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1 • 1 NTRODUCC 1 ON 

La respuesta inmune consiste básicamente de una serie de eventos inicia-

dos por la interacción de las c6lulas inmunocompetentes con el antigeno (Ag). 

Los linfocitos se han clasificado en dos tipos: (i) linfocitos T que deri-
~-

van del timo y son los responsables de las reacciones de hipersensibilidad de 

tipo tardio, inmunidad a transplantes y tumores, resistencia celular a numero 

sos microorganismos y algunas formas de autoinmunidad y (ii) linfocitos B deri 

vados de la m~dula ósea, que producen mol~culas de inmunoglobul inas (lg) lla-

madas anticuerpos que son secretadas al suero (1). 

Otros tipos ele células tales como monocitos, macrófagos, granulocitos, -

etc., juegan también un papel importante en la respuesta inmune, aunque estas 

c~lulas no intervienen en el reconocimiento especifico del Ag, están relacio-

nadas con la captura o manejo de éste .. Cuando los 1 infocitos reaccionan con-

el antfgeno, se diferencfan y pral lferan para producir una progenie de c~lu--

las efectoras, las cuales llevan a cabo la respuesta inmurre y de células de-

memoria 6 comprometidas, que son las responsables de una respuesta inmune au-

mentada (respuesta secundaria), que se origina cuando el organismo se pone --

por segundé:l vez en contacto con el mismo /\g (1). 

Por estudios hechos _L12_ ."!..0:.!:::::• se sabe que la inmunidad mediada por célu-

las (IMC) depende de la interacción entre los 1 infocitos y los fagocitos mono-

nucleares. Este tipo de respuesta se inicia cuando el Ag es reconocido por 7 
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que se refleja:¡ en una activ<H:itn qt:e induce a J<¡ producción de varios facto·· 

In\ 
\/). 

tienen en su supc;-ficie r~eceptorcs tipo intnunog1obu1 ina y son 1os precursores 

11 e ve a . ' CCJDO íd sfnte:~is f r~rnuno~J ! obu l i na~ 

Se han enco;;trddo antígenos pol irnéricos corno son: el pol isacárido 111 --

del pneumococo, levanas, 1 ipopol isacárido (LPS) de .SE"~I-~e2::_l.c;:~i__é!_ -~~lj_, pol ivi--

ni l pirrol idona, flagel ina poi imerizada, etc,, que estimulan directamente a-

la célula U; estos Dntfgenos se caracterizan no sólo por la presencia de de---

terminantes anti~¡ér:ico•; repetitivos idénticos, sino también porque son lenta-

mente metabol izados y producen en su mayor·ía respuestas de tipo lgM. Debido-

a qw~ son Ulpace:; de e'~tirr.ul<lr a las ci~lulas B en animales carentes de célu--

las T, se le~. ha de:Jwn;in¡¡do <Hü.ft;r:nos timo-· independientes (5). 

En cambio, otros .:mt:lgeno·> no presentan estas características y se les -

11¿Hrlil antf~;encs tirno~·de::pendiE.:ntes, lo~~ cua1es generaln1ente inducen una res., .. -
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puesta de tipo lgM seguida de la producción de lgG. 

Se ha demostrado que la unión de estos antigenos timo-dependientes con -

los receptores de la e~ lula B se 1 leva a cabo, pero esto no parece ser sufi--

ciente para que la c~lula se diferencTe, lo cual puede deberse a que estos a~ 

tlgenos sean r§pidamente metabolizados y no persista~ el tiempo requerido pa-

ra los eventos de iniciación, además de que carecen de unidades repetitivas -

lo cual no les permite enlazarse en forma multivalente a los receptores inmu-

noglobulTnicos. Miller y Mitchell (4) han demostrado que las c~lulas T son-

necesarias para que estos antígenos estimulen a la célula B a formar anticuer 

pos. Por lo tanto, es necesario una cooperaci6n de las c~lulas T y B para res 

pender a esta clase de antígenos. 

Se ha demostrado que una amplia variedad de agentes químicos diversos, -
\ 

que varTan desde iones metá·licos hasta macromoléculas como anticuerpos y lec-

tinas, tienen efectos mitogénicos (6); además los componentes celulares con-

los cuales estos mitógenos pueden interactuar son muy variados e incluyen in-

munoglobulinas de superficie, beta2-microglobulinas, carbohidratos, gl icopro

teinas, gl icoJTpidos y posiblemente enzimas de membrana tal como la adenil --

ciclasa y la guanidil ciclasa. 

También se ha demostrado que algunos compuestos tales como la concanava-

lina A (Con A) y la fitohemaglutinlna (PHA), (7,8) estimulan especTficamente-

a los 1 infocitos T, mientras que otras sustancias mitogénlcas como el 1 ipopo-
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lisacárido (LPS) de bacterias Gram negativas (9), levanas, flagelina polimerj_ 

zada (10) y beta2-microglobulina (11) estimulan solamente a los linfocitos B; 

en cambio, la~~ ~.car~ (P\~t1) puede estimular a ambas poblaciones

de células (12). 

Se ha demostrado en varios sitemas y especies de animales, que los mitó

genos de los 1 infocitos B activan adecuadamente a estas células en ausencia

de células accesorias tales como 1 infocitos T y macrófagos (13, 14); sin emba~ 

go, esto no excluye la posibilidad de que estos mltógenos puedan tener propi~ 

dades para reaccionar con otras células, como pueden ser los macrófagos (15). 

El hecho de que tanto los antígenos como mitógenos con diferente especi

ficidad y estructura puedan estimular a los linfocitos, sugiere que la indu-

cción de la mitosis no es absolutamente dependiente de la especificidad de-

]os receptores de membrana para varios 1 igandos y que el proceso de estimula

ción por diferentes mitógenos pueden compartir una vía final común. Se asume 

que los eventos de superficie inducidos por la unión de los 1 igandos a los -

receptores específicos son los responsables de la iniciación de la estimula-

ción de los 1 infocitos (7,8). 

Se ha demostrado que los linfocitos pueden ser activados por PHA ó PWM

covalentemente unidos a perlas de sepharosa (8) ó también con Con A unida a -

cajas de petri (7) ó a partículas pol iméricas acríl leas (16), indicando que -

para la activación no es necesario que el estimulante penetre a la célula. 
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Aunque hay evidencia de que algunos estimulante pueden entrar al linfocito,

se considera que este paso es irrelevante en la activación Estudios m§s re

cie~tes muestran que mientras ~a unión del mitógeno ocurre inicialmente en

muchos sit.ios en la superficie de la célula, subsecuentemente llega a conce~ 

trarse en un casquete en uno de los polos de la c6lula y es entonces interio: 

rizado por pinocitosis (17,18). Estos estudios indican que inicialmente los 

receptores están dispersos en la membrana celular y que pueden moverse bajo -

la influencia del estimulante, probablemente esto se deba a que el mitógeno

sea multivalente y pueda unir a más de un receptor formando finalmente el ~

casquete; una vez dentro de la célula parece que se concentra en las vacuo-

las citoplasmáticas las cuales son probablemente 1 isosomas (8), pudiendo ser 

degradado por las enzimas que contienen, aunque esto último solo se ha demos 

trado en el caso de anti-inmunoglobul ina (19). 

En el proceso de estimulación antigénica, los 1 infocitos pequeños son -

transformados morfológica y funcionalmente (21 ,22). 

El hecho de que lqs 1 infocitos puedan ser transformados in vitro por

antígenos especificas y muchos agentes no específicos sugiere que este sis-

tema pueda ser usado para estudiar mecanismos de regulación y control en cé

lulas de mamíferos. 

Los cambios que sufren los 1 infocitos por la activación con agentes no

específicos, los cuales comprometen la mayor parte de las células, dan lugar 
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a los siguientes eventos: 1) Reacción del estimulante con la membrana plas-

mática del linfocito. 2) Incremento del fosfatidil inositol en la membrana.

(22). 3) Aceti )ación de histonas (23). 4) Aumento en la síntesis del RNA. 

5) Cambios morfológicos, como son alargamiento de la c~lula y reorganización 

del nGcleo y del nucleolo, lo cual puede comenzar 20 h despu~s, seguid~ por 

un incremento en la endocitosis y en la redistribución de hidrolasas ácidas

en los lisosomas (2~). 6) Incorporación de timidina dentro del DNA nuclear

ocurriendo posteriormente la mitosis. 
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El objetivo de este trabajo es demostrar la presencia de las células supr~ 

soras en la infección experimental debida a!· cruzi en ratones, midiendo la-

capacidad de las células de bazo murinas a mitógenos y antfgenos. 

Adem§s es.tudiar la posibilidad de que productos solubles provenientes de

esta célula supresora participen en la regulación de la respuesta inmune. 
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1 1. ANTECEDENTES 

El Trypanosoma ~Les el agente causal de la enfermedad de Chagas o 

tripanosomiasis americana (25). El parásito es un organismo pleomórfico que

tiene dos fases en su ciclo vital ,una en el hombre o huésped reservorio y 

otra en los insectos transmisores, llamados comunmente triatomas o chinches

hociconas (25). Los triatomas se infectan al ingerir tripomastigotes de la 

sangre periférica d~ ]os mamíferos infectados, en la luz del mesogastrio, los 

organismos se reproducen en forma de epimas~igotes, después de 15-30 días, su 

proliferación conduce a la formación de tripomastigotes metacícl icos en el 

recto del insecto. El T. cruzi se transmite al hombre a través de las heces

infectadas de los insectos al penetrar por las abrasiones de la piel o por 

]as membranas de las mucosas (26), los parásitos llegan a la sangre la cual -

Jos transporta a diversos órganos como el corazón, pulmones, hígado y bazo 

donde penetran a fibras musculares y endotelios. En el hGesped mamífero, los 

parásitos se encuentran en la sangre con la forma típica de tripomastigote, -

mientras que en las células del sistema retículo endotelial y de otros tej i-

dos, adopta la forma típica de amastigote, que se multiplica por fisión bina

ria dando como resultado nuevos tripomastigotes, los cuales son 1 iberados a

la corriente sanguínea cuando las células se destruyen (27), 

En la enfermedad de Chagas, tanto en el hombre como en los animales de -

experimentación, se presentan dos fases importantes que son la fase aguda y -
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1 a fase e rón i ca (28, 29) . En 1 a fase aguda,· se encuentran abundantes formas de 

amastigotes y de tripomastigotes, generalmente aparece una lesión cutánea nod~ 

lar en el sitio de entrada de 1os parásitos, denom.i:naclo 11Chagoma';' que se carac

teriza por presentar inflamación, eritema y edema. Cuando la via de entrada

es la conjuntiva del ojo, se manifiesta como una lesión edematosa en el párpa

do y conjuntivitis, llamado signo de Romana. Ambas lesiones se caracterizan

por presentar un infiltrado mononuclear. Esta fase aguda va acampanada de un

pronunciado aumento de parásitos y posteriormente ocurre una diseminación de

estos en el organismo, acampanado de fiebre, malestar, hepatoesplenomegalia, 

1 infadenopatia, miocarditis y algunas veces meningoencefal itis. Las lesiones

causadas por la parasitemia en los diversos órganos, principalmente corazón y

sistema nervioso central pueden conducir a la muerte. 

En la fase crónica, los parásitos en circulación son escasos, la serolo-

gía es positiva, en otros casos la fase crónica cursa asintomáticamente y se

descubre solamente por los hallazgos electrocardiográficos y radiológicos o 

bien aparecen los síntomas a los lOó m&s anos despu~s de la infección inicial. 

Esta fase se caracteriza por presentar miocarditis progresiva o dilatación

de vísceras huecas, la lesión cardíaca presenta un infiltrado·de c~lulas mono

nucleares, destrucción de fibras cardíacas, fibrosis intersticial y acumula--

ción de células plasmáticas (30,31). 

Los animales de laboratotio tratados con cepas de!· cruzi de baja viru-

lencia, llegan a ser resistentes a una inoculación posterior con cepas virulen 
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tas (32), lo cual indica que pueden desarrollar una inmunidad contra el par.§_ 

sito (33). Por otro lado el uso de drogas inmunosupresoras tales como la ci 

clofosfamida y la radiación con rayos X (34), incrementan la severidad de la 

enfermedad en los animales, esto mismo se ha observado en ratones timectomi

zados al nacimiento (35) ó tratados con suero anti-timocito (36) lo que su-

giere la participación de la inmunidad celular en la resistencia a la infe-

cción (37,38). Por otro lado, se ha comprobado que aguellos animales que se 

recuperan de la fase aguda de la enfermedad 1 presentan anticuerpos circulan

tes contra el par~sito, a pesar de estos hallazgos, ha sido motivo de contra 

versia si estos participan o n6 en la protección (39,40). Sin embargo, se -

ha observado en ensayos de transferencia pasiva, que el suero de dichos ani

males pueden proporcionar cierta protección (L¡Q), además estudios hechos~

vitro indican que en condiciones apropiadas, el suero ~nmune más complemen-

to puede destruir al parásito, lo que sugiere que el complemento puede estar 

participando en la resistenda a la infección (41) . 

.. A juzgar por. la información disponible, los factores inmunológicos de-

sempeAan una función importante en la enfermedad de Chagas. Se ha demostra

doque tanto en personas como en animales de experimentación infectados con -

I· cruzi, anticuerpos contra el parásito mediante reacciones de fijación de

complemento y t~cnicas directas e indirectas de inmunofluorescencia y de he

maglutinaclón pasiva (42,43). 

En humanos y animales infectados con T. cruz_!_, se presentan reacciones-
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de hipersensibilidad tardía (44,45,46). Por ejemplo se ha demostrado la pre-

sencia del factor inhibidor de la migración de los macrófagos (MIF) y de rea-

cciones cut5neas positivas en animales infectados con I· cruzl (47). Por o--

tro lado, la protección obtenida con ~lulas transferidas de animales Inmunes 

(48) y la resistencia de los macrófagos a ser parasitados in vitro apoyan la 

participación de mecanismos celulares en la resistencia a la Infección. 

Santos-Buch y col ·(49) han postulado que la hipersensibilidad tardia 

puede desempeñar un papel Importante en la patogénesis de las lesiones car--

diacas observadas en la etapa crónica de la enfermedad. 

Las infecciones causadas por par§sitos intracelulares provocan una res--

puesta Inmune asociada con la hipersensibilidad tardia, que resulta en la for 

mación de linfocitos senslbil izados y macrófagos activados (50). 

Los linfocitos derivados del timo son los que tienen la especificidad de 

la respuesta (51) y los macrófagos pueden ser activados por mediadores solu--

bies 1 iberados por los 1 infocitos. Los macrófagos activados son capaces de-

destruir de modo inespecífico una variedad de antígenos no relacionados (52). 

Nogueira y col (53) han demostrado que dur~nte la infección subletal de-

ratones infectados con l· cruzi ó BCG (Bacilo de Calmette y Guérin), seguida-

Je un reto por vía intraperitoneal con el antigeno correspondiente, aparecen-

macrófagos con actividad microbicida~ vitre contra los tripomastigotes .. Es 

tos estudios (54) indican que los parásitos son capaces de infectar a los ma-

crófagos, por lo que estas cSlulas pueden participar en los mecahismos de 
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inmunidad natural a través de la fagocitosis y destrucción de los parásitos. 

Por otro lado, Ortíz-Ortíz y col (55), han demostrado que los ratones -

tratados con BCG, son más resistentes a la infección experimental con T. cru 

~. posiblemente a través de mecanismos de activación inespecífica demacró-

fagos por mediadores solubles 1 iberados de linfocitos T activados. 

Los mecanismos empleados por los parásitos para evadir los procesos in-

munes del huésped no se conocen con certeza. Existen parásitos que son ca-

paces de inducir inmunidad que puede ser la responsable de la mejoría clíni-

ca o de la disminución del nGmero de parásitos. La variación antigénica, al~ 

gunas veces asociada con cambios morfolÓgicos, parece ser un mecanismo impor-

tanteen retrasar o evadir procesos de eliminación por reacciones inmunes--·--· 

(56). Otro mecanismo de evasión empleado por algunos parásitos, es la su~re-

sión de la respuesta inmune del huésped (57,58,59). 

La regulación de la respuesta inmune por células supresoras involucra --

más que un solo mecan_ismo supresor, una serie de sistemas. Se ha demostrado-

que la mayoría de los tipos celulares requeridos para la respuesta inmune son 

capaces de funcionar como células supresoras (60) De este modo, los linfoci-

tos B, los monocitos y especialmente los linfocitos T han demostrado ser su--

presores para diferentes sistemas de regulación inmunológica. 

Las funciones supresoras mediadas por células T no siempre requieren de-

un contacto célula a célula sino que pueden llevarse a cabo a través defacto 

res solubles. 
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Se han real izado estudios tendientes a definir los mecanismos celulares

/ moleculares involucrados en los sistemas inmunes de supresión. Destacan a

quellos, que tratan de definir la naturaleza de las c~lulas involucradas en

la supresión, los mecanismos de producción de mediadores solubles que supri-

men la actividad inmune de otra c~lula y los mecanismos de acción del sistema 

supresor sobre ra c~lula blanco. 

Se ha demostrado que existen dos grupos diferentes de c~lulas T, uno pr~ 

gramado para las funciones de cooperación y otro para las de supresión (61). 

Una demostración clara de que las poblaciones de c~lulas T supresoras y

cooperadoras son diferentes, lo constituye el sistema antig~nico Ly en el ra

tón, que está controlado genéticamente. Estos antígenos representan compone~ 

tes expresados exclusivamente en la superficie de los linfocitos. Cada siste 

ma Ly comprende un locus (Ly-1 en el cromosoma 19, Ly-2 y Ly-3) en el cromo-

soma 6)cada uno con 2 alelas alternados (62). 

Algunas de las enfermedades que están asociadas con un estado de supre-

sión son: la leishmaniasis (63), la malaria (64), la toxoplasmosis (65) y la

tripanosomiasis africana (66). Los mecanismos de supresión son variados y com 

piejos, En varias infecciones se ha reportado un estado de inmunosupresión -

en la respuesta humoral y celular (59,67,68,69). Es posible que la infección 

activa pueda participar en los fenómenos de supresión. 

Reed y col (67) han estudiado el efecto que tiene la infección con T. -

f_ruzi sobre la res!Juesta inmune celular. Así,los animales infectados y que-
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posteriormente se inmunizan con adyuvante completo de Freund (ACF) ó con oxazo 

lona, muestran una depresión de la hipersensibilidad tardía cuando se prueban

con los antfgenos correpondientes. 

Otros investigadores han observado una inmunosupresión de la sfntesis de

anticue~pos en niHos infectados con malaria (70). 

Clinton y col (63) han observado una respuesta disminuida de anticuerpos

a ovalbGmina en hamsters infectados con Leishmania donovani . Tambi~n estos -

autores (71) han demostrado que los ratones infectados en la etapa donde se 

observa la inmunosupresión son capaces de eliminar más eficientemente de la 

circulación, partfculas de carbón coloidal y Listeria monocytogenes, lo que su 

giere un estado de activación inespecffica del sistema fagocitico mononuclear. 

Por otro lado, en nuestro laboratorio Sánchez (72) demostraron que los ra 

tones infectados con I· cruzi son incapaces de dar una reacción positiva en un 

cultivo mixto de linfocitos, lo que sugiere que los animales infectados prese!:!.. 

tan una alter~ción de la inmunidad mediada por c~lulas. 

cunningham y col (58) han demostrado que los ratones de la cepa C57BL/6 -

presentan bajas parasitemias y frecuentemente sobreviven a las infecciones por 

l.cru~, mientras que los ratones de la cepa C3H/He, mueren durante la fase -

aguda de la enfermedad con parasitemias elevadas. Durante el curso de la in-

fección ambas cepas de ratones desarrollan un estado de inmunosupresión inesp~ 

cffica cuando se inmunizan con eritrocitos de carnero: En estos estudios no -

se encontró una relación aparente entre la inmunosupresión y la resistencia a-
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T. cruzi 

En experimentos de transferencia de suero provenientes de ambas cepas de 

animales infectados, se ha demostrado en el suero !a presencia de una sustan

cia soluble supresora, la transferencia de suero de ratones infectados en ra

tones slng~nicos no Infectados produce un estado de inmunosupresión a eritro

citos de carnero, sin embargo, esto no sucede en receptores alogénicos.' 

Recientemente Eardley y Jayawardena (73) han demostrado que los ratones

infectados con .I_. brücei muestran.~ vitre desde los primeros días de la in-

fección una respuesta disminuída a eritrocitos de carnero. Además se ha en-

contrado que la supresión observada se debe a la participación de c~lulas su

presoras con caracterfsticas de 1 infocitos T y tambi~n a la participación de

una población de células adherentes. La eliminación del pa.r:ásito de la circ~ 

]ación de los animales infectados, no afecta el estado de supresión lo que s~ 

giere que el parásito no participa directamente en los mecanismos de supresión 

y por lo tanto excluyen la posibilidad de la competencia antig~nica como un 

mecanismo involucrado en la supresión. 

Urquhart y col (69) y Murray y col (74), en estudios hechos con T. brucei 

han sugerido que los parásitos pueden secretar sustancias mitog~nicas, las - -

cuales pueden estimular de modo inespecifico, la pral iferación de los linfoci

tos B. Greenwood (75) han postulado que la presencia de estas sustancias mito 

g~nicas permite un marcado incremento de los niveles de inmunoglobul ina circu

·lante, particularmente de la clase lgM, del factor reumatoide, de la produ-- -
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cción de anticuerpos heterófi los y de autoantlcuerpos característicos de la

tripanosomiasis africana. 

Ramos y c~l (76) han observado un efecto inmunosupresor producido por la

infección con T. ~r~zi, el cual se puso de manifiesto cuando se determinaron

células formadoras de anticuerpo directas'e indirectas, en los ratones inmunl 

zados con glÓbulos rojos de burro, entre los 5-7 días después de la Infección. 

Los animales infectados, inmunizados con GGH, DNP-Ficoll y LPS tambi~n

presentaron una respuesta de CFA disminuida a estos antígenos. La supresión

de la respuesta inmune a estos antígenos no se relacionó con una alteración -

en la función del macrófago, ya que en experimentos 1 levados a cabo durante -

la inmunosupresión mostraron que no hay diferencias en la captación y manejo

de antígenos por macrófagos cosechados de la cavidad peritoneal de ratones-

infectados con T. cruzi ó normaies. Las células supresoras no adherentes pr~ 

sentes en ratones infectados con T. cruzi fueron sensibles al tratamiento con 

suero anti 1 infocítico más complemento (76), por el contrario, el tratamiento

de las células no adherentes con anti-lg más complemento no eliminó la activi 

dad supresora. 

Los animales infectados presentan un estado de supresión donde pueden -

participar diferentes mecanismos y otros factores. 
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11 l. MATERIALES Y METODOS 

~1\nimales. Se usaron ratones machos ó hembra •de la cepa BALB/c de 20-25g 

de peso. Los animales fueron obtenidos del Bioterio del Instituto de Investí 

gaciones Biomédicas y se mantuvieron en cajas de acrílico con tapa de rejilla 

de alambre galvanizado, al iment&ndose con tabletas de Purina (Purina de Méxi-

co, S.A. de C.V.) y agua~ libitum. 

Trypanosoma cruzi. Se utilizó una cepa miotrópica y reticulotrópica, la 

.cual se ha mantenido durante seis aAos por pases sucesivos en ratón. 

Infección de ratones. Para la infección se usó sangre obtenida asépti--
-

camente de la vena axilar de ratones infectados, para lo cual la sangre se e~ 

Jocó en un tubo de ensaye que contenía de l-2 ml de SSB (soluclón salina ba~-

lanceada de Hank~s) con JO Ul de heparina /ml. De ésta suspensión se tomó--

una alfcuota y se contó el nGmero de par&sitos en una c&mara cuenta glóbulos. 

Los ratones se inocularon por vía intraperitoneal (i .p.) con 7 X 10 3 tripo--
' 

mastigotes (51.6 LD50 ). 

Antígenos. Los eritrocitos de carnero se mantuvieron en solución esté--

ril de Alsever, y se lavaron 3 veces en SSB por centrifugacióh a 1500 rpm 

durante 10 min antes de su uso. El DNP 80 -Ficoll fué preparado por el Dr. 

Edmundo Lamoyi, de acuerdo al método descrito por lnman (77). 

Mitógenos. Concanaval ina A (Con A, cat. 2010 la cual se obtuvo de Sig-

ma Chemical St. Louis MO. USA). Se disolvieron 200 mg de Con A en lO ml de-
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una solución de NaCl 6.1 M y se centrifugó a 18,000 rpm durante 1.5 ha 4°c

(centrífuga Sorvall RC-28). El botón se eliminó y el sobrenadante se esteri

lizó por filtración en mil lipore. Se preparó una di lución de la muestra y se 

leyó su absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro Zeiss PMQ 1!. Se calcu

lÓ la concentración de proteina tomando en cuenta la relación de 1.5 oo280nm

corresponde a l mg de proteína/m]. 

Lipopol isacárido W (LPS) de E. col i serotipo 0111:84, el cual se obtuvo

de los laboratorios Difco Detroit, Michigan USA. Se prepar6 una solución es

tandard de 1 mg/ml en NaCl O. 15M y se esterilizó durante 30 minen una lám-

para de rayos ultravioleta. 

Para determinar el grado de estimulación de las cElulas, se adicionó a

cada cultivo 1 p Ci de timidina tritiada ( 3H-TdR cat. NET-027 New England - -

;¡uclear Boston, Mass. ,) actividad específica de 6.7 Ci/mM 18 h antes de la

terminación del cultivo. Finalmente las células se cosecharon en un microco-

sechador, (Cell Harvester model 24 V Gaithersburg, MD. 20760) en tiras de pa

pel de fibra de vidrio, las cuales se secaron por medio de una lámpara de ra

yos infrarrojos y cada filtro se colocó en viales de plástico que contenTan 3 

ml de líquido de centelleo. La incorporación de timidina radioactiva se de-

terminó en un contador de centelleo líquido (Mark 111 Amersham/Searle, Co.-

Ch i cago, i LL.) . 

Preparación de la solución sal ina~ada (SSB). 



Solución 1 

O-Glucosa 

KH 2Po4 anhidro 

Na 2HP04 anhidro- - - - - - - - - - - - - - -

rojo de fenal - - - - - - - - - - - - - - - -

Solución 11 

KCl 

NaCl - - - - - - - - - - -

MgC1
2

· 6 H
2

0 

MgS04· 7 H29 

10.00 g 

o. 60 g 

1. 85 g 

0.01 g 

l. 86 g 

4.00 g 

80.00 g 

2.00 g 

2.00 g 
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Solución d~ trabajo: se diluyeron lOO ml de la solución 1 en agua-

destilada y se añadieron lOO ml de la solución 11 se mezclaron, se aforó 

a 1 litro y se esterilizó por filtración en millipore. La SSB. contiene

lOO Ul/ml de penicilina y lOO fg/ml de estreptomicina. 

Preparación del med.Lo de cultivo. Las células esplénicas se cultiva-

ron ?O medio RPMI-1640 (cat. H-18 Gibco, Grand lsland NY. USA) el cuás se 

disolvió en agua destilada y se le adicionó 2.2 g de bicarbonato de sodio 

por litro. Cada lOO ml de medio contienen. 

1 ml de solución de aminoácidos no esenciales (lOOX); lOOmM 

(cat. 320-1140, Gibco Grand lsland NY. USA). 



1 ml de piruvato de sodio (lOOX): lOOmM (cat. 320-1360, 

Gibco, Grand lsland NY. USA.) 

l ml de una mezcla de penici 1 ina y estreptomicina con 10,000 U y 

10,000 ug respectivamente. 

O. 1 ml de L-glutamina (lOOX) :200mM (cat. 320-5039 Gibco, Grand 

lsland NY. USA.) 

5 ml de suero fetal de ternera ( cat. 230-6140 Gibco, 

Grand lsland NY. USA.). 
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Preparación de la mezcla nutricional para el cultivo de células de bazo. Es-

ta mezcla contiene por cada lOOml: 

Dextrosa 

Medio RPMI-1640 (cat. H-18 Gibco, 

Grand lsland NY. USA.) -

Aminoácidos esenciales, 50 X 

g 

70 ml 

(cat. 320-1130 Gibco, Grand lsland NY. USA). 10 ml 

Aminoácidos no esenciales (lOOX): lOOmM 

(cat. 320-1140 Gibco, Grand lsland NY. USA). 

L-glutamina (lOOX) :200mM (cat. 320-5039 

Gibco, Grand lsland NY. USA).-

Ajustar el.pH 7.0· con NaOH 1.0 N 

Adicionar NaHco
3 

al 7.5%-

5 ml 

5 ml 

13 ml 

Se esterilizó por filtración en mi 11 ipore y se almacenó en congelador-
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Antes de adicionar a los cultivos, se mezcló un volumen de suero fetal de --

ternera con 2 volumenes de la mezcla nutricional. 

Prepara.~~ de 1 -~~-U~<?.. -~~- -~§.l_~:~l~- ~ bazo. Los ratones se sacrifica ron 

por dislocación cervical, los bazos se removieron asépticamente y se coloca--

ron en cajas de Petri de pl§stico estériles de 60 X 15 mm (cat. 5220 Lux- -

Scientific Co., Newbury Park, CA USA.) que contenía de 6-10 ml de SSB. Todo-

este proceso se hizo en frío y en condiciones estériles. A continuación los-

bazos se disgregaron para lo cuál se usaron pinzas de disección con punta ro

ma. Las células se transfirieron a tubos de plástico estériles de 15 ml -

(cat. 2057 Falcon Oxnard CA. USA). La suspensión se mantuvo en frío durante-

JO min a fin de que la~ partfculas gruesas sediminten y el sobrenadante se -

transfirió con una pipeta Pasteur a un tubo de plástico cónico estéril de 50-

(cat. 2070 Falcon Oxnard CA. USA.). 

La suspensión celular se lavó 3 veces en SSB por centrifugación (centrl 

fuga Damon/IEC Division PR-6000), a 1500 rpm durante 10 min. Las células fi 

nalmente se resuspendieron en medio de cultivo, se contó el nGmero de célu--

las viables por exclusión de azul tripano al 0.4 %, y se ajustó el nGmero de 

células con medio de. cultivo a la cantidad requerida para cada experimento. 

Estimulación mitogénica in vitro. La~ células de bazo se cultivaron en 

placas para microcultivo (cat. 3042 Falcon Oxnard CA. USA) a una densidad de 

2.5 X 105 6 5 X 10 5 células viables en un volumen de O. 1 ml, a cada cultivo-
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se le adicionó o. 1 ml de Con A de una concentración de 2 fg/ml ó LPS de una--

concentración de 200 fg/ml. Cuando se comprobó la actividad supresora, se 

cultivaron 2.5 X 10 5 c~lulas de bazo de ratones normales mezcladas con 2.5 X

lOS c~lulas de bazo de animales infectados. Las placas se incubaron i 37°C-

durante 72 h en atmósfera húmeda y con 5 % de co2 en una incubadora LAB-LINE

Me l rose Pa rk, 1 LL. 

Preparación de TNP acoplado a eritrocitos de carnero. Las c~lulas for--

madoras de anticuerpo contra TNP, se determinaron acoplando el 2,11,6 trinitr~ 

benzene sulfonic acid (TNBS) a eritrocitos de carnero (78) de la manera si--

guiente: Los eritrocitos de carnero se lavaron 3 veces en buffer barbital mo-

dificado (BBM) frfo (79). Se disolvieron 25 mg de TNBS {Eastman Kodak CO. -

Rochester, NY. USA (80) en 7 ml de soluciór1 reguladora de cacodilatos 0.28 M 

pH 6.9, se adicionó gota a gota 1 ml de paquete de eritrocitos lavados y se -

incubó con agitación constante lO min a temperatura ambiente y en la obscuri-

dad. La reacción se detuvo por dilución de los eritrocitos, para lo cuál la 

suspen~ión se c~locó en un tubo cónico de 50 mi que contenTa 30 mi de BBM - -

frfo, se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min,se eliminó el sobrenadante y 

los eritrocitos se resuspendieron en BBM fria que contenTa 22 mg de glicil--

glicina (cat. G-1002 Sigma, St. Louis MO. USA), (81). Posteriormente los--

eritrocitos se lavaron 3 veces más y se almacenaron con BBM en frfo hasta su-

uso. Los eritrocitos acoplados con TNP (TNP-EC) son estables por 3 ó 4 dTas-
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pero necesitan ser lavados 2 ó 3 veces antes de usarse. 

Inducción de repuesta primaria in vitro contra diferentes antígenos. Se 

usó el m~todo descrito por Mishel 1-Dutton (82). Para la inmunización in vi--

tro, se cultivaron c~lulas de bazo de ratones normales e infectados a una con 

centración de JO X 106 células viables/mi. El medio de cultivo contenía ade

más 2-mercaptoetanol a una concentración final de 5 X 10- 5 M y se colocó ml 

de esta suspensión celular en cajas de cultivo estériles de 24 hoyos (cat. 

3008 Falcon Oxnard CA. USA). 

Los cultivos se estimularon con 1 gota (aprox. 30 fl) de una suspensión-

de eritrocitos de carnero al J.Lf% en medio de cultivo ó con 0.1 ml de DNP-Fi 

col 1 a una concentración de 50 fl. Las células s:e incubaron 37 °C en atmósfe 

ra húmeda con 5% de co2 , diariamente se les adicionó 120 ?1 de mezcla nutri

cional y 4 dias después se determinó el número de CFA contra los eritrocitos-

de carnero y contra el DNP. 

Determinación de células formadoras de anticuerpo (CFA). Para determi--

nar el número de CFA se empleó la t~cnica de hemól isis localizada en gel, de~ 

crita por Jerne y Nordin (83), para lo cual se siguió el siguiente protocolo: 

J.- Las c~lulas se cosecharon con pipeta Pasteur agitando lentamente y-

se mezclaron las c~lulas de 4 cultivos, los cuales se pusieron en tubos de 

plástico de 15 ml {cat. 2087, Falcon Oxnard CA. USA). Posteriormente las ca-

jas se lavaron con medio de cultivo y el resto de células se obtuvieron sepa-

randolas de la base de las cajas usando una varilla de vidrio con un extremo-
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de hule. 

2.- Las c~lulas se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min a 4°C y se 1~ 

varan 3 veces mas en medio de cultivo. Finalmente las c~lulas se resuspendie

ron en un volumen pequeAo (0.5-1.0 mi) de medio de cultivo. Los cultivos in-

munizados·con eritrocitos de carnero ó con DNP-Ficoll, se probaron contra eri~ 

trocitos y contra TNP-eritrocito respectivamente. 

3.- Se mezcó O. 1 ml de la suspensión celular y 0.05 ml de eritrocitos de 

carnero ó 0.05 ml de TNP-EC al 7 % en SSB, en tubos de ensaye de 12 X 75 mm, -

colocados en baAo María a 42-44°C que contenían 0.5 ml de agarosa al 0.5% y -

o. l ml de suero fetal de ternera. Los tubos se mezclaron r§pidamente y se 

virtió su contenido en portaobjetos previamente barnizados con agarosa al O. 1%. 

Los portaobjetos se colocaron en soportes especiales y se incubaron durante-

1.5 ha 37°C en cámara húmeda. 

4.- Posteriormente se adicionó complemento de cobayo, previamente aqsor

bido con eritrocitos de carnero y di luido 1: lO en SSB, los portaobjetos se in

cubaron en las mismas condiciones durante 1.5 h. 

6.- Se determinó el número de placas hemolíticas en cada portaobjeto, u

sando un contador de colonias Quebec (American Optical Corporation, Bufallo,-

:-IY. USA). 

7.- Finalmente se calculó el número de CFA/106 células de bazo. 

Obtención de sobrenadantes de cultivos de células de bazo de ratones 

normales e infectados. Se incubaron células de bazo de ratones normales y de 
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ratones infectados a diferentes dfas. 6 Las c~lulas se ajustaron a 5 X 10 /ml-

en medio de cultivo y se colocó 1 ml de células en tubos de plástico de 12 X-

75 mm (cat. 2054 Falcon Oxnard CA. USA.) y se incubaron durante 48 h en atmós 

fera hGmeda con 5% de co2 , finalmente los tubos se centrifugaron a 1500 rpm, 

durante 15 min,, se obtuvo el sobrenadante de cada cultivo, y se esteri 1 izaron 

por filtración en mill ipore. Para concentrar los sobrenadantes 2.5 X y 5 X se 

utilizó una placa de Amicón 8-15. 

Efecto de los sobrenadantes de c~lulas de bazo de ratones normales e in-

fectados sobre células de bazo de ratones normales. Se obtuvieron células de 

bazo de ratones BALB/c normales y se ajustaron a 5 X 106 c~lulas/ml, se colo-

có O. l mi de ésta suspensión en placas de microcultivo (cat. 3042 Falcon Ox--

nard CA. USA) y las células se estimularon con Con A ó LPS en presencia de --

sobrenadantes provenientes de ratones normales ó de ratones infectados, para-

hacer un volumen final de 250 rl. Las c~lulas se incubaron durante 72 h a 37 

°C en atmósfera hGmeda y 5 % de co2 y 18 h antes de la terminación del culti

vo se adicionó 1 f Ci de 3H-TdR y se contaron en un contador de centelleo lf-

quido. 

Obtención de sueros de ratones normales e infectados. Los sueros se --

obtuvieron de ratones BALB/c sanos ó de ratones a los 15-18 días de infección, 

se sangraron de la vena axilar, la sangre se mantuvo en frío durante 1 h y 

los sueros se obtuvieron por centrifugación a 1500 rpm durante 10 min y se 
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inactivaron por calentamiento en baño María a 56°C durante 30 min finalmente 

Jos sueros se esteri 1 izaron por filtración mil 1 ipore y se hicieron di lucio--

nes de los sueros en medio de cultivo. 

Efecto del suero proveniente de ratones normales e infectados sobre c~

Lulas normales de bazo de ratón. Se utilizaron 5 X 10 5 células de bazo de-

ratones normales, se estimularon con Con A y LPS en ausencia o en presencia-

de 50 ~l de suero de ratones normales ó de ratones infectados. Las células

se incubaron durante 72 h a 37°C y en atmósfera de 5 % de co2 y 18 h antes de 

la terminación del cultivo se adicionó a cada cultivo (1 Jl Ci de 3H-TdR), fj_ 

nalmente las c~lulas se cosecharon y el nivel de incorporación de timidina -

radioactiva se midió en un contador de centelleo líquido. 

An§l isis estadístico. Se usaron las pruebas de Fisher para determinar-

la homogeneidad de las varianzas de ambos grupos. Cuando fueron homog~neas-

se aplicó la prueba! de Student para estimar la significancia de las dife--

rencias. Cuando las varianzas fueron heterogéneas se usó la prueba U de 

•\ann-Whitney con el fin de evaluar las diferencias (84). 
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1 V. RESULTADOS 

Efecto supresor de las c~lulas de bazo de ratones con diferentes dias de 

infección sobre la estimulación de células normales con Con A y LPS. A fin

de demostrar el efecto supresor de las células de bazo de animales infecta -

dos con I: ~~-'·las células de ratones normales e infectados se est·imularon 

por separado con Con A y LPS y adem§s se mezclaron células normales e infec-

-tadas-en proporci-ón-+: 1-y-se--estimu-l-aron--<::-oh-amoos-mTtógenos. 

Como puede verse en las tablas 1, 1 1 y 1 11, las células proveniente de-

animales infectados no pueden ser estimuladas con Con A y LPS después del dia 

10 de infección, haciendose más evidente este efecto en el dia 16 en el cuál

estas células muestran una inhibición del 84% y 91 % cuando son estimuladas-

----------.p...-.oc-c.r-¡ -¡eo11 A y 1.: 

El porcentaje de inhibici6n que ejercen las células de animales infecta 

dos sobre las normales se incrementa a medida que pasa el tiempo de infección 

]o cual se pone de manifiesto en los cultivos que contienen c~lulas normales· 

y células infectadas estimuladas con los mitógenos. La supresión ejercida

por las células de animales infectados el día 16 es altamente significativa

y representa 70% y 85% para Con A y LPS (P<(O.OOl). 

Los datos anteriores sugieren que tanto las células B como las c~lulas

T de los animales infectados son incapaces de ser estimuladas por sus mitó-

genos respectivos. 
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Efecto supresor del suero de ratones infectados sobre la estimulación mi

togénica debida' a Con A y LPS en células de bazo de ratones normales. Los ex

perimentos anteriores (ver tablas 1,11 y 111), sugieren que la supresión que

se observa en la mezcla de células (normales e infectadas). parecen estar me-

diadas por células presentes en el bazo de animales en las últimas etapas de -· 

infección. Los trabajos de Ramos y col (76) demostraron en este mismo sistema· 

que la célula que ejerce los efectos supresores es unlinfocito T. Sin embargo 

hay reportes de que sustancias supresoras pueden tener un papel importante -

en el proceso de supresión durante la enfermedad de Chagas experimental (85). 

A fin de buscar en el suero de los animales infectados alguna sustancia

que pudiera ejercer efectos supresores sobre células normales, se obtuvieron

sueros de animales normales y sueros de animales en las últimas etapas de --

infección, los sueros incactivados por calor a 56°C dutante 30 min, se diluy~ 

ron y mezclaron con cultivos de células normales estimuladas con Con A y LPS

por 72 h, al final de éste periodo se determinó el grado de incorporación de

timidina en los cultivos. 

Como puede verse en la Tabla IV, el suero proveniente de animales infec

tados muestra un efecto supresor sobre células de bazo de ratones normales 

cuando son estimulados con Con A y LPS. Este efecto fué dosis dependiente, -

siendo altamente significativo el efecto supresor para ambos mitógenos cuando 

el suero de animales infectados se di luyó 1:5 y 1:10. 
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Efecto del suero de ratones normales y de ratones infectados (17 días) -

sobre la inducción de la respuesta primaria in vitro a eritrocitos de carnero. 

A fin de probar el efecto que tienen Jos sueros provenientes de animales nor-

males y animales en la Gltima etapa de infecci6n sobre la i~ducci6n de res---

puesta primaria~ vitr~ (82). Se cultivaron células normales en presencia-

y ausencia de ambos$ueros y como puede verse en la Fig. 4 las células norma--

les estimuladas con eritrocitos de carnero en presencia de suero infectado, 

son incapaces de dar una respuesta primaria~ vitro. Estos datos sugieren-

que la sustancia presente en el suero de animales infectados no solamente 

son capaces de alterar la respuesta mitogénica de células normales sino que-

también son capaces de inhibir la respuesta~ vitro a eritrocitos de carnero. 

En nuestros experimentos observamos que los sueros provenientes de anim~ 

les normales mostraron también un efecto inhibitorio aunque significativamen-

te menor que el mostrado por el suero de animales infectados. El efecto in-

hibi~rio del suero de los animales normales ya ha sido descrito por varios ~ 

) 
investigadores (86). Los datos anteriores sugieren que el efecto supresor --

ejercido por los animales infectados puede estar mediado no solo por la partl 

cipación de células sino también por la participaci6n de sustancias solubles-

secretadas por el linfocito Ten el suero de estos animales 6 en el sobrena--

dante proveniente de la incubación de éstas células. Estos hallazgos apoyan-

los resultados obtenidos por el grupo de Cu~ningham (85). 
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Efecto de los sobrenadantes de cultivos de células de bazo de ratones a

diferentes dias de infecci6n sobre cultivos de células de bazo de ratones nor 

~~les estimulados con Con A y LPS. Para determinar sí las células provenien

tes de animales infectados son capaces de producir in vitro sustancias solu-

bles con efecto supresor, se cultivaron células de animales normales y de ani 

males con diferentes dias de infecci6n por un periodo de 48 h sin recibir es

tímulo alguno, al final de este tiempo los cultivos se centrifugaron y seco

lectaron los sobrenadantes. 

Los sobrenadantes fueron concentrados 2.5 X y 5 X con membranas de Ami-

c6n B-15 y se prob~ ~1 efecto que tienen estos sobre el cultivo de células -

normales estimuladas con Con A y LPS. Com9 puede verse en las tablas V y VI

Jos sobrenadantes provenientes de células de animales infectados son capaces

de alterar la respuesta de células normales a ambos mit6genos, siendo altamen 

te significativo el efecto supresor después del día JO de infecci6n. 

Estos datos sugieren que las células provenientes de animales infectados 

son capaces de producir~ vitro y 1 iberar al medio sustancias que ejercen un 

efecto inhibitorio tanto en la poblaci6n de 1 infocitos T como B, provenientes 

de células normales. El efecto supresor observado en los sobrenadantes de-

células de animales infectados yué dependiente de la concentraci6n ya que so

Jo se manifest6 cuando estos sobrenadantes se concentraron 5 X (ver Tabla VI). 

Determinaci6n de la viabilidad de las células de bazo de ratones norma-

les tratados con sobrenadantes provenientes de células de bazo de rat6n con -
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diferentes dfas de infecci6n. Con el prop6sito de descartar el posible efecto 

citot6xico que pudieran tener los sobrenadantes de células de animales infecta 

Jos se determinó la viabilidad, mediante la exclusi6n del azul tripano, de e~-

lulas normales sin estimular 6 estimuladas con Con A y LPS en presencia y au--

sencia de sobrenadantes provenientes de la incubaci6n de c~lulas de animales -

normales e infectados. Como puede verse en la Fig 5 el porcentaje de viabil i-

dad celular obtenido por el cultivo de células normales bajo diferentes condi-

cione~,por un periodo de 72 h de cultivo fué muy similar en todos los casos 

probados, lo cual descarta la posibilidad de que estos sobrenadantes puedan 

tener un efecto citot6xico in vitro sobre células normales, por lo tanto el 

~fecto inhibitorio ejercido por estos sobrenadantes se puede deber a la pre--

sencia de sustancias solubles con capatidad supresora y adem§s la producci6n-

Je estas sustancias se acentúa a medida que pasa el tiempo de infecci6n de los 

animales. 

Determinaci6n in vitro de la dosis 6ptima de DNP-Ficoll sobre la estimu-

Jaci6n de célul~s de bazo de ratones normales. Con el fin de estudiar la ca-

pacidad inmunol6gica de los animales infectados con T. cruzi, decidimos pro--

bar si las células de bazo de estos animales responden~ vitro, a diferentes 

estfmulos antigénicos .. Se determin6 primeramente la concentraci6n 6ptima de-

un antfgeno timo independiente (DNP-Ficoll), capaz de inducir una respuesta-

orimaria in vitro de células de bazo de ratones normales. Como puede verse . -- -----
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6 . 
en la Fig. 1, cuando se cultivaron lO X 10 células/mi en presencia de dife--

rentes concentraciones de DNP-Ficoll, observamos que la dosis óptima de esti-

mulación mediada por la formación de CFA contra DNP fué de 5 fg/cultivo. Los 

datos anteriores indican que podemos emplear este antígeno a esa concentra---

ción para la inducción primaria de anticuerpos~ vitro. 

Respuesta inmune primaria in vitro a eritrocitos de carnero y a DNP-Fi--

coll de células de bazo de ratones normales, de ratones con 5 y 17 días de--

jnfección y de la mezcla de células normales e infectadas. Para determinar-

la capacidad de respuesta que tienen las células de animales normales y de a-

nimales infectados a diferentes días, las células provenientes de ambos anima 

les se estimularon por separado con eritrocitos de carnero ó con DNP-Ficoll -

(82). También se hicieron mezclas de células normales e infectadas en propo~ 

ción 1:1 y se estimularon con ambos mitógenos, después de 4 dias se hizo la-

determinación de CFA por la técnica de Jerne (83), como puede verse en la Fig. 

2 y 3, las células de animales infectados son incapaces de responder a ambos-

~stímulos lo cual se hace m&s evidente en los Gltimos días de infección. 

Por otro lado, la mezcla de células normales y de 17 días de infección -

mostró también un efecto supresor para ambos antígenos. Los datos anteriores 

indican que los animales infectados pierden la capacidad de ser estimulados -

in vitro con diferentes antígenos a medida que se incrementa el tiempo de in-

fección, es decir el efecto supresor ejercido por las células de animales 
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infectados el día 17 no se presenta cuando los animales tienen 5 días de -

Infección, lo que sugiere que el efecto inmunosupresor es inducido por la -

infección. 
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EFECTO SUPRESOR DE LAS CELULAS DE BAZO DE RATONES CON 5 OlAS DE 1 NFECC 1 ON 

SOBRE LA ESTII1ULAC 1 ON DE CE LULAS NORI1ALES COII Con A y LPS. 

Composición del cultivo a 
Incorporación de 3H-TdR, 

e 
cpm :.::_ E. E. 

Normal Infectado b LPSb Con A % inh p % lnh p 

2.5 X 10 5 201605 + 13933 Lt751t5 :.::_ 6 723 -
2.5 X 10 5 1553112 + 7115 o < 0.05 59913 :.::_ 1870 o > 0.05 

5.0 X 105 576878 .:':. 16338 104018 :.::_ 3490 

5.0 X 10 5 314734 .:':. 9690 o < 0.001 6 Pt70 + 1722 1¡1 < 0.001 

2.5 X 10 5 2.5 X 10 5 486530 + 9031 o < 0.001 85858 + J6Lt2 20 < o·.ool -

a) Los cultivos se incubaron a 37°C en atmósfera de 5% de co 2 durante 72 h y se marcó duran

te las aJtimas 18 h con 1 ~Ci de 3H-TdR. 

b) Se adicionó Con A a una concentraci6n de 2 ~g/m1 y LPS a 200 ~g/m1. 

e) Los resultados se expresan como el promedio aritm~tico del namero de cpm .:':. E.E. de 4 culti 
vos. 
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TABLA 11 

EFECTO SUPRESOR DE LAS CELULAS DE BAZO DE RATONES CON lO DIAS DE INFECCION 

SOBRE LA ESTIMULACION DE CELULAS NORMALES CON CON A Y LPS 

Composició.n de 1 cu 1 ti vo a Incorporación de 3H-TdR, cpm ~ E.E.c 

Normal Infectado b LPSb Con A % lnh p % lnh p 

2.5 X 105 187566 2:. 9715 69751 ~ 575 

2.5 X Jo5 176196 2:. 32118 6> 0.05 62969 2:. 731 9 > 0.05 

5.0 X 105 552600 ~ 5572 120276 ~ 5185 

5.0· X 105 312095 ~ 14030 43 ~ 0.001 58458 .!. 18119 51 < o. 001 . 

2.5 X 105 2.5 X 105 366836 ~ 12055 o .e:: 0.001 63352 + 3006 52 > o.os 

a) Los cultivos se .incuba~on a 37°C en atmósfera de 5% de co2 durante 72 h y se marcó las 

Qltimas 18 h con 1 pCi de 3H-TdR. 

b) Se adicionó Con Á a una concentración de 2 ~g/ml y LPS a 200 ~g/ml. 

e) Los resultados se expresan como el promedio aritmético del número de cpm ~ E.E. de 4 cul

tivos. 
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TABLA JI 

EFECTO SUPRESOR DE LAS CELULAS DE BAZO DE RATONES CON 10 OlAS DE INFECCJON 

SOBRE LA ESTIMULACION DE CELULAS NORMALES CON CON A Y LPS 

Composició.n del cultivoa Incorporación de 3H-TdR, cpm! E.E.c 

Normal Infectado 
% lnh p % lnh p 

2.5 X Jo5 187566 ! 9715 69751 ! 575 

~ 

176196 ~ 32Lt8 6> 2.5 X lO"' 0.05 62969 ! 731 9 > 0.05 

s.o X 105 552600 .:!:. 5572 120276 ~ 5185 

5.0· X 105 312095 ~ Jlt030 43 ..:::: 0.001 58458 ~ 1849 51 < o. 001 . 

2.5 X Jo5 2.5 X 105 366836! 12055 o ..<::: 0.001 63352 ~ 3006 52 > 0.05 

a) Los cu 1 ti vos se . incuba ron a 37°C en atmósfera de 5 % de co2 durante 72 h y se marcó las ,, 
últimas i8 h con 1 JJCi de -'H-TdR. 

b) Se adicionó Con A a una concentración de 2 ¡Jg/m 1 y LPS a 200 }Jg/m 1 . 

e) Los res u 1 tados se expresan como el promedio aritmEtlco del número de cpm! E.E. de 4 cul-

t ivos. 
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EFECTO SUPRESOR DE LAS CE LULAS DE BAZO DE RATONES CON 16 DI AS DE INFECCION 

SOBRE LA ESTIMULACION DE CELÚLAS NORMALES CON Con A Y LPS. 

Composición del cultivo a 3 e 
1 ncorporac i.ón de H-TdR, cpm! E.E. 

Normal Infectado b b 
Con A % lnh p LPS % lnh p 

2.5 X 10 5 307745 + 101¡85 93775 ! 3238 -

2.5 X 10 5 53741 + 2419 83 < 0.001 8677 ! 235lf 91 < 0.001 -

5.0 X 105 218131 + 5359 67155!1209 -

5.0 X Jo 5 3595L1 + l¡4J6 84 < 0.001 7611 + 509 89 < 0.001 

2.5 X 105 2.5 X Jo 5 108830 :!:. 5516 70 < 0.001 15460 .!. 1407 85 < 0.001 

a) Los cultivos se incubaron a 37°C en atmósfera de 5% de co2 durante 72 h y se marcó durante 

las Gltimas 18 h con 1 ~Ci de 3H-TdR. 

b) Se ~dicionó Con A a una concentración de 2 pg/~1 y LPS a 200 f91ml. 

e) Los resultados se expresan:como el promedio aritmEtico del nGmero de cpm! E.E. de 4·culti
vos. 
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EFECTO SUPRESOR DEL SUERO DE RATONES INFECTADOS SOBRE LA ESTIMULACION 

M 1 TOGEN 1 CA DEB 1 DA A CON A Y LPS EN CHULAS DE BAZO DE RATONES NORMALES 

Or.i gen de 1 a suero Incorporación de 3H-TdR, cpm ~ E.E. 

... 37 

Células normales 

cultivo b Normales Infectados .Con A p LPS p 
por 

s .. o X 10 5 di 1 1: 5 13567!1 ~ 2814 37586 ~ 177 

s.o X Jé di 1 1: 10 221641 ~ 5422 35255 !:. 807 

5.0 X 105 di 1 1: 5 26784:.!:. 2529 < 6.001 J 181 + 339 < 0.001 

5.0 X 105 di 1 1; 1 o 70726!:. 2232 < 0.001 6590.:::_1012 < 0.001 

5.0 X 105 di 1 1:20 18192 11 + 6ll88 27366 ~ 2228 

a) El suero se obtu~o de ratones BALB/c sanos ó infectados con l.Cruzi, los que se descomlemen 

taron a 56°C durante 30 min, se diluyeron en medio de cultivo y se esteri !izaron por filtra 

ci6n millipore. 

b) Las células de bazo de ratones normales se est(mularon con Con A y LPS en presencia o a usen 

cia de so pi· de suero nor!Oal o infectado. Los cultivos se mantuvieron a 37°C durante 72 h-

y 18 hr antes de· te-rminar el cul·tivo se añadió 1 J-1C i de 3H-TdR. 



... 38 

TABLA V 

EFECTO DE LOS SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE CELULAS DE BAZO DE RATONES A 

DIFERENTES DIAS DE INFECCION SOBRE CULTIVOS DE CELULAS DE BAZO DE RATONES 

NORMALES ESTIMULADOS CON CON A Y LPS. 

Origen del sobrenadantea Incorporación de 3H-TdR, cpm ~ E.E. 

Cé 1 u·l as normales (cultfvos de células de ratones) 

por cultivo e Con A b p p 

5.0 X 105 Normales 277619 ~ 5151 40836 :!:. 1!995 

5.0 X 105 Infectados (día 5) 233158 ~ 23636 ~ 0.05 35013 ~ 901 ::::.. 0.05 

5.0 X 105 Infectados (día lO) 162708 ~ 16731 < 0.001 18215 ~ 1369 < 0.001 

5.0 X 105 1 n·fectados (día 15) 182293 .:!:. 3973 < 0.001 21288 ~ 1495 < 0.001 

. 5 , 1 48 d . f a) Se incubaron 5 X 10 celu as durante h y los sobrena antes se obtuvieron por centrt uga-
ción y posteriormente se concentraron 2.5 X con membrana de Amicon B-15. 

b) Los ~ultlvos fueron estimulados con Con A a una concentración de 2 pg/ml y LPS a 200 ~g/ml. 

e) Las células normal~s se inc~baron durante 72 h y 18 h antes de terminar el cultivo se les -
adicionó 1 ~Ci de H-TdR. 
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EFECTO DE LOS SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE CELULAS DE BAZO DE RATONES 

A DIFERENTES DIAS DE INFECCION SOBRE CULTIVOS DE CELULAS DE BAZO DE 

RATONES NORMALES ESTIMULADOS CON CON A Y LPS 

Origen del sobrenadantea fncorporación de 3H~TdR, cpm :!:_ E. E; 

Células normales (Cultivos de células de ratones) 

cultivo e Con Ab p LPSb p. por 

5.0 X 105 Normales 179913 ~ 656 9353 ~ 678 

5.0 X 10 5 1 nfectados (día 5) 187703 ~ 2326 .> 0.05 8129 :!:. 848 < 0.05 

5.0 X 10 5 Infectados (día lO) 121930 ~ 10230 < 0.05 5642 .:!:. 1591 < 0.05 

s.o X 105 Infectados (día 15) 32820 :!:. 3061¡ < 0.001 573 .:!:. 2388 <: 0.05 

a) Se incubaron 5 X 10 5 células durante 48 h y los sobrenadantes se obtuvieron por centrifu

gación y posteriormente se concentraron 5 X con membrana de Amicon B-15. 

b) Los cultivos fueron estimulados con Con A a una concentración de 2 f91ml y LPS a 200 pg/ml. 

e) Las células normales se incubaron durante 72 h y 18 h antes de terminar el cultivo se --

les adicionó 1 pCi de 3H7TdR. 



FIG. 

Determinación ~yitro de la dosis óptima de 

DNP-Ficoll, sobre la estimulación de células de 

bazo de ratones normales. La inducción de res-

puesta primaria se hizo con 1 ~g, 5 ~9 y 10 ~g-

1 os cua 1 es se añadieron a 1 in i e i o de 1 cu 1 ti vo -

con lO X 106 células/m]. 

Las células se incubaron durante 4 días a -

37°C y en atmósfera de 5 % de co2 (82). Des- -

pués de este tiempo se determinó el número de 

~élula~ formadoras de anticuerpo directas por

el método de Jerne (83), para lo cual se usaron 

eritrocitos de carnero acoplados a TNP según la 

técnica descrita por Rittenberg y Pratt (78). 
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Fl G. 2 

Respueta inmune primaria in vitro a eri-

trocitos de carnero y a DNP-Ficoll de células 

de bazo de ratones normales, de ratones con-

5 días de infección y de la ·mezcla de ambas -

células en proporción (l: 1). Los cultivos 

se incubaron a 37°C en atmósfera de 5 % de 

co2 (82) y 4 días después se determinó el nú-

mero de CFA directas por el método de Jerne-

(8~). Para determinar el número de CFA contra 

TNP se emplearon eritrocitos de carnero a los 

cuales se les acopló el TNP según la técnica-

de Rittenberg y Pratt (78). 
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FIG. 3 

Respuesta inmune primaria in vitre a eri

trocitos de carnero y a DNP-Ficol 1 de células

de bazo de ratones normales, de ratones con 17 

dias de infecci6n y de la mezcla de células 

normales e infectadas en proporci6n (1: 1). 

Los cultivos se incubaron a 37°C y en atm6sfe

ra de 5 % de co2 y 4 días después (82) se de-

termjn6 el nGmero de CFA directas por el méto" 

do de Jerne (83), Para determinar el ndmero ~ 

de CFA contra TNP se emplearon eritrocitos de~ 

carnero los cuales'fueron acoplados con TNP, 

segGn la técnica de Rittenberg y Pratt (78). 
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FIG. 4 

Efecto del suero de ratones normales y de 

ratones infectados (17 días), sobre la indu- -

cción de la respuesta primaria~ vitre de cé

lulas normales a eritrocitos de carnero (EC) -

(82). Se cultivaron 10 X 106 células de bazo-

y se estimularon con eritrocitos de carnero en 

presencia o ausencia de suero normal o infecta 

do. Después de 4 días de incubación a 37°C y

en atmósfera de 5% de co2, se determinó el nú 

mero de CFA directas contra eritrocitos de car 

nero, por la técnica de hem6lisis local izada-

en gel (método de Jerne (83). 
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F 1 G. 5 

Determinaci6n de viabilidad celular por exclu-

si6n del azul tripano de células de bazo de ratones 

normales bajo las siguientes condiciones: l) SN --

normal +medio; 2) SN normal + Con A; 3) SN normal-

+ LPS; 4) SN infect 5 + ~edio; 5) SN infect5 + Con A 

6) SN infect5 + LPS; 7) SN infect 10 + medio; 8) SN-

infect + Con A· 
lO ' 9) SN infect 10 + LPS; 1 O) SN in--

fec t 
17 

+ medio; 1 1) SN infect
17 

+ Con A; 12) SN 

infect
17 

+ LPS. Se cultivaron 5 X 105 células de-

bazo en placas para microcultivo en presencia 6 au-

sencia de sobrenadantes provenientes de cultivos de 

48 h de células normales (SN) o bien provenientes -

de cultivos de células de animales infectados (SN -

i n fe e t . ) , a d i fe re n tes d í a s . 

Las células se estimularon con Con A 6 LPS du-

rante 72 h ~ al final de este periodo se hizo la de 

terminaci6n de viabilidad de los cultivos por tri--

plicado. 
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V DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, muestran un estado de

supresión de la respuesta inmune en ratones infectados experimentalmente con

T. cruzi. El efecto inmunosupresor se hizo evidente cuando las c~lulas deba 

zo de ratones infectados fueron incapaces de responder al efecto mitog~nico

inducido por la estimulación con Con A y LPS, (Tablas 1, 11 y 1 l 1). Además -

las células de ratones infectados fueron capaces de inhibir la respuesta mit~ 

g~nica de células de animales normales a la estimulación con Con A y LPS. 

El estado de inmunosupresión en los ratones se observó inicialmente des-

1ués de 10 días de infección y aumentó progresivamente, el cual se acompaño-

de un incremento de parásitos en circulación (87). Una vez establecido el fe

nómeno de supresión se mantuvo hasta la muerte de los animales. Estos datos

sugieren la presencia de una población de c~lulas supresoras en el bazo de -

los animales infectados, que puede ser la responsable parcialmente de la inmu 

nosupresión observada en la respuesta inmune de estos animales (71 ,72). 

Los resultados obtenidos están de acuerdo con los reportados por Ramos y 

col (76), quienes demostraron que las células de bazo de animales infectados

tienen la capacidad de suprimir-~ vitro la respuesta de células normales a

la estimulación mitogénica y que las células responsables del efecto supre--

sor no so~ adherentes, pero son sensibles al tratamiento con suero antil info

cítico y complemento, .de esta manera proponen que la célula causante de la --
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inmunosupresión puede ser un 1 infocito T ó derivados del timo. 

El grupo de Cunningham (85) demostró una sustancia supresora en el sue-

ro de ratones C57BL/6 infectados con l.· cruz!_, la cual es inducida en la eta·· 

pa temprana de la infección y su actividad supresora permanece hasta el día-

60 de infección,después del cual la actividad supresora se pierde en el suero 

de estos animales. 
X 

Además encontró que la interacción de la sustancia soluble subresora era 

funcionalmente incativada, modificado ó quitada del suero por incubación con 

c~lulas de bazo · normal ó preparación enriquecidas de linfocitos B. Una ex-

posición prolongada de las c~lulas de bazo con la sustancia supresora resultó 

en la activación de c~lulas que ejercen un efecto supresor sobre la respuesta 

de anticuerpos de c~lulas de bazo normales. 

Como se puede observar en la Tabla IV el suero proveniente de ratones --

infectados ejerce un efecto supresor sobre las células de bazo de ratones nor 

males cuando se estimularon con mitógenos ó antígenos (Fig 4). 

Cuando se cultivaron c~lulas de bazo de ratones infectados a diferentes-

días se encontró que los sobrenadantes obtenidos de estas células ejercen un-

efecto supresor, el cual se puso de manifiesto cuando se incubaron con c~lu--

las normales y se estimularon con mitógenos (Con A y LPS) Tablas V y VI, y es 

te efecto fu~ dependiente de la concentración. 

Waksman y col (88) han demostrado que lineas de c~lulas 1 infoides huma--



... 52 

producen mediadores solubles que modifican y que posiblemente regulan la res

puesta inmune. Algunos reportes sugieren que algunas líneas de células lin-

foides (89) bumanas son capaces de producir sustancias que inhiben la sínte-

sis de DNA en 1 infocitos humanos estimulados con mitógenos. 

La inmunosupresión se hizo evidente no solo contra antígenos partícula-

dos, sino también .contra antígenos solubles cuando en un sistema de Mishell-

Dutton (82), se cultivaron células de bazo de ratones infectados y se sensi

bilizaron con estos antígenos (eritrocitos de carnero y DNP-Ficoll), el efec 

to inmunosupresor se observó cuando se determinaron el número de CFA directas 

en las células de bazo que tenían 5 días de infección, siendo más marcado es 

te efecto cuando las células de bazo provenían de ratones con 17 días de in

fección (Fig. 2y 3). 

Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por Clinton y col -

(71) quienes encontraron que los animales infectados con I· cruzi, son inca

paces de dar una respuesta de CFA cuando son inmunizados con glóbulos rojos

de burro, en etapas de elevada parasitemia. 

Por lo tanto, los datos sugieren que las células supresoras así como -

las sustancias solubles presentes en el suero y en los sobrenadantes de cul

tivos de células de animales infectados, pueden participar en los fenómenos

de supresión de la respuesta inmune en ratones infectados con T. cruzi. 

Cunningham y col (90) demostraron la existencia de sustancias presentes 

en el suero de ratones infectados con -~. ~r:_uz!_ que son capaces de inducir --
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un estado supresor de la respuesta humoral a antfgenos heter6logos: cuando -

los sueros se administraron pasivamente a receptores no ihfectados y la supr~ 

si6n observada fu~ slml lar a la causada por la infecci6n activa. 

Es posible que la inmunosupresi6n inespecffica que presentan los ratones 

infectados contra antfgenos dependientes e independientes del timo (Fig 2 y 3) 

puede ser mediada en parte, por la participa~i6n de c~lulas supresoras que -

actúan sobre los J infocitos T y B. 

Existen varios mecanismos para explicar la supresi6n observada durante -

]a infecci6n con T. cruzi, entre ellos tenemos: i) Competencia antigEnica

i i) (nducci6n de c~lulas supresoras i i i) Pen6menos de activaci6n policlonal ,

iV) producci6n de sustancias solubles supresoras. 

Feldman y.col (91) han sugerido, en relacl6n a la competencia antig~ni--

·ca, que este fenómeno parece representar una competencia por sitios sobre la

superficie de los macrófagos, que previenen la interac~ión normal de las c~lu 

]as T y B (92). En infecciones por otros trypanosomas es posible que la canti 

dad masiva de parásitos con la que se encuentr·e el sistema inmune del hu~sped 

pueda inducir una situaci6n donde la competencia antlg~nica por la uni6n a m~ 

crófagos, ocurra entre mol~culas especificas derivadas de c~lulas cooperado-

ras. (93). 

Por otro lado, se ha demostrado que el mecanismo involucrado en la inhi

bici6n de la producci6n de anticuerpo por la competencia antig~nica, debe --

ocurrir en las etapas tempranas de la respuesta inmune, donde están involucra 
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dos eventos previos al reconocimiento antigénico. En efecto, la inhibición -

es generalmente observada cuando la memoria inmunológica no se ha establecido. 

Los datos que apoyan la competencia antigénica secuencial en sistemas donde 

participan eritrocitos heterólogos, sugieren que la memoria inmunológica no-

está afectada. Por lo tanto, si la competencia antigénica no afecta la:·memo-

ría inmunológica, este fenómeno no puede ser el mecanismo de la supresión ~-

observada en nuestro sistema experimental de infección de ratones con T. cru-

~. ya que los ~nimale~ previamente inmunizados con eritrocitos de carnero y-

subsecuentemente infectados mostraron una respuest~ suprimida a una segunda -

inmunización con el antígeno . 
. 

Otra posibilidad para explicar la inmunosupresión es la participación de 

células supresoras. En apoyo a esta posibilidad están los hallazgos de Jaya-

wardena y Waksman (94) quienes han demostrado la presencia de células T supr~ 

soras en el ·bazo de ratones infectados con T. brucei. 

En nuestros experimentos, la infección por I· cruzi disminuyó la capaci-

dad de las células de bazo de los ratones a responder a mitógenos de células-

T Con A y de células B LPS, Tabla 111, · 

Los datos que se han obtenido, demuestran la presencia de una población 

supresora en los bazos de los animales infectados con T. ~~que es capaz-

de inhibir la respuesta de células normales a mitógenos Tabla 111. La pre--

sencia de estas célu1as supresoras pueden ser responsables parcialmente de~ 

la inmunosupresión observada en la respuesta humoral y celular de los anima~ 
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les infectados. 

Otra posible explicación de la supresión inducida por la infección en-

ratones, puede ser la estimulación poi iclonal de c~lulas B por mitógenos de

rivados del parásito (75), lo que conduciría a un estado de agotamiento clo-

nal y consecuentemente a una falta de respuesta a estímulos posteriores con -

antÍgenos. 

Murray y col· (66) quienes demostraron que la supresión de la respuesta-

de anticuerpo en animales infectados con I· brucei, se pierde días despu~s -

del tratamiento con Pentamidina, una droga que elimina de circulación a los

parásitos; los autores señalan la imposibilidad de una recuperación inmediata 

de las c61ulas reactivas al antfgeno, por lo cual el fenómeno de agotamiento

clona] .de c~lulas B no es el mecanismo responsable de la supresión. 

Aún cuando los mecanismos de supresión que participan en muchas infeccio 

nes pueden ser de diferente naturaleza, erremos que la presencia de células -

supresoras y de factores solubles supresores en animales infectados con r.cru 

~. puede ser importante en el reconocimiento de la patología de este padeci

miento. 
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