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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, es una infeccifn que consti
tuye uno de los mayores problemas de salud en muchos paises.
El agente causal de esta parasitosis es Trypanosoma (Schi-

zotrypanum) cruzi, el cual, produce casos patoldgicos que -

varfan de estados sub-~clinicos a letales en un corto o lar-

go periodo de tiempo (1).

Asi mismo, el daho, causado por T.cruzi en la enfer-
medad aguda, resulta en parte, de la destruccitn de tejidos
asociados con las fases intracelulares del pardsito. Las

cepas le T.cruzi tienen en su fase de tripomastigotes dife-

rente habilidad para invadir tejidos especificos. Cepas
reticulo y miotrbpicas representan extremos en este espec~
tro; manifestando la primera generalmente mayor virﬁlencié
(2). Sin embargo, el sistema retfculoendotelial jqega un
papel muy importante en la resistencia contra la infeccibn
(3). Adem8s de los antecedentes mencionados, en nuestro
laboratorio se han hecho experimentos para estudiar el efec
to de la infeccién por T.cruzi, sobre la habilidad para for
mar anticuerpos contra antigenos no relacionados (eritroci-~

tos de burro), encontré&ndose una inmunosupresién importante

tanto en respuesta primaria como en respussta secundaria (4L‘:;v
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La evolucién de este estado de inmunosupresidn se rea-
1126 por medio de titulacién de anticuerpos circulantes y
de cuantificacibn inVitro de células formadoras de anti-

cuerpo.

Es de sobra conocido que en la respuesta inmune hg'
moral intervienen tres tipos de células: macr6fagos, linfo-
citos derivados del timo, liamados T, y linfocitos depen-
dientes de la médula 6sea, 6 B, de los cuales nos ocupare-

mos en los siguientes péarrafos:

Hay consideraciones directas e indirectas para es-
tablecer la importancia de las interacciones macrb6fago-lin--
focito_en la induccibén de la respuesta inmune (5-8). Las
interacciones entxe linfocitos sensibilizados y macr6fagos,
probablemente estén mediados por factores solubles y son de
capital importancia en el lado efector de la respuesta in-

mune, mediada por células.

Existe una heterogeneidad funcional considerable
en las poblaciones de macrb6fagos, y alguna de sus propieda-
des no estdn compartidas por las células llamadas fagocitos
mononucleares o macrbfagos (9-10). Como consecuencia se pue
de reflejar cambios mutacionales lineares en una poblacién

de monocitos o de macrdbfagos. En particular, las células
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dentriticas o células reticulares asociadas con centros
~germinales (5) pueden especialmente adaptarse para capturar
ei antigeno e interaccionar con linfocitos. Estas células
tienen una pronunciada capacidad para tomar al antigeno 5Q
bre su superficie en contraste con macr8fagos del corddn
medular o macrbfagos de la cavidad peritoneal. Se piensa
que puede ser mas interesante la presentacitn de antfge-
no sobre la superficie que la ingestién de antigenos y su
degradacién enzimdtica. Existan pocas evidencias que im-
pligquen que otras cé€lulas fagocfticas, por ejemplo, poli-
mor fonucleares, sean importantes para la iniciacién de la

respuesta inmune (5).

Una dificultad particular en el estudio de macréfa-
gos involucrados en la respuesta inmune y de los linfoci-
tos precursores de la c&lula formadora de anticuerpo, re-
salta al andlisis microscépico de estas cé&lulas, ya que -
algunos precursores de monocitos que permanecen en la ca-
vidad peritoneal (10) tienen la apariencia de linfocitos,
y algunas cé&lulas unidas a antfgeno - en la cavidad pe-
ritoneal - tienen una morfologfa entre monocitos y linfo-
citos (11). El emplec de un suero anti-macr6fago (6,12,
14), tampoco presenta evidencias inequivocas gque ellos -

no dan reaccibn cruzada con linfocitos.
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En todos estos sistemas es extremadamente diffcil
gquitar todos los macrbfagos y pequefios contaminantes que
pueden ser suficientes en algunos casos para manifestar un

" efecto macréfago dependiente.

La extracci6én de macr6fagos de suspensiones de lin-
focitos por métodos basados en adherencia, fagocitosis o
con suero antimacr6fago, abate la induccifn de una varie
dad de respuestas del antfgeno. Los macr6fagos exentos de
linfocitos dan solamente una respuesta proliferativa débil

a antfigenos solubles y a c&lulas alogénicas (13 - 16).

Se ha enfatizado que la dependencia de macr6fagos
para la produccidn de anticuerpos in vitro se correlaciona
con la dependencia de célula T, siendo la forma fisico-gquf
mica del inmunégeno un factor crftico m&s importante que
los determinantes antigénicos individuales. Esto es debi

do a que antigenos lentamente catabolizados, timo—indebeg

dientes son efectivamente fagocitados, pero retenidos intra B

celularmente durante largo tiempo. Fishman y Adler (17)
explican la respuesta de B como dependiendo de la interac-
cibn c€lula T - macr6fago, sugiriendo, que la cooperacibn

se presenta por la via del "desprendimiento" del receptor

de c&lulas T, que forma un complejo con el antigeno gue es - -

citofflico para la superficie del macréfago, inicifndose



asi la respuesta de la cé&lula B.

Hay evidencias que sugieren que el antigeno enlaza

do al macrdfago tiene un efecto considerable para estimular

la respuesta de linfocitos. Experimentos recientes con cé&lu- -

las de ratbn in vitro han mostrado que el antigeno unido al
macréfago constituye un "gatillo" muy efectivo para linfoci-

tos Ty B (18).

Una alternativa propuesta, la cual es menos fisiol6
gica y objeto de considerables controversias, consiste en la
inmunogenicidad de extractos sub-celulares de macr6fagos o
células en suspensiones ricas en macrb6fagos gque han tomado
antigeno (5, 7). Estudios hechos por Fishman y Adler y
otros (17, 19, 20), muestran que extractos de macr6fagos pe
ritoneales obtenidos 30 minutos después de la ingestibn
" del fago '1'2 fueron altamente inmunogénicos-e inducian una
respuesta in vitro. Se demostrd que la actividad inmuno-

génica estaba asociada con una fraccibn de RNA de bajo pe~

© .80 molecular, sensible a ribonucleasa. Este fenbmeno

fué inicialmente interpretado como evidencia de la‘transf‘e-

rencia de informacifn genética macr6fago-linfocito (17);

sin embargo, estudios subsiguientes mostraron que la efi-



V ciencia de tales preparaciones probablemente estaria
adscrita a la presencia de pequefias cantidades del anti-
geno altamente inmunogénico {20 - 21). También se demos
tré que el antigeno procesado por el macrbfago llega a
asociarse con RNA (22); esto es significativo, puesto que
ocurre tanto con antigenos inmunogénicos como no inmuno-

génicos (23).

El tema que tratamos en esta introduccién, nos per
mite enfatizar la dicotomfia de la respuesta inmune; células
T mediadoras de la respuesta inmune celular y las células

B responsables de la respuesta humoral.

Es de todos sabido, que los anticuerpos juegan un
papel muy importante en la regulacién de la respuesta humo-
ral. La "inhibicibn por retro-alimentacién"”, ha sido de-
mostrada por el efecto supresor especifico gue tiene el
anticuerpo administrado pasivamente (24) y por el incre-
mento de anticuerpos encontrados en circulacifn seguida a
la renovacibn de anticuerpos del plasma por absorcién en

fase sblida con inmuno-adsorbentes (25).

La cooperaci6n entre linfocitos T y B en la respues
‘ta humoral fué inicialmente sugerida en 1966 por los expe-

rimentos de Claman y col. (26), quienes demostraron que



ratones irradiados tanto en timo como en médula 6sea te-
vnian una respuesta primaria mucho mayor a eritrocitos de car
nero cuando se les reconstitufa con inyecciones de células
‘T y B que aquellos que recibian solamente células T o B.

En 1967, Davies y col. (27) usando ratones timectomizados

e irradiados, reconstituidos con médula singénica y adicio-
nados de timocitos alogénicos, también demostraron la cola-
boracibn de c8lulas By T en la respuesta a hemolisina con-
tra eritrocitos de carnero. En 1968, Miller y Mitchell

(28) encontraron que ratones timectomizados neonatalmente,
no daban respuesta a eritrocitos de carnero, pero que dicha
respuésta podria restaurarse con células de timo semialogé-
nicas o con linfocitos del conducto tor&xico. Esto fué con-
firmado en ratones irradiados que recibieron cé&lulas de timo
de CBA, células de médula CBA/TGT6 y eritrocitos de carnero
y en donde todas las células formadoras de anticuerpo obte-
nidas tenfan el cromosoma '1‘6 y por tanto derivaban de la

médula Gsea (29).

La cooperacifn entre linfocitos T y B ha sido obser-
vada tanto in vitro como in vivo, en respuesta humoral pri-
maria y secundaria y ha sido demostrada para una gran va-

riedad de antigenos. En todos los casos, la célula B, es



la precursora de la c&lula secretora de anticuerpos.

Aunque hay muchas evidencias de la cooperacifn en-
tre células B y T, no siempre es obligatoria para la res-
puesta inmune humoral. Por ejemplo, la IgM formada en
respuesta a polisacdrido de pneumococo tipo III (30), a -
lipopolisacdrido de Escherichia coli, a polivinilpirrolido-
na (31) y a flagelina polimerizada (32), es timo-indepen-
diente, ya que no requieren de la ayuda de la célula T.

En general se piensa que la respuesta de tipo IgG es mas

dependiente de timo que la respuesta.de tipo IgM (33).

Generalmente, se considera una respuesta T-indepen-
diente cuando la respuesta de animales neonatalmente timecto
mizados, irradiado letalmente y reconstituido con médula o
higado fetal, o de rateones sin actividad timica congénita,
no dan una respuesta significativamente diferente de aque-
llos observados en controles apropiados usando un amplio
rango de dosis de antigenos. También se ha demostrado en
experimentos de transferencia celular la T independencia -
de algunos antigenos cuando el material por transferir ha

‘sido tratado con suero anti-® y complemento,



El objeto de este trabajo es el de estudiar el mecanismo
responsable del abatimiento de la capacidad para formar -

anticuerpo en los animales infectados con T.cruzi.

En trabajos realizados en nuestro laboratorio se ha
demostrado que los macrbfagos y los linfocitos T no estén
afectados como consecuencia de la infeccibn con este pa-~
r8sito (34). La inmunocompetencia de la célula T ha podi~-
do ser establecida a través de la medicifn de la resisten-

cia no especifica contra Listeria monocytogenes, en ratones

infectados con T.cruzi. Este fenbmeno debido a la activa-
cibn de macrb6fagos es posiblemente mediado por mecanismos
inmunes de tipo celular. Estudios preliminares realizados
in vitro sugieren que los linfocitos sensibilizados en -
en presencia de antigeno de T.cruzi producen mediadores -
que aumentan la capacidad bactericida de los macr6fagos
normales. Los resultados obtenidos indican que en efecto,
los macr6fagos de los animales infectados con T.cruzi
poseen una capacidad bactericida mucho mayor gue los ma-
cr6fagos normales. Esto puede considerarse como eviden-
cia de que los linfocitos T del animal, se encuentran en -

. condiciones normales (34).
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En cuanto al estado funcional del macr6fago, se -~

ha @ncontrado que animales infectados con T.cruzi eliminan

de pirculacidn particulas de carb6én coloidal en forma mis
eficiente que los ratones normales, indicdndonos que las cé-
lulps fagociticas no esté&n incapacitadas como consecuencia
de la infeccibn, sino al contrario que su actividad fagoci

taria esti incrementada (34).

Para comprobar los resultados obtenidos en los ex-
perimentos de actividad fagocitaria con carbfn coloidal,
nos planteamos la necesidad de demostrar gque efectivamente
log macrbfagos de animales infectados conservan la capaci-
dad de cooperar con los linfocites T y B en la respuesta -
inmune. Para ello realizamos experimentos en los cuales -
adninistramos eritrocitos de burro por via intraperitoneal
a animales infectados con T.cruzi y a animales normales.
Posteriormente transferimos macr6fagos libres de eritroci-
tot de burro de estos animales a otros normales. E1 exu-

dado fué tratado con suero anti-8 y anti-globulina-gamma

antes de hacer la transferencia, para eliminar la posibili-
dad de que estuvieran contaminados con linfocitos T y B.
La| respuesta inmune de los animales transferidos se midié

por medio de placas formadoras de anticuerpos. Los ani-



males que recibieron macr8fagos provenientes de animales
infectados con T.cruzi mostraron un incremento en el nG-
mero de células formadoras de anticuerpos en relacibn con
los animales que recibieron macr6fagos extraidos de anima-

les normales.

Quedaban afin por averiguar, que sucedfa a nivel de
la via eferente, es decir, a nivel de los linfocitos B.
Para ello, disefiamos experimentos en los cuales los rato--
nes infectados y normales recibieron un complejo acarrea-~

dor-hapteno (BSA-~TNP).




MATERIAL ¥ METODOS

Animales.~ Se utilizaron ratones hembras de la cepa
Carworth Farm (CF1) de 18 a 23 g de peso. Los animales -
se mantuvieron en cajas de material acrfilico y se alimen-
taron con tabletas de Purina (Purina de M&xico, S.A. de C.

V) y agua ad libitum,

Trypanosoma cruzi.-~ La cepa mio y reticulotxrbpica ~

de T.cruzi fué obsequiada por el Dr. F.Navarrete, del De-

partamento de Microbiologfa y Parasitologfa de la Universi
dad de Guadalajara, Guadalajara, Jal., México. Los rato--
nes se inocularon intraperitonealmente {i.p.) con 2 X 104

tripomastigotes {(51.6 LD..}.

50

Determinacifn de la LD, de tripomastigotes.- La

dosis letal de tripomastigotes necesaria para matar el S0%
de ratones en un perfiodc de 30 dfas (LD50/30 dias) se cal~-
culd de acuerdo al métcdo de Reed y Muench (35), y fué de
387 tripomastigotes/animal.

4

Nosotros usamos un inbculo que contenfa 2 ¥ 107 txi~-

pomastigotes por animal que corresponde a una dosis letal
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del 100%, o 51.6 veces la LD50
*
aAntigenos.- 1) Se emplearon eritrocitos de burro (EB)
lavados por 3 veces en solucifn salina isot6nica y se ajus-
taron a una concentracifn de 1 X 109 células/ml. En todos
los casos, los ratones se inocularon por via (i.p.) con 0.5

ml de la suspensibn de eritrocitos.

ii) Se prepar6 un complejo acarreador- hapteno de
acuerdo a la siguiente técnica: Se disolvieron 0.25 g de -
carbonato de potasio en 50 ml. de agua y se afadieron 0.5
g de albfimina sérica bovina (BSA} (Sigma de México, S.A.).
La solucibn se ajustéd a un pH de 9.3. Se adicionaron con
agitacifn y lentamente 50 ml de una solucifn acuosa de tri-
nitro-fenol (TNP) (Eastman Organic Chemical,Rochestex,N.Y.)
al 1% y se dejb toda la noche a temperatura ambiente., Se
dializ6 contra una solucibn salina balanceada de fosfatos,
de pH 7.2 con cambios diarios del dializado hasta que no se
‘demostrG TNP libre. La determinacifn de TNP libre en el
dializado se llev6 a cabo en el espectrofotémetro a 360 nm.
El nfimero de grupos de TNP por molécula de protefna se cal-
culé de acuerdo a la técnica descrita por Little y col. (36),:

El complejo tenia 5 grupos de TNP/molécula de proteina
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Obtencién del fragmento Fab'anti-eritrocito de

burro. i) Obtencibn de la globulina-gamma. Se prepar§ el

suero anti-eritrocito de burro segfin el método de Campbell
(37). Se inocu}arén 4 conejos de 2.5 kg de peso con una
suspensibn de eritrocitos de burro al 20% previamente la-
vados 3 veces con solucién salina isoténica. A cada uno
se le aplied inicialmente 1 ml por via i.p. y luego por
via i.v. la misma d6sis en los dfas 1,2,3,4,6,8,10,13,15 y
17. Ocho dias despu&s de la Gltima inyeccibn se determiné
en el suero el titulo de anticuerpos especf{ficos. Animales
con titulos de anticuerpo aglutinantes mayores a 1:4000
fueron sangrados por puncibn cardiaca. Los sueros colec-
tados se trataron con sulfatc de amonio saturado para pre-
cipitar la globulina gamma. A continuacifn se determind
la concentracibn de protefna, por el método de Lowry y col.

(38) .

ii) obtenci6n del fragmento Fab'.- el fragmento Fab'

se obtuvo de acuerdo al m&todo descrito por Porter (39).
Se incubaron 16 hr a 37°C; 136 mg de globulina gamma de -
conejo con 1.3 mg de mercuri~papaina en 10 ml de solucién
reguladora de fosfatos 0.1 M de pH 7.0, que contenfan 0.01

M de cistefna y 0.002 M de etilendiaminotetraacetato de so-
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dio (EDTA). Después de la incubacidén la solucibn fué dia
lizada contra agua (cambios sucesivos con agitacifén vigoro
sa, durante 48 horas). La dfalisis permite la eliminacibn
de la cisteina y el EDTA, y facilita la oxidacién e inacti
vacidn de la enzima. A continuacibn se dializ6 contra una
solucibn amortiguadora de acetatos de pH 5.5. El material
fué pasado por une columna de carboximetil-celulosa (CMC) y
dializado contra solucibn salina. La columna de fracciona
miento empleada fué de 20 X 2.4 cms. La muestra liofiliza
da, se resuspendib en 20 ml de agua y se dializd contra
agua destilada y se determind la cantidad de proteinas por

el método de Lowry y col. (38).

Preparacién del complejo Fab'-TNP.- El conjugado

Fab'-TNP, se prepard de acuerdo a la técnica descrita para
preparar el complejo BSA-TNP. El conjugado tenfa 5.6

gruﬁos de TNP/mclécula de proteina.

Antisueres.- El suero anti-o de ratén fué adquirido
en los laboratorios Bionetics (Maryland) y el suero anti-
globulina-gamma de ratén fué proporcionado por el Laborato-
rio de Inmunologfa del Departamento de Ecologifa Humana,

Facultad de Medicina, U.N.A.M.
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Transferencia pasiva de macrb6fagos.- Se inocularon

i.p. 2 grupos de ratones, de 100 animales cada uno (los pri
'meros infectados con 2 X 104 tripomastigotes de T.cruzi, 15
dfas antes de la iniciacidn del experimento y el otro grupo
de animales normales), con 0.5 ml de una suspensibén de eri-
trocitos de burro al 4%. Tres horas mis tarde se lavd la
cavidad peritoneal con solucidn salina balanceada de Hanks
est&ril (SSB). E1 proceso fué repetido tres veces. El exu
dado peritoneal obtenido de los dos diferentes grupos fué ’
‘tratado por separado durante 5 minutos a temperatura ambien
te con 5 ml de una solucibn de cloruroc de amonio al 0.83%

y posteriormente lavado tres veces con SSB. Las células -
fueron contadas en cémara Neubauer y se ajustaron a una --
concentracibn de 1 X 108 células/ml. Dos grupos de ratones
normales fueron inyectados i.v. con una alicuota de 1 X 107
macr6fagos libres de EB extracelulares, obtenidos de la ca
vidad peritoneal de animales infectados con T.cruzi y de -
animales normales. Cuatro dfas mds tarde se determind el
nfimero de células formadoras de anticuerpo contra eritro-

_citos. El proceso se esquematiza en la Fig. 1.

Preparacifén de la suspensibn de linfocitos de bazo,

La suspensién de células linfoides se prepar8 presionando -

cada bazo sobre una malla de acero inoxidable con solucién
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salina balanceada de Hanks (SSB). Las cé&lulas

se lavaron 3 veces y se resuspendieron posteriormente en

en el volfimen deseado de SSB. La cuenta de células viables
se hizo sobre una camara de Neubauer con el método de exclu

si6n del azul tripano.

Ensayo de placas de hemblisis.- El ensayo de pla-

cas de hemblisis detecta las células formadoras de anti-
cuerpo (CFA). El método se realiz6 en laminas portaobjetos
de acuerdo al método descrito por Golub. y col (43). La
cuenta descrita de CFA se hizo en una suspensién de célu-
las de bazo,cuatro dfas después de la administracibn del
antigeno y las c&lulas incubadas en presencia de complemen-
to 1:10 en SSB forman placas de lisis. El1 nlmero de CFA

se calculd por el método de Golub y col (43).

Tratamiento del exudado peritoneal de ratones con

suero antitetha y anti-globulina-gamma.- Experimentalmente

se usaron c€lulas obtenidas de ratones infectados con
T.cruzi (15 dias después de la infeccibn) y células perito-
. neales de ratcnes normales. Las c&lulas del exudado peri-
toneal obtenidad 3 horas despu&s de ser inyectados i.p. con
» eritrocitos de burro y posteriormente tratadas con cloruro
de amonio y lavadas con SSB fueron purificadas con sueros =~

anti-8 y antiglobulina-gamma. Las células se ajustaron a -
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‘ una concentracifn de 40 X 106 c8lulas/ml (40) y se agregd
suero anti-8 a una concentraciédn final de 1:40 y de suero
anti-globulina/gamma 1:50. Se dejaron 15 minutos a tempe=
ratura ambiente y 30 minutos a 4°C. Posteriormente se lava
ron las c€lulas 2 veces con SSB y se agregb complemento de
cobayo 1:10. La mezcla se incub8 a 37°C por 45 minutos.
Después de lavar 3 veces con SSB se ajustd la concentracibn
de células viables a lO8 células/ml. Grupos de ratones -
normales fueron inyectados i.v. con 0.1 ml de la suspen-
si6n de c&lulas asf tratadas. La determinacién del nGmero
de células formadoras de anticuerpos en los animales trans-
feridos con las c€lulas peritoneales fuf realizada por una

modificacibn al método de Jerne y Nordin (43).

Respuesta inmune contra albmina - TNP en ratones

infectados con T.cruzi y ratones normales.- Ratones infec-

tados con T.cruzi y ratones normales se inmunizaron con -
200 ug de albfimina - ™P. Siete dias despuds de la inmuni-
zacibn se determind el nfmero de células formadoras de an-
ticuerpo contra TNP usando como antigeno de prueba eritro-

citos de burro recubiertos con Fab'~TNP (43).

Determinacién del nfimero de células formadoras de

anticuerpo contra TNP.~- Los animales se sacrificaron y se
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obtuvieron los linfocitos del bazo por presibn del mismo -
sobre una malla de acero. Las células linfoides se lavaron
con S5B. Las cé€lulas obtenidas se trataron con 2 ml de clo
rurc de amonio al 0.83% y después de lavarlas 3 veces, se =
resuspendieron en 1 ml de SSB y 0.1 ml de la suspensién se
‘mezclb con 0.4 ml de agarosa y 0.05 ml de eritrocitos de -
burro previamente sensibilizados con el fragmento Fab'-TNP.
Las placas de lisis que correspondian a células formadoras
de anticuerpos anti-TNP, se revelaron en presencia de com-

plemento dilufdo 1:10 en SSB (43).

Sensibilizacifn de eritrocitos de burro con Fab'

TNP.- Los glébulos rojos de burro se recubrieron con el -
Fab'- NP por el m&todo descrito por Strausbauch y c¢ol. (42),
por incubacibdn del conjugado Fab'-TNP con eritrocitos de -
burro al 8% en SSB por 60 minutos a 37°C, seguido de 3 lava
dos con SSB. La suspensifn de eritrocitos sensibilizados
fué resuspendida en SSB a una concentracibn del 10%. Los -
eritrocitos sensibilizados fueron probados por hemaglutina-
cibn contra un antisuero anti-TNP obtenidn de ratones inmu-

nizados con BSA-TNP.

Determinacién dosig-respuesta al antfigeno BSA-TNP.-

Se inocularon 3 diferentes dosis del complejo BSA-TNP a 3 gru



RESULTADOS .-

Determinacifn del nfimero de pardsitos en animales

infectados.~ Los niveles de parasitemia se determinaron -
por cuenta directa en sangre a los 4, 9, 12, 15, 18, 20 ¥
25 dias después de la infeccibn con T.cruzi. La cuenta -
de tripomastigotes de T.cruzi en animales infectados en
sangre y corazbn se muestran en la Fig. 2. Como puede ob-
servarse, el nfimero de tripomastigotes, aument6 durante
el experimento a partir del guinto dia de infecci6n en for
ma progresiva hasta alcanzar su méximo el dia 25 (Fig.

2 A).

En la Fig. 2B observamos, que a partir del dia 9 se
presentan nidos de amastigotes en el corazb6n de los anima-
les infectados con T.cruzi. El andlisis microscbpico reve-
la un incremento de amastigotes, que aumenta hasta el dfa
20 del experimento en donde su nimerc comienza a disminufir.
As{ mismo, el peso del coraz6n, aumentS6 gradualmente a lo
largo del experimento. La diferencia en peso observada —
después del dia 18 de la infeccibn, entre los animales in-
fectados y el grupo control, fué significativa (P<0.01)

(Fig. 2C).
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>pos de 5 ratones cada uno. Las dosis estudiadas fueron -
200, 400 y 800 ug. También se probd la accibn de 300 ug
del conjugado, inoculado con adyuvante completo de Freund.
Las células formadoras de anticuerpo se determinaron 7 dias
después por el wmétodo de Jerne y Nordin (41} modificado por

Golub y col. (43).

Andlisis estadistico.- Para determinar la homoge-

neidad de varianzas entre los grupos de animales, se usé la
prueba de Fisher. Cuando estos grupos fueron homogeneos la
prueba t de Student Fisher (44) se aplicd para estimar el
significado de las diferencias principales. Cuando las va-
rianzas fueron heterogeneas la prueba U de Mann-Whitney (45)
fué usada para determinar el significado de estas diferen-

cias.
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Efecto de la infeccifn con T.cruzi sobre la res-

puesta inmune primaria a eritrocitos de burro. Como puede

verse en la Fig.3 las células formadoras de anticuerpo
(CFA) en ratones infectados con T.cruzi e inmunizados con
eritrocitos de burro a diferentes intervalos de tiempo, =
no muestran diferencias significativas durante los prime-
ros dfas del experimento cuando sSe comparan con ratones
inmunizados pero no infectados. Sin embargo, a partir del
dfa 11, el grupo infectado muestra una disminucibn signi-

ficativa en el nGmero de estas c&lulas (P<0.01).

Efecto de ;g_infeccién con T.cruzi sobre la respuesta

. inmune primaria a diferentes concentraciones de eritrocitos

. 4 .
de burro. Se infectaron ratones con 2 X 10 tripomasti-

~gotes de T.cruzi y 15 dias después ge inmunizaron con dife-

rentes concentraciones de eritrocitos de burro, Como puede
verse en la Tabla I la respuesta de CFA contra EB disminuyé
en todos los casos a niveles significativos en los animales

infectados.

Transferencia de macréfagos obtenidos de la cavidad

peritoneal de ratones inmunizados; con eritrocitos- de burro.

El nGmero de c&lulas formadoras de anticuerpo (CFA)/bazo



- 23 -~

de animales normales y de animales infectados con T.cruzi
se esquematiza en la Tabla 1I. Los experimentos indican -
que los macrbfagos de animales infectados manifiestan en to
dos los casos una mayor capacidad fagocitica a eritrocitos
de burro que los animales del grupo control. Sin embargo =-
esta diferencia solamente fué significativa en el experi-

mento 2.

En el experimento 3 (Tabla 11), el exudado peritoneal
fué tratado con sueros anti-f y anti-globulina-gamma, para
descartar la participacibn en la transferencia de linfoci-
tos Ty B. Como puede verse la eliminacién de células T
y B no alterdé el coméortamiento de los macrb6fagos en su ca~-
pacidad fagocitica, la cual, permaneci6 aumentada (Tablall),

aungue é&ste aumento no fué significativo.

Paralelamente al experimento de transferencia de -
macréfagos se incluye en la Tabla III, la respuesta a eri-
trocitos de burro de un grupo infectado en relacién a un
grupo control, noténdose una vez mds la respuesta disminuf-
da a niveles significativos en el grupo infectado. Es in-
teresante enfatizar la respuesta disminuida de estos anima-
les ya que las c&lulas peritoneales transferidas reporta-

das en la Tabla iIfuercon de animales similarmente tratados.“
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- les.- Se ha observado que animales infectados con T.cruzi
muestran una respuesta inmune disminufda a antigenos parti
culados como eritrocitos de burro. Esta vez, estudiamos

la respuesta de animales infectados a un antigeno soluble
no relacionado, como f£ué el complejo albfimina de suero bo-

vino conjugado a trinitrofenol (BSA-TNP).

Se determind la cinBtica de aparicibn de c&lulas =
formadoras de anticuerpoc anti-TNP a la vez que se probaron
diferentes dosis del complejo hapteno-acarreador. La Tabla
IV, muestra dicho efecto, not&ndose que el ntimero de CFA,
tiene su méximo el séptimo dfia después de la inmuniza-
cibn y que de las 3 diferentes db6sis de inmunizacibn es~
tudiadas, 200 ug del BSA-TNP era la dosis que daba mayor -

nGmero de CFA,

Efecto de la infeccibn con T.cruzi sobre la res-

puesta inmune primaria al antigeno soluble BSA-TNP.- Los

resultados que describe la tabla V, muestra que en las fa
ses iniciales de la infeccibén no hay supresibn de la res-—
puesta inmune, sino por el contrario se observa mayor nfi-

mero de CFA en el grupo de animales infectados. A medida
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que avanza la infeccibn a (partir del dia 8), comienza a
disminuir el nmero de CFA y cuando el grupo de animales
infectados se inmuniza con BSA-TNP después del dfa 8, hay
una supresifn significativa en el nimero de cé&lulas forma-

doras de anticuerpo anti-TNP { P<0.01l).



DISCUSION

Los resultados que aqui se reportan indican que
ratones infectados con tripomastigotes de T.cruzi presentan
una respuesta disminufda en su comportamiento inmune con-
tra antigenos heter6logos. Esta inmunodepresifn se obser--
v6 tanto cuando se inmuniz® con un antfigeno particulado -
como uno soluble. A medida que aumenta el grado de parasi
temia en animales infectados con T.cruzi se manifiesta un
abatimiento marcado en la respuesta inmune de estos anima-
les a antfigenos heterflogos no relacionados. El efecto de-
presivo en el nGmero de células formadoras de anticuerpo -
durante el curso de la infeccibn experimental est8 acompa-~
filado de bajos niveles de anticuerpos circulantes (4}, en
tanto, que en las fases iniciales de la misma cuando toda-
via no se observa aumento en el nGmero de tripomastigotes,
el sistema inmuno-competente del animal permanece inaltera-

do.

El aumento en el grado de parasitemia en el torren
te sangufneo por tripomastigotes, lleva en el curso de la
infececibn experimental, a la formacién de nidos de amastigo

tes en tejidos especificos, como el coraz6n, produciendo mio
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carditis intersticial difusa, crbnica e intensa que afecta
esencialmente las paredes libres de ambos ventrfculos (46)
¥ que produce aument6 de peso, inicidndose, entonces, una =

disminucibn en los pardsitos en el torrente circulatorio.

Una de las posibilidades para explicar la reduccién
en el nGmero de c&lulas formadoras de anticuerpo contra -
eritrocitos de burro, es la competencia inmunol6gica.

Sin embargo, el efecto supresor de la respuesta inmune en
los animales infectados es afin evidenciada cuando se aumen-
ta la concentracién del antfgenc considerablemente, conclu-
véndose, que la marcada inmunosupresifén causada por la in-
feccitn con T.cruzi no es debida a un efecto competitivo

del antigeno.

Los experimentos de transferencia de macr&fagos de -
animales infectados con T.cruzi indican que el macré6fago -
conserva su capacidad fagocitica, como lo demuestra el he-
cho, de la avidéz para capturar eritrocitos de burro, Di-
cho efecto, es debido finicamente al macr6fago, ya que el
exudado peritoneal transferido, se priv6 de la participa-
ci6n de linfocitos T y B por el tratamiento con sueros anti

6 y anti-globulina gamma.
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~La supresidn en la respuesta inmune fué tambien
demostrada con antfgenos solubles (BSA-TNP)}, en donde espe-
c{ficamente medimos la respuesta del animal contra el hapteno
TNP. Es necesario mencionar que mientras la respuesta al
acarreador es T dependiente, la del hapteno es B dependiente.
Basados en los experimentos previos a este trabajo efectua-
dos con L.monocytogenes, en donde se demuestra la activacién
de linfocitos T en animales infectados con T.cruzi: los ex-
perimentos de limpieza de carbdn como Indice de actividad
fagocitica retfculo-endotelial y los estudios de transferen
cia de macrofagos que aqui se reportan, asi como la supre-
si6n que se pone de manifiesto conta TNP, podemos sugerir,
que la inmunosupresidn producida por T.cruzi, se lleva a
cabo por una alteraci6n a nivel de linfocitos B. Sin embar
go, es necesario usar antfgenos T-independientes para confiyr

mar ¢#sta suposicifn
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TABLA I

Efecto de la infeccidén con T. ¢ruzi sobre la respuesta inmune primaria a dife-~

rentes concentraciones de eritrocitos de burro

CFA/IO6 células de bazo t error estandar

Dosis
{%) Normales Infectados P
+ + a
10 10 288,2 - 5 890,7 319.8 ~ 215.4 £0.05
50 767.6 £ 357.1 .1 8.5 <9.02°
a

El valor de P fué calculado de acuerdo al método de t de Student~Fisgher

b g1 valor de P_gse calculd por el método de Mann-whitney




TABLA II
Transferencia de macréfagos obtenidos de cavidad peritoneal de

ratones inmunizados con eritrocitos de burre

CFA/bazo i error estandar

Donador

Exp. 1 Exp. 2 Exp, 3%
+ + +
Normal 544.0 ¥ 152.0  1987.3 ¥ 256.7 593.6 ¥ 33.0
Infectados con
T. cruzi 747.4 ¥ 264.9  8174.6 f1231.0  1387.3 ¥ 312.8
pP >0.05 40,02 >0.05

2 pxudado peritoneal tratado con suero anti-@ y anti-globulina antes de la
transferencia

El valor de P fué calculade por comparacidn de grupos normales con los in-
fectados. La prueba de t de Student~Fisher fu€ usada cuando las varianzas
fueron homogeneas y la de Mann-Whitney cuando las varianzas fueron hetero-
neas i




TABLA IXIT
Respuesta inmune primaria de animales infectados con T. cruzli y animales normales

contra eritrocitos de burro @

Experi- C F A/ bazo + error estandar
mento # Macréfagos transferidos a ratones
normales obtenidos de animales: b
Normales Infectados g? Normales Infectados g§
+ + + ; + PR
1 5627.8-476.3 1615.9- 255,1 <0Q.05 544.0-152.0 747.4-264.9 >0.05

2 23629.625180.7 2755.8%1357.8 < 0.02  1987.3%256.7  8174.6%1231.0 <0.02 i

3 8054.2%199.5 886.95 77.3  <90.05 593.6% 3.3 1387.3%¥312.8 50.05

Los animales infectados ccn T. cruzi recibleron 2 X 104 tripomastigotes, 45 dias
antes del experimento.

Datos de la Tabla I, inclufdos solamente con fines comparativos.

Exudado peritoneal tratado con suero anti-@ y anti-globulina gamma antes de la
transferencia.

El valor de P fué calculado de acuerdo al método de t de Student-Fisher para»';a‘.‘
varianzas homogéneas y con el m&todo de Mann~Whitney para varianzas hgferogengﬁg;



TABLA IV

Cinética de la formaci6n de anticuerpos contra alblmina-TNP (BSA-TNP} y

el efecto de la dosis sobre las células formadoras de anticuerpo (CFA)

CF}\/IO7 células de bazo

D!aa
ug de BSA-TNP:
200 400
4
4 7 3
7 77 14
9 54 32

2 pias despues de la inmunizacién con BSA-TNP




TABLA V

Efecto de la infeccifn en ratones con T. cruzi, sobre la respuesta inmune

primaria al antigeno soluble albGmina-TNP (BSA-TNP)

Inmunizacibn cFa/10° células ¥ error estandar P 14
gl
con BSA-TNP® Control infectados »°¢ 2
-4 27.3% 7.6 6.4 % 6.9 >0.05
2 53.8 ¥ 7.7 48.2 ¥ 15,2 >0.7
8 53.8 ¥ 7.6 12.0% 3.7 <0.01
12 52.4 ¥ 4.0 19.4 % 7.3 <0.01
a

El dia de la inmunizacidn reportado, estf calculado en base al dfa de
la infeccibn con T. cruzi (dia 0)

La determinaci6bn de CFA fué hecha 7 dfas después de la inmunizacibn
con BSA~TNP ’

El valor de P fué calculado de acuerdo al método de t de Stﬂdent-?iéhér»
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