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SIMPOSIO SOBRE NUEVOS ENFOQUES EN LA
INVESTIGACION DE LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA'?

Zigman Brener?®

Durante el Simposio se examinaron aproximadamente 63 presen-
taciones verbales y documentos de informacién bdsica. De dichos
trabajos se exponen a continuacién las cuestiones fundamentales
de la investigacion de la enfermedad.

El Trypanosoma cruzi: variaciones
intraespecificas

Cada vez hay mdas pruebas de que el T.
cruzi es realmente un complejo biolégico de
poblaciones parasitarias que circulan en la
naturaleza entre los seres humanos, animales
domésticos, reservorios salvajes y vectores
selvaticos o domiciliarios. Con el estudio
de laboratorio de poblaciones parasitarias
aisladas de fuentes conocidas se ha obtenido
informaci6én fragmentaria. Estas cepas mos-
traron diferencias en las caracteristicas mor-
fologicas, curvas de parasitemia, indices de
mortalidad, tropismo tisular, capacidad de
destruccién neuronal, susceptibilidad a
agentes quimioterapéuticos y tipos antigéni-
cos. Puesto que algunas de estas caracteristi-
cas tienen rasgos evasivos, no pueden utili-
zarse como marcadores fidedignos para la
identificacion de cepas. Debido a que ciertas
variaciones intraespecificas pueden estar
asociadas a diferencias en la estructura
molecular de enzimas que muestran fun-
ciones bioquimicas comunes, la identifica-
cién de enzimas solubles mediante electro-
foresis (que puede detectar diferencias en las
cargas eléctricas asi como en el tamafo
molecular) constituye probablemente un
método muy prometedor para la identifica-
cién de cepas. En un trabajo preliminar (/)
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en el que se utilizaron tres sistemas enzi-
maticos  (glucosa-6-fosfato-dehidrogenasa,
enzima mailica, y fosfoglucosa isomerasa) se
obtuvieron resultados interesantes con 43
aislados cultivados del 7. cruzi. Este método
puede perfeccionarse mediante el estudio de
la antigenicidad enzimética: con la doble
difusién de las suspensiones de parasitos y
antisueros, algunas lineas de precipitina
retienen la actividad enzimatica especifica de
substratos y permiien identificar las cepas
después de la tincion.

Otro método bioguimico—la determina-
¢idn de la densidad flotante del ADN—se
emplea como criterio taxonémico para los
aislados de especies de Leishmania. Ademas,
en los estudios del 7. cruzi, se ha sugerido la
utilizacion de esta técnica junto con la hi-
bridizacién de ADN/ARN.

Estos refinados métodos tendran un valor
limitado para la caracterizacién de cepas del
T. cruzi a menos que se lleven a cabo estudios
con poblaciones parasitarias no mezcladas,
de origen definido y conocido, conservadas en
el laboratorio en condiciones estandarizadas
y estrictas, y que se establezca provisional-
mente una correlacion entre el proceso de
formacién de subespecies (que seglin parece
estd ocurriendo en el 7. cruzi), y los datos
sobre la epidemiologia y patogenicidad de la
enfermedad de Chagas.

Deberia fomentarse el desarrollo de
métodos de criopreservacion y “‘bancos de
tripanosomas’ en los que pudieran aislarse,
caracterizarse y almacenarse cepas de 7.
cruzi a baja temperatura. También, con
objeto de obtener aislados més homogéneos
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en el laboratorio, deberian estimularse los
estudios del comportamiento de poblaciones
de clonas derivadas de formas (nicas san-
guineas o de cultivo.

Métodos ecoldgicos para el estudio de!
T. cruzi

En una extensa zona del Continente
Americano comprendida entre 42° latitud N
en Estados Unidos y 43° latitud S en Argen-
tina, se han detectado focos naturales de
tripanosomiasis americana con reservorios
salvajes infectados y vectores triatomineos
selvaticos. Se ha hallado infeccién por tri-
panosomas de tipo cruzi en mas de 100
especies de mamiferos de varios &rdenes.
Barretto (2) examind la importancia del des-
plazamiento del 7. cruzi de los focos natu-
rales a biotopos artificiales y luego a un ciclo
domiciliario de la enfermedad. La invasion
de esos biotopos artificiales por vectores y
mamiferos salvajes infectados, la conversion
de los triatomineos salvajes en especies domi-
ciliarias en zonas recién penetradas por el
hombre, el contacto temporal de los animales
domésticos en focos naturales y la intrusién
humana en focos naturales constituyen
algunos de los mecanismos en virtud de los
cuales el 7. cruzi parece desplazarse de! ciclo
selvatico al domiciliario. Avila-Pires (3) hizo
referencia a los posibles riesgos de esta serie
de acontecimientos en regiones, como la del
Amazonas, recientemente ocupadas por el
hombre. Los enormes cambios en el ambiente
y la construccidn de viviendas humanas, que
favorecen la colonizacion del vector, pueden
contribuir a la formacién de microclimas
propicios a la introduccidn en los hogares de
especies vectoras focales o extrafas. La
migracién interna, con la consecuente lle-
gada de personas infectadas a esas zonas,
puede contribuir a crear nuevos focos domi-
ciliarios de la enfermedad.

Se requieren métodos ecoldgicos nuevos y
fidedignos para atrapar, marcar y obtener
muestras de vectores sobre el terreno, a fin de
estudiar la dispersion del insecto y trazar las

posibles corrientes de vectores entre ecotopos
selvaticos y domiciliarios. Asimismo, es indis-
pensable cierto tipo de caracterizacidn de
aislados del 7. cruzi para determinar el grado
de superposicién de los ciclos domésticos y
selvaticos y la tasa de introduccién de cepas
*“*salvajes’” en el ciclo domiciliario. Miles (4)
seflald la necesidad de realizar mas estudios
sobre los triatomineos selvéticos para deter-
minar las especies que probablemente sur-
girdn como importantes vectores domésticos
del 7. cruzi, y de esta manera establecerin
nuevos focos domésticos a continuacién de
los programas de control.

Por otro lado, Rodrigues da Silva (5)
describid la transformacion gradual de la
tripanosomiasis americana en enfermedad
urbana a consecuencia de la migraci6n
interna a las grandes ciudades. Los estudios
prospectivos de esos grupos de pacientes
que habitan en zonas no endémicas pueden
contribuir a la evaluacion del papel que
desempefa la reinfeccidén en la patogenia de
la enfermedad de Chagas.

Transmisién de la enfermedad de Chagas

En las zonas endémicas la enfermedad de
Chagas se transmite ficilmente ante la pre-
sencia de personas susceptibles, vectores
domiciliarios activos y parasitos viables. En
otras regiones, como Estados Unidos y el
Amazonas, la presencia de esos tres elemen-
tos del ciclo no implica necesariamente que
exista enfermedad de Chagas humana; y
practicamente, el ciclo selvatico es el Gnico
que se presenta. Ahora bien, por lo que toca
a la transmisidn, la enfermedad de Chagas va
perdiendo poco a poco su rigurosa depen-
dencia del vector y aumentando otros meca-
nismos tales como la transfusion de sangre y
la enfermedad congénita.

Minter (6) y Zeledén (7) informaron sobre
algunos aspectos de la transmisién vectorial
que, hasta entonces, habian sido investigados
solo en parte, a saber, los efectos del com-
portamiento del insecto sobre la transmisidn
del 7. cruzi. Zeleddn sugiri6 la posibilidad de
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que existiera un gradiente de la relacion
hombre-insecto que empezaria con los
insectos bien adaptados a las viviendas,
pasaria por especies ocasionalmente halladas
en las casas o sus inmediaciones pero
incapaces de prosperar en ese medio y, por
altimo, terminaria con los insectos total-
mente salvajes.

Especies de vectores en el proceso evolutivo
de adaptacién al medio doméstico o peri-
doméstico y el transporte pasivo de especies
sumamente adaptables pueden contribuir a
la expansién de zonas endémicas y a la rein-
vasion de otras bajo control profilactico.
Minter (6) describid las preferencias con
respecto al huésped y las caracteristicas ali-
mentarias del vector, obtenidas por la identi-
ficacién de la ingestidn de sangre.

Rabinovich y Rossell (§) presentaron un
modelo matemético ecoldgico (“una copia
imperfecta del mundo real”) para estudiar
los posibles conductos por los que el 7. cruzi
llega al hombre y las caracteristicas princi-
pales de la transmision de la enfermedad de
Chagas. Este modelo se basaria en parame-
tros tales como el nimero de vectores que
puede sostener un huésped, el niimero de pi-
caduras de insectos y la tasa de aumento na-
tural del vector. El modelo simplificado
simulaba una casa habitada por un niimero
definido de personas y animales domésticos
infectados y no infectados, ademas de insec-
tos no infectados, e incluia la posibilidad de
migracidn de la poblacién salvaje (reservorios
y vectores) hacia la casa.

En orden de importancia, la transfusién de
sangre constituye el segundo modo de trans-
mision de la enfermedad de Chagas, tanto en
las zonas endémicas como en las no endémi-
cas. A este respecto probablemente existe
una relacién con la transformacién gradual
mencionada de la tripanosomiasis americana
en una enfermedad urbana. En ciertas zonas
endémicas la prevalencia de enfermedad de
Chagas entre los posibles donadores de
sangre ha llegado hasta el 20%, dandose el
caso de que los pacientes que recibieron
sangre de donantes chagasicos se infectaron
en una proporcion del 10 al 20%, aproxi-

madamente. Las personas infectadas de esta
manera alcanzaron del 50 al 60% en series de
pacientes hemofilicos sometidos a trans-
fusiones repetidas en zonas endémicas. El
hecho de que en Sdo Paulo se efectiien alrede-
dor de 500,000 transfusiones de sangre cada
afio da una idea de la importancia del pro-
blema: si el 2% de la sangre resultara posi-
tiva respecto a la enfermedad de Chagas, se
obtendrian 10,000 muestras de sangre po-
tencialmente capaces de transmitir la en-
fermedad. Dicha transmision deberia pre-
venirse por el examen minucioso de presuntos
donadores, o bien mediante la esterilizacion
por medicamentos activos (9). Se han ob-
tenido buenos resultados con la adicién de
violeta de genciana a la sangre almacenada
en los bancos, pero todavia quedan por utili-
zarse nuevas drogas incoloras, solubles,
atdxicas, econdmicas y profilacticas. Dichos
medicamentos podrian obtenerse mediante
extensos programas especificos de seleccion
encaminados a encontrar agentes activos
contra las formas sanguineas.

En estos ltimos afnos las publicaciones
pediatricas y parasitologicas han informado
sobre mas de 100 casos de enfermedad de
Chagas congénita (la mitad de ellos en Chile).
Esta cifra probablemente no representa el
nimero real de casos que ocurren en las
zonas endémicas. A menudo los recién
nacidos infectados presentan una forma
grave de la enfermedad con parasitemia y, si
no se tratan, acusan una elevada mortalidad.
Se deberfan llevar a cabo estudios prospec-
tivos y cooperativos en zonas endémicas
mediante el examen de sangre y la deteccidn
por inmunofluorescencia de anticuerpos
especificos IgM. También habria que esta-
blecer un regisiro internacional y una vigi-
lancia ulterior a largo plazo a fin de deter-
minar la posibilidad de retraso mental e
incapacidades del aprendizaje en los casos
congénitos.

Diagnéstico

La infeccién cronica por T. cruzi puede
diagnosticarse por medio de una serie de
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pruebas serolbgicas (fijacién del comple-
mento, inmunofluorescencia, hemaglutina-
cion), las que han sido evaluadas compara-
tivamente por Camargo (9). Sin embargo, la
falta de estandarizacién conducird a con-
siderables variaciones en la sensibilidad y
especificidad de las pruebas. En este sentido
se recomendd en el Simposio practicar estu-
dios sobre composicién de extractos antigéni-
cos, caracterizacidén antigénica de cepas
diferentes y fases distintas de desarrollo,
utilizando sueros de centros de referencia
autorizados.

Las amplias encuestas seroepidemiolégicas
necesitan una tecnologia distinta de la que
requieren los diagnosticos de casos clinicos,
para los que se recomienda una serie de
pruebas seroldgicas dirigidas a garantizar la
maxima sensibilidad. Probablemente el
mejor método para las encuestas en masa que
exigen el ensayo de centenares de especi-
menes es la obtencidn de muestras de sangre
digital en papel de filtro, pero este sistema
debe estandarizarse para la inmunofluores-
cencia y otras técnicas seroldgicas. Se re-
quieren méas estudios sobre los detalles de
orden practico relativos a la logistica de
encuestas en masa en todas, o en la mayoria
de las zonas endémicas, la persistencia de
anticuerpos en papel de filtro en diferentes
condiciones (temperatura y humedad), técni-
cas serologicas utilizadas y evaluacién de los
resultados.

En la enfermedad de Chagas cronica se
presenta parasitemia a un nivel muy bajo, lo
que refleja el constante equilibrio entre
huésped y parésito. En este caso, el examen
de sangre fresca o los métodos afines no de-
tectan tripomastigotes; asimismo, el hemo-
cultivo y la inoculacidén en animales ofrece
resultados muy deficientes. El xenodiagnos-
tico se sigue utilizando de manera considera-
ble. Este es un método més bien primitivo
que consiste en permitir a insectos no con-
taminados—reproducidos en el laboratorio—
alimentarse de pacientes y al cabo de un mes
o dos, se procede a la diseccién de estos insec-
tos en busca de flagelados en su intestino.

Salvo que se empleen grandes cantidades de
insectos y se practiquen las pruebas repetidas
veces, las tasas de positividad resultan bajas.
Xenodiagndsticos seriados efectuados du-
rante més de tres afos de observacidn en 508
enfermos cronicos, utilizando 80 insectos
cada mes, dieron una positividad general de
70.5% (10). Se ha recomendado practicar
estudios de susceptibilidad de las distintas es-
pecies vectoras asi como investigaciones sobre
las diferencias intraespecificas de la misma
en las poblaciones reproducidas en el labora-
torio. Hay ciertas indicaciones de que los fac-
tores genéticos pueden afectar la susceptibili-
dad de los insectos a la infeccion del 7. cruzi
y se ha observado que la progenie de insectos
que no adquirieron la infeccidén experimental
resultd significativamente menos susceptible
que la poblacién general. En consecuencia,
podrian seleccionarse poblaciones mas apro-
piadas para ser usadas en el xenodiagndstico.
Ademas, deberian fomentarse otros estudios
basicos sobre el ciclo biolégico del T. cruzi en
el vector y los factores que pueden afectar su _
desarrollo como temperatura, presencia de
endosimbiontes, tasa de digestién de sangrey
relaciones huésped-parasito entre insectos y
parésitos de diferentes origenes geograficos.

Minter-Goedbloed (77) examind las su-
puestas potencialidades de los métodos de
hemocultivo. En este aspecto es preciso esta-
blecer medios apropiados y analizar los fac-
tores que pueden impedir la proliferacion de
formas sanguineas tales como la presencia de
anticuerpos u otros factores inhibidores y la
especial habilidad de evolucion de los para-
sitos. También se ha sugerido el empleo de
otros métodos, como la infeccidon de estirpes
celulares muy susceptibles en cultivo tisular
con la sangre de pacientes humanos.

Patogenia de las infecciones por T. cruzi

La mayoria de los casos de enfermedad de
Chagas crénica son asintomiticos. Un ni-
mero variable de enfermos (alrededor de 20 a
30%) presentan indicaciones clinicas o elec-
trocardiograficas de cardiopatia chagésica
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que afectan principalmente a personas
menores de 40 afios. Estos enfermos mues-
tran una gran variedad de alteraciones, desde
cambios electrocardiograficos de menor im-
portancia, hasta insuficiencia cardiaca y
muerte repentina. En ciertas zonas endémi-
cas, se han relacionado con la enfermedad de
Chagas ciertas perturbaciones de la motili-
dad del esdfago y el colon distal asi como
algunas dilataciones patologicas de estos
6rganos (megaeséfago y megacolon). En
Brasil central, de una serie de 966 pacientes
con megasindromes, el 90% obtuvo resulta-
dos serolbgicos positivos respecto a la enfer-
medad de Chagas y la mitad de ellos mos-
traron indicaciones de cardiopatia chagasica
(12).

La patogenia de los trastornos clinicos de
la enfermedad de Chagas es todavia muy dis-
cutida; sobre la base de informacion clinica y
experimental, se ha determinado claramente
que el 7. cruzi produce una pronunciada
disminucion de las células ganglionares del
sistema nervioso central, pero principal-
mente, en las del sistema automatico del
corazén y del plexo mientérico. Al parecer, el
mecanismo que interviene en la destruccién
de neuronas se activa por las sustancias li-
beradas por células huésped degeneradas o
parasitos intracelulares que suscitan un
proceso inflamatorio y producen lesiones
regresivas de los ganglios y fibras nerviosas
(13). Las perturbaciones en la peristalsis del
es6fago y colon afectados explican la activi-
dad hipersecretoria de las neuronas sanas
restantes que, aparentemente, aumentan su
sintesis y liberan aminas bibgenas activas
(I3).

No obstante, Teixeira sugirié que un me-
canismo de hipersensibilidad retrasada
podria producir lesiones cardiacas (I4). En
experimentos de cultivo tisular se observo
una interaccién citotdxica de los linfocitos de
conejo sensibilizados con T. cruzi, con célu-
las cardiacas alogénicas parasitadas y no
parasitadas. Otros estudios revelaron que
fracciones subcelulares de células cardiacas y
homogenados del T. cruzi contienen un

antigeno de reaccién cruzada. Este antigeno
induce una intensa reaccién inmunitaria de
base celular y es el causante de la interaccién
citotoxica. De esta manera, el mecanismo
autoinmunitario mencionado explicaria la
lesién tisular que ocurre durante la fase
cronica de la enfermedad.

Andrade (15) ha estudiado la patologia del
bloqueo de rama derecho asociado con el
hemibloqueo anterior izquierdo, el que figura
—en una proporcién de 30 a 60% de los in-
formes publicados—como el trastorno elec-
trocardiografico mas comtnmente hallado en
la cardiomiopatia chagésica. Con el examen
de 2,000 a 6,000 secciones seriadas (mon-
tadas en cintas de pldstico transparente) de
varios corazones estudiados, Andrade con-
firmé la selectividad de las lesiones en la
mitad derecha del fasciculo de His, ‘“‘una
curiosidad enigmaética” en espera de una
explicacién plausible. Otra situacién inex-
plicada e intrigante, también examinada por
Andrade, fue la manifestacién relativamente
frecuente de dilataciones aneurismaéticas del
apex ventricular izquierdo y fendémenos
tromboembolicos observados en presencia o
ausencia de insuficiencia cardiaca conges-
tiva.

En algunas zonas de Brasil (16) se efectian
actualmente estudios longitudinales y trans-
versales sobre ‘‘la evolucién natural” de la
cardiomiopatia chagasica en las regiones
endémicas. Un estudio longitudinal en Sao
Felipe, Bahia, demostrd que durante los
cinco afos en que se realizd, alrededor del
5% de los casos de cardiomiopatia presen-
taron evolucién de sus trastornos cardiacos
en cada ano del estudio. Asimismo, se ob-
servd que en todos los casos de muerte
repentina, habian ocurrido alteraciones elec-
trocardiograficas (la mitad de ellas con
bloqueo AV completo). La mortalidad en la
poblacién infectada por 7. cruzi fue de 10.3
por 1,000; alrededor del 57% de las defun-
ciones fueron causadas directamente por la
enfermedad de Chagas, y en el 37.5% de
estas, la muerte fue repentina.

Las encuestas efectuadas en Venezuela y
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Centro América revelaron una ausencia de
megasindromes, o bien, solo se observaron
raramente, en cambio en Brasil central son
muy frecuentes. No se ha hallado una expli-
caciobn a dichas diferencias geograficas.
Rezende (12) dio cuenta de 1,679 enfermos
con megasindromes a los que habia exami-
nado personalmente en esa zona.

Dvorak (17) afirmé que algunos puntos
clave relacionados con los efectos nocivos de
la infeccib6n por 7. cruzi y la patologia de la
enfermedad de Chagas, solo podrin resol-
verse satisfactoriamente cuando se disponga
de un mejor conocimiento de algunos factores
bioldgicos basicos como el tropismo celular
del parasito, los efectos de la genética del
huésped o el parisito y la fisiologia de la en-
fermedad. El propio Dvorak establecidé un
sistema in vitro de cultivo tisular con el
empleo de una cimara de cultivo perfusible
para estudiar la interaccidn celular T. cruzi-
vertebrado. Con este sistema se esti estu-
diando la dindmica de la invasion celular y la
diferenciacién de fases intracelulares. Asi-
mismo, se estd investigando la probable
retrorregulacion, genéticamente controlada,
de la reproduccién intracelular en varias
células del huésped y la influencia de los
parametros fisicos en la penetracién de las
células.

El T. cruzi y la respuesta inmunitaria del
huésped

La enfermedad de Chagas cronica se carac-
teriza por un equilibrio entre el huésped y el
parasito. Durante la fase crénica, en con-
diciones normales no ocurre curacién
espontinea ni una nueva fase aguda ya sea en
la enfermedad experimental o en la humana.
El huésped infectado suele desarrollar una
fuerte inmunidad, de suerte que la reinfec-
cién no inducird nuevos brotes de parasi-
temia intensa. No se ha determinado clara-
mente el cardcter de la respuesta inmunita-
ria; ahora bien, la inmunidad de base celular
ha sido detectada, ir vitro, por la inhibicion
de la migracién de macrdfagos y la transfor-

macion blastica de linfocitos. La intensifica-
cién de la infeccidon por timectomia neonatal,
la administracién de sueros antitimociti-
cos especificos, asi como la transferencia
mediante linfocitos sensibilizados han apor-
tado indicaciones ir vitro de la participacién
de la inmunidad celular en la resistencia del
huésped. Hoff (18) observd que los macrd-
fagos activados eran resistentes a las infec-
ciones por formas cultivadas del T. cruzi. Sin
embargo, en el Simposio se recomendd lievar
a cabo mas investigaciones basicas para de-
terminar la funcién de la inmunidad celular,
obtener datos sobre la activacion especifica y
no especifica de macréfagos, sobre la trans-
ferencia de la inmunidad adoptiva de lin-
focitos T y B y la accién selectiva de la in-
munidad celular contra las fases tisular y san-
guinea del parasito.

La respuesta humoral en la enfermedad de
Chagas se demuestra por el aumento precoz
de los niveles de IgM y la produccién de anti-
cuerpos aglutinantes y precipitantes. En la
fase crénica, las pruebas de fijacién del com-
plemento, inmunofluorescencia y hemaglu-
tinacibén suelen ser positivas. No obstante, la
accién protectora de los anticuerpos séricos
sigue siendo discutible a pesar de unos
cuantos informes en los que resultd satisfac-
toria la transferencia pasiva de inmunidad.
La incubacion in vitro de formas sanguineas
con sueros inmunes aglutina los parisitos y
disminuye la infecciosidad de los parasitos
tratados que se han inoculado en huéspedes
normales (19).

Deberia investigarse la posibilidad de que
inmunoglobulinas especificas sensibilicen a
los paréasitos y que estos, a su vez, sean luego
destruidos por macrdfagos o por lisis depen-
diente del complemento. Hasta la fecha,
definir la funcién especifica desempefiada
por la inmunidad humoral y celular ha sido
dificil: las ratas timectomizadas sometidas a
la infecciébn presentan una elevada parasi-
temia exacerbada a pesar de la produccion de
cantidades normales de anticuerpos, lo que
sugiere que la resistencia se debe a la in-
munidad celular; por otro lado, el suero
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antitimocitico no parece afectar a la inmuni-
dad en la fase crdnica, lo que indica que la in-
munidad humoral juega un papel funda-
mental.

Si bien los mecanismos de inmunidad no se
conocen atin totalmente, no cabe duda que el
parédsito estd en condiciones de evadir la
respuesta inmunitaria del huésped y producir
infecciones para toda la vida. Asimismo,
hasta ahora no han sido demostradas con
certeza en las infecciones por T. cruzi las
variaciones antigénicas de las infecciones por
tripanosomas africanos y Plasmodium. Con
respecto al 7. cruzi, no se han investigado
aln los antigenos variantes que, en el caso del
T. brucei, son glicoproteinas que se encuen-
tran en la capa superficial del tripomastigote
del torrente circulatorio. En forma similar
deberia investigarse la posibilidad de que los
parasitos fijen a su superficie antigenos del
huésped, evitando asi la adhesion de anti-
cuerpos especificos mediante un fenémeno
semejante al de la infeccién por esquisto-
somas.

Gonzalez-Cappa (20) ha estudiado las
perspectivas de la vacunacién contra la enfer-
medad de Chagas. Las tentativas de inducir
inmunidad adquirida mediante la vacuna-
cidn con parasitos muertos por agentes fisicos
o quimicos solo producen, generalmente, re-
sistencia parcial o insignificante. Las vacunas
vivas o atenuadas representan un posible
riesgo de inducir infecciones submanifiestas o
cripticas que pueden resultar nocivas en en-
fermedades de larga evolucion tales como la
tripanosomiasis americana.

La quimioterapia de las infecciones por
T. cruzi

Todavia se estan investigando con caracter
empirico los compuestos apropiados contra el
T. cruzi (21). No obstante, se han descrito
varios medicamentos que muestran una
accion supresiva, algunos de los cuales han
llegado a la etapa de ensayos clinicos. Ahora
bien, los resultados son bastante desalenta-
dores y en la actualidad no se dispone de

medicamento alguno que cure totalmente la
enfermedad de Chagas y sea inocuo para el
tratamiento clinico y colectivo.

En la quimioterapia experimental se ha
demostrado que ciertas drogas supresivas,
especialmente nitrofuranos, han erradicado
la infeccion por T. cruzi cuando se admi-
nistran a animales a largo plazo. Estos resul-
tados experimentales brindaron un fuerte
estimulo a los ensayos clinicos en muchas
zonas endémicas de América Latina donde se
habfan tratado enfermos durante periodos
prolongados (dos o tres meses). Con todo, los
datos clinicos no constituyen criterios fide-
dignos para la evaluacion de medicamentos
ya que existe dafio organico irreversible,
principalmente en enfermos en la fase
cronica, lo que probablemente no sera afec-
tado por el tratamiento. En consecuencia, se
han establecido criterios parasitoldgicos para
la evaluacién de los medicamentos en la fase
cronica que han sido descritos por Cancado et
al. (22). De acuerdo con dichos criterios, se
debe dividir a los enfermos en dos subgrupos
comparables, uno que reciba un placebo y
otro la medicacién por el método de ““double
blind”. Puesto que la parasitemia es muy
baja en la fase cronica y es posible que en
ciertos pacientes el xenodiagndstico aparezca
repetidamente negativo (Can¢ado estudié un
caso chagésico que mostrd 29 resultados ne-
gativos consecutivos), solo deben seleccio-
narse aquellos casos que antes del tratamiento
muestren una tendencia a repetidos resulta-
dos positivos del xenodiagndstico. En el peri-
odo previo al tratamiento deben practicarse,
por lo menos, tres pruebas serologicas: fija-
cién del complemento, inmunofiuorescencia
y hemaglutinacién. Una vez administrado el
medicamento, debe procederse al xenodiag-
nostico con 40 a 48 insectos y a las pruebas
serolégicas en ambos grupos, dos veces al
mes y durante un afio, por lo menos.

Con el empleo de métodos muy similares,
algunos investigadores de Argentina y Brasil
utilizaron un compuesto de nitrofurfurilideno
en series de enfermos crénicos y ilegaron a las
conclusiones siguientes: en ambos paises, los
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enfermos mostraron repetidamente pruebas
serolégicas positivas después del tratamiento;
la tasa de xenodiagnéstico negativo después
de un perfodo de 15 a 36 meses de control fue
de 96.5% en Argentina (/0), mientras que en
Brasil fue solo de 30.8% transcurrido un
periodo de control de cuatro afios (22). La
persistencia de pruebas serologicas positivas
en todos los enfermos tratados y la discre-
pancia de resultados en las curaciones para-
sitoldgicas sigue sin explicacién, lo que indica
la dificultad de evaluar los ensayos clinicos en
la enfermedad de Chagas.

Algunos datos experimentales indican que
cepas distintas pueden exhibir diferencias de
susceptibilidad al nitrofuranos y a los deri-
vados de nitroimidazol, hecho que puede
repercutir en el tratamiento humano (23).

Gutteridge (27) procedid 2 un examen cri-
tico de los conocimientos actuales acerca de
la quimioterapia experimental de la enferme-
dad de Chagas y confirmd que los resultados
son desalentadores. El propic autor sugirié
las siguientes directrices para la investiga-
cion: estudios sobre la bioquimica de las fases
intracelulares del parasito a fin de poder se-
leccionar los objetivos de ataque y ensayar
compuestos con un fundamento mas ra-
cional; sistemas apropiados de examen selec-
tivo directo contra las fases intracelulares en
sistemas acelulares, y aumento de los datos
sobre el modo de accibén de las drogas activas.

En vista de la creciente importancia de la
transmisién por transfusién de sangre, se
deberd dar mayor importancia al estableci-
miento de una prueba selectiva que permita
afiadir sin riesgo a la sangre almacenada en
bancos, aquellos compuestos solubles, in-
coloros, estables y no tbxicos, que sean a la
vez activos contra las formas sanguineas del
T. cruzi.

Metabolismo del T. cruzi

Los datos sobre la bioquimica del 7. cruzi
generalmente son aplicables a las formas de
cultivo obtenidas en medios acelulares: las
formas sanguineas todavia no pueden sepa-

rarse facilmente de las células sanguineas, ni
siquiera con columnas de intercambio de
aniones y otros métodos, y solo hasta hace
poco se han obtenido formas tisulares puras
de huéspedes vertebrados infectados (24).

El T. cruzi no almacena polisacéridos, la
utilizacion de lipidos y proteinas sostiene su
respiracion endbgena. Una gran proporcién
de glucosa se metaboliza a través de la gli-
cosis utilizando un ciclo de &4cido tricar-
boxilico. También se han detectado dos
enzimas esenciales de la cadena pentosa-
fosfato; se ha descrito una cadena respira-
toria que contiene citocromo C y se ha mos-
trado que en formas cultivadas, sanguineas y
tisulares aparece una baja actividad de cito-
cromo oxidasa. Sin embargo, no se ha
detectado un sistema de L-e-glicerofosfato
oxidasa o su equivalente. Estos resul-
tados mantienen un interés general puesto
que, al parecer, en los tripanosomas afri-
canos salivarios y en diferentes fases de desa-
rrollo del parasito, ocurre una alteracién de
un metabolismo basado en la cadena citocré-
mica a otra via metabdlica no citocréomica
y en ciertas formas, un sistema de L-o-
glicerofosfato  oxidasa  insensible  al
cianuro sustituye al sistema citocrémico. En
consecuencia, quedan por demostrarse en el
ciclo del T. cruzi dichas diferencias en el
metabolismo energético de las distintas fases
mencionadas. Se ha descrito también la
presencia de organelas semejantes a pero-
xisomas extramitocondriales que suelen
contener L-a-glicerofosfato  oxidasa, en
las formas sanguineas del 7. cruzi, pero
no ha sido detectada su actividad enzi-
mética.

Poco se sabe de la sintesis o catabolismo de
las proteinas. Se ha informado de la absorcién
por transporte activo de unos cuantos amino-
acidos en medios de cultivo, pero no se tiene
conocimiento alguno acerca de su utilizacién
en la sintesis proteinica ni sobre el funciona-
miento de ribosomas. Tampoco se han inves-
tigado las cadenas utilizadas para el empleo
de proteinas como fuente de energia, solo se
ha descrito la actividad de transaminasa.
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Aun cuando los lipidos representan aproxi-
madamente el 20% del peso seco del 7. cruzi,
es muy poco lo que se sabe acerca de su fun-
cion y metabolismo. La composicién de los
medios de cultivo influye en la composicién
de lipidos del parasito; es decir, en flagelados
cultivados en medios exentos de colesterol no
se observa esta sustancia, pero estin pre-
sentes los ergosteroles. Por consiguiente, el
colesterol parece ser de origen exdgeno y no
se metaboliza més. Por lo que toca a la sin-
tesis de acidos grasos y las cadenas de cata-
bolismo de grasa para la produccion de ener-
gia, no se dispone de informacién.

El T cruzi esta adquiriendo gran populari-
dad entre los bibdlogos moleculares interesa-
dos en la estructura y funcién de ADN extra-
nuclear o mitoc6ndrico. Como ocurre con
otros flagelados, alrededor del 20% de su
ADN total se encuentra en el cinetoplasto,
una organela todavia no bien definida.
Puesto que es uno de los pocos Trypanosoma-
tidae patdgenos cultivados en medios acelu-
lares, el T. cruzi se ha utilizado como instru-
mento para investigar la composicién base de
ADN de cinetoplasto, la estructura molecu-
lar, la capacidad de codificar proteinas de
polipéptidos y la funcién de la biogénesis de
las mitocondrias.

La ultracentrifugacién en gradientes de
densidad de Cl y Cs isopicnico de formas cul-
tivadas demostro la presencia de una banda
“mayor” y otra satélite, con diferente com-
posicidn de bases, que corresponden al ADN
nuclear y de cinetoplasto. En estudios re-
cientes sobre los dos componentes de ADN de
formas cultivadas, sanguineas e intracelu-
lares se revel6 que hay mas ADN cinetoplas-
tico en las formas sanguineas que en las otras
dos. Los gradientes de densidades de ambos
componentes de ADN han sido estudiados
con gran detenimiento; sin embargo, la ARN
polimerasa ADN-dependiente no ha sido
aislada ni caracterizada y nada se sabe sobre
las formas de transcripcién y traduccién de la
informacién genética contenida en ADN
cinetoplastico.

En estudios del metabolismo de los acidos
nucleicos en formas cultivadas del 7. cruzs se
ha indicado que aparentemente estas fases no
pueden sintetizar ‘“de novo” purinas y pirimi-
dinas sino que dependen de purinas y pirimi-
dinas exdgenas previamente formadas. Los
estudios con las fases intracelulares de cul-
tivos tisulares y amastigotes aislados indican
que la sintesis de las purinas y pirimidinas en
realidad se hace ‘“de novo”. Puesto que la
dependencia de formas flageladas en purinas
previamente formadas es rara entre los Try-
panosomatidae cultivados en medios defini-
dos (los cuales obtienen pirimidinas por sin-
tesis ‘“de novo’), este problema deberia
estudiarse experimentalmente.

Control de la enfermedad de Chagas

Para controlar la transmisién de la enfer-
medad de Chagas normalmente se emplean
insecticidas de accidén residual como el hexa-
cloruro de benceno (BHC) y derivados organo-
fosforados. El BHC es activo por un plazo de
tres a seis meses y se ha empleado extensa-
mente en las zonas endémicas de Brasil. Los
insecticidas reducen la poblacién vectora de
manera considerable asi como los riesgos de
transmision y son todavia el mejor método
para combatir la enfermedad de Chagas. No
obstante, pueden identificarse ciertos incon-
venientes reales y preverse riesgos futuros a
consecuencia de las campanas masivas y
repetidas que exige el control eficaz. Salvo
que se introduzcan cambios radicales en la
vivienda rural, tendra que procederse repeti-
damente al rociamiento con insecticida de
accion residual y someter las zonas aparente-
mente exentas de vectores, a un largo periodo
de vigilancia lo que producird un aumento de
los costes; ademas, es probable que las pobla-
ciones animales y humanas acumulen hidro-
carburos clorados de larga duracién. Por
altimo, en el futuro puede surgir una resis-
tencia a los insecticidas como ya se ha obser-
vado en ciertas zonas. Especies vectoras casi
erradicadas por los insecticidas pueden ser
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sustituidas por otras en cuanto se interrum-
pen las campafias.

Como posible método profilactico para la
enfermedad de Chagas se ha sugerido el
empleo de sustancias que actian como hor-
mona juvenil (25). Se ha observado que dosis
muy bajas de esas hormonas o sustancias
anélogas impiden el desarrollo de insectos
adultos fecundos. Dichas sustancias inter-
fieren en la metamorfosis de los artrépodos y
filos afines pero aparentemente no afectan a
los mamiferos y, por lo tanto, no existe riesgo
importante de contaminaciéon del medio. Se
han efectuado ensayos con la hormona incor-
porada a un polvo tanto en el laboratorio
como sobre el terreno y se han obtenido resul-
tados prometedores. De todas maneras, se
requieren mas datos para evaluar el porcen-
taje de insectos afectados por la hormona
juvenil y su longevidad en las casas tratadas.
Por otra parte, se ha procedido a evaluar el
coste de esas operaciones; los resultados de
dicha evaluacién dependeran de la duracion
del compuesto en las condiciones de campo.

La profilaxis de la transmisién por trans-
fusiones de sangre todavia tiene como base el
rechazo de los donantes que presentan
pruebas seroldgicas positivas respecto a la
enfermedad de Chagas y la adicién de violeta
de genciana a la sangre de los bancos. Ya se
ha discutido el mejoramiento de las pruebas
serologicas y la seleccién de medicamentos
que deberan anadirse a la sangre; se necesita
ahora dar mayor impulso a la investigacién
de los métodos para mejorar la vivienda.

Resumen

En el estudio de las variaciones intra-
especificas del Trypanosoma cruzi se discuten
el método de la determinacion de isoenzimas,
de la densidad flotante del ADN y otros méto-
dos para la identificacién de cepas; se re-
comienda el fomento de métodos de crio-
preservacion y “bancos de tripanosomas”’,

Existen contactos entre vectores, especies
de animales salvajes infectadas y especies
domiciliarias, asf como intrusién del hombre

en focos naturales y migraciones demogréfi-
cas internas de zonas rurales a urbanas. Se
ha constatado un desplazamiento del T. cruzi
del ciclo selvitico al domiciliario y la trans-
formacién gradual de la tripanosomiasis
americana de enfermedad rural a enferme-
dad urbana. Todo ello exige la utilizacién de
métodos ecoldgicos nuevos para estudiar
estas corrientes y tendencias.

En cuanto a diagndstico se recomienda
practicar estudios sobre composicion de
extractos antigénicos, caracterizacién anti-
génica de cepas diferentes y fases distintas de
desarrollo, utilizando sueros de centros de
referencia autorizados. Ademas, se presentan
estudios sobre pruebas seroldgicas, eximenes
de sangre fresca y xenodiagnéstico.

La transmision de la enfermedad de Cha-
gas en zonas endémicas se realiza ante la
presencia de personas susceptibles, vectores
domiciliarios activos y parasitos viables. Los
insecticidas de accion residual contindian
siendo los mas eficaces contra esta forma de
transmision. En orden de importancia, la
transfusién de sangre constituye el segundo
modo de transmisién en zonas endémicas y
no endémicas; la profilaxis recomendada es
el rechazo de los donantes a los que se com-
prueba infeccion. En los itltimos afios se han
notificado casos de la enfermedad congénita.

Los aspectos clinicos de la enfermedad de
Chagas varfan mucho de un paciente a otro y
entre pacientes de distintas regiones. Solo el
conocimiento del tropismo celular del para-
sito, de la genética del huésped o el parisito y
de la fisiologia de la enfermedad permitird
resolver problemas sobre los efectos de la
infeccion y sobre la compleja patogenia de la
enfermedad.

Se recomienda llevar a cabo mas investiga-
ciones béasicas para determinar la funcion
de la inmunidad celular, obtener datos
sobre la activacién de macréfagos especificos
y no especificos, sobre la transferencia de la
inmunidad adoptiva de linfocitos Ty B y la
accién selectiva de la inmunidad celular
contra las fases tisular y sanguinea. Asi-
mismo, se analizan las perspectivas de la
vacunacién contra la enfermedad de Chagas.
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En la actualidad no se dispone de medica-
mento alguno que cure totalmente la afeccién
y sea inocuo para el tratamiento clinico y
colectivo. En consecuencia se sugirieron
estudios sobre la bioquimica de las fases
intracelulares del parésito, investigacion de
sistemas apropiados de examen selectivo
directo contra las fases intracelulares en

sistemas acelulares, y acopio de datos sobre el
modo de accion de las drogas activas.

En cuanto al control de la tripanosomiasis
americana—aparte de los métodos ya
sehalados—se menciona la posibilidad de
emplear sustancias que actien como hor-
mona juvenil e impidan la metamorfosis total
del insecto vector.[]
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Symposium on new approaches in research on American trypanosomiasis (Summary)

Methods of identifying strains, distinguishing
isoenzymes, and of determining the buoyant
density of DNA were discussed in connection with
the study of Tryparosoma cruzi intraspecific
variations; the promotion of cryopreservation and
““trypanosome banks” was recommended.

Contacts occur between vectors, infected wild ani-
mal species, and domiciliary animals, and there is
intrusion of man into natural foci and internal pop-
ulation movements from rural to urban areas as

well. T. cruzi seems to be shifting from a selvatic to
the domiciliary cycle, and American trypanosomi-
asis is gradually changing from a rural to an urban
disease. New ecologic methods are needed to study
these trends.

It was recommended that for diagnostic pur-
poses studies be made of the composition of anti-
genic extracts, antigenic characterization of dif-
ferent strains, and different phases of develop-
ment, for which purpose sera from authorized
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reference centers should be used. In addition,
papers on serologic tests, fresh blood examina-
tions, and xenodiagnosis were presented.

Chagas’ disease is transmitted within endemic
areas by susceptible humans, active domiciliary
vectors, and viable parasites. Residual-action
insecticides continue to be the most effective
means of controlling this form of transmission.
The second most important mode of transmission
in both endemic and nonendemic areas is blood
transfusion; the refusal of donors proven to be
infected is recommended. In recent years, con-
genital cases of the disease have been reported.

The clinical aspects of Chagas’ disease vary con-
siderably from one patient to another and among
patients in different regions. Problems of the ef-
fects of the infection and of the complicated patho-
genesis of the disease can only be solved through
knowledge of the cell tropism of the parasite, the
genetics of the host or the parasite, and the physi-
ology of the disease.

Further basic research was recommended to
determine the role of cell-mediated immunity, to
obtain data on specific and nonspecific macro-
phage activation, on adoptive immunity trans-
ference of T and B lymphocytes, and on selective
action of cellular immunity against tissue and
bloodstream stages. The prospects of a vaccine for
Chagas’ disease were also discussed.

At present no drug is available that completely
cures the disease and is safe for clinical and mass
treatment. Consequently, it was suggested that
studies be made of the biochemistry of the intra-
celiular stages of the parasite as well as of suitable
direct-screening systems against intracellular
stages in cell-free systems; it was further recom-
mended that data on the mode of action of active
drugs be collected.

In addition to the methods already mentioned
for the control of American trypanosomiasis, the
possibility of using substances that act as juvenile
hormones and prevent the complete metamor-
phosis of the vector was mentioned.

Simpésio sobre novos critérios de pesquisa da
tripanossomiase americana
(Resumo)

No estudo das variagdes intra-especificas do
Trypanosoma cruzi discutem-se o método de deter-
minag¢io de isoenzimas da densidade flutuante do
ADN e os métodos de identificagdo de cepas;
recomenda-se o fomento de outros métodos de
criopreservacio e de “bancos de tripanossomas’.

Ha contatos entre vetores, espécies de animais sel-
vagens infectadas e espécies domésticas, bem como
intrusdao do homem em focos naturais e migracdes
demogréficas internas de zonas rurais e urbanas.
Constatou-se um deslocamento de 7. cruzi do ciclo
selvatico para o doméstico, e a transformagio
gradual da tripanossomiase americana de doenca
rural em urbana. Tudo isso exige a utilizacdo de
métodos ecoldgicos novos para o estudo das co-
rrentes e tendéncias.

Quanto ao diagndstico, recomenda-se a reali-
zacdo de estudos sobre composicdo de extratos
antigénicos, caracterizacio antigénica de cepas
diferentes e fases distintas de desenvolvimento,
com a utilizacdo de soros de centros de referéncia
autorizados. Também sdo apresentados estudos
sobre provas sorologicas, exames de sangue fresco
e xenodiagnostico.

A transmissdo da doenca de Chagas em zonas
endémicas ocorre com a presenga de pessoas sus-
cetiveis, vetores domésticos ativos e parasitos
vidveis. Os inseticidas de agfio residual seguem
sendo os mais eficazes contra essa forma de trans-
missdo. Por ordem de importéncia, a transfusio de

sangue constitui o segundo modo de transmissio
em zonas endémicas e ndo endémicas; a profilaxia
recomendada é a recusa dos doadores com in-
feccdo comprovada. Nos tltimos anos, tém sido
notificados casos de doenca congénita.

Os aspetos clinicos da doenga de Chagas variam
muito de um para outro paciente e entre pacientes
de diferentes regides. Somente o conhecimento do
tropismo celular do parasito, da genética do hospe-
deiro ou do parasito e da fisiologia da doenca
possibilitar a solugdo de problemas referentes aos
efeitos da infeccdo e & complexa patogénese da
doenga.

Recomenda-se a realizacao de novas pesquisas
basicas para determinar a func¢do da imunidade de
base celular, obter dados sobre a ativagdo de
macrofagos especificos e ndo especificos, sobre a
transferéncia da imunidade adotiva de linfécitos T
e B e sobre a ac¢do seletiva da imunidade celular
contra as fases tissular e sanguinea. Analisam-se
também as perspectivas da vacinagdo contra a
doenca de Chagas.

Atualmente, ndo hi nenhum medicamento que
cure totalmente a afeccdo e seja indcuo para o
tratamento quimico e coletivo. Portanto, sugerem-
se estudos sobre a bioquimica das fases intracelu-
lares do parasito, a pesquisa de sistemas adequa-
dos de exame seletivo directo contra as fases intra-
celulares em sistemas acelulares, e a coleta de
dados sobre o modo de acdo das drogas ativas.
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Quanto ao controle da tripanossomiase ameri-
cana ¢ mencionada—além dos métodos assinala-
dos—a possibilidade de empregar substincias que

ajam como hormdnio juvenilizante ¢ impecam a

metamorfose total do inseto vetor.

Symposium sur de nouvelles méthodes d'étude de
la trypanosomiase américaine (Résumé)

L'étude des variations intraspécifiques de Try-
panosoma cruzi examine la méthode de déter-
mination de isoenzymes, de la densité flottante de
ADN ainsi que les techniques d'identification
des souches. Elle recommande I'application des
méthodes de cryopréservation et de ‘“‘bancs de
trypanosomes’’,

Il existe des contacts entre les vecteurs, les
espéces des animaux sauvages infectées et les
espéces domiciliaires, ainsi que [lintrusion de
I'homme dans des foyers naturels et les migrations
démographiques internes des zones rurales aux
zones urbaines. On a constaté un déplacement
de T. cruzi du cycle sauvage au cycle domiciliaire
et la transformation progressive de la trypanoso-
miase américaine d'une maladie rurale en une
maladie urbaine. Tout cela exige le recours a des
méthodes écologiques nouvelles pour étudier ces
courants et ces tendances.

Pour ce qui est du diagnostic, 'étude recom-
mande de faire une analyse de la composition des
extraits antigénes, de la spécification antigéne des
différentes souches et des phases de développe-
ment, en utilisant & cette fin sérums de centres de
référence autorisés. De plus, elle présente divers
examens d’épreuves sérologiques, des analyses de
sang frais et un xénodiagnostic.

La transmission de la maladie de Chagas dans
les zones endémiques a lieu en présence de per-
sonnes vulnérables, de vecteurs domiciliaires actifs
et de parasites viables. Les insecticides d’action
résiduelle continuent d’étre les moyens de lutte les
plus efficaces contre ce type de transmission. Par
ordre d’importance, la transfusion de sang vient au
deuxiéme rang des types de transmission dans les
zones endémiques et non endémiques; la pro-

phylaxie recommandée est le rejet des donneurs
infectés. Ces derniéres années, des cas de maladie
congénitale ont été notifiés.

L’aspect clinique de la maladie de Chagas varie
beaucoup d’un patient 4 'autre ainsi qu'entre les
patients de diverses régions. Seule la connaissance
du tropisme cellulaire du parasite, de la génétique
de I'hte ou du parasite et de la physiologie de la
maladie permettra de résoudre les problémes des
effets de I'infection et de la pathogénie complexe
de la maladie.

L’étude recommande de réaliser des enquétes de
base pour déterminer la fonction de I'immunité
cellulaire de base, obtenir des données sur P'acti-
vation de macrophages spécifiques et non spéci-
fiques, sur le transfert de I'immunité adoptive des
lymphocytes T et B et sur I'action sélective de I'im-
munité cellulaire contre les phases tissulaire et
sanguine. Par ailleurs, elle analyse les perspectives
de la vaccination contre la maladie de Chagas.

On ne dispose pas 4 I'heure actuelle de médica-
ment qui puisse guérir complétement I'affection et
qui soit inoffensif pour le traitement clinique et
collectif. En conséquence, il est suggéré d’étudier
la biochimie des phases intracellulaires du para-
site, d’examiner les systémes appropriés d'analyse
sélective directe contre les phases intracellulaires
dans des systémes acellulaires et de rassembler des
données sur le mode d’action des médicaments
efficaces.

En ce qui concerne la lutte contre la trypanoso-
miase américaine, I'étude mentionne outre les
méthodes déja indiquées, la possibilité d’employer
des substances qui servent d’hormone juvénile et
empéchent la métamorphose totale de I'insecte
vecteur.



