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RESUMEN

Dos grupos de pacientes fueron examinados parala
presencia de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi
por inmunofluorescencia y ELISA, (i) habitantes
de la poblacién y del drea rural circundante de
Tibw, Norte de Santander (n = 327) y (i) empleados
de la Empresa .  Colombiana de Petréleos
(ECOPETROL n = 849). El segundo grupo presen-
taba una rata menor de serologia positiva (12%
comparado con 29%), pero las distribuciones de los
titulos de anticuerpos fueron muy similares en los
dos grupos. Un total de 119 muestras séricas (37 de
la poblacién y 82 de ECOPETROL, incluyendo 25
controles seronegativos) fueron analizados en su
capacidad de inmunoprecipitar los 7 polipéptidos
mayores de tripomastigotes de T. cruzi de Mr
mayor de 72 kDa. Aunque 10 sueros de pacientes
positivos no mostraron inmunoprecipitacién, to-
dos los sueros positivos restantes contenian
anticuerpos que reaccionaban con los polipéptidos
de 150, 90 y 85 kDa. Cuando los sueros positivos
para T. cruzi en inmunofluorescencia y negativos
por inmunoprecipitacién se probaron por ELISA
usando GP90, todos fueron negativos, sugiriendo
que los pacientes habian tenido una infeccién por
T. rangeli que habia sido erréneamente diagnosti-
cada. El nuevo diagnéstico fue confirmado por
inmunofluorescencia y ELISA con epimastigotes
deT. rangeli. Se realizaron estudios longitudinales
en 19 pacientes del grupo de ECOPETROL du-
rante 3.5 afios. Cinco pacientes seropositivos
mostraron un cambio en sus perfiles de inmuno-
precipitacién anti-tripomastigote en este periodo;
uno por pérdida de la precipitacién de una bandade
alto peso molecular previamente reconocida y otros
cuatro por conversién de un perfil negativo a uno
positivo de inmunoprecipitacién. Estos tltimos
pacientes presentaron inicialmente una infeccién
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no complicada de T\ rangeli pero luego adquirieron
una superinfeccion por 7. cruzi. Estos pacientes
representan el nuicleo de un grupo en que los
estudios prospectivos identificardn el efecto de la
infeccién por T. rangeli en el curso de la Enferme-
dad de Chagas.

INTRODUCCION

El patégeno humanoTrypanosoma cruzi es el agen-
te causal de la Enfermedad de Chagas a través de
Centro y Sur América. Aunque se considera que
forma una Unica especie y produce un patrén rela-
tivamente uniforme de infeccién, existe una nota-
ble variacién en la presentacién de la enfermedad,
tanto en su sintomatologia como en su severidad.
La evidencia corriente sugiere que la variacién
interaislado de 1a expresién de antigenos parasita-
rios (Plata, Pons & Eisen, 1984), esta relacionada
con el zymodeme (Miles, 1983) y su interaccién con
la respuesta inmune del huésped pueden combi-
narse para producir una inmunopatogénesis con
un resultado variable en la enfermedad (Hudson &
Britten, 1985). Aun més, Segura y sus colaborado-
res (Ruiz, Estera, Cabeza Meckert, Laguens &
Segura, 1985) han mostrado que el conocimiento
inmune de diferentes subconjunto de antigenos
internos del parasito, en la ausencia de infeccién,
altera el tejido blanco (diana) para la patogénesis,
sugiriendo que la respuesta inmune, y la naturale-
za de los antigenos reconocidos, no sélo controla el
curso de la infeccién (Scott & Goss-Sampson, 1984)
pero también puede determinar los parametros
cualitativos y cuantitativos de la enfermedad. La
corroboracién clinica de esta nocién viene de los
estudios que muestran que mientras la respuesta
mitogénica a los antigenos de superficie de T cruzi
no mostraban correlacién con el status de la en-
fermedad, los antigenos internos producian una
respuesta mitogénica mayor en pacientes con ma-
nifestaciones digestivas, comparados con pacien-
tes asintomaticos (Gusmao, Rassi, Rezende & Neva,
1984).

Hasta ahora, varios estudios detallados han sido
realizados para determinar la variedad de polipép-

27



tidos de epimastigotes reconocidos por la respuesta
inmune de pacientes de diferentes areas geografi-
cas e infectados con diferentes zymodemes de T.
cruzi (por ejemplo, Zingales, Abuin, Romanha,
Chiari & Colli, 1984; Nogueira, Unkeless & Cohn,
1982) pero han fallado en identificar cualquier
heterogeneidad en el patrén de reactividad inmu-
ne. Sin embargo, cuando estudios similares se
llevaron a cabo con polipéptidos de tripomastigotes,
se observé una variacién significativa en el rango
de los polipéptidos precipitados (Martins, Hudson,
Krettli, Cangado & Brener, 1985) y fue particular-
mente informativo en el caso de un paciente del que
se disponian muestras seriadas.

En el presente manuscrito reportamos los hallaz-
gos iniciales de un estudio prospectivo iniciado en
Norte de Santander, Colombia, en un grupo cen-
tral de 82 pacientes, 19 de los cuales han sido
seguidos hasta por 3.5 afios. El analisis de
inmunoprecipitacién mostré cambios marcados en
los polipéptidos precipitados y permitié identificar
algunos de los pacientes chagésicos seropositivos
como un diagnéstico errado, debido a infeccién por
T. rangeli a una infeccién con T. cruzi en el curso
de este estudio.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suero fueron obtenidas de dos catego-
rias de pacientes que habitan en un 4rea de alta
endemicidad para T. cruzi en los alrededores de
Tibi, Norte de Santander, Colombia: (i) habitantes
generales de la poblacién, colectados durante una
visita que coincidié con los trabajadores de 1a Cam-
pania Nacional de Vacunacién (n = 327) y (ii) em-
pleados de la Empresa Colombiana de Petréleos
(ECOPETROL) (n = 849). Los dos grupos represen-
taban marcadas diferencias en el grado de asisten-
cia médica y condiciones socioeconémicas, pero los
dos estaban sometidos a los ciclos de transmisién
clasicos de 7. cruzi, a través de su contacto con
Rhodnius prolixus. El grupo de ECOPETROL era
lo suficientemente estable para facilitar visitas de
seguimiento a lo largo de 3.5 afios cuando la reco-
leccién de suero fue apoyada con el xenodiagnéstico
con consentimiento del paciente, y electrocardio-
grama (ECG) y exdmenes clinicos como parte de al
asistencia médica proveida en el hospital de la
compafiia. El xenodiagnéstico se realizé usando 10
insectos en cada una de 4 cajitas recubiertas de tul.
Después de la aplicacién en la piel para permitir su
alimentacién por 30 min, los insectos retornaron al
laboratorio y fueron sacrificados a los 30, 60 y 90
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dias para la deteccién de T. cruzi por examen
microscépico.

PARASITOS Y SERODIAGNOSTICO

Tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Y fueron
producidos en cultivos in vitrousando células VERO
como fue descrito por Martins et al. (1985) y los
epimastigotes para inmunofluorescencia, se hicie-
ron crecer por cultivo monofdsico en medio de
Warren (Warren, 1960). La cepa San AgustindeT.
rangeli fue cultivada en medio RPMI 1640 conte-
niendo 20% de suero fetal bovino, sin antibiéticos,
como se describi6 recientemente (Takle, 1988).

Placas de ensayo con micropozos fueron cubiertas
con sonicados deT. cruzi o T. rangeli (50 ul/pozo de
una concentracién de proteina total de 50 ug/ml) o
con GP 90 deT. cruzi purificada por afinidad (50 ul/
pozo de 10 ul/ml de proteina) y se usaron para
detectar anticuerpos séricos por ELISA, como se
describié previamente (Guhl, Hudson, Marinkelle,
Jaramillo & Bridge, 1987).

El an4lisis de inmunofluorescencia fue realizado
haciendo reaccionar epimastigotes fijados con
formaldehido con diluciones seriadas de las mues-
tras de suelo por 30 min a temperatura ambiente.
Después de lavado exhaustivo en solucién salina
tamponada con fosfatos, el anticuerpo ligado se
visualiz6 con IgG de conejo anti-inmunoglobulina
humana conjugada a isotiocianato de fluoresceina
usando un microscopio de luz u.v. con epi-ilumina-
cién. Los datos se anotaron como el titulo mas alto
que daba una fluorescencia positiva distinguible
sobre el fondo definido por sueros controles de
individuos no infectados. Los sueros contro! no
mostraron unidn a los epimastigotes de ninguno de
los parasitos de diluciones mayores o iguales a
1:20.

ANALISIS DE INMUNOPRECIPITACION

Las técnicas para andlisis de inmunoprecipitacién
y electroforesis en geles de poliacrilamida con
sodiododecilsulfato (SDS-PAGE) han sido descri-
tos en detalle en otras publicaciones (Wong, Hudson
& Hindmarsh, 1986) y se variaron sélo en el uso de
geles de acrilamida de 7.5% en paralelo con geles
del 10% para algunos sueros, para obtener mejor
resolucién y estimacién del tamafio sobre un peso
molecular relativo aparente (Mr)de 100 kDa. Cuan-
do 1.0 x 10 tripomastigotes marcados extrinseca e
intrinsecamente fueron solubilizados en una solu-



cion 1% (P/V), del detergente no-iénico Renex 30
(Atlas Chemical Company, Leatherhead, R.U.), se
encontraron los siguientes cpm asociadas con el
material precipitable con Acido Tricloroacético frio:
1251 3.2 + 1.5 x 10° cpm (promedio +/- error standard
de 5 determinaciones, en cada caso) y*S 3.4 +/- 2.1
x 10% cpm. Estas cuentas eran el 69 +/- 3.3% de la
incorporacién total para el marcaje con %[ y 88 +/
- 7.1% para el marcaje con *8.

EXAMENES CLINICOS
Y ELECTROCARDIOGRAMAS (ECG)

Los examenes y el ECG fueron realizados por el
personal médico del Hospital de ECOPETROL en
Tibu.

RESULTADOS

La encuesta serolégica de los habitantes de la
poblacién de Tibti mostré que el 29% de ellos eran
positivos para anticuerpos anti -7 cruzi, y més de
la mitad del grupo positivo tenia titulos por
inmunofluorescencia mayor a 1:80. Aunque la
prevalencia de la serologia positiva era mucho
menor en el personal de ECOPETROL (12%), la
distribucién de los titulos de inmunofluorescencia
era similar a la vista en los habitantes de la pobla-
cién. Las bandas polipépticas mayores de Mr 72-
166 kDa usadas en el analisis se muestran en la
Fig. 1.

El doblete mayor en los 94 kDa (rango 101-80 kDa)
consta de dos glicoproteinas principales GP 85 y
GP 90 (Snary, 1985). Generalmente las dos fueron
reconocidas con igual intensidad por sueros de
pacientes infectados y no se obtuvo resolucién en
los geles dado el intenso marcaje.

La variacién en las distribuciones-de tamartio de
polipéptidos precipitadds se ilustra en la
autorradiografia de dos geles al 10% SDS-PAGE en
la Fig. 2. Andlisis previo a la decodificacién de las
muestras, mostré que la mayoria de los pacientes
reconocia los polipéptidos de Mr 150 kDa y un
doblete intenso en 95 kDa (rango 101-80 kDa). Los
pacientes individualmente mostraban una varia-
cién cuantitativa en las otras bandas analizadas,
por ejemplo en el suero el paciente 138 (Fig. 2 carril
a: 2) precipitaba un polipéptido de Mr 72 kDa; en
tanto que sueros de otros pacientes corridos en el
mismo gel no lo hicieron. De manera similar el
suero del paciente 165 (Fig. 2, carril b: 7) reaccioné

> Figura 1. Polipéptidos
: . marcados con '*I de la
l superficie iodinada de
tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi.
Tripomastigotes de T.

4200 cruzi de la cepa y deriva-
dos del cultivo de tejidos
fueron marcados con
is6topos radioactives por
la adicién de 1251 cata-
lizada por lactopero-
xidasa. Después de la
¢ 93 solubilizacién en Renex
30, el anilisis en SDS-
PAGE revelé 7 polipép-
tidos de alto peso
molecular que eran dis-
tintivos e invariables
entre muestras secuen-
ciales. Bandas de peso
molecular relativo apa-
rente numeradas de1-7
(mostradas por cabezasde
flecha vacias): 166, 150,
137,127,110,94y72. La
banda mayor nimero 6
en 94 kDa era un doblete
& 56 de dos polipéptidos iden-
tificados como Gp 90y Gp
85 queestan intensamen-
te marcados y que se
traslapan en los geles
SDS-PAGE de 10y 7.5%.
Las flechas llenas mues-
tran la posicién de los
N marcadores de peso
molecular “C-metilados,
corridos en el mismo gel.
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con dos polipéptidos grandes de Mr 137 y 127 kDa
y sobre todo, mostr6 un patrén de bandas mis
complejo que sueros de otros pacientes en el mismo
gel. La frecuencia con que las bandas individuales
fueron reconocidas por las muestras de suero se
muestran en la Tabla 1. Tres pacientes no mostra-
ban patrones de inmunoprecipitacién reconocibles:
los pacientes 142 y 150 (Fig. 2, carrilesa: 6 y a: 7,
respectivamente) eran controles negativos, mien-
tras que el paciente 149 (Fig. 2, carril b: 3) tenia un
titulo anti-7. cruzi por inmunofluorescencia de
1:40. Una busqueda intensa se condujo en el grupo
de pacientes para identificar los seropositivos que
no precipitaban los polipéptidos marcados con 1.

Para asegurar que la ausencia de reactividad no
era simplemente un artefacto del método de mar-
cacién de superficie, los pacientes también se ana-
lizaron contra polipéptidos de tripomastigotes
marcados con (**S) metionina, como se ilustra enla
Figura 3, por ejemplo.

Analisis paralelo en geles del 7.5 y 10% revelaron
precisamente el mismo patrén de polipéptidos de
alto peso molecular. La mayoria de las muestras de
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Figura 2. Perfil de inmunoprecipitacién de sueros chagésicos al reaccionar con polipéptidos de tripomastigotes marcados con!?’1. Los carriles
corresponden a los siguientes niimeros de pacientes a: 1 a 7, pacientes 136, 138, 140, 152, 146, 142 y 150. Los carriles a: 6 y 7 son controles
seronegativos del drea endémica y a: 0 es la mezcla original de polipéptidos de tripomastigotes marcados con '*I. Los carriles b: 1 a 9
corresponden a los pacientes 145,147,149, 151, 153,155,165, 167y 173. El carril b: 3 corresponde a un paciente positivo por inmunofluorescencia
anti-tripanosoma cruzi que fall6 en precipitar polipéptidos de T cruzi sobre el fondo definido por sueros controles seronegativos. Las flechas

indican las posiciones de los marcadores de peso molecular.

suero de pacientes seropositivos reconocian
polipéptidos de 150,94 y 72 kDa. Aunque la resolu-
ci6n de las bandas polipeptidicas de alto peso
molecular Mr mayor de 90 kDa fue mejor en el gel
de bajo porcentaje, no hubo diferencias cualitati-
vas entre los patrones de bandeo observados. Dos
de los sueros de los pacientes seropositivos (149 y
154) no mostraron precipitacién sobre el fondo
definido por tres controles seronegativos (184, 150
y 181). En total, 10 pacientes con titulos de
anticuerpos anti-7T. cruzi entre 1:40 y 1:80 (ntime-
ros 3,4,5,6,12,32, 108, 149, 152 y 180) fallaron en
precipitar antigenos de tripomastigotes de T cruzi

Bandas
Polipeptidicas
Numero M + Porcentaje de sueros
reaccionantes

1 166 12

2 150 99

3 137 49

4 127 39

5 110 59

6 94* 100

7 72 55
*  Doblete intenso 101-80 kDa compuesto de polipéptidos de 90 y 85 kDa.
+ Mr. Peso Molecular Relativo Aparente determinado por analisis de

regresién contra proteinas standard marcadas con *C.

Tabla 1. Frecuencia con la que los sueros de los pacientes reaccionan
con los polipéptidos mayores de tripomastigotes de Trypanosoma
cruzi.
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en pruebas repetidas ya fuera con polipéptidos
marcados con %] (como en la Fig. 2) o con ¥S-
metionina (como en la Fig. 3).

En vista de los hallazgos anteriores todos los sue-
ros fueron probados por las técnicas de inmuno-
fluorescencia y ELISA para reactividad contra
antigenos de 7. rangeli: 37% de los pacientes que
eran seropositivos para T. cruzi también tenian
anticuerpos contraT. rangeli. El paciente 184 (Fig.
3, carril 12 en los geles a y b), quien habfa sido
considerado como un control negativo por la caren-
cia de anticuerpos anti-T. cruzi se encontré que
tenia un titulo de 1:20 por inmunofluorescencia y
una reaccién positiva de ELISA contra T. rangeli.

Tuvimos la oportunidad de hacer estudios de segui-
miento en 19 de los 82 pacientes empleados origi-
nales de ECOPETROL. Se encontraron insectos
positivos en dos de los 9 pacientes que accedieron a
tomar parte en el xenodiagnéstico y se detectaron
anormalidades en el ECG de 5 de los 19 pacientes
(Tabla 2). En general, el titulo anti-T' cruzi medido
por inmunofluorescencia (Tabla 2) o ELISA (datos
no mostrados), tendian a declinar durante el perio-
do de estudio. Sin embargo, en 4 casos (pacientes 3,
4,12y 163, Tabla 2) el titulo se hizo completamente
negativo. Este fue un hallazgo sorprendente.

El anédlisis de inmunoprecipitacién de muestras
séricas secuenciales mostré que los pacientes ten-
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Figura 3. Perfil de inmunoprecipitacién de sueros de pacientes chagéasicos al reaccionar con polipéptidos de tripomastigotes marcados con
33-metionina. Los carriles 1-14 corresponden a los sueros de los siguientes pacientes: 122,123, 130, 133, 138, 149, 154, 165, 166, 167, 180, 150
y 181; analizamos en geles SDS-PAGE (a) 10% y (b) 7.5% - Or.: mezcla original de polipéptidos marcados; M: marcadores de peso molecular
4C-metilados. Los sueros en los carriles 13 y 14 corresponden a controles seronegativos que habitan en drea endémica

dian a mantener un patrén estable de inmunopre-
cipitacién a lo largo del periodo de estudio de 3.5
afios. El patrén de bandeo mostrado por la mayoria
de pacientes se ilustra en la Fig. 4 por el paciente
2(carriles 3y 4)oel paciente 9 (carriles 10y 11). Los

sueros de estos pacientes inicialmente reconocian
6 de las 7 bandas polipeptidicas incluidas en el
analisis y no variaban en intensidad o nimero de
bandas durante los 3.5 afios. Sin embargo, el suero
del paciente 18 (Fig. 4 carriles 1 y 2) mostr6 una

Nimero Muestra* Xenodiag. ECG
A B C D

1 N.H 80 40 N.H N.H Normal

2 N.H 320 80 N.H N.H Normal

3 40 40 Neg. N.H Neg. Normal

4 80 80 Neg. Neg. Neg. Normal

6 N.H 80 160 NH NH BRD

9 320 3200 160 NH Neg. Normal

10 1280 1280 320 NH Neg. Normal

12 40 40 40 Neg. Neg. Normal

17 320 320 320 640 Pos. ESA-CA

18 N.H 160 80 80 N.H Normal

22 N.H 320 80 80 N.H Normal

23 160 320 80 80 Neg. Normal

24 1280 640 320 320 Pos. BRD con
Depresién ST

25 N.H 80 80 80 N.H Bloqueo
Av de ler.
grado

29 320 320 80 N.H Neg. Normal

154 N.H NH 40 40 N.H Normal

157 N.H NH 40 40 N.H Onda T
invertida
¢Isquemia?

163 N.H N.H 40 Neg. N.H Normal

165 N.H NH 320 80 N.H Normal

*: inverso del titulo

N.H: no hecho

BRD: bloqueo de la rama derecha

ESA-CA: extrasistole auricular, conduccién aberrante

polipéptidos precipitados

2,4,5,6,5, 7. Sin cambio
2,4,5,6,5, 7. Sin cambio
No reaccién

No reaccién

Reacciéonen C; 2,4, 5,6, 7
2,4,5, 6,7 Sin cambio
2,3,4,5,6,7Sin cambio
No reaccién

2, 5, 6. Sin cambio

2, 6, 7. Sin cambio

2,5, 6, 7. Sin cambio

2, 6, 7. Sin cambio
2,3,4,5,6,7. 3 ausenteen D

’

) ’

2,4, 5, 6. Precipitacién muy
débil

2,3, 5,6, 7. Sin cambio
6 en C, no reaccién en D
No reaccién

No reaccién
2,3,4,5,6,7,en C; noreacciéon
en D.

Tabla 2. Datos clinicos y serologia de los pacientes en el estudio prospectivo (Las muestras de suero
A-D fueron colectados en los siguientes tiempos: 0,0.5, 2.5 y 3.5 afios. Las bandas polipeptidicas

precipitadas son las definidas en la Fig. 1). :

reaccién inusual con el
doblete polipeptidico mayor
en 94 kDa; de manera con-
traria a la mayoria de los
sueros probados, el suero de
este paciente reaccionaba
principalmente con el com-
ponente 85 kDa. Las mues-
tras secuenciales de 4
pacientes seropositivos falla-
ron en reaccionar con
polipéptidos de T. cruzi: es-
tos eran 3, 4, 12 y 163 (el
suero del paciente 3 se mues-
traenla Figura4 carriles 8y
9). Significativamente, estos
eran precisamente los mis-
mos pacientes quienes em-
pezaron con reactividad
aparente anti-7. cruzi pero
que se hicieron negativos en
el curso del estudio (Tabla 2).
El suero del paciente 24 de-
mostré una variacién cuali-
tativa interesante en los
polipéptidos de alto peso
molecular en 137 y 127 kDa:
los dos fueron inmunopre-
cipitados por dos muestras
séricas secuenciales con dife-

31



rencia de 6 meses (Fig. 4 carriles 5 y 6) pero
solamente la banda de 127 kDa fue reconocida por
una muestra de suero tomada 2.5 anos después
(Fig. 4 carril 7).

Figura 4. Analisis de inmunoprecipitacién de polipéptidos de
tripomastigotes precipitados por muestras séricas secuenciales de
pacientes chagdsicos. Los carriles (cr) corresponden a las siguien-
tes combinaciones de pacientes y muestras: cr 1 y 2 paciente 18
muestras a,byc, cr 3y4 pacientes 2 muestras ayc, cr 5-7 paciente
18 muestras ab yc, cr 8 y 9 pacientes 3 muestrasbyc,cr 10y 11,
paciente 9 muestrasay ¢, cr 12y 13 paciente 6 muestrasby c. Las
muestras a y b tenian 6 meses de diferencia, mientras que by ¢
estaban distanciadas por dos afios. La figura muestra la
autorradiografia de un gel SDS-PAGE al 10% de polipéptidos de
tripomastigotes marcados con '#1. Las flechas muestran las posi-
ciones de migracién de los marcadores de peso molecular “C
metilados.

El suero del paciente 6 ilustra una clara conversién
de una reaccién negativa de inmunoprecipitacién a
una positiva (Fig. 4 carriles 12 y 13), aunque su
reactividad anti-7. cruzi permanecié constante a
través del periodo del estudio (Titulo por inmuno-
fluorescencia 1:40 para los tres tiempos, Tabla 2).
Las muestras séricas de tres pacientes (numeros 6,
55y 99) se convirtieron de la misma manera.

DISCUSION

Nuestro conocimiento de la secuencia detallada de
larespuesta inmune siguiente a la infeccion clinica
oon T. cruzi es relativamente limitado. Hasta
ahora no se han publicado estudios prospectivos
que traten de relacionar los cambios en el patrén de
reactividad antigénica con variaciones en el curso
de la infeccién y enfermedad, aunque la evidencia
experimental sugiere que la calidad de la respues-
ta inmune puede influir profundamente el poten-
cial para la expresién de la enfermedad (revisado
por Hudson, 1985). Los datos reportados aqui son
los hallazgos iniciales de un proyecto a largo plazo
para documentar los cambios humorales y celula-
res en un grupo de empleados petroleros que estan
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en riesgo de contraer la infeccién por T. cruzi,
durante su trabajo en el campo.

La edad promedio de nuestro grupo de estudio es

. 38, sus miembros son predominantemente del sexo

masculino y por lo tanto mayor la probabilidad de
desarrollar enfermedad cardiaca. Socioeconémi-
camente hablando, son relativamente privilegia-
dos y por lo tanto no presentan complicaciones
inmunolégicas derivadas de desnutricién crénica.
Ellos reciben exédmenes clinicos regulares como
parte de un esquema de seguridad industrial y
tienen disponibles para ellos quimioterapia contra
el espectro normal de infecciones humanas, excep-
tuandoT. cruzi. Esimportante anotar que el record
de empleo del grupo ha sido estable, facilitando asi
estudios seriados de seguimiento. La seleccién de
esta darea de Colombia para el estudio tiene la
ventaja combinada de una similaridad fenotipica
entre los principales stocks selvaticos y domicilia-
rios de T cruzi (mucho mas cercana que las exten-
sas diferencias entre zymodemes selvaticos y
domésticos observados en Brasil y Chile), (Saravia,
Holguin, Cibulskis y D’Alessandro, 1987) y un
perfil de la enfermedad relativamente simple ya
que los sindromes digestivos no ocurren y la enfer-
medad cardiaca, aunque relativamente leve, ocu-
rre en un namero significativo de pacientes (en
nuestro caso 12 de 59 seropositivos hasta ahora;
datos completos a ser publicados). Por la seleccién
de este grupo, creemos que las asociaciones pacien-
te, parasito y enfermedad se han podido reducir
cercanamente al minimo de complejidad.

La encuesta serolégica inicial de los dos grupos
definidos en Tibu, la poblacién y ECOPETROL,
confirma que el ultimo grupo tenia ratas de
prevalencia mucho menores para anticuerpos anti-
T. cruzi, pero ninguna diferencia en la distribucién
de titulos de inmunofluorescencia o valores de
ELISA, sugiriendo que lamenor rata de prevalencia
era el resultado de un contacto menos frecuente
con el vector, en lugar de ser una reactividad
inmune aberrante. Mds del 70% de los habitantes
de la poblacién identificaron a Rhodnius prolixus
como parte de la fauna peri-doméstica de sus ho-
gares.

La inspeccién de geles de SDS-PAGE independien-
tes en los que polipéptidos marcados con'**T habian
sido fraccionados por tamano mostraron que era
posible reconocer 7 polipéptidos de alto peso
molecular (Mr 166, 150, 137, 127,94 y 72 kDa) que
era un caracteristica constante del perfil de
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iodinacién de tripomastigotes deT. cruzi catalizada
por lactoperoxidasa. Estos polipéptidos era muy
grandes para ser artefactos de iodinacién debido a
la absorcién delactoperoxidasamarcada (Plessman
Camargo, Barbieri & Jankevicius, 1982) y por lo
menos 4 de ellos (150, 160, 90, 85, y 72 kDa) han
mostrado ser glicoproteinas mayores de superficie
celular derivadas del parésito (Snary, 1985).

El patrén de polipéptidos mayores inmunoprecipi-
tados reconocidos por la mayoria de los pacientes
corresponde cercanamente con lo que ya se publicé
para pacientes infectados con 7. cruzi en Choachi
a 560 km de Tibu (Guhl et al., 1987) y es virtual-
mente idéntico a patrones publicados en estudios
mas limitados de pacientes de dos regiones diferen-
tes de Minas Gerais, Brasil (Zingales et al., 1984;
Martins et al., 1985). En cada caso la respuesta
inmune contra las glicoproteinas mayores de Mr
150 (correspondiente a la banda de 160 kDa de
Martins et al., 1985) 90 y 85 kDa de tripomastigotes
de T. cruzi estaba altamente conservada. Cuando
las muestras de un sélo tiempo fueron analizadas
no habia una relacién discernible entre las varia-
ciones en los perfiles de polipéptidos reconocidos y
las correlaciones examinadas a saber: (i) titulo
anti-7. cruzi por inmunofluorescencia (ii) agru-
pamiento socio-econémico y la probable frecuencia
de exposicién y (iii) si el paciente presentaba anor-
malidades en el ECG. Una excepcion notable a esta
carencia de correlacién fue la temprana identifica-
cién de un paciente claramente seropositivo con
antigenos de T cruzi en inmunofluorescencia pero
negativo por inmunoprecipitacién de polipéptidos
marcados con %1, Esta observacién nos hizo recor-
dar las observaciones hechas en la regién Ubaque
de Choachi(Guhl et al., 1987) donde varios casos de
infeccién clinica de T. rangeli habian sido identifi-
cados con este mismo perfil inmunolégico.

La nueva prueba de los sueros con antigenos de T.
rangeli mostr6é una rata de prevalencia aparente
de 37% de anticuerpos anti-T. rangeli. Aunque esto
es similar a las ratas descritas para areas libres de
T. cruzien Venezuela (29% Avila, Rojas, Veldzquez-
Avila & Rieber, 1987), no es posible determinar la
verdadera rata de prevalencia por esta técnica ya
que se ha mostrado que T. cruziy T. rangeli
comparten mas del 60% de sus antigenos solubles
(Afchain, LeRay, Fruit & Capron, 1974). Sin em-
bargo, la existencia de infeccién clinica por T.
rangeli en esta drea no esta abierta a discusién ya
que dos pacientes, previamente clasificados en el
grupo control seronegativo paraT. cruzi, se encon-

tré que sé6lo tenian anticuerpos anti-T. rangeli y
otros 10 mas reaccionaron con 7\ cruzi y T. rangeli
en inmunofluorescencia pero no reaccionaron con
GP 90 en ELISA (Schechnter, Luquetti, Rezende &
Miles, 1985) o polipéptidos de tripomastigotes en
imunoprecipitacién. La infeccién clinica con T.
rangeli no ha sido descrita previamente en el de-
partamento de Norte de Santander, Colombia.
Significativamente, en cuatro de estos pacientes se
hicieron negativos los anticuerpos de reaccién cru-
zada anti-T. rangeli y/o T. cruzi sugiriendo que la
infeccién por T. rangeli es terminada por una
respuesta inmune efectiva. Esto sera en contraste
directo con la infeccién T. cruzi, donde tanto la
infeccién y la respuesta inmune asociada es de por
vida en el paciente inmunocompetente.

Los estudios de seguimiento en 19 pacientes, en
algunos casos por 3.5 afios han mostrado cambios
interesantes en su respuesta inmune y estado de la
infeccién. La mayoria de los pacientes mostré un
patrén estable de polipéptidos derivados deT. cruzi
precipitados, una vez que el estadio crénico es
alcanzado. Sin embargo, dos pacientes tenian una
reactividad interesante para T. cruzi: el paciente
18 tenia anticuerpos que reaccionaban predomi-
nantemente con el polipéptido de 85 kDa, en con-
traste con todos los otros sueros positivos
examinados que reconocian igualmente bien los
polipéptidos de 85 y 90 kDa. El paciente 24 mostré
la pérdida selectiva de reconocimiento de una ban-
da polipeptidica en 2.5 anos, aunque el paciente
habia desarrollado anormalidades en el ECG, noes
posible aiin sacar conclusiones, estos dos ejemplos
solamente ilustran cambios inmunolégicos que
identifican estos pacientes para investigacioén es-
pecial,

Los registros de empleo de los pacientes de
ECOPETROL mostraron que todos habian pasado
por un examen médico inmediatamente antes de
ser empleados. Este chequeo incluia un ECG para
excluir los individuos con enfermedad cardiaca
potencial. El hallazgo de 5 individuos seropositivos
con anormalidades en el ECG en el grupo de segui-
miento es, por lo tanto, de interés y significado
considerables. Aunque se reconoce que los cambios
anotados en la tabla 2 no son necesariamente una
indicacién de enfermedad cardiaca organica, la
incidencia de anormalidad en el ECG es mayor de
lo que se esperaria en los grupos controles
seronegativos,

Un paciente en este grupo (nimero 157 Tabla 2)
tenia cambios sugestivos de isquemia en el ECG,
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un titulo anti-T. cruzi de 1:40 pero fall6 en reaccio-
nar con GP 90 en ELISA (datos no mostrados) y en
precipitar polipéptido de tripomastigotes de acuer-
do con una infeccién mal diagnosticada por T.
rangeli. Ain debe ser establecido si la isquemia fue
debida a los efectos no especificos de la inmunidad
contra la fraccién microsomal de tripasomatidos no
patégenos (Cabeza, Meckert, Cazzulo, Segura,
Estera, Ruiz, Gelpi Languens; 1984) o una ocu-
rrencia no relacionada.

Aunque todos los pacientes que mostraban anor-
malidades en el ECG (Tabla 2, pacientes 6, 17, 24,
25y 157) presentaban caracteristicas en sus perfi-
les de precipitacién que servian para distinguirlos
de la gran mayoria de pacientes. El tamafio de la
muestra ain es muy pequeilo y muy heterogéneo
para sacar conclusiones.

Laidentificacién de cuatro pacientes que se convir-
tieron de un perfil negativo de inmunoprecipitacién
con serologia positiva anti-T. cruzi indicadores de
una infeccién por T. rangeli que producia reacti-
vidad cruzada, a un perfil de inmunoprecipitacién
completo anti-T. cruzi y reactividad anti-GP 90,
fue interesante. Estos pacientes y potros detecta-
dos durante el curso del estudio, proveen una
excelente oportunidad para un estudio prospectivo
de la interaccidén de estos dos parasitos, uno con
otro y con la respuesta inmune,

En una publicacién previa (Guhl et al., 1987) suge-
rimos que la infeccién inicial con el tripanosoma no
patégeno pero con reaccién cruzada serolégica, el
T. rangeli, puede no sélo alterar el curso de la
infeccién subsecuente por T. cruzi, pero también
puede moderar la severidad de la enfermedad
subsecuente. Ahora tenemos el nicleo de un grupo
de pacientes en el que estudios prospectivos pue-
den ser realizados para probar esta intrigante
posibilidad.
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