante, no habiendo  asi mitosis aumentada de las Cp
por no haber elevada producoidn de linfocivas.

Ge determind gue ezte ensave de proliferacion celular es
altamente sensible ¥ooespecifico por lo o gue  puede  ser
utilizade come  pruaeha diagndstica confivmabtiva para la
enfermedad  de  Thagas, Especialmeﬂt@ =i se uwbkilizan las

concentraciones de T, de Sy 10 Lg/ml gue Fue donde

5@ oheerve mayor proliferacion celular v donde existid mejor

[

T

uerdo o concordancia entre seropositividad s proliftevacidn
celular, asi como en seromegatividad v no proliferacion

cetular.

40.
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K. CONCLUBTOMESR

Existe proliferacidn celular come mecanisme de respuesla

inmune celular dirigida contra T. cruzi determinable in

2 en pacientes sevopositivos.

Ge prcontrd correlacidn significativa ertire

seropositividad v proliferacidn celular frevnte a T. gru

El ensaye proliferative celular es un  método altamente
csenisible v especifico, pero  veguigre  tiempo, eqguipo

adecuado v es de coste elevado.

La  metodologia empleada  para la deteccidn de respuesta

inmune  celular  divigida contra 7. cruzi puede aplicarse

rara  diferencisar entre Wi paciente sevropeesibive v
uno sevonegative, pudidndpose uwbilizav como  obra sayuda

diagndstica.

[ |
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42.

X1, RECOMENDACIOMER

Deben continvarse v profundizar en estudios in vwitio sohre

proliferacitn celulsr tanto pare . Cruzl omo para obroes

rardszitos.

iilirar un método sevoldgico mds sensible v especifico
para  realizar estudieos similares v comparar cor la
parasitemia positiva wpara evibtar azi posibles resultados
falsos,

Fara reaslizar estudies come el presente hay gue tomae en

cuenta no wtilizar pacientes ivmunodep-imidos.

ttilizar matevial estéril descartable vy condiciones de

maxima esberilidad para evitar contaminacidn,

Deben  vealizarse estudios  en los que  se  tomen  en
cuentas las diferentes fases de la Enfermedad de Chagas v

compararse con la respuesta inmune celular.
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Anexo No.l

TRYPANOSOMA CRUZ| -

ENFERMEDAD DE CHAGAS

.‘ R 1T

. ﬁ | v
N — b?, | o8 ¢
L Ve e e
.. ‘-.L... ".-.:..’.’”"

TRIPANOSOMAS
EN SANGRE

FASE DE LEISHMAMIA EN
MUSCULO CARDIACE; TAMBIEN
ESTAN INVADIDOS OTROS TEJIDOS

I

ESCAPE DE LEISHMANIAS,
CRITIDIAS ¥ TRIPAMOSOMAS

T

EL PARASITO SEMULTIPLICA
€N LAS CELUEAS DEL
SISTEMAR E, -

I

LA PICADURA DEL INSECTO

ES CONTAMINADA POR SUS ’
PROPIAS DEYECCIONES INSECTO ReDUVIDO

TRIPANQSOMAS EN LAS HECLS _ CRITIOIA EN £L INTESTING

ETAPAS EN ELINSECTO
Ciclo vital d%,l Sru21 (3),

L



Anexo No.2

MECANISMOS TNMINES EFECIORES. Il sistema immume
puede activar una variedad de sistemas efectores
Las cBlulas con el especificidad antigénica
interactian con otras c8lulas mediante la liberacitn
de anticuerpos y linfokinas, El anticuerpo
sensibiliza la c&lula hlanco para llevar a cabo
citotoxicidad mediada por cBlulas K (asesinas), y
pueden actuar tambien como opsinina para mecr&fagos
y otros fagocitos (ej. neutrdfilos) con receptores
- Fc. F1 anticuerpo en asociacitn con el antigeno
pueden activar la via clisica del caomplemento,
liberando p&ptidos quimiotBcticos, actuando tambhén
como opsonina. La IgE sensibiliza mastocitos,
liberando mediadores inflamtorios al umirse al
antipeno; las linfokinas activan c&lulas T y B
aumentando asi la respuesta immme (24). '
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Anexo No.3

Tabla Mo.l., Sensibilidad v especificidad de los métodos
seroldgicos ntilizados en el diagndzstico de la
Enfermedad de Chagas en velacidn al método e
ITnmunefluerescencia Indivecta (IFIY como método
de referencia (8%,

Métoda Sengilkilidad Fepecificidad
A KA

Hemaglabinasion T2.7 A
pasivea
{SBerodiagnostics?
Aglutinamidn en G A 100

T&tes Wiener)
ELIEA (Abhott) : ol T W

ELISA (Mattad = ] L
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Anexo No.4&

far hacia T. cruzi en los
=1

1]
sigquientes pacientes seropasitives.
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Anexo No.5
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Inse gsiguientes pacientes

Hespuesta proliferativa celulayr hacia T.

seranegativos,
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