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INTRODUCCI TN

L2 enferm=dad de Chegis o t~iperncsoriasis americanz es causada nor
1a infeccidn ton Trypanosona {Serizetrizanun) cruzi, un flagelado del or-

den Cinetoplastida, al cual perte

- tambieén los organismds Causantas
de la enfermecsd dal suefo (7 Trypanosone brucei sp. j. el kala-azar y 1a
leishmanizsis cutdnea {Leisfrmaniz sp.j. £1 1. cruzi es transmitido por lo

redGvidos, inszctos hasatdfagos ¢ 13 familia Triatominae, Vlamades co-

minmente triaiumas.,

L2 enfermedad de Chagas se encugnira ampliamente distribufda en
Centro y Sucarérica, extendiéndose hasta México, y afecta principalmente

a acuelizs posizciones rurales cuyas viviendas son de esCasos recursos.

£s dificii determinar 1a prevalesciz exacta de la enfermedad, ya que las

estadisticas Ze dighas poblaciones $90 escasas o ipexistentes. Sin em-

bargo, no del2 C8 ser imnortanie, puLEslo

que ya se han reportado casos
clinicos 5y Zefunciones en-relacidn & o513 enfermedad, la cua! resulta

ser mortal ¥ pricticamente incuradle. Adn no se ha descutierto un agente

quimipterapfutico efectivo de azliicacidn general (22, 25, 48),

£1 7. cruzi presenta tres estadios morfoldgicanente diferentes, de-

npendiends de1 medio ambiente en 21 gue habite: (i) Forma leishmanial o

amastigate: Son organismos redondes u ovalados, no flagelados de 2 a 5 pm

de difzetre, con nicleo y cinstoriasto. Su forma de rultiplicacibn es in-

tracelutar en los memiferos hospeseros. (i1) Forma critidal o epimastige-

1 Son organismos fusiformes, flagelados de 15 a 20 pm de longitud. Pre-



sentan una corta membrana ondulante, un nicieo y um cinetopizsto situado
cerca del ndciep. Su forma de multiplicaciér es extracelular, y s2 1leva
a cabo siempre en el tubo digestivo zZel vezior. {111} Forma tripz-gsomal
o tripomastigote: También son organismos fusiformes, flagelados ce 15 3
20 pm de Yongitud. Presentan una merbSrans Jnduisnte que abirca toce la

longitud del cuerpa, un ndcled central y un cinetoplasto situads en 1a

parte posterior al ndcleo. Estos organisen: representan la formz infec-

ciosa no muitiplicativa de la especie. fozrezen en Y2 luz c2Y resin de

Tos redividos coms tripomastigotes metaciciicos, siends infecciosss para
los mamiferos; as? =misro, se encueniran Zeniro de 8sigs, transnitiendo la
infeccién de una céluia a otra, o bien, isiciindola en un redivico cuando
€ste ingiere sanjre del mamifero infectass (26, 27, 48) (Fig. i}.

Los reddvidos habitan frecuentementie en las medriguerzs ge los are
madillos y asf mismo, en diferentes tipos de construcciones pobres de ca-
sas rurales. 7anbifn se les ha encontrado en establos y porquerizas. Duran-

te el dfa permanecen en las grietas, en huecos 0 entre la p2j3, ¥ por la

noche, salen a alimentarse (27).

Los triatomas se infestan al ingerir tripomastiqotes de 12 sangre pe-
riférica de mamiferos infectados. En la luz del mesoqastrio de los insectos,
los organismos se& reproducen en forma se epimastigote. Después de 15a 30
dias, su proliferacifn conduce a 1a formacibn de tripomastigotes metacfcli-
cos en el recto de) insecto. Estas formes infecciosas son expulsadas junto
con las heces fecales del triatome, y los tripc@astigotes inician l1a infeg-

cién en Yas nuevos hospederos, al penetrar por las abrasicmes e 1a plel, o



por las membrinas mucosas (32j. Estos trizemistigotes llegzr 3 1z sangre,

1a cual, los transporta a giversos Grganss coma el corazde, ouiminss, higa-

do, bazo, etz., dorde penatrar 2 fibrat musculares y endotsiics. =i intro-
ducirse en ¥ss células, pierdan su flageis y se redondean, tonvirtiandose

en amastigotes, que se multipizcan formmangd (25 deruminados pszudcasistes,

que son células repletas de amastinotes. £n este moments (2% anastigotes s

reproducen por fisidn binaria, dands cow resultado nueve: trizomastigotes,
1os cuales son Tiberados al sufrir la célula una lisis citzolisnica. De es-
te modo, los tripomastigotes quedan libres parz invadir gtr2s 2£3ulas ¢ bien,

para ser ingericas por un insecto {25, I7, 48).

En iz enfermeded de Chagas, tanto en el hombre com 23 19s animales de

experimentacifn, se presentan dos fases importantes: la fase azuza y la fase

crénica. En general, mientras mds jGvenes son los individuos infectados, nds
severo es el problema. La forma aguda de la enfermedas predoming en los gru-

pos jovenes, mientras que la forma crénica es mis usual ertire igs adultos
(27).

En 12 fase aquda, generalmente aparece una tesifn cutines nodular en

el sitio de entrada de los pardtitcos, denominando chagoma, que se caracteri-

za por presentar inflamacidn, eritema y egems, Cuzndo &) sitin de entrade es

la conjuntiva, se presenta el signd ce Romada, que se manifiesta como una le-

sifn edematosz en el pdrpado y conjuntivitis, Ambas lesiones se taracteri-

zan por un infiltrade casi exclusivzmente mononuclear. £tz fase, que dura

dos o tres semanas, va acompanada de un ausento pronuncizdo

in

de organismos

situ. En casos severos, el edema facial puede extencerse y abarcar el

0
Lt
i



cuerpo entero.

Posterior a la entrada de los pardsitos, ocurre urz gfiseniracidn de

. . |
65105 en todo el cuerpo, acompahace por fiebre, maigsiar, fﬂ:e:&esalenume-

|
galia, linfoaderopatfa, miocarditis v, algunas veces menimgldenzefalitis.

Durante este tiempo, los parfsitos se rultiplican rniraceislzrente en for-

ma de amastigotes, dafando especizlmente c&lulas mustulerzs) Sin embarge,

durante el estado febril se ha demostrado la presercziz Sz tPip2nasomas; en
i

sangre, los cuales desaparecen cuando la temperaturz na’sz a}ios niveles nor-

males, desapareciendo ast mismo el edema. I

|

|

|

La fase aguda de la enfermedad de (hagas es, por 1o ;ar&ral. de corta

duracidn, aunque puede durar varios meses. Las lesinces :eLsadas por la pa-

rasitesia en 10s diversos 6rganos, principalmente el corazn, conducen fre-

cuentemente a8 la muerte.

Lz fase cronica, algunas veces se presenta con el gntecedente de 2

|
fase aguda. En otros casos, la fase crbnica curss asintmfticemente ¥ solo

se descubre por hallazgos electrocardiogréficos y rzdic's

c0s; 0 bien, 2pa-

! .

recen 195 sintomas 10 o mds afos después de la infeccitr Pnicial, £5ta fase
i

s caracteriza por miocarditis progresiva o dilatssibn freverdible de visce-

ras hyecas, La lesidn cardiaca presenta una inf¢liracifisize c£lylas mono-

nucleares, destruccién de fibras miocirdicas, fib-csis *ptersticial y acu-
|

mulacibn de células plasméticas, Durante esta fase, os ﬂpy 2:F9¢i] demps-
|

trar la presencia de pardsitos. En ocasiones, la glénd;ia del tiroides au-
\

menta de tamafio produciende megaeséfago; también se pusden presentar fend-
|
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menos de alopecia, torpeza mental, problemas circulizzsries y trastornos el

sistema nervioso (22, 27, 48).
Fesouesta inmune

tn general, la respuesta irmune se iniciz por interaccién del antigens
con receptores especificos situados en la superficie de las células linfri-

des, las cuales, se han agrupado en dos categorias zrinzipales: Vinfazitss

derivados de timo (T), ¥ linfocitos derivados ce 1z mécyla Osea, sicndo el

equivalente en las aves, 12 bolsa de Fabricio {&). Ambos tipos de linfocitos
ve originan a partir de c&lulas de un tronco comin (cBlulas de nédula Ssea);
poero se diferencian en forma distinta, bajc 1a infivencia de ios inducicres
locales. Esa diferenciacion se 1leva a cabo 2n 1os fraanos linfoides prise-

rigs: el timo, en todas las especies de vertebrzdss, y la médula dsea o su

equivalente, 1a bolsz de fabricio, en las aves.

Las células T se diferencian en estes drgencs linfoldes prirarios,
Yuego parten por via sanguinea, hacia sitios tire-dependientes del sistema

linfoide; despufs, a través de Yos vasns 1inf&iicas pasan al conduc

5-

récico y de ahf de nuevo a Ya sangre. Las <#

et omue ASUVVIeRen gn esta

1fnea son: timocitos {células T inmaduras;.

lzr T operiféricas, » c8lu-

las T activadas, 1as cuales estdn involucrasas =r 1z cooperacifn celular
{células de ayuda}, en la citotoxicidad mediass por cBlulas {cBlulas asesi-
nas o “K") y otras funciones como, por ejempls, en iz produtcidn de Tinfoei-

nas. Las células B son las precursoras de las zélulas plasmdticas, forsado-
ras de anticuerpos {16)._



-

En la respuesta innune, el antigeno inicia wna transformacidn » unz
mitosis de los linfocitos T, formando una pobizcitn que reacciona esreci-
ficamente con el mismo. Por otra parte, bajo g1 ~ism0 estirulc, 193 1infs-

citos B se diferencian en células plasmiticas, ques secretan antiguer;us nu-

Az

morales; sin embargo. este proceso requiere usu2irente 1a cooperacifé= 42

célylas 7. De esta rmanera, en 12 respuesta inmune se generan dos mecsnismos

efectores: uno, mediado por anticuerpos humorales especificos, y el eirp,

por Vinfocitos T sensibilizados especificamente [inmunidad mediada por cé-
Tulas).

Tanto los anticuerpos como las células T sensibilizadas pueden actuar
independientemente unos de otros. Pero, existen otros mecanismgs inmunes es-
pecificos que requieraminteraccifn de anticuerpos humorales con ciertp ti-
po de c&lulas, tales como los macr6fagos, c€lulas “K", etc, As{ mismo, T2
tnteraccidn del antfgeno con linfocitos T puete conducir a la liberz¢itn de
tnfocinas, con activacidn de macrbfagos o, a 1a Viberacifn de 1inf

ctorxinas

que ocasionan dafio celular en zonas donde no se presenta e) antigens este-

cifico (11).

Los macrdfagos juegan un papel importante en la respuesta inmrne; as§

intervienen en 12 produccidn de anticuerpos, en 13 cooperacifn celular, en
1a inducci6n y expresidn de ia inmunidad mediaza por célylas, y son jmpor-

tantes en la destruccibn de bacterias y tumores (16},

Se ha visto que existen mecanismos inmunolbgicos involucrados en ru-

chas de las caracteristicas-de-la- enfermedad de-Chagas.-Los-ratones que se



recuperan de una fase aguda de 14 tripanosomiasis z-mericana jamds vuziven

T 2

presentarla, 1o cual indica gue gesarrollan una irrunidad adquirida contrs

el pardsito. Esto se ha comprobice en diferentes careri~entos empleando in-

murosupresores, y como resuitadc se ha obtenido una rayor parasitemia y

muerte de los animales en estudio. Drogas inmunosucresoras, tales como Yz

ciclofosfanida, incrementan 1z severidad de la enfermedad en ratones infe--

tados; igualmente, se ha visto el mismo resultado ern ratones timectomizezs

necnztalmente o en ratones tratados con suero anti-timocito (6 y 23}

Se ha comprobado que aguellos animales que se recuperan de und fase

agude de la enfermedad de Chagas, presentan anticuerpos circulantes contrs

el pardsito; sin embargo, esto ha sido motivo de controversia. Asf mismo,

se ha observado que el suerg de dichos animales, al transferirlo a otros,

les croporciona cierta protzccién (22).

A juzgar por la informacién disponible, los factores inmunoldgicos Ze-
serpefan una funcidn importante en la enfermedad <¢e Chagas. Tanto en per-

soras, como en animales infectadss con T. cruzi, se han detectado entigus--

pos <ontra el pardsito mediante reacciones de fiianidn de complemento y t&7-
nices directas e indirectas de inmunofluoresconcia y hemgaglutinacidn [4%°

Tambign se ha visto por medic de andlisis electrofa-iticons, que el suery s
estes individuos contienen wun nivel incremintado de garma globulinas. ©)
incremento de €stas ocurre cuands el nimero de pardsitns decrece rapidamern-
te y la méxima concentracidn de garma globulinas coincide con la desapari-

cifn total de pardsitos de la sangre y Srganos. Dichos estudics inmunceles-

troforéticos indican que tanto la 1gM como 1a 1gG son las inmunogiobylirzs

-7



que se incrementan (22, 23).

£l primer anticuerco que se detecta al inicio de la infeccibn es 1z
IgM. después aparece la !3G, 1a cual perdura durante todo el curso de 12
infeccion (44). No se sabe con certeza, si durante la fase agucda de la en-
l fermedad se produce en el suero un aumento de IgM y de IgG, asi como si

existe un aumento de IgG durante la fase crénica (48).

txperimentos de transferencia pasiva, tanto en animales de experimen-
tacidn como en humanos, indican que 10s anticuerpos séricos estdn involu-
trados en la resistencia adquirida a la infeccibén con T. cruzi {22). Estu-
dios in witro indican que, en condiciones apropiadas el suero inmune junto
con complemento pueden producir lisis del parisito, lo cual sugiere que e}

complemento puede estar involucrado en la resistencia de dicha infeccidn
(&, 25).

Hay pruebas de que en humanos y animales con enfermedad de Chagas se
presentan reacciones de hipersensibilidad celular (23, 43), AsfT, se ha sde-
mostrado la presencia del MIF (factor de inhibici6n de migraciSn de mecré-
fagos) {22, 36, 40} y de una reaccibn cuténea en cobayos infectadss con 1.

cruzi {20). Sin embargo, no se ha determinado ¢l papel preciso de la immu-

nicad celular en la proteccidn contra la infeccidn por el pardsito.

Tanto en animales como en humanos se ha visto que hay una relacifn re-

ciproca entre la inmunidad mediada por células y los anticuerpos. Esto su-

giere que la presencia de anticuerpos inhibe la manifestacitn de la inmuni- - -

-8
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v r2diacién celular. Esta relacion rno ha sidc claramente establecida
2n 12 anfermedad de Chagas,

Se ha observado también que Ta resistencia de ratones a la infeccibn
por T. cruzi depende mucho de la presencia de linfocitos T, necesarios para
la irmynidad celular. La timectomia neonatal y el tratamiento con Sueros

anti-timocite, inhibe la inmunidad adquirida contra 7. cruzi. Esto se debe

3 que estos tratamientos eliminan a los linfocitos 7

involucrados en g in-
wunidad mediada por c&lulas {22). Pero, hay que recordar que los linfocitos

T, no sHlo estdn inyolucrados en reacciones inmunes mediadas por cé&lulas,

sino gue también son requerides como células de ayuda en la produccibn de an-

ticuerpos humorales dirigides contra una gran variegad de antigenos {8}, De

cualguier manera, las células de bazo de un ratdén recuperado de la fase agu-

da de la enfermedad de Lhagas, confieren proteccitn 2 oiros ratones, ya que

se ha demostrado que la parasitemia disminuye y as{ mismo decrece la morta-

1idad {22).

Los macrofages ncrmales poseen la propiedad de fagocitar y degradar 2

los organismos ingeridos y desempedan un papel importante en la resistencis
inespecificy. En otros cases, las célylas Yinfoides sensibilizadas pueden
activar a ltos macrSfagss, oue destruyen a Yos pardsitos {6Y. En la tripanc-
somiasis se ha reconocicd ura actividad fagocftica Ze los macréfagos, y
también ha sido demostrado, tanto in vitro como in vivo, el papel que los
anticuerpos especificos tienen al promover la fagocizosis del pardsito por
Yos racrbfagos {11). Igualmente, se ha observado que ratones vacunados con

BLG {hacilo Calmette-Guérin) muestran una proteccidn significativa contra



corira d2 enfermedad oo (nagas, debido @ 13 activacidn inespecffica de log

reoedizz308 {31), Jo cual es un factor de importancia en la resistencia a 12

infzccidn,

fsrimulacidn de linfocitos

Desde gue Nowell observd que la fitohemaglutinina (PHA) inducfa 1z pro-
liferazifén de linfocitos humanos, se han descubierto una serie de mitogenos
dz c€lules linfoides. Estos mitégenos estimulan seiectivamente subpablacio-
nes de linfocitos. Por ejemnlo, PHA y concavalina A {Con A) estimulanm lin-
fecitos T {2, 7, 30}; nientras que el lipopoiisacdrido (LPS) (4, 7, 42, 48}

y 54 comoenante activo 1fpido A, asf como el polisacdrido § 111 de neumgro-

11

¢o v lz flagelina polimerizada, transforman solamente linfocitos B. La ma-

yorfz de estos mitdgenos tienen un peso molecular elevado y una estructura
relativemente compleja, desconocidndose la base molecular de su actividad
mitogénica {47). Mientras gue un determinante antigénico estimula solo unz

petuzfa proporci6n de los linfocitos, 1os mitdgenos estimulan a la gran ma-
yorfz de elios (2).

L3 respuesta de linfocitos a sustancias mitogéricas tales como PHA ¥
Cor A, ha permitido detectar una serie de caracterfsticas y eventos biogquf-
®ices que conducen 3 1a transformacidn blistice {47}, La estimulacibn mi-
togfnica ccurre cuando los receptores para Con A se agregan para formar pe-
quetas racimas polares en la superficie del linfocito. Estos receptores es-
tdn ligados con el sistema citoesquelético, que traduce el estado del reces-

tor er 12 superficie de la célula al citoplasma, donde posteriormente ocu-

-10-



reern catbios, probadlements por medio de moléculas mensajeras coma 24P cf.

ta permeabilidad, transt

¢iico, las ctuales afectar toprte, metabolismo, fos-

. cambics mecfoldgicos calulares,

Tegoubs de las 48 horas iniciaiss ocurre una sinzesis activa de DHA y mic

c€lulas entran en ritosis {30, 47).

t2 n3 demostrado gue LPS de bacterias Gram regativas induce una sfn-

t233s de DNA en linfccitos B, asf mismo, que es un znifgeno timo-indepen-
dignte capi2 de estimylar una respussta inmune de 2&3julas B en ausencia de

cElylas T. L1 LPS puede estimular a las célylas uniéndose de dos maneras:

(i} inespecfficamente a receptores no globulfnicos de jas céluias B, lo cual

concuce 2 1a divisitn celular; o bien, {ii} especificamante a receptores in-

miroglotulinicos dirigidos contra Tos determinantes antigénicos del mitdge-

no en cuastidn; de esta manera, las c8lulas tambifn son activadas para ia
divisisn {4).

turque existen evidencias que sugieren que LPS actda directamente so-
bre Yas c€lulas B, estimulando Y& sfintesis de DhE y 1z eroduccidn de lg, in-

formaciones recientes parecen indicar que se requiere Ze cflulas T y macré-

fagos para fndunir la mitogénesis por LPS (42). L:its derendencia por el rma-

créfago ha side tambile pottulada con otros mitGeeras. Asf, subpoblaciones

especiiizas de c&lylas T requieren necesariamente 12 presencia de macrfficos

para gue puedan ser activadas por mitdgenos tales como Can A y PHA. Esto su-

giere que los linfocitos presentan una cierta dependencia de los macréfages

ante la estimulacidn nmitogénica {38).

S11-



Supresidn de lz respuests frrwne

kecientetente s& he reconocido que extita une variedad de ¢istemes ce-
Julares supresores gque juetsn yn papel critico en la regulacidn inmunclésica.

Asf, se na demostrads gue fas zélulas supresarasn juegan un papel acttivo en
el manteninientd de 12 tolerancia inmunolbgice, &n 21 fendmeno de cumprien-
tia antigénica, en el contral de la hipersensivitiizd tardia, en el comtirol
gendtico de la respuest

irmune, en 12 supresidn alotipica e idiotipica es-
pecifica y en la Yimitacién 2e la respuesta ce anticuerpo a antigencs Limg-

inzependientey, antisencs ting-“2oendientes, 259 como tambidn, a antigencs

que estimulan la prodiccifn 22 anticuerpos re2zfnizos. La regqulacidn de 1a

~

essesta immune por células sysresoras claramente involucra una serie de

sigtemas mds que un solo mecanisma supresor.

Se ha demostrado que j2 meyorfa de los tipos celulares requeridos para

una respuesta inmune, son c2paces de funcionar como célylas supresoras. De

este modo, 108 monscitos, 1infocitos B y especialmente los linfogitos T, han

demostrado ser supresores pera ciferentes sistemds de regulacifn inmunolési-
ca {43},

Tiertas funciones reguiadoras son antfgenc p acarreador especificas,

mientris g

gue otras no son acarreador especificas, pero pueden ser especi{fi-

cas par2 un tipo de respuesta femure. Por ejeruly, tiertas c&lulas T sutre-

saras pueden inhibir la respuesta de anticuerpo a un solo haptenc-scarrezdsr

mientras gue Gtras pueden inhibir la respuesta de anticuerpo a todos lzs

antigerns, Las células T supresoras de este Qltimo tizo, pueden reqular la



produccidn de todas ias cl2ses ¢ inmunoglobulinas, la produccién de uma

solz clase de anticuerpes 2

2 la

v

~2duzzibn de inmuncylcbulinas de un de-
terminado alotipo o idiotips. {iras «fiulas supressras pyeden afeciar so-
ta ine
munidad numoral. [} papel de lzz 2£1ulas supresoras en el contro) fisio-

lazerte las funcigres de 12 respu2sti incwne celular, sin alterar

16gico ¢o Ta respuesta inmuine hz si¢0 objeto de recientes revisiones

{5, 13, 18, 28, &1).

Por otro lado, la pérdida %2 la activided de las células supresoras
ha sido implicada en la patogénesis de enfermedades autoinmunes, tanto

en codelos animales {3, 17} como el hombre (45).

En el presente trabsjo se 2naliza la reactividad de los linfocitos
de bazo de ratones infectades can 1. cruzi a lYos mitbgenos Con A y LPS,
que corc sé ha mencionads, estim:ian selectivamente a linfocitos Ty B
respectivanente. As! misme, s& ohservi el efecto e 1as cElulas de bazo
de ratones infectados con T. £ruzi, sobre la respuests de células de ha-

zo de retones rgrmales a la estinulacién con Yos mithqenos en mencidn,



MATERIAL ¥ METODOS

Ratones. Se emplesroun ratgnes albirgs hembras de ia cepa BALB/c, con

un pesa proredio de 18 a 22 s.

{os animaies se colocaron en cajas de plisti-
co con tapa de acero y se alimentarcn con tabletes de Purina (Purina de Mé-

xico, S.A. de C.V.) y ayua ad jibitum.

IrvpEngsona Cru2t. Se gtiiizd ung cec2 mig-reticulotrépica, proporcio-
nada por el Ur. F. Navarrete ¢2l Departamento ce Microbiologia y Parasitelo-
gfa de i2 Universidad de Guadzlajara, Jalisco, México. tsta cepa ha sido man-

tenidz en el laboratorio por sases suczesivos en raténm.

Sclucidn salina balanceada de Hanks {SS5B). La S5%8 consta de dos solu-
ciones gue contienen

Solucibn 1I: dextrosa 10.00 g
fosfato moncpotisico 0.80 g
fosfato disddice. - E e TE 1
solucibn de roio fenol a) ¢.3% 2.00q
Se aford a 1007 =1 con agus dextilada.

Soluciéa II:  cloruro de calcio ZHZG 1.86 g
cloruro de potzsio 4.00 g
cioruro de solis 80.00 g
cloruro de magnesio 6H20 2.00 g
sulfato <e magresio 7H20 2.00 g

Se aforh & 1007 m1 con agus destilada.




La solucidn de trabajo se prepars por dilucién Tloed oo Yz osolucidn 3,
con 700 m1 de agua destilada, y 120 ml de solucifn 7I. Tozo se mezcle y 3¢
afora a un volumen final de 130T =) con zgus destiizez. Tor gade 100 1 de
esta sojucidn se adicionan 10,007 U7 de ceniciiime y 17 ng de estreptomicin

na. Lz SSB se esterilizé por €iliracidn.

Medio de cultivo completo. Se disolvid el mezip ¥PMI-1640 {Gibco, Gran

Istand, N.Y. cat. N° H-18) en el volumen de 2qua destilada indicado por e}

fabricante y se adiciond 2.0 g de bicarbonato de sodis por.cada litro de)

medic. Cada 100 ml de este medio contiene:

S ml Suero fetal bovino {Giboo cat. k° £14}

1 ml MEM aminocdcidos nc esenciales 100X {Giten cat. N° 114)
1 ml Piruvato de sodio 100 mM (Gibco cat. K* 13¢}

iml Penicilina (100 unidades/ml) y estreptonicina {100 pg/mi}

0.1 m1 L-glutamina 200 =M {Gibco cat. ° 503}

£71 medio se esterilizd por filtracién

Medio Nutritivo.

16 g dextrosa
700 m} medio minimo esencial {Gibco cat. N* &
100 m1  aminodcidos esenciales 50X {Gibcop ¢zt

30 ml  aminodcidos nc esenciales 100y Giben

50 m!  L-glutamina 200 oM {Gibco cat. %° 5C3)

Se ajustd el pH a 7.0 con NaQH, se agreqgl bizardomzto de sodio al

7.5% y se esterilizé por filtracidn.



Antisueros. El suero anti-timscito fue donado per el Or. D.E. Parks,
de la Institucién Scripps Clinic and Research Foundacion, La Jolla, CA,

U.S.A. E1 suero anti-Tg de ratdn fue preparado en conaios invectdndoles

gamma globulina pura de ratdén incoroorada en acyuvants comsleto de Freuns
{ACF .

Los animales se irmmunizaron con la lg, 2aministrindoles 2 inyecciones
intramusculares de 1 mg c¢/u en 0.5 ml de ALF, con intervalos de una wemsnz.
E1 antisuero se inactivé por caior a 56°C durante 30 minutas, lueqgo oo absor-

bi6 cor c&lulas de timo (10 =1 de antisuero/10% céiulas) durante 30 minutos

a terperatura ambiente, y finaimente se esterilizé por fiitracién.

Infeccidn con 7. cruzi. La infeccidn experimental de los animales se

1levd 2 cabo por inoculacidn intraperitoneal {i.p.) de 7x103 tripomastigotes
(51.8 1D 53). La suspensitn de tripomastigotes se prepard 2 partir de 1a

sangrz de un animal infectado, el cual presentaba, 2 1a observacibn micros-

cspiza directa de una gota de sangre, un gran ndmers de carfsitas, L@ tangee
se diluyh con SSB heparinizada {1C U.1. de heparina/ml) 2 una concentracif

ce

145103 par3sitos por m}. Cada ratén recibié por via i.p. 0.5 m1 de esta

suspersién.

Determinacidn del nivel de parfsitos en <anqgre. Los ratores inogulesst

con T. cruzi se sangraron a aiferentes dias despuds de 12 infeccifn. La t&c-
nica consistid en obtener una gota de sangre cortando 12 extremidad Ze 1z
cola 2e) ratln previamente desinfectada con aicohel al 791, Dicha gote
diluyd 1:20 con cloruro de amonio al 0.83%. Con la suspensifn asf preparszda

se 1lend una cdmara de Neubauer y se determind el nimers de tripomattigotes

por ml.

-16-



Pregaracifn de la suspensidn de linfocitas. %e remgyiercn asépticames-

te los bazos de los rateones por —22i0 d2 instrumentas quirrgicos, flamea-
¢os con alcohol, y se cclocaron en cajas de Fetri do plistico estériles de
60x1% i {lux Scientific Corporaticn, Newbury Park, CA. cat. N° 5220}, gue
contenfan 5 =) de SSB a 47 C.

Los bazos se disgregaron con pinzas de diseccidn de punta roms, este-
rilizadas previamente, hasta obtener una suspensidn celular, la cual se

transfirid con una pipeta Pasteur estéril, a tubos de pl&stico estériles ge

15 ml {Falcon Plastics, Oxnard, CA cat. H” 2051). las partfculas gruezas s=

dejaron sedimentar durante 5 minutos sobre hielp y despuds, se transfirié

el sobrenadante, que contenfa las células, a tubos de plistico cdnicos et
q P

o
[

riles de 30 m1 (Falcon cat. N° Z273). La suspensifn se certrifugb a 750 5

T

rante 10 minutcs en una centrifuja refrigeraca (PR €00 Diamond). E) sobre

nadante se decantd y el paguete de células se lavé aos veces con $5B, centri

fugando nuevamente a 750 g duranie 10 minutes. Firalmente, el paquete de <f
lulas se resuspendid en 10 m1 de medio completo FPMI-1627 (Gibco) estéril.
De esta suspensién se tomd una alfcuota que se diluyd 1:28 con azul tripans
al 4%, Con esta dilucibn se 1lené una cémara de Neubauer y se conth el ri
ro de céiylas linfoides viales, las cuales st sjustaror a 5x10€ chlutas/e’
De esta concentracibn se colocd 0.1 ml en cady orificio de una place de ~:

crocultivo {Falcon cat. N® 3020 y 3041).

Cultivo de linfocitos. Unma vez preparados los cujtivos (SxmTJ célylzs
por cultive), se estimularon con 2 pg/ml de Con A {Sigra Chemical Company,

St. Louis, MO, cat. H® £-2010) y con 200 pg/m} de LPS 0111:B4 (Difco Laborz-
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tories, Setroit, Ml cat. N° 3122-2%) de

fscherichia coli. v se incubaron

72 horzs en una estufa con 5¢ de (O &n aire hinedo a 37°C. Durante el pe-

rfedo 2e incobacidn se alimentaron lss cultivos diariamente con una qots de
nytritivo, el cuzl se preparé ~ezciando dos partes de medio nutritivo

astéril con un2 parte de suerc fetal bovine estéril.

Sieciochs horas antes de la cosecha celular, se agregd a cada cultive
1 pCi 22 3H-TcR (New England Nuclear, Boston, MA cat. N° KET 027). Al final
del cuitivo, se colocaron individuczlmente 0.1 ml de las suspensiones celula-
res en filtros de papel Whatman K° 3 y se secaron con una limpara de infra-

rojo. espués se lavaron los filtros de la siguiente forma:

1.~ Una vez, durante una hora con unma solucién de TCA al 10 % con 20

mg ¢ d2 timidina fria,
2.- Dos veces durante 15 minutos cada una, con TCA al 5%.
3.- Dos veces durante 10 minutos czda una, con metanol.
Los filtros se secaron nuevamente y se colocaron individualmente en

frascos especiales, A cada frasco se le adicionaron 10 m) de liquido de cen-

tellec. ta incorporacidn de 3H-timidina se determing en un contador Mark 111

(Amerstax/Searle Co., Chicagu, IV},

feterminacifn de células supresoras en el bazo de ratones infectados

con T. cruzi, Para determinar la presencia de células supresoras en el bazo

de anizzles infectados con T. cruzi, se hicieron mezclas de células de bazo
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rat3nes infeltados, con un total de

5x10% =&lylas por cultivo. Los culzivos s2 est

imylarcn con Con A y LPS vy se
de tinid =~z trigiada.

Susceptibilidad de la célule supresora al tratamiento con suero anti-

timocite ¢ Ssuero

anti-Ic de ratén. £n este caso las células de bazo del ani-
mal normal y las

del animal infectade se ajustaron inicialmente, a un volu-

~en de 100:106 c&lulas por ml. Se celocd i ml de la suspensidn de células

normzies en Tubos estériles (Falcon cat. X° 2058) y se les adicions: (i) 1

=1 de medic completo {control), {ii) 1 =1 de syero anti-timocito o (iii) 1

=) de suerc anti-Ig. £} mismo procedimiento se 1levé a cabo para la suspen-

sign de céiulas del animal infectado. Las cBlulas se incubaron ean un bafo

marfa 2 37°C durante 35 minutos. & continuaciSn se 2gregaron 10 ml de SSB

estéril 2 c2ca tubo y se centrifugd 10 nirutos a 750 4. Se elimind el sobre-

radentz y €1 paguete de c8lulas de cade tubo se resuspendif con 1| ml de com-

slemento de Cobayo previamente absorbide zan eritrocites de ratde normal,

Ltas cElulas se {ncubaron de nuevo en yn ba%n marfa @ 37°C por 35 minutos.

Después se lavaron por centrifugacifn, =33 veces, con SSB estéril durante

10 ringtos & 750 g. Finalmente, se resysoendi$ cada paguete de c&lulas con

2 ml 2e medic completo. A continuacifn, se hicieron mezclas de c¢&lylas de

bazo de ratdn normal con células e bazo ce ratdn infectado previamente tra-
tadas con 2=bps antisyeros, manteniendg uyra proporcidn de 1:1. Finalmente,
se estimularon 1os cultivos celulares con Con A y LP3, y se determind la in-

corporacibn de SH-timidina,
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fndtizis

ico. Se ushd la pruzba de Fisher para detersinar la

nomogeneidad de varianzas entre 10S $rupos de animales. Para determinar la
significanciz de iz:z ciferencias, 52 usd 12 pruebiz t de Studant cuando las
varianzas fuercn rimosénesds, y 12 prugba de Y de Mann-Uhitney, cuzando éstas

fueron heterogénezs £37).

Los resultados se expresaron como indices de es-

timulacidn:

om del cultivo estimulado

zze cel cultivo contrel no estimulado

& como por clente 2z supresifn en relacibn & los cultivos controles estimu-

tados con los mithHzenos.




Dererminacién del nival de T2ricitgs en sangre. tadi cuentas tomadas e

los pardsitos ¢n sangre de ratonss infectados con iripometcigotes de T. cryzd
se muastran en la Fig. Z. (om0 pess

# O3SErvarse, Se enconiraron parasitos
partir del cuarto dia de irfeccién. £ nGmero de tripomztiigotes aumentd

paulatinarente 3 10 largo de ia i

feccifn, alcanzands su miximo el dfa 25.

Pescyesta de Jas células o= tazs e ratbn dinfactado con T. cruzi a la

estimulacifn tonlos pitdgencs Lon

1y .S, Dyrante los primeros dfas de 1z
infeccién con 1. cruzi, la sintests de A0W en las céiulas de bazo de Tos ri-
tones infectados como respussta 21 esvinulo de los mitdézendos Con A y LPS, es
simitar a la respuesta gbservada en 103 grupos controles. Sin embargo, des-
pués del diz 14, las células de Jos animales infectados rostraron una disxwi-

nucidn en 1

™

respuesta 3 amios mitigencs. Dicha disminucion es mds evidente
cyancg sg2 £

w

timula con Con A, £3%0 incica que posiplenente existe una mayor

supresifn sotre las células 7 que lzs cElulas B (Fig. 2).

Efertn de las células de barg de ratés infectado con 7. cruzi sobre |

cflulas de bare de ratén normal, £

1levar a cabo el sistuma de mezcla ce

células, se observd que las clyulas de bazo de ratones infectados por al re-

not 15 dfas, suprimfan 2 las células dz tarzo de los ratones normales, en su
habilidad 2 responder a los mithoenns Con Ay LPS {Fig. 4). La sintesis ce
ADK manifestaca en dicho sistemz Ze mezcla de células, es menor que la res-

puesta de 1as células de bazo de rathn normal a la estimulacibn con Tos mi-

tégenos mencipnadas {tabdbla I}.



Caracterizacién 42 cdluias supresaras. Con el fin de determinar guf

céluia era la respon:

‘e ae 1a activisad supresora, las células de bare de
ratér. infectado fuercn trazzjas con un suerc énti-timocito 0 up suerg anti-

Ig nds complements. &1 tratzr células de baze 42 ratdén normal con el <uern
anti-thnocito mds comoizments, la respyesta 3 la 2stimulacidn con el with-

geny 2specifico para células 7 {Con A} se suprimif rmarcadamente, mientras

que ia respuesta de 23 mizmas células 2l LPS s41p se encontraba ligeramen-

te disminuida. For otrz parte, al mezciar 1as célylas de bazo de ratén nnr-

mal con las células 2z bazo e ratdn infectads previamente tratadas con

anti-timocito » (') ns

se manifestd ninguna sypresidn de la respuesta a

ambos mitégenos. Esto indiza gque la célula responsable del efecto susresor

as un linfocito derivade del timo (Fig. 8).

La actividad supresorz de las céiulas dz bazo de ratones infectados

ro se elimind al tratarias con suero anti-lg =45 complemento, con lo cual

se denuestra que las c£iulas 8 no son las ressonsables del fenbreno supre-

sive - 11 respuesta & jos mitSgenos menciconadns {Fig. 6).



Figura'l : =

Diagrame que ilustra los tres estadios morfolégices del Trypanosoma cruzi
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Figura 2 : -

Determinacifn de pardsitos en sangre a ‘diferentes intervalos de tiempo des-
puds de la inoculacifn i.p. de.ratones.BALB/c con T. cruzi (51.6 LDsg). Ca-

ca punto representa el promedio de la cuenta en 5 enimales ¥ error estandar.
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Figura 3 :
Fespuzsia mitogénica de células de bazo de ratfn infectado con T. cruzi.
Se cuisivaron 5 x 10% c&lulas de bazo obtenidas a diferentes intervalos
de tiemoo depuds de la inoculacién com T. cruzt (51.6 LDsp), en 0.2 ml
de me<io completo durante 3 dias, en presencia de Con A o LPS. Las célu-

1as s= marcaron con 1.0 uCi de 3H-TAR en las Gltimas 24 horas del culti-

i
T. L3%

resultados estén expresadss come fndices de estimulacién {esti-

m:lazsing estimulado) de los cultives ¥ error estandar,



(E/C)

Indice de EsYimulacion

1

60

Dias

] Con A
: ) ups

Postinfeccion

-3 e



Figura 4 :

Supresibn de-la mitogénesis por c8lulas de bazo infectadas con 1. cruzi. Se
cultivaron 2.5 x 105 células de bazo de ratén fnfacrado con T. g:gii con
2.5 x 105 células de bazg de ratén normal en 0.% ul de medio complelo du-
rante tres dias, en presencia de Con A o LPS. S2 marcaron las ¢8lulasy ¢on
1.0 uCi de 3H-TdR en las Gltimas 24 horas del cultivo. Los resultzdes es-

tin expresados como por ciento de supresidn en relacidn a la estirulacién

mitogénica de los cultives controles.
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Figura 5 :

Efecto del tratamiento con suero anti-timocito sobre la supresidn de la
mitogénesis por células de bazo infectadas con T. cruzi. Se cultivaron
2.5 x 105 células de bazo de ratée infectado con T. cruzl y tratadas con
suero anti-timgcito + C', con 2.5 x 10% células de bazo normel en 6.2 @l
de medic complelo durante tres dfas, en presencia de (on A ¢ (PS. La
células se marcaron con 1,0 pCi de 3H-TER en las dltimas 24 roras

ey

del
cultivo. Los resultados estdn expresados como por clento de supresidn en

relacién a 12 estimulacifn mitozénica de los cultivos contrgles,
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Figura 6 :

tfecto del trzimaiento con Suerp anti-Ig de ratdn sobre Ya supresibn de 1a
nivogénesis por células de bazo infectadas con T. cruzi. Se cultivaron

2.5 x 1G5 ¢8luT2s de Lazo de ratdn infectado con I. cruzi y tratadas con

suerp anti-i3 Ze rztdn + C', con 2.5 x 105 células de dezo normal en 0.2 ml

de mezdic complizto durante tres dfas, en presencia de {on & o LPS. Las célu-

#H-74R en las Gltimas 24 hrs del cultivo.
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Efecto supresor de células ,de'baz'o obtenidas de ratones infectasos con 1.

TABLA I

cruzi*

estimulada / no estimulado {cpm)

~Gon A LPS
N 69.04 ‘ 33,41

IR IR o 6.92° i 382
SN eI 13.00 . 5.9
” 82.52

% supresidn -

81.04

* 17 dias postinfeccin
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fectados con T. cruzi existe una supresidn de 1z respyesta inmune humovs’

tanto para antfgenos timg<dndependientes coma para tise-dependientes, ¥

L.

de no se demuestra una alteracidn de l6s macrHfazcs. Iste hecho estd con-

firmade en otros experimentos donde se observa unz 2¢%ivacidn de 0% maird-
fagos durante 1a enfermedad de Chagas {32). Estz activacidn se manifiesss
por su habilidad a eliminar de 12 circulacidn particuias de carbdn coivtesd

4

por su capacidad de digerir organismos intrazeiulares filogenéticamerte np
relacionados (32). Inclusive se ha demostrado gue 12 activacion previs -2
Tos macrb6fagos, infiere proteccién contra la infe

c2isn causada per dighe pae
r&sito {31).

En la tripancsomiasis parece haber una correiacidn entre parasitenia,
esplenomegalia y supresidn de la respuesta inmune f1). Es decir, confurre

avanza la infeccibn y ei nivel de pardsitos, el tamano del bazo y V& manifes-

tacisn de la supresibn es mayor (12, 35).

Algunos autores opinzn que la depresidn pusde resultar de unz f2ll2 2
nivel de las células B, o de un mecanismo reguiadar a nivel de 12s ¢éiudas T
(34). Esto es apoyado por 1os experimentos realizados por Jayawardera y Lsb-
man {24), en ratones infectadas con T. Lruce: y dinde la inmunosupressian sb-

servada es mediada por cElulas T suprescras. Las élules T puedan 2wy

L3 0

suprimir la respuesta inmune en forma especitica o nespacifica {14}, &

B2r-

shon y col. {19} han demostrado que cblulas 7 pueden suprimir directamente
la respuesta de otras cflulas T, sin la intervencidn de anticuerpos; &str su-
giere 1a existencia de poblaciones de células T de ayuda y de céluley 7 su-

presoras, Recientemente se ha demastrado 1a existencia paralela de snbas po-
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DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que ratones infectagos cop tripomas-
tigotes de T. gruzi presentan una respuesta disminuide 2 mitégenos especi-
ficos, tanto para cflulas T como para céiulas B. Dicha supresibn ranifesta-
da in vitro, e5td en relacién al tiempo de infeccidn de los animales: es de-
cir, a2 oedida gque aumenta el nivel de pardsitos en circulacién, la falta de
respursta 2 Con A y LPS, se acentia. ESsto mismo se corrobora al inicio de
1a infeccidn cusndo la respuesta de 105 linfocitos de bazo de ratones infecs
tados as completamente normal (Fig. 3), mientras que, a lot 14 dfas de tn-
feccibn, cuando la parasitemiz ss elevada, es anormal y se manifiesta con
yna c¢isminucién a la respuesta mitojénica. Los datos gue te presentan en
este trabajio indican la existezncia de una poblacifn de cdlulas supresoras es

el baro de los ratones infectados con T. cruzi, ya que estas céiulas son ca-

paces de inhidbir la respuesta de c2lulas de bazo normal a los mitdgenos Con
y LPS.

Se ha gbservado gque en varias infecciones parasitarias causadas por
protozoarios se manifiesta en el hu€sped una supresidn de la respuesta in-
mune, tanto humoral como celular, Este fendmienp ha sido observado er 'nfec-
ciones causadas por T. brucei (12, 15, 21, 24), T. musculd {1} y por T. cru-
zi (19, 24, 35, 35), de una forma tanto especifica comd inespecifica. Los

mecanismos involucrados en dicha supresidn son varios y complejos y ain no

han sido bien esclarecidos.

fstludios hechos por Ramos y col. (34) han demostrado que en ratones i



blaciones de céiulas T (9). Otros autores suponen gue el factor responsable
de Ya inmunosupresidn es una sustancia metabblica liberar~ por el pardsito,

Y2 cual zyede ser citotdxica para los linfocitos inmunncompetentes. También

se ha postuledo la participacién del interferbn, ya que éste puede modificar,

en cierta ‘orma, tanto linfocitos 7 comn B {10).

En Ya trizanosomiasis africana, fardley y Jayawardena {13}, menclonan

que la immuncsupresifn se debe posibliemente, a una competencia antigénica,
o a faciores solubles producidos por c8lulas T de ratones infectados. Por

otra parte, Albright y ccl. (1, 12) postulan que Vos parfsitos pueden acti-
var células 7 supresoras u otras c€iulas supresoras de un modo inespecifico,

quizds ardiou 31 fendmeno de competznsia antigénica. También es posible que

los parisitos sroduzcan sustancias supresivas (15).

En nuesiros experimentos, la poblacidn de células infectadas que supri-
me la resnuest2 de células normales a los mitbgenos, es sensible al trata-
miento con el suero anti-timocito més complemento, como 1o demuestra el ex-

periments oe mezcla de células, donde ia supresibn fue anulada cuando se apli-

¢&  dicrno tratanmiento (Fig. 5). Sin embargo, e) tratamiento con anti-Ig mds

carplemento, ne elimind la actividad supresara de Yas células de tazo de ra-

teres infectzdos (Fig. 6). Estos datos indican que las células responsables

de 1a suzresifn y presentes en los ammales infectados con T. cruzi son lin-
facitos T, 0 Bien, células que depenten para su funcionamiento de estos lin-
focites ¥ no e las cdlulas B. £s posible que esta poblacién de células sean
las responsables tanto de la inmunosupresidén humoral (1, 15} como celular

{24, 38) preciamente observadas. En experimentos similares, en ratones infec-



tados con 1. brucei se ha determinado Ya existencia de células T suprescran

sensibies al tratamiento com arti-timocite + C' {Z4).

Czuestamente 2 lo esperady, el tratamients de las células de baze in-

fectadszs, con anti-timocito més cosplemento, no res

e

tituyG 1a capacidad de

Jas misnas para responder 21 LPS (Fig. 3), indicando que la respuesta inmu-

ne de tas céluias B no es rommal. Esto mismo se ha ooservado en erperinentss

hecnos par fardley y Jayawardena (15}, en ratores infestades con Y. hruced,

donde 1z raspuesta de las céluias B a 1a estimulaciGr conun mitdgeno no se

normaliza cuando se adicione anti-timocito + (.

te participacibn de c8lulas T suprescras se ha implicado en otras en-
fermzgades causadas por protezoarios del gérerc Trycancsoma, donce se ha zo-
tectado una irgunosupresidn tanto de la respuesta humoral como celylar. Sin

embargo, Se desconoce su participacidn en 1a patogenia de la enfermedad de

Chagas {15).
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