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. INTRODUCCION

" La Miocarditis Crénica, considerada por Chagas (1),
Como la forma croénica de la Tripanosomiasis americana,
gepresenta un problema de gran magnitud en la Salud
[Publica del continente. Latinoamericano, debido a su am-
plia distribuciéon y frecuencia. En efecto se ha estima-
do, que existen potencialmente 35 millones de seres hu-
fnanos (2) constantemente expuestos a la infeccién por
{l rypanosoma Cruzi.

, La baja mortalidad en la forma aguda, en contra
gposicion a la tasa elevada en la forma crémica (2, 3, 4,
hace pensar que en esta ultima, existen otros facto-
es independientes o secundarios, probablemente dife-
entes 0 no. presentes en la forma aguda, que hacen que
&l curso de esta entidad nosoldgica, sea de un pronéstico
malo y en general de evolucién fatal.

. En la forma aguda de la enfermedad, el Trypanoso-
ma Cruzi parasita la fibra cardiaca produciendo lesiones
e tipo mecanico, caracterizadas por destrucciéon de la
nisma y secundariamente por una inflamacién y proba-
Jemente por liberacién de proteina y reacciones téxicas
Bucundarias (2). Se desconoce por el contrario el papel
e el parasito desempefia en la forma crénica de la en-
medad, en la cual, ademés de la accién ya menciona-

se aducen otros factores etiopatogénicos, tales como
canismos de tipo alérgico, ya sea contra el parésito
smo (6, 7,) o bien contra proteina cardiaca modifica-
o desnaturalizada por el parasito, durante el proce-
b.agudo o bien durante reinfecciones (3).

p. A pesar de los trabajos realizados en sus diferentes
gspectos: Clinico (1, 8-15), patolégico (3, 4, 16, 17), epi-
miolégico (18, 19), inmunolégico (20-21), y eticlégico
), la etiopatogenia de la Miocarditis Crénica -es to-
via una incégnita.

Esta Cardiopatia en efecto, presencia caracteristicas
Bropias, que la diferencian de otras Cardiopatas, tales co-
B0 un curso clinico irreversible, pero lento; que no res-
fhnde al tratamiento, atn al sintoméatico (refractibilidad
B1a Digital) y por lo tanto con una alta mortalidad. Al-
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teracicnes en el ritmo, con extrasistoles y blogueos, des-
de parciales hasta completos, predominan siempre en el
cuadro electrocardiografico (1,3).

La etiologia Chagésica de la “Miocarditis Crénica’
desde Chagas, ha sido propuesta y sustentada por nume-
rosos autores Brasilefios (1) y Latinoamericanos (5, 16,
23, 24). En favor de esta aseveracion existen las siguien-
tes consideraciones: a) Los casos de Miocarditis Créni-
.Ca, en su gran ma
la enfermedad de Chagas es endémica; b) La prueba de
fijacién del complemento de Machado Guerreiro, gene-
ralmente es positiva en estos pacientes; y ¢) En algunos
casos, se ha aislado de la sangre de pacientes con Miocar-
ditis Crénica el Trypanosoma Cruzi, ya sea por hemo-
cultivo o por xenodiagnéstico. En contra oposicién a es-
tas consideraciones, existen dos hechos de importancia
gue ponen en duda la relacién etioldgica entre la enfer-
medad de Chagas y la Miocarditis Crénica; estos son: a)
La ausencia del parésito en las fibras cardiacas en pa-
cientes fallecidos con Miocarditis Croénica, aun después
de estudiar multiples secciones histopatolégicas (3-4) y
b) En ciertas areas tales como Jamaica (25) varios casos
de Miocarditis Crénica, han sido descritos y en este pais
hasta la fecha, no se ha encontrado el Trypanosoma Cruzi.

Para explicar la relacién entre los datos positivos y
los datos negativos existentes Yy poder llegar asi a una
conclusién respecto a la etiologia de la enfermedad, Te-
jada y Castro (3) han sugerido la hipdtesis de que la
Miccarditis Crénica es una Cardiop
mune y que el Trypanosoma en las 4reas donde existe
es un factor importante, desencadenante o coadyuvante,
al liberar protefnas de las fibras cardiacas parasitadas,
que secundariamente actiian como antigeno.

Chagas (6) y Magarinos Torres (7) sospecharon la
existencia de un estado alérgico de la fibra cardiaca fren-.
te al parasito y més tarde Mufiz y Azevedo (27), en es-
tudios experimentales realizados en Monos Macacus (Ma-
caca Mullata), inoculdndolos con formas muertas de Try-
panosoma obtenidas de cultivos, lograron producir una
Mioecarditis Hiperérgica, con reacciones inflamatorias de
tipo granulomatoide.

Son miultiples los traba
cados, en que se ha demostr
pos circulantes, en paciente

jos (28-32) a la fecha publi-
ado la existencia de antjcuer-
s que padecen algunas de las

[ | -

yoria, provienen de 4reas en las que

atia de tipo autoin- |

enfermedades llamadas “autoir}munes” y los cuales sor}
capaces de reaccionar con antigenos preparados {:on e:;i1
tractos de tejidos humanos. La mayor parte de las 111;1
llamadas Enfermedades Colagenas, tales como la fle ’ri
reumatica, lupus eritematosc dlge;mlnado, hepatitis ?px?o—
dica, periarteritis nodosa, artritis reurpatmdea, es?eite-
derma y algunas otras, han sido consideradas recies
mente como enfermedades autoinmunes (33). .

En animales de laboratorio se ha logrado producir an:
ticuerpos contra 6rgan’os de anin}ales de la _m1smasesp§e
cie (anticuerpos homologos), asi como anticuerpo egies
reaccionan con antigenos de animales de qtra}s e(sip1 Les
(Anticuerpos heterdlogos). En el caso particular ¢ gs co-
razén, Kaplan (34) enconfré que sueros de c};)nej o
munizados con homogeneizados de corazon de I:ie,y 0 >
ta exhibian reacciones cruzadas con tejido cagf 1acso b
conejo normal o bien de otras esgggg(s)g%z mamiferos,

; ctividad con corazones ) ]
com%;\?ealti (35, 36) demostrd que gzl tejido cardlafici)agge
dia ser antigénico, al lograr producir en r}alltas, Helx?eizado :
inyecciones repetidas de una mezcla de oancig nelzace
de corazén de rata y estreptococos muertos del g ng > 5
de Lancefield, aglutininas circulantes que rea‘cc1: "y
con particulas de colodién cubiertas con un extracto sa
] z6n de rata. ) .
" d:EenC(l)ggl, Frick (37) provocd en ratas, despu,es ge nllré:
| yecciones repetidas de homogeneizados de coral.zop ne(; o
} logo con adyuvante de Freund y Tubgrcuhna, elsm s
‘flamatorias de tipo alérgico, determmanc,lo alav 2
presencia de anticuerpos circula_ntes. Mas remgntenieg-
te, Castro (38) trat6 de reproduc,m este ,cuadro, inocula -
| do ratas con extractos de corazén homdlogo, solo o co
b adyuvante de Freund. o
i y‘{}’sando pruebas de Precipi’gaci()n y Fijacién Jdel c%r;l_—
plemento, Kaplan (39) encontré en conejos a los que :
“bia inyectado homogeneizado de corazén de buey o rala:
f incorporado a un adyuvante (gel 1de hidréxido de a*u;1
“minio), anticuerpos que reaccionaban fuertemente co
“extractos de corazén de conejo normal. R
, En trabajos més recientes, este mismo.mvestlgador
(40) demostrd, en conejos tratados de la misma manera
¥(inoculados con corazén heterdlogo), la presencia de un
nticuerpo circulante que reaccionaba con antigenos de
Orazon heterdlogo (corazdén de buey). Al mismo tiempo,




produjo en el corazén de los conejos lesiones inflamato-
rias de tipo alérgico y usando técnicas de inmunofluores.
cencia, demostrd la presencia del antigeno fijado a las
miofibrillas. El mismo autor sin embargo no encontré re-
lacién entre el grado de lesién histolégica y la produec-
cion de anticuerpos determinados en las pruebas serolégi-
cas.

En algunas enfermedades del corazén, tales como la
enfermedad reumatica, los sindromes post-comisurotomis
y post-infarto del miocardio, se encuentran anticuerpos
circulantes, cuya especificidad de 6rgano anticorazén fya
demostrada por Gery y Col. (41-43, Ehrenfeld y Col.
(44), Kleinsorge y Col. (45) y Kaplan (46) y que se for-
man posiblemente al destruirse las fibras cardiacas que
liberan substancias proteicas, que pueden ser capaces de
actuar como antigenos, incitando la produccién de anti-
cuerpos. Segun la hipétesis de Tejada y Castro 3) el
mismo tipo de reaccién y por lo tanto de anticuerpos se-
rian responsables de la produccién de la Miocarditis Cré-
nica.

Para demostrar la existencia de estos anticuerpos, di-
ferentes investigadores (41-43) han empleado varias prue-
bas seroldgicas tales como la fijacién del complemento,
neutralizacién, inhibicién de la Hemoaglutinacién, reac-
ciones de anafilaxis cutinea, pruebas de precipitacién en
Agar Gel y de aglutinacién pasiva (41-43).

Gery y Davies (41-43) usaron estas pruebas para de-
terminar la presencia de anticuerpos, en sueros de ratas,
conejos y cobayos, sensibilizados con extractos salinos de
corazén, de especies heterdlogas; habiendo encontrado en ¥ nica por Labbé (47). .
casi todos los casos, la presencia de antigenos especificos [«  L—Prueba de Aglutinacién Pasiva:
de 6rgano, Unicamente las reacciones de neutralizacién - Tres grupos de personas fueron utilizados en el pre-
y de inhibicién de la hemoaglutinacién de glébulos rojos -sente trabajo: ,
cubiertos con &cido tanico, tuvieron. valor para demos- -+ a) Pacientes que habian residido o residian en el &rea
trar este antigeno. : jendémica de Enfermedad de Chagas y que presentaban

Tejada y Castro (3) utilizando como antigeno ex- #lla reaccion de fijacion del complemento positiva.
tracto de corazén humano normal y suero de tres pacien- § ¥ b) Pacientes residentes en 4rea endémica, que pre-
tes con Miocarditis Crénica, obtuvieron reacciones po- pentaban reaccién de Machado Guerreiro previamente
sitivas con la prueba de la precipitino reaccién en Agar Positiva, pero que en el Gltimo control, ésta era dudosa
Gel. Estos resultados “son sin embargo de una validez B negativa.
todavia incierta” y recomiendan nuevos estudios, para P ©) Un grupo control, formado por personas adultas
ver si lo afirmado era realmente positivo. Labbé (47) | pRnas, en su mayor parte estudiantes de Medicina y per-
utilizando también la Precipitino reaccién en Agar Gel, 1al de Laboratorio, que no habian residido en el 4rea
observé anticuerpos contra Miocardio y Trypanosoma | g'démica de Enfermedad de Chagas y que tenian una

28 ' Feaccion serolégica negativa.
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Cruzi, en el suero de pacientes con enfermedad de Cha-
gas. Basado en sus resuitados sostiene la hipétesis pre-
sentada por Tejada y Castro (3). Desgraciadamente en
su informe no presenta casos controles y por lo tanto sus
resultados y comprobacién de su hipétesis de trabajo, se
basa solamente en las pruebas del grupo que presenta-
ba reacciones positivas. El mismo autor, recomienda la
precipitino reaccién en Agar Gel para el diagnoéstico de
la enfermedad de Chagas, tanto en la fase aguda como
en la cronica y en las formas indeterminadas (Cardiacos
Potenciales).

El presente trabajo tiene por objeto investigar si
‘existen anticuerpos especificos contra corazén en el sue-
ro de pacientes que presentan la fijacién del complemen-
to (Machado Guerreiro) positiva y que por lo tanto han
estado expuestos al Trypancsoma Cruzi. »

Se utilizé la técnica de aglutinacién pasiva con sul-
fato de bario descrita por Gilboa-Garber y Nelken (48)
y al mismo tiempo se consideré importante repetir la
prueba de Precipitino reaccién en Agar Gel, usando esta
, Vez un grupo control, para ver si esta prueba es real-
" mente especifica (47).

MATERIAL Y METODOS

; Para facilitar la presentacién se discuten indepen-
k' dientemente los métodos empleados: I. Prueba de aglu-
| tinacién pasiva, recomendada por Gilboa-Garber y Nel-
E ken (48) y II. La prueba de precipitacién en Agar Gel,
§ recomendada en el caso particular de la Miocarditis Cro-
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~ -Los sueros de los dos primeros grupos fueron obte-
nidos de pacientes que llegaron al Hospital General de
Guatemala o bien fueron sueros enviados a la seccion de
Trypanosomiasis de la Direccién de Sanidad Plblica. Ade-
més, se obtuvieron muestras de pacientes de las poblacio-
nes de Olopa (Chiquimula), y de varios municipios de
Jutiapa. Las muestras de sangre, fueron obtenidas por
puncién venosa e inmediatamente centrifugadas.

El suero se dividié en dos partes: una parte para efec-
tuar la reaccién de fijaciéon del complemento y el resto
inmediatamente congelado para ser utilizado en las reac-
ciones de aglutinacién pasiva. -

El método empleado para la aglutinacién pasiva fue
el de Gilboa-Garber y Nelken (48). De acuerdo con es-
te método, se utilizd como vehiculo, una suspension de
sulfato de bario sensibilizado con el antigeno deseado.
Al suero problema diluido, en diferentes diluciones, con
suero de conejo al 6%, se agregd el sulfato de bario sen-
sibilizado. Los resultados de la aglutinacion pasiva fue-
ron leidos a los 90 minutos.

Se us6 este método, porque de acuerdo con sus auto-
res, presenta sobre las demas pruebas de aglutinacion pa-
siva, varias ventajas tales como: no necesitan lavados ni
tratamientos con acido tanico, los perfodos de incubacion
son mas cortos, la interaccién entre el sulfato de bario
y el antigeno es mas estable y firme, y la aglutinacion se
lleva a cabo rapidamente.

Para la preparacién del Sulfato de Bario sensibili-
zado se tomaron partes iguales de la solucién de antige-
no al 1% (ver preparacion del antigenc) y una suspen-
si6n de sulfato de bario (quimicamente puro) al 3% en

solucién salina fisiolégica. La mezcla antigeno-suspen-

si6n fue agitada por 2 minutos a la temperatura ambien-
te. La suspension fue centrifugada y el liquido sobrena-

dante descartado. El sedimiento fue lavado 3 veces en

solucién salina fisiolégica y por ultimo resuspendido en
suero normal de conejo al 10% en solucién salina fisio-
légica, hasta obtener una concentracién de 3% (igual 2
la concentracion original del sulfato de bario).

La suspensién sensibilizada, se guardd en el refrige- |

rador, utilizandose lo més pronto posible después de pre-
parada y nunca después de ocho dias; aunque de acuerdo
a la técnica original su actividad se conserva hasta por
14 dias (48). ' :

v
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La prueba fue practicada utilizando 0.lce
problema y 0.3cc. de solucién de suero de con'ej%e asluggg
en szlmo; tpar(.?1 obtener asi una dilucién de Y.

\ partir de esta dilucién se prepararon diluci
sucesivas hasta de 1/256. En tubos d(f enI;ayo (75 d;l%:m?)s
se puso 0.2cc. de dilucién del suero problema y 0.05cc. de
la suspensién de sulfato de bario sensibilizado. Los tu-
boi preparadog fueron fuertemente agitados por 2 mi-
3:1 ocsugrt%fespues se dejaron en reposo a la temperatura

Le}cturas fueron hechas a los 30, 60 9 i
Después fueron los tubos fuertemente ag’iédog ;n 1;? tl?:-.
pitio una segunda lectura, 60 minutos mas tarde. Los re-
sulj:ados de la prueba a los 90 minutos y 60 minutos des-
pués, fueron cqnsideradas como las lecturas finales.

La, presencia en el fondo del tubo de un sedimento
homogéneo y de forma redonda con bordes dentados fue
considerado como positive y la formacién de un anillo

I%I% blordes netos y regulares como. negativo. Ver figura

Reaccidon Pocitiva, 31 Reaccion Negativa




- - Preparacién de los Antigenos: La reaccion previa-
mente descrita fue usada con los siguientes antigenos: a)
Antigeno de Trypanosoma Cruzi, b) Antigeno de.cora-
-zén humano  normal, c) antgeno de corazén de pacientes
con-Miocarditis. Crénica, d) Antigéno de cora’zén_ de co-
niejo normal, y>€) Antigeno de corazén de raton inocula-
do con Trypanosoma Cruzi. -Su preparaciéon se describe
a continuacidn.

a) El antigeno de Trypanosoma Cruzi se ,preparé
usando colonias de este parasito de la cepa Zeledén C. R,
cultivados en medio de NNN enriquecido con sangre des-
fibrinada de conejo. Después de sembrados los medllos,
se dejaron a la temperatura ambiente durante .1,4 dias.
La superficie de los cultivos fue lavada con solucion sali-
na fisiolégica y el liquido obtenido llevado a un volumen
de 100cc. con la misma solucién. Se agregd 1.5cc. de ,f01j-
malina al 40% para esterilizar la suspensién. Esta alti-
ma se congelé a menos 65° centigrados y luego se lavd
‘con solucion salina fisioldgica 3 veces; el sedimento fue
resuspendido en solucidén salina y agitado durante 90 mi-
nutos. El nimero de rosetas fue contado usando una cé-
mara cuenta glébulos, obteniéndose aproxiqxladamente 1.5
millones de Trypanosomas por cc. de solucién preparada.

La solucién fue por Gltimo sometida a congelacién y
descengelacién brusca, 30 veces en 12 dias, para dgstrglr
los Trypanosomas y liberar asi la protena citoplasmica

(Antigeno). 4 ’

b) Para la preparacién del Antigeno de corazon hu-
maino normal, se obtuve el corazén de una persona muer-
ta por accidente y cuya autopsia se practico tres ,horas
después. ‘Se liber6 la grasa epicardica de 1os”ventr1culos
y se tomaron fragmentos de medio ¢m. c}e \dlam.e’tro, lqs
cuales fueron lavados repetidas veces-en solucién sali-
na hasta que ésta sali6 clara. Estos fragmentos fueron

colocados en el congelador en una bolsa plastica sellada. ;

Dos. semanas mas tarde se tomaron 20 gramos de este
material y se maceraron en frio durante 60 minutos, agre-
gando ‘solucién salina para hacer una dilucién al 50%

Este macerado fue sometido a congelacion y desconge- |

laci6n, tres veces diarias, durante 7 dias. Luego de cen-

¢) Para la preparacién del Antigeno de corazén de
paciente con Miocarditis Crénica, se us6é el corazén de
un paciente proveniente-de area endémica y con diagns-
tico clinico y anatomopatolégico de Miocarditis Crénica.
La autopsia se practicé tres horas después de la muerte.

El corazén fue lavado en solucién salina fisiologica
y bpuesto después en el refrigerador, siendo procesado 12
horas mas tarde. Se utilizé la técnica descrita, en la pre-
paracion del antigeno (b) con la tinica variante de que
en el proceso de maceracién se usd arena de rio lavada
y autoclaveada.

d) Considerando el hecho observado por Kaplan (39),
de que los anticuerpos de corazdn, son también especifi-
cos de drgano, se decidi6 utilizar como antigeno corazén
de conejo normal. ‘

Se obtuvieron los corazones de 2 conejos sacrificados
con éter. Estos fueron cortados en pequefios fragmentos,
lavados y macerados siguiendo la técnica descrita ante-
riormente. Se obtuvo una solucién al 50% para ser usa-
do como patrén.

e) El antigeno de corazén de ratdn, inoculado con
Trypanosoma se preparé usando corazones de ratén de
la raza S. W. R,, infectados 30 dias antes con Trypano-
soma Cruzi. Los ratones fueron sacrificados y después

“de comprobar la parasitisacién, el corazén fue extraido

Yy el macerado preparado al igual que para los antige-
nos. La concentracion del macerado fue sin embargo de
s6lo al 10%; este fue usado como patrén.

Todos los antigenos patrones preparados de acuer-
do a lo indicado, fueron diluidos en solucién salina fisio-
légica, hasta llevarlos a una concentracién del 1%; so-
lamente el antigeno “e” (corazén de ratén infestado con
trypanosoma), se diluyé al 0.5%. Estas soluciones Glti-
I];Ias: fueron las utilizadas para sensibilizar al sulfato de

ario,

2—Prueba de Precipitacién en Agar Gel:
Para esta prueba, se utilizaron dos grupos de perso-

has: el primero comprende quince pacientes residentes
£n el &rea endémica de Enfermedad de Chagas; todos te-

trifugado a 3,000 r.p.m., el sobrenadante (20cc.)’ se.guar- |
dé en el congelador para ser usado como antigeno pa-

trén: - . :

j tian reaccién de Machado Guerreiro positiva, aunque no
Presentaban sintomatologia cardiaca. El segundo grupo
torresponde al Control y comprende, profesionales Gua-

»
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temaltecos, no expuestos a los triatomas y sin anteceden-
tes de enfermedad cardiaca, asi como cihco norteameri-
canos turistas, que visitaron el pais y que nunca habian
estado en area endémica de Enfermedad de Chagas.

El Machado Guerreiro practicado en todas estas per-
sonas fue negativo. El suero una vez obtenido fue re-
frigerado hasta el momento de ser utilizado.

a) Preparacion dél antgeno: Se utilizé como anti-
geno 20 gramos aproximadamente de miocardio, prove-
niente de un individuo normal, que falleci6 a consecuen-
cia de muerte accidental. El corazdén se obtuvo tres ho-
ras después de haber fallecido el paciente. Un homo-
geneizado de corazén en solucién salina al 0.85%, se lle-
v6 a una concentracion de 50% como base. Para la pre-
paracién del homogeneizado, se utilizd un macera-
dor de vidrio de 5cc. La soluciéon base, fue congelada y
descongelada multiples veces, hasta preparar un homo-
geneizado completo, en el que las célylas cardiacas esta-
ban practicamente rotas.

El homogeneizado asi preparado, fue tratado, con el
objeto de neutralizar los anticuerpos sanguineos presen-
tes, con un ‘‘pool” de glébulos rojos de 20 sangres. dis-
tintas. Este “pool” fue lavado en solucién salina fisio-
légica varias veces antes de usarlo. El material fue cen-
trifugado para retirar los glébulos rojos y el liquido so-
brenadante fue de nuevo puesto en contacto con la sus-
pensién del mismo “pool” de glébulos rojos, para ter-
minar de neutralizar los anticuerpos todavia presentes.
El liquido sobrenadante después de una ultima centri-
fugacién a 5,000 r.p.m. por una hora fue utilizado como

antigeno patrén. El antigeno de trabajo fue una solu-

cion al 1%.

La técnica empleada, de acuerdo con las recomenda-
ciones de Labbé (47) fue la siguiente: ;

A 8cc. de Agar-gel fundido a temperatura lo mas
bajo posible, se le afadid, 0.8cc. de suero del paciente.
Un ml. de esta diluciéon fue puesta en una serie de tu-
bos de ensayo pequefios (7.5 x 0.8). Una vez solidifica-
do el agar, se agregbé un ml. de agar-gel puro con el ob-
jeto de formar una zona media neutral de suspension.
Sobre el Agar ya solidificado se afiadié a cada tubo 0.5cc.
de diferentes diluciones del antigeno (1:4, 1:8, 1;32, 1;64).
Los tubos fueron dejados a la temperatura ambiente ¥
leidos a'las 24 y 48 horas. Los tubos negativos se guar-

daron hasta 14 dias.
oo 34

‘De los 70 sueros examinados, 21 correspondian a pacien-

1 " positivos que el grupo A (Machado Guerreiro positivo).

i antigeno de corazén humano normal. Los resultados po-

 fue positiva o dudosa, aproximadamente en un 50% de

b Con el uso de este antigeno, la positividad fue

La formacién de un precipitado en la zona neytra
(en forma de un anillo blanquecine) se considera como
reaccidon positiva. ;

RESULTADOS

I—Prueba de Aglutinacién pasiva:

Como se menciona en “Material y Métodos”, la lec-
tura definitiva se hizo a los 90 minutos, comprobandose
60 minutos después de haber agitado nuevamente los tu-’
bos. Se tomd como base de lectura los resultados en la
dilucién Y, debido a que en éstas fueron mas frecuen-
tes. Se presentan.en las tablas I, II, III, IV y V. Cada
tabla corresponde a uno de los antigenos._

En la tabla I, se presentan los resuitados obtenidos
usando el cultivo de Trypanosoma Cruzi como antigeno.

tes del grupo A (Machado Guerreiro positivo), 17 al gru-
po B (Machade Guerreiro dudoso o previamente posi-
tivo) y 32 al grupo C, controles, con Machado Guerreiro
negativo. En la dilucién Y%, el porcentaje de positividad
fue de 52.8%, 70.5% y 62.5% para los grupos A, By C
respectivamente. Resultados positivos se obtuvieron has-
ta en la dilucién 1/256; sin embargo el porcentaje de po-
- sitividad, aun en estas diluciones, fue practicamente igual
en los 3 grupos. Todas las reacciones en los tubos testi-
go, con excepcién de 3 casos, fueron negativos. No exis-
te por lo tanto, diferencia apreciable entre los 3 grupos
estudiados. Es interesante observar que el grupo B (Ma-
chado Guerreiro dudoso o previamente positivo) y el gru-
po C (controles), presentaron mayor niimero de casos

En la tabla II, se presentan los resultados usando

_sitivos fueron mayores en el grupo control (86.6%) que
“en los grupos A y B. En los tubos testigos la reaccién

*los casos.

Crénica. ‘ i

Mmayor que con los dos antigenos anteriores, Los
Ytados positivos fueron sumamente altos; sin dife
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‘apreeciable entre- los- 3- grupos- investigados. De nuevo se
observé un porcéntaje -alto de casos diidosos Y positivos

en los tubos testigos. - -
Basados en las observaciones de Kaplan (39), quien
demostré en conejos inoculados con corazones heterdlo-
gos, la presencia de anticuerpos anticorazén especificos
de drgano, pero no de especie; se decidié usar como an-
tigeno macerado de corazén de conejo, ya que en la pre-

‘paracion de las diluciones se utilizé suero de conejo nor-

mal. La tabla IV, muestra los resultados obtenidos con
este antigeno, los cuales presentan un indice de positivi-
dad sumamente elevade, aun en el grupo control. Al
igual que en los casos anteriores, no se encontr6 dife-
rencia entre los tres grupos estudiados. En los testigos,
los resultados positivos o dudosos, fueron menores que
con los otros antigenos.

En la tabla V, se presentan los resultados utilizando
como antigeno corazén de ratén inoculado con Trypanc-
soma. En este extracto se esperaba encontrar, ademas
de los antigenos de corazén y trypanosoma, un nuevo

‘antigeno que fuera el representante directo de los pro-

ductos de liberacién tisular, secundarios a la parasitiza-
cién del corazén por el Trypanosoma Cruzi.
Como en los casos anteriores, se observé un, alto por-

“‘centaje de positividad, sin encontrarse ninguna diferen-
“cia entre los tres grupos. Los tubos testigos fueron po-

sitives en aproximadamente la mitad de los casos.

"2‘—Prueba de Precipitino reaccidén en Agar Gel.

" Los resultados obtenidos con esta prueba se expre-
san en las tablas VI y VII. La tabla VI, indica los resul-

‘tados correspondientes a los 15 pacientes, provenientes

de 4reas endémicas y en los cuales la reaccién de.f'ija-
cién del complemento (Machado Guerreiro), fue positiva.
' La reaccién de precipitacién en Agar Gel, utilizan-

do como antigeno corazén humano normal; fue positiva -

en nueve pacientes: en 4 en todas sus diluciones; en
2, en las diluciones % a 1/32; y en 3 en las diluciones de
Y4 a 1/16. En los 6 casos restantes la reaccién fue ne-
gativa. , ,

En el grupo control, se. examinaron sueros pertene-
cientes. a personas no infectadas con el Trypanosoma, en

-las-cuales la reaccién de Machado Guerreiro fue negativa 3
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y sin antecedentes de enfermedad . cardiaca. Los resul-
tados obtenidos con la precipitino reaccién, se expresan
en la tabla VII. Como puede observarse, 12 casos die-
ron resultados positivos: 7 en todas las diluciones, 1 en
las diluciones 1/4 3 1/32; 2 en las diluciones 1/4 a~1/16; 1
en diluciones 1/4 y 1/8 y 1 solamente en la dilucién 1/4.
Los 2 casos restantes fueron ‘negativos. No existe por
lo tanto ninguna diferencia entre el grupo de pacientes
con serologia (Machado Guerreiro) positiva v el grupo
control.

Solamente 8 casos, 6 en el grupo de pacientes y 2 en
el grupo control, presentaron resultados negativos en to-
das las diluciones.

DISCUSION

En pacientes con Miocarditis Crénica se han encon-
trado anticuerpos contra el Trypanosoma Cruzi, utilizan-
diversos métodos serolégicos, tales como la reaccién de
fijacién del complemento (Machado-Guerreiro) (49), prue.
ba de coloracién semejante a la de Sabin vy Feldman pa-
ra el diagnéstico de la Toxoplasmosis (50), hemélisis con-
dicionada (51-52), técnica de Coombs para investigar an-
tiglobulinas (53), investigacién de hemoaglutininas hete-
réfilas (54) e intradermoreaccién (55).

De éstas, 1a primera ha sido la méas usada, ya que
da mayor positividad y aparentemente es més especifica.

Ademas de estos anticuerpos contra el trypanosoma,
se han sospechado aunque no se han demostrado todavia
en definitiva, anticuerpos contra corazén. La posibilidad
de que estos anticuerpos sean factor importante en la
etiopatogenia de esta enfermedad fue postulado por Te-
Jada y Castro (3). Labbé (47) sostiene haber observado,
usando la precipitino reaccién en Agar gel, anticuerpos
contra corazén en pacientes con Miocarditis Crénica. Sus
estudios sin embargo, carecen de un grupo control.

Anticuerpos circulantes especificos contra corazén se
han demostrado en otras enfermedades cardiacas, tales
como en la enfermedad reumética del corazdn, sindrome
bost-comisurotomia y post infarto del miocardio (41-46).
En estas enfermedades existe también al igual que en la
Iiocarditis crénica, destruccién de fibras cardiacas. Ex-
berimentalmente se ha logrado producir en animales an-
ticuerpos especificos contra corazdn, al inyectar extractos
de corazones heterélogos (34, 39). ‘ o
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Diversos métodos serolégicos, han sido utilizados has-
ta el presente, para demostrar la presencia de estos an-
ticuerpos circulantes especificos de corazén. Entre estos
tenemos: La precipitino-reaccion en agar-gel, la fijacién
del complemento, prueba de sensibilidad cutdnea, hemo-
aglutinacién y neutralizacién (41-43). :

Los métodos de hemoaglutinacién y neutralizacion,
han dado en manos de Gery y col. (41-43) los mejores
resultados. Los anticuerpos contra corazén encontrados
por estos autores en estas enfermedades son del tipo in-
completo y por lo tanto de dificil demostracion. Para
hacerlos evidentes recomiendan la hemoaglutinacién, es-
pecialmente si los glébulos rojos son tratados previamen-
te con 4cido tanico (glébulos rojos tanizados), lo que
permite que el antigeno se fije a éstos con mayor facili-

dad.

Los métodos de aglutinacién pasiva se facilitaron al
usar en lugar de glébulos rojos, particulas inactivas en
suspensién tales como particulas de latex (56), colodidén
(57), bentonita (58) y mas recientemente de Sulfato de
bario (48). Fue la facilidad del método razén por la
que se decidié utilizar esta prueba de aglutinacién pa-
siva con sulfato de bario para encontrar anticuerpos con-
tra corazon. -

Los resultados observados por medio de la aglutina-
cién. pasiva demostraron que la reaccién no era especi-
fica con ninguno de los antigenos utilizados, ya que en
muchas ocasiones, aun los casos controles dieron reaccion
positiva. Esta falsa positividad puede explicarse como
debida a dos factores importantes; por una parte la fal-
ta de especificidad del antigeno, ya que el corazon es
un 6rgano que desde el punto de vista antigénico pre-
senta numerosas proteinas que pueden dar origen a di-
versos antigenos y por otra parte, en el caso particular
en que se us6 Trypanosoma como antigeno, es probable
que éste a pesar de los multiples lavados a que fue some-
fido estuviera todavia contaminado con la sangre de co-
nejo, que fue utilizada en la preparacién del cultivo para
el crecimiento del parasito.

La presencia ademas de tubos testigos positivos, de-
muestran una vez maés el problema fisico-técnico que tie-
nen todas estas pruebas de aglutinacién pasiva, ya que
es muy probable que el estado fisico de la suspensién
facilife en una u otra forma la precipitacién del antige-
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no. Es interesante en efecto observar {
gepos usados, los extractos tisulares fhe%%i %gs l?;sueanrtel-
sultaron positivos en los tubos testigos, mientras que el
antigeno de trypanosoma cruzi dio siempre tubos testi-
gos negativos. Esta diferencia probablemente se deba
a las diferentes propiedades fisicas del émtigeno.

~ Los resultados obtenidos con la prueba de la preci-
p_1t1no-reaccxon en agar-gel, fueron también insatisfacto-
rios, ya que tanto en los sueros problemas como en el gru-
bo control, se observaron numerosos casos positivos.

_ Probablemente al igual que en la prueba anterior
ex;sten en el extracto de corazén, usado como “antige:
ro ', numerosas proteinas que tienen cada una indepen-
dientemente actividad antigénica. De todas estas protei-
nas solamente las substancias relacionadas con los gru-
bos sanguineos fueron neutralizadas, pero es probable que
proteinas de otro tipo (tisulares, séricas, etc.) presentes
en el antigeno, hayan sido en el momento de gfectuar las
pruebas las responsables de las reacciones positivas en
los grupos controles. Estos hechos vienen a negar total
;) k}):»larmaln}entte la especificidad de esta reaccién y a es-
ablece ivi i

r ciertas dudas sobre la efectividad de la misma,

- para encontrar anticuerpos contra corazén en pacientes

con serologia positiva para Chagas.
SUMARIO
El objeto del presente trabajo, fue el de tratar de

demostrar la presencia de anticuerpos contra corazén, en
pacientes con antecedentes de infeccién por Trypanoso-

- ma Cruzi, residentes en areas endémicas y con reaccién

de Macha}do Guerreiro positiva. Se utilizaron dos prue-
bas.serologicas, la de Aglutinacién Pasiva con sulfato de
1’)3.1:10 y la de la Precipitino-reaccién en Agar Gel. Esta
ultima para comprobar la efectividad del método, descri-

. to por Labbé (47).

Como controles se usaron sueros de personas no ex-

' Puestas a la infeccién con Trypanosoma Cruzi y en las

cuales la reaccién de Machado Guerreiro fue negativa.
Los resultados en ambas pruebas demostraron falta

 de especificidad en la reaccién ji
] espe ya que el porcent
Positividad fue tan alto en el grucioo con’g*ol co?rig SI?

los grupos de pacientes con Machado Guerreiro positivo,
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" Es. importante continuar estas - investigaciones tra-
tando de obtener pruebas mas concluyentes, que permi-
tan establecer. la. etiopatogenia de la Miocarditis Créni-
ca, para poder aceptar o negar.el- papel que en la pato-
genia de esta enfermedad Juegan reacc10nes auto inmu.
nes de tlpo h1persen51b1hdad :

N

-y | .
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Resultados obtenidos en la Prueba de Aglutinacién pasiva usando el ANTIGENO B (Corazén
humano Normal) : :

No. de DILUCIONES
R . Caseos % de positivi-
T 1/4 1/8 1/16 1/32 Testigoe dad en dil: %
A) Pacientes .
con M. G.
" positivo 14 X 10 8 7 8 7 71.4%
. 4 6 7 8 7
B) Pacientes .
. con M. G, = .
] pOg‘itiVo -~ 14 X 8 8 4 4 5 57.1%
X ultimo .
neg. (-) i 6 6 10 10 9
C) Controles 15  x 13 10 e 6 6 86.6%
‘ % . 2 5 7 9 9
X = reaccién positiva.

— "= reaccibn negativa.

TABLA No. I

Resultados obtenidos en la Prueba de Aglutinacién pasiva usando el ANTIGENO C (Corazén
Humano con Miocarditis Crénica)

DILUCIONES o
N%aggs % de positivi-
. 1/4 1/8 1/16 1/32 Testigo dad en di.: 4
A) Pacii/rlltes
con M. G.
~positive 13 X 12 10 8 8 10 92.3%
- 1 3 5 5 3
B) Pacientes
con M. G. 13 x 10 9 6 6 9 76.9%
X Gltimo
neg. (-)
g - 3 4 7 7 4
C) Controles 15 X i4 12 10 8 9 93.3%
' - 1 3 5 7 6

reaccién positiva.

X
L= Teaccidn -negativa.,
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TABLA No. VII

TABLA No. VI A Resultados obtenidos con la prueba dela preqipitino
reaccion en Agar Gel. Grupo control con reaccion de

Resultados obtenidos con la Prueba de la Precipitino Dot o4 s ;
Reaccién en Agar Gel. Grupo de pacientes con reaccién E fijacién del complemento Negativa.
de fijacion del complemento Positiva.

Nombre DILUCIONES

Fijacién DILUCIONES ' . © Fijacién ~
Nombre Residente del Com- ] del Comp:e- 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
plemento 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 mento : ‘
1- J. P. Mataquesc. (x) x b4 X X X 3 1- J. M. ) 0 0 0 0 0
2-P. M. P.N. Vifias (x) 0 0o 0 0 0 5 C.T. “ x x o x 07 0
3- J. M. ’ (x) X X X X 0 3 7. M. ) % < 0 0 0
4- T, O. ” ” (x) X X b4 ? ? :
4- J. C. (-) ‘ b:¢ X 0 0 0
5- J. O. ” ” (x) X X X 0 0 -
- . (- X X X X X
6- M. R. Sanarzate (x) X X X X X 5-B.C ) :
- X
7-J. 0. 27 (HG) (x) 2 0 0 0 0 6-J. T. ) x XXX
8- T. C.  Sanarate (x) o o6 0 0 0 7- A J. ) c o o o0 0
9- M R. ” ‘ (x) X X X X 0 8-R. T. () X X X X X
10- P. P. Escuintla (x) X x X X X ©9- 8 U. ) x x-- X X 0
11- R. P. 7 (x) X X X ? ? 10- R. U. (-3 : x x x 0 -0
12- M. J.  Siquinalj 3 6 0 0 0 O - : : o
e ) 11- G. P. (-) : X X X X b:4
13- T. P. » (x) ? ? 0 0 0 S
L 12- 8. S ) x x x x 0
14- P. F. ’ (x) 0 0 0 0 0 : 0
13- L. . - _ x X x x
15- 8. C. ”? (x) X X b4 b 4 3-L.de F ) . )
- X
~ TOTALES 5 11 10 9 8  4-c.c O xR K
T 5
X = reaccidn positiva. TQTALES 14 121 m 8
0 ——i‘r‘,eacm()n negativa, e X = reaccién positiva. :

= reaccién negativa.
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