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INTRODUCCION 

1, IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA 

La enfermedad de Chagas es una parasitosis producida por el protozoario 

hemotlagelado Trypanosoma cruzi en el hombre y en los animales de sangre caliente; se 

encuentra limitada al Continente Americano. Los insectos que transmiten el parásito son 

chinches de la familia Reduviidae, denominados triatóminos, que se encuentran 

ampliamente distribuidos por todo el Continente (1). 

La tasa de morbilidad y mortalidad que se reporta acerca de este padecimiento 

varían para cada país y está 	relacionada a diversos factores como la virulencia 

y el organotropismo que presentan las distintas cepas de T. cruzi así como la 

susceptibilidad del huésped infectado (1) . 

En la República Mexicana solamente se habían reportado 141 casos humanos 

comprobados parasitológicamente hasta 1980. En los últimos 15 dos se han registrado 

otros 46 casos , lo que hace un total aproximado de 187 casos (Fig. 1). Los estados 

en los cuales se han presentado los casos de la enfermedad de Chagas son Oaxaca, 

Yucatán, Edo. de México, Sonora, Guerrero, Nayarit, Veracruz, Michoacán, Jalisco, 

Zacatecas, Morelos, Chiapas y Sinaloa (10) 

Los estados de la República Mexicana en los que se han encontrado más casos 

humanos de enfermedad de Chagas, diagnosticados por el hallazgo del parásito son 
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Chiapas y Jalisco con 44 casos cada uno, Yucatán con 33 y Zacatecas con 12, entre otros 

(10). Es importante señalar que la mayor proporción de los casos se han 

diagnosticado mediante reacciones serológicas. En algunas regiones del país como 

Oaxaca, Morelos, Puebla y Guerrero se han reportado índices de frecuencia muy elevados 

mediante pruebas serológicas, lo que quizás indique una transmisión muy activa de la 

tripanosomiasis en dichas regiones (10). 

Distribución del número de usos humanos de infección por 

T. 	registrada en cada uno de los estados de la República 

Mexicana haga 1991. E • diagnóstico paruitológico, 

• diagnéatico urológico id • con miocarditis compatible 

con etiologla climática (Tonudo de Tay y Cola 1995). 



2. 1110LOGIA DEI. PARASITO 

T. cruzi es un parásito altamente pleomortico que exhibe diferentes formas en su 

ciclo de vida (2). 

La identificación de las etapas de desarrollo de T. agái está basada en criterios 

morfológicos, en relación a la forma general del parásito y la posición respecto al 

núcleo que presenta una estructura denominada cinetoplasto (2). 

Las tres etapas más estudiadas en el desarrollo biológico de T. crut son 

identificadas como: tripomastigote, epimastigote y amastigote (2). 

2,1. FASES MORFOLOGICAS DE T. cruzi  

a) Tripontastigote: presenta una forma alargada que mide 20-25 pm de ancho; 

tiene un gran núcleo vesicular y un cinetoplasto prominente, subterminal y 

posterior al núcleo, el cual está formado principalmente por DNA (Fig.2). 

Del cinetoplasto surge un flagelo que recorre todo lo largo del parásito dando 

lugar a una membrana ondulante; el flagelo sale libre por su porción anterior y le 

permite moverse activamente (1). A esta fase se le encuentra extracelularmente 

en circulación sanguínea del hospedero vertebrado y en el intestino posterior de 

los triatóminos; en estos últimos recibe el nombre de tripomastigote métaciclico 

(2). 
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FIG. 2, 	Hoprtuniacit5n canuensilica de la ultracatmetura 

del Oipamastigole da Tente  e cinetoplasto; M, 

mitocondria; O, aparato de golgii t4, núclm; Re, 

feticulo • imdoplariníco; 	Mt, 	microtikulos 

aubpatailiires; E, flagelo (2). 

b) Epimastigote es de aspecto fusiforme, mide 18-22 	tm de longitud, El 

cinetoplasto se observa en posición cercana al núcleo; el flagelo forma una 

pequeña membrana ondulante y sale libre por la porción anterior (Fig. 3). 

Este estadio morfológico se multiplica en el intestino 	medio de los 

huéspedes invertebrados, o bien, en medios de cultivo (I). 

FEO, 3. 	Reptasentaci¿n esquemática de la ultmestructura 

del agito/alísale de T. ofutf C cíneloplasio; N, 

núcleo., F, flagelo. 
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c) Aniastigote: es la forma replicativa 	intracelular de 	T. crylzi cuya 

multiplicación se realiza por fisión binaria. Es de forma semiesférica y mide 

2-2.5 pm, no presenta flagelo libre, pero al microscopio electrónico se ve 

el axonema dentro de una bolsa; además presenta un gran núcleo y un cinetoplasto 

(Fig.4) (2). 

FIG. 4. Representación esquemática de la ultraestructurra 

de un emastigote de 1', cruzi; C cinetoplasto; 

N, núcleo; DF, bolsa flagelar. 

Los amastigotes y epimastigotes son las etapas del parásito que se 

multiplican en los hospederos vertebrados e invertebrados, respectivamente. 

Los tripornastigotes no se replican pero son las formas infectivas durante el 

ciclo biológico de 11stuzi (2). 

lo 



2.2. CICLO BIOLOGICO 

Se inicia cuando un triatómino libre de infección por 	'11:_crtizi pica a un 

mamífero infectado con 	tripomastigotes en su sangre, estos pasan al intestino 

medio del insecto para transformarse en epimastigotes, los cuales se 

multiplican por fisión binaria longitudinal; al cabo de pocos días pasan a la región 

posterior y se transforman a tripomastigotes metaeiclicos que son infectantes 

para un nuevo huésped vertebrado (3). Al momento de que el 	triatómino 

infectado pica a un huésped vertebrado defeca sobre su piel y deja orificios por 

donde pasan los tripomastigotes que se encuentran en las heces (I). 

Una vez que los tripomastigotes metaciclicos penetran al tejido subcutáneo, 

se introducen en las células del tejido cercano al sitio de penetración, en su 

interior se transforman adoptando la forma de amastigote. En el citoplasma 

de la célula huésped se multiplican por fisión binaria repetidas veces hasta que la 

lisan, entonces salen a la circulación y se transforman rápidamente en tripomastigote 

sanguíneos, diseminándose mediante vía hematógena por todo el organismo; o bien, 

infectan nuevas células adyacentes al tejido donde inicialmente se reprodujeron 

(Fig. 5) (1). 

II 
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F10. S T, asid. Cielo de vida: E Huéspedes vertebrados de T. 	2. Los transmisores 

de T, enal son inmoto, de la familia Reduviidae, los cuales u infectan al piar los 

hospederos venderán e ingerir tripomanigna ~guineos. 3. Cn el tubo digestivo del 

vector se encuentran triponustigotee (e), qiimastignes (b) y cn d neto y las deyecciones 

apanara los lipoma:limita metuiclicos que ion la infecta:des (e). 4. El hondas u 

infecta ron las deyecciones del venus, depositadas en piel o mutuas durante la picadura. 

8. 	Los parasitos n'incendian afectan vatio" tejida 6. Los tejidos son invadidos por 

tripontutignes (a), los cuales u movierten en amastigotet intracelulares 

que se multiplican (1)); en las fomus agudas y subagudas aparecen tripomutigotes 

circulantes (o). iorectellte* pan  el vector (d). (Figure tomada de David Botero, 1927 

modificada). 



3. RELACION IlUESPED-PARASITO 

3. L FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE MAGAS 

'ILArtit puede afectar varios órganos como corazón, esófago, colon, 

cerebro, hígado, bazo, ganglios linfáticos, músculos, etc. (4), 

Durante la infección ocurre un contacto directo entre el parásito y la célula 

hospedera, con la subsecuente internalización del parásito. Un número de 

antígenos en la superficie de T. quzi  han sido identificados y pueden tener un 

papel en el reconocimiento y penetración hacia dicha célula (4). Muchos de 

estos antígenos pueden estar asociados a la penetración mientras que otros 

participan como receptores de superficie que se enlazan con la fibronectina (13) 

y la colágena (14) de la célula huésped y por lo tanto pueden estar 

involucrados en el enlace y el reconocimiento celular (4). Siguiendo al contacto 

mediado por receptores y ligandos entre la célula del hospedero y T. cruz(  es 

posible que enzimas tales como protcasas (15) y glicosidasas (1117) 

secretadas por el parásito, digieran las proteínas de membrana de las células 

durante la penetración del parásito y posiblemente esas enzimas usen su sitio 

activo 	para el enlace especifico con la superficie de la célula del 	huésped, 

Una vez en el interior de la célula hospedera, T. cnizi  se transforma hacia 

la fase de amastigote y escapa a la destrucción potencial de las 

lisosomales (4). 
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Durante la fase aguda de la infección los amastigotes de 	se 

reproducen dentro de las células hasta que las lisan. Los parásitos libres invaden o 

son fagocitados por otras células adyacentes que también terminan lisándose 

conduciendo a una reacción inflamatoria local con infiltrado de diferentes tipos de 

leucocitos. La reacción inflamatoria localizada en la puerta de entrada es visible y se 

conoce con el nombre de Chagoma. La inflamación se extiende a los ganglios 

regionales bloqueando los canales linfáticos y produciendo edema local (3). 

Cuando compromete al párpado constituye el signo de Romaña que consiste 

en un edema bipalpebral unilateral, indoloro con hiperemia conjuntiva!, escasa 

secreción conjuntiva', dacriocistitis del ojo infectado y adenopatía local, en la que 

están comprometidos los ganglios cercanos al sitio de penetración de T. crulj, 

con desaparición espontánea en unos 15 días (I). El parásito puede establecerse 

en tejidos viscerales, musculares, nerviosos y linfáticos. Las células del sistema 

reticulo-endotelial, sufren destrucción debido al crecimiento y multiplicación de 

los parásitos. Esta fase se caracteriza por una alta parasitemia y un extenso 

parasitismo local (3). 

Después durante la fase aguda ocurre una respuesta inmune que 

provoca la disminución de la parasitemia pero se mantiene la infección en algunos 

sitios extrasanguíneos. Este período que va desde el final de la fase aguda hasta la 

aparición de los primeros síntomas de la fase crónica, es llamado latente o 
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indeterminado. En esta fase, el paciente es asintomático a pesar de las alteraciones 

que se inician en plexos parasimpáticos del corazón y tubo digestivo (3). 

El descubrimiento de autoanticuerpos para endocardio, estructuras 

vasculares e intersticios (autoanticuerpos EVI) (18,19) en el suero de enfermos 

que desarrollan la fase crónica de la enfermedad, permite la hipótesis de que la 

autoinmunidad puede estar involucrada en la patologia de la enfermedad de 

Chagas, principalmente en su fase crónica (4). 

3.2. MECANISMOS DE T cruzi QUE EVADEN AL SISTEMA INMUNE DEL HUESPED. 

Los tripomastigotes de T, civil  son capaces de evadir los mecanismos 

dependientes de anticuerpos mediante dos formas (5): 

a) Un rápido cubrimiento de los anticuerpos anti-T. *mai  sobre la superficie del 

parásito y la incorporación y posterior destrucción de los complejos antigeno-

anticuerpo en su interior (20,21). 

b) Producción de enzimas que secreta y  . erial  que rompen la porción Fe del 

anticuerpo evitando que se realice una opsonización y un mecanismo de 

cítotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), o bien la tisis por 

complemento (22). 
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Debido a que las células infectadas fallan en la expresión de los 

antígenos del parásito, esto origina que no sean reconocidas por el sistema 

inmune y por lo tanto los amastigotes sean protegidos durante el ciclo de 

replicación intracelular (5). 

Existen otros mecanismos de evasión como: 

I. Mimetismo molecular, en el cual el parásito libera antígenos parecidos a los 

del huésped. (23,24). 

2. Adsorción de los antígenos del parásito por las células hospederas (25). 

3. Adsorción de los antígenos de la célula huésped por el parásito (26-28). 

4. Las células infectadas expresan el antígeno del parásito sobre su superficie 

(29). 

4. MECANISMOS DE RESISTENCIA DEL RUESPED A LA INFECCION POR 

ikulL  

En la enfermedad de Chagas se ha demostrado, de manera importante, la 

participación de la respuesta inmune humoral y celular en la protección contra la 

infección por T, cruzi, 

A pesar de que la inmunidad humoral, vía complemento y anticuerpos, ha 

conducido a la protección, experimentos de transferencia adoptiva de células inmunes 

de ratones 	previamente infectados, han demostrado que la inmunidad celular participa 
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de manera activa; pensando que la producción de anticuerpos protectores no 

necesariamente son T-independientes, posiblemente para que se hayan producido tuvieron 

que originarse mediante la estimulación de linfocitos T-cooperadores (Th) con perfil 

de citocinas e IL-4, IL-6 los cuales estimulan a linfocitos B. 

Por otro lado, las evidencias indican que mediante transferencia adoptiva se ha 

logrado protección a la infección por Lsruz.i (30). Aunque el sistema inmune influye en 

la resistencia a la infección, dicha resistencia también depende de la virulencia de las cepas 

y la susceptibilidad del hospedador. Hay cepas de T, C1117:1  que matan al 100% de ratones 

infectados experimentalmente, como las cepas Y y Tulalmén, pero hay otras que no causan 

parasitemia significativa (12). En cuanto a la susceptibilidad, se conocen cepas de ratones 

con diferente grado de susceptibilidad: las cepas de ratón Balb/c, CBA y C3H/He son 

muy susceptibles pero la C5713L/10 es altamente resistente (9). 

4.1. INMUNIDAD INESPECIFICA DE TIPO CELULAR 

Mediante estudios in vitro, se demostró que los tripomastigotes 

sanguíneos pueden ser lisados por contacto con eosinófilos, neutrófilos y 

células linfoides y por exposición a linfotoxinas, independientemente del 

complemento. Con los eosinófilos y neutrófilos la citotoxicidad contra los 

tripomastigotes depende de la presencia de anticuerpos (ADCC) (5) 
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Se ha demostrado por medio de estudios in vitro que los anticuerpos pueden 

estar involucrados en la inmunidad mediada por células ya que varios tipos de ellas 

han mostrado ser efectivas contra los tripomastigotes sanguíneos cubiertos de 

anticuerpos ya sea lisando o inactivando a los parásitos (31-34). El mecanismo 

de destrucción del parásito por eosinófilos, neutrófilos, células mononucleares 

parece ser por fagocitosis 35) y por efecto directo del peróxido de hidrógeno 

sobre el parásito (36) durante el estallamiento respiratorio intracitoplásmico. 

Los eosinófilos se han encontrado en la fase aguda de la infección con r 
cnizi y puede ingerir y digerir amastigotes (37); su fagocitosis es dependiente 

de anticuerpos, mientras que la fagocitosis por los neutrófilos es aumentada por la 

opsonización de anticuerpos. El daño del amastigote es precedido por el enlace 

del material granular del eosinófilo a su membrana. Durante la interacción 

eosinófilo-amastigote, los gránulos del 	eosinófilo son liberados y debido a 

que son citotóxicos pueden jugar un papel en la destrucción extracelular de 

T. cruzi todavía en la ausencia de anticuerpos. 

Las plaquetas en presencia de anticuerpos, se adhieren a los tripomastigotes 

sanguíneos y los lisan, se dice que este fenómeno es dependiente de la presencia del 

componente C3 del complemento, cuando los tripomastigotes sanguíneos son 

incubados con sangre completa o con plaquetas aisladas en presencia de suero 
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inmune o fracciones de IgG, la adherencia de las plaquetas sobre los parásitos es 

inmediata y seguida pocas horas después por la desaparición completa de los 

parásitos, probablemente mediante lisis. El receptor C3b de las plaquetas al unirse 

al factor C3 del complemento conduce a la liberación de los gránulos con la 

subsecuente liberación de las enzimas proteolíticas que lisan al parásito (1 I). 

Se demostró que la sangre de ratón deficiente del 	factor C5 

aglutina tripomastigotes y las plaquetas se adhieren a esas agrupaciones para 

ruar al parásito. 	También se ha demostrado que mientras el suero inmune 

aglutina tripomastigotes in vitro,  en la presencia de plaquetas los parásitos son 

eliminados (1 I), (4). 

El *papel del macrófago en la resistencia a la infección por T....stuzi es 

complicado por el hecho de que esta célula puede matar o mantener el 

crecimiento intracelular del parásito (4), 

Durante la infección 	primaria de  1', cruzi  en el ratón, los macrófagos 

comienzan a activarse y cuando se extraen para ensayos in vitro  son capaces de 

matar a los tripomastigotes, mientras que los macrófagos del ratón normal 

mantiene la infección y crecimiento intracelular del parásito. La actividad 

parasiticida aumentada contra T cruzi in vitro  está presente en los tnacrófagos de 
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ratones inoculados con BCG lo que nos indica que este mecanismo es inespecilico 

(5). 

La activación del macrófago es llevada a cabo por linfocinas producidas 

por linfocitos 	sensibilizados. El aumento de la capacidad parasiticida de 

macrófagos activados está relacionado con la generación de radicales superóxido, 

mientras que en los macrófagos normales, los tripomastigotes sobreviven porque 

escapan del medio enzimático de las vacuolas fagociticas (5). 

Los anticuerpos contra T. cruzi aumentan la entrada del parásito hacia el 

macrófago pero no son esenciales ya que al bloquear los receptores Fe y C3b del 

maerófago la fagocitosis no se ve dañada; pero los anticuerpos amplifican la 

capacidad de los macrófagos activados para matar al parásito (5). 

Otra función de los macrófagos es que son células esenciales para el 

procesamiento del antígeno y para la cooperación con los linfocitos 

participando como células presentadoras de antígeno. Los tripomastigotes pueden 

entrar a un macrófago normal por fagocitosis o por penetración activa via su 

flagelo (5). 
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Después de la entrada del parásito al macrófago, dentro de las 24 h 

siguientes, el parásito escapa del fagolisosoma dentro del citoplasma y 

comienza su ciclo replicativo (38-39) o es eliminado dentro del fagolisosoma, 

probablemente por mecanismos que involucran el estallamiento oxidativo, donde 

radicales superóxidos y peróxidos de hidrógeno intervienen en el proceso 

de la muerte (33,38,40,41), (4). 

Las células T involucradas en esta activación son las células cooperadoras 

(Th) (42) que pueden estimular la producción de muchos y diferentes factores 

que participan en la activación de los macrófagos. 

Tres de los cinco tipos de interferones conocidos , IFN-ct , IFN-P , IFN-y , 

activan a los macrófagos, estos aumentan in vitro la muerte de los 

tripomastigotes por los macrófagos (38). El IFN-y es más efectivo como 

estimulador de la actividad tripanocida. Otras 	citocinas 	tales como factor 

estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF) y factor de 

necrosis tumoral (TNF), son también efectivos en la inducción de la actividad 

tripanocida (43). Las células asesinas naturales (NK) aumentan su actividad 

por el efecto del IFN-ot e 	para matar a los tripomastigotes de T. 

cruzi (44,45).  
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4.2. INMUNIDAD ESPECIFICA DE TIPO CELULAR 

Las células T están involucradas en la resistencia a la infección. Las células 

de ratones recuperados de una infección con T. cnizi confieren protección a 

ratones normales (4). 

Se ha demostrado que el papel de macrófagos y linfocitos T es importante en 

la protección de ratones infectados con T. cruzi. El papel protector de 

linfocitos T ha sido indicado por experimentos de transferencia adoptiva, por 

ejemplo, en los estudios de Thomas, et al (1980), M. E. Rottenberg (1990), N. 

Nogueira y Donald E. Burguesa (1979) se vio su protección en ratones 

infectados. Esta protección puede depender del grado de susceptibilidad del 

hospedador lo cual se ha demostrado al emplear diferentes cepas de ratones, 

por ejemplo, ratones C31-1/11e son muy susceptibles a la infección, 

Balb/C y CBA son susceptibles al igual que C311/He ylos ratones C5713L/10 

son resistentes a la infección por T. cruzi (9). 

De cualquier manera la transferencia adoptiva de células de ratones 

recuperados de una infección aguda puede conferir protección a ratones 

receptores no inmunes tal como se demuestra en el trabajo de Donald E. 

Burguesa (1979) y en el de M. E. Rottenberg (1990), en donde las células de 

bazo obtenidas de ratones recuperados de una infección aguda por T. eran.' 
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disminuye la parasitemia y mortalidad en receptores singénicos, prolongando de 

esta manera su vida (30). 

Posiblemente linfocitos T CD8+ y T CD4+ participan en la protección 

como se vio en el estudio de M.E. Rottenberg, R.L. Cardoni y E.L. Segura (1990) 

en donde las poblaciones celulares involucradas en la resistencia contra la infección 

de  T. cruz] (células de bazo, linfocitos T, CD4+ y CDS+) fueron obtenidas 

ratones infectados crónicamente. La administración de células de bazo inmunes 

y linfocitos T confirieron un aumento en la resistencia contra el parásito. La 

actividad protectora de linfocitos T pero no la de las células totales de bazo 

inmunes 	fue completamente abolida por el tratamiento con anticuerpos 

monoclonales anti-Thy 1.2 y complemento, lo que conducía a la muerte de los 

ratones indicando que las células l' están involucradas en la resistencia de los 

ratones infectados crónicamente. El pre-tratamiento de linfocitos T con 

anticuerpos monoclonales anti-L3T4 o anti-Lyt 2.2 reduce parcialmente 

la transferencia de la resistencia presentándose altas parasitemias pero un menor 

porcentaje de mortalidad; la disminución en ambas anula la transferencia de 

resistencia; esto indica que las células CD4+ y CDS+ son capaces de conferir 

protección contra la infección con T. cruzi (8). 

La disminución de las células CD4+ por un tratamiento_ i1yivo con 

anticuerpos anti-L3T4 antes de la infección resulta en un aumento en la 
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susceptibilidad del ratón a la infección por T. cnizi. Las clonas de las células T 

CD4+ provenientes de ratones infectados crónicamente con T. el-tul  que 

mediante la protección por transferencia adoptiva, se vio que tienen una función 

cooperadora para la formación de anticuerpos ya que produce linfocinas que 

ayudan en la activación de los linfocitos ü y de los propios linfocitos T. 

Estos resultados muestran que la resistencia desarrollada por los 

ratones infectados crónicamente con T. cruzi  es el resultado de la actividad tanto 

de células no T, T CD4+ y CD8+ (8). 

T,cruzj  induce supresión en la respuesta mediada por células y por 

anticuerpos, predominantemente durante la fase aguda, esta supresión es evidente 

en la respuesta de las células T jg vitrg  y en la actividad presente en el bazo de 

ratones infectados crónicamente que suprimen las reacciones de hipersensibilidad 

tardlit (DTH) y respuesta mitogénica (4). 

Las células T citotóxicas (Tc) se encuentran también presentes en la 

infección y actúan en contra de las células infectadas probablemente por medio 

del reconocimiento de antigenos del parásito adheridos a la superficie de las 

células infectadas pero no matan directamente al parásito, aunque tal destrucción 

de la célula hospedera puede dejar al parásito vulnerable a otras formas de ataque 

(4). 
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El papel de las células 1' en la protección de los ratones infectados 

crónicamente se ha indicado por transferencia adoptiva de las células T y 13. 

Mediante estos experimentos con células de bazo totales y deficientes de 

linfocitos T se ha observado que las primeras confieren una mayor protección 

contra la infección con 	T. cruzi y las segundas presentan una menor 

protección ya que presentan una mayor parasitemia; la cual comparada con la 

parasitemia producida en los ratones no protegidos, es mucho menor y ademas no 

produce la muerte. 

Las células de bazo inmunes son capaces de activar a los macrófagos a un 

estado tripanocida por medio de linfocinas activas. La estimulación de los 

macrófagos microbicidas in vivo así como también de los linfocitos activados que 

son capaces de generar los factores que inducen la actividad tripanocida del 

macrófago en los animales no inmunizados a los cuales se les transfirieron dichas 

células y que fueron retados con dosis de tripomastigotes sanguíneos capaces de 

matar al 100% de los ratones no inmunizados resulta en una protección de los 

ratones y que dicha población de células de bazo son capaces de conferir 

protección 	por transferencia adoptiva. Las células responsables para la 

transferencia de la protección son las células enriquecidas con células T, que a 

la vez son responsables de la generación de los factores activadores de los 

macrófagos, por lo tanto, las células T son requeridas para conferir 
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protección in vivo a través de la transferencia adoptiva y también para la 

generación de los factores activadores de los macrófagos in vitro. 

Liew reportó que el cultivo de células T de ratón infectado 

crónicamente suprime la respuesta DTH a varios antígenos pero no afecta a 

DTH en ratones sensibilizados antes de la infección con T. cruzi. Esta actividad 

supresora estuvo también presente en el suero de ratones infectados sugiriendo 

la participación de un mediador soluble. El ratón con DTH suprimida desarrolla 

satisfactoriamente reactividad DTH después de un segundo estimulo antigénico (7). 

5. AVANCES EN LA ELABORACION DE VACUNA CONTRA T. cruzi  

Se han desarrollado estudios de vacunación en diferentes especies animales 

utilizando diferentes antigenos, incluyendo células intactas lisadas, fracciones subcelulares 

y preparaciones de glicoproteinas de la superficie celular de T. cruzi, Los resultados 

en general muestran que estos antígenos reducen la parasitemia durante la fase 

aguda de la enfermedad (4). 

Aunque T. cruzi aparentemente evade la respuesta inmune del huésped varios 

factores favorecen el desarrollo eventual de inmunización o protección efectiva para la 

enfermedad de Chagas en el humano (5): 
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a) La infección de ratón con cepas no virulentas de 	cruzi o inoculación de organismos 

atenuados por irradiación o empleo de fármacos resulta en una protección significativa para 

otro reto letal y reduce la manifestación patológica de la enfermedad crónica. Las 

vacunas compuestas de extractos de parásitos o componentes purificados son también 

protectores pero usualmente requieren el uso de adyuvantes (5). 

b) Parece haber reactividad cruzada entre distintas cepas de T,  

c) Hay evidencias de que T cnizi presenta variación antigénica entre las diferentes cepas. 

Existen varios problemas importantes para superar el desarrollo de una segura 

y efectiva vacuna para la enfermedad de Chagas. Primero la vacuna debe bloquear la 

infección primaria con tripomastigotes metaciclicos o prevenir el establecimiento de la 

enfermedad crónica, sin embargo, la inmunidad adquirida naturalmente fracasa. Algunos 

experimentos han mostrado protección parcial de ratones al reto con T. cruzi,  estos 

animales resisten la fase aguda de la enfermedad. Segundo, aunque un huésped resista la 

fase aguda, pueden permanecer los parásitos, de manera intracelular, en fase de amastigote; 

las células que están infectadas por éstos, presentan moléculas que el mismo hospedero las 

llega a conocer como extrañas y son las que inducen autoinmunidad. De esta forma el 

mismo organismo se ve afectado en la fase crónica. Esos problemas potenciales pueden 

limitar la realización de la vacunación. 
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OBJETIVO 

Hasta ahora, la variedad de antígenos utilizados para despertar la respuesta inmune 

del huésped 	consiste 	de los parásitos 	Usados, 	fracciones subcelulares y 

preparaciones de glicoproteinas de la superficie celular de T. cruzi,  dichos antígenos 

confieren poca protección ya que reducen muy poco la parasitemia durante la fase aguda y 

un porcentaje bajo de ratones sobrevive al reto con dosis letal de Lergz‘i; para que aquellos 

induzcan una mejor respuesta inmune se requiere que permanezcan mayor tiempo en 

circulación ayudando a estimular constantemente al sistema inmune; esto obliga a dar varios 

refuerzos con aquellos antígenos. Los antígenos que posiblemente estimulan con mayor 

frecuencia la respuesta inmune son los que componen a tripomastigote sanguíneo 

viable, por lo que utilizando dicha fase de desarrollo de T, cruzi  que es la única que 

permanece en el torrente sanguíneo es probable que estimulen constantemente a las 

células del sistema inmune lográndose así un mayor número de células activadas y de 

memoria, de esta manera si se desarrolla una infección por T. cruzi  con una cepa que 

permita la presencia de los parásitos en circulación sanguínea durante varios días, se 

producirá una activación constante de células inmunes las cuales podrían proteger a un 

huésped si se le transfieren antes de infectarse con una dosis letal de T. auzi. 

Para demostrar lo anterior se estableció el siguiente objetivo: 

Inducir protección contra la infección por T. cruzi  mediante la transferencia adoptiva 

de células de bazo inmunes estimuladas por acción de antígenos circulantes del 

parásito. 
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ESTRATEGIA DE TRABAJO 

Para alcanzar el objetivo se siguió la siguiente estrategia de trabajo: 

Inmunizad-6n de ratones 	Ratones normales 

1 
Obtención de células de 	Obtención de células de 

bazo inmunes 	 bazo no•inmunes 

1 
Transferencia de células 
	

Transferencia de células 

de bazo inmunes a ratones 	de bazo no-inmunes a 

receptores 	 ratones receptores 

1 
Reto con T. cruzi  en 	Reto con T. c►uzi  en 

ratones receptores 	 ratones receptores 

(ver esquema de estrategia de trabajo) 
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MATERIAL Y METIMOS 

1. Parásitos: se utilizó la cepa virulenta dei'. cruzi denominada Querétaro en todos los 

experimentos. Los tripomastigotes sanguíneos fueron mantenidos por pases en ratones. 

2. Animales de laboratorio: se emplearon ratones hembras CFW y Ralb/C, de 6-8 

semanas de edad. 

3. Mantenimiento de T. cruzi  en ratón: Los parásitos en fase de trípomastigotes 

sanguíneos fueron mantenidos en ratones CFW inoculando 1 x 10 6  tripomastigotes 

sangulneos/ratón por vía intraperitoneal (IP) y dejando que se presentara parasitemia 

hasta obtener la cantidad de parásitos que permitiera hacer el pase a nuevos ratones no 

infectados. Generalmente se realizaba en la tercera semana post-infección. 

4. Obtención de ratones inmunes: los tripomastigotes sanguíneos obtenidos de la 

sangre de ratones CFW [1] se utilizaron para infectar a ratones Balb/c con una dosis 

de 1.5 x 10' tripomastigotes sangulneos/ratón. Con esta dosis los ratones sobreviven a la 

infección y se puede crear una inmunidad contra el parásito. El grado de parasitemia 

durante el periodo de infección se detenninaba contando el número de parásitos 

presentes en la sangre mediante un hemocitómetro (ver diagrama de estrategia de trabajo, 

punto No. 2). 
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5, Obtención de células de bazo inmunes y no-inmunes: los bazos de todos los 

ratones 13a1b/C inmunes [3] fueron extraídos y las células se obtuvieron por perfusión 

con medio RPMI 1640. La suspensión celular se dejé sedimentar 5 min. para separar 

los trozos gruesos, luego se centrifugó a 1500 r.p.m. durante 5 min. Al pellet 

resultante se le agregó la solución de lisis (ver apéndice) para romper a los 

glóbulos rojos durante 5 min,, posteriormente las células se lavaron con 16 ml de medio 

RPMI 1640 centrifugándose a 1500 r.p.m. durante 5 ruin. Al pellet se le agregó de 1 a 3 

mi de medio RPMI 1640 y tomando una muestra de 10 µI se preparó una dilución 1/100 

para contar las células con un bemocitótitetro, Se realizó una dilución con medio RPMI.  

1640 para ajustar la concentración a 1 x 10 I°  células/ml. A partir de los ratones cepa 

I3alb/C [4] no infectados se obtuvieron los bazos recibiendo el mismo tratamiento que 

los bazos inmunes para la obtención de las células de bazo no-inmunes. 

6. Transferencia adoptiva de células de bazo inmunes y no-inntunes: Ratones cepa 

Balb/C [5 y 6] se utilizaron como receptores de células de bazo inmunes y no 

inmunes a los cuales se inocularon por via IP 1 x 10e  células en un volumen de 200 µ I 

por cada ratón. 

7. Reto con T. cruza:  los parásitos que se utilizaron para el reto fueron obtenidos de la 

sangre de ratones CFW infectados [7]. La sangre fue diluida con medio RPMI 1640 

a la concentración de 1 x 101 tripomastigotes sanguíneos/ml. Los ratones cepa 

Balb/C que recibieron las células de bazo inmunes y no-inmunes fueron retados 
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intraperitonealmente con 2 x 10 6  tripomastigotes sanguíneos por ratón en 200 pi 12 h 

después de la transferencia de las células de bazo [8] 

8. Obtención de suero de ratón: para la determinación de anticuerpos se obtuvo el 

suero de los ratones a partir de la sangre obtenida de la cola dilatada por calentamiento, o 

por punción cardiaca. La sangre se dejó 2 h a temperatura ambiente para la formación del 

coagulo. Después se centrifugó dos veces a 2500 r.p.m. durante 15 min para la separación 

del suero. Las muestras de suero se guardaron en congelación a -20 °C hasta su uso. 

9. Detección de anticuerpos anti-T. cruzi;  para llevar a cabo la detección de 

anticuerpos anti-T, cruzi se utilizó la técnica de ELISA indirecto, para lo cual primero se 

optimizó la técnica respecto al número de epimastigotes por pozo (como antígeno), la 

dilución del suero y la dilución del conjugado. La optimización de la técnica se realizó de 

la siguiente manera: 

a) Acoplamiento del antígeno: se utilizó una placa para ELISA con 96 pozos en los 

cuales se agregó 200 µI del antígeno, en este caso son epimastigotes de 

T. cruzi fijados 	con 	p-formaldehldo al 2%. Se colocaron 3 diferentes 

cantidades de epimastigotes: 104 , 105 y 10 6 , dejando secar la placa a 

temperatura ambiente por 4 días. 

b) Se lavó 4 veces con PBS.T20, 

c) Bloqueo: se utilizó una solución de PBS.T20-BSA al 1% colocando 200 Id 

de esta solución en cada pozo y dejando actuar 2 h a temperatura ambiente. 
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d) Se lavó 4 veces con PBS.T20. 

e) Sueros: se utilizaron 3 diluciones diferentes: 1/100, 1/1000 y 1/10000. Se 

colocaron 100 pl de cada dilución en el pozo correspondiente dejándose durante 

una noche en refrigeración. La placa se cubrió con parafilm. 

1) Se lavó 4 veces con PBS.T20. 

g)Conjugado GAM-POD (anticuerpos de cabra específicos a cadenas 	de 

inmunoglobulinas de ratón acoplados a peroxidasa): se utilizaron 2 diluciones 

diferentes: 1/10000 y 1/20000 colocando 100 til de cada dilución en el pozo 

correspondiente dejando actuar por 2 Ir a temperatura ambiente. 

h) Se lavó 4 veces con PBS.T20. 

i) Sustrato: (TMB-112 02 )se colocaron 100 pl en los pozos dejando actuar 

durante 15-20 min en ldobscuridad. 

j) Paro de reacción con 112  SO4 IN: se colocaron 100 tl en todos los pozos. 

k) Leer a 450 nm. 
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RESULTADOS 

Pensando en que la estimulación frecuente del sistema inmune por los 

tripomastigotes sanguíneos que permanecen constantemente en circulación permite un 

mayor número de células inmunes activadas y de memoria, se obtuvieron las células de bazo 

inmunes a  . cruzi las cuales se transfirieron a ratones de la misma cepa singénica tratando 

de demostrar que estas células inducen protección contra la infección por T, cnizi; para 

evaluar el efecto de las células inmunes se midió el porcentaje de mortalidad, las curvas de 

parasitemia y la presencia de anticuerpos en los ratones retados con una dosis letal de T. 

cnizi. 

1, PORCENTAJE DE MORTALIDAD. 

La determinación del porcentaje de mortalidad se realizó para observar si se llevó 

a cabo la inducción de la protección contra la infección por T. cnizi mediante la 

transferencia adoptiva de células de bazo inmunes a partir de ratones donadores 

inmunes a T cruzi. El porcentaje de mortalidad se determinó por el número de ratones 

muertos de cada lote hasta el día 40 post•infección. Este resultado se muestra en la tabla I. 

En la tabla I se observa que el porcentaje de mortalidad Ese del 100% tanto para 

los ratones que se infectaron solo con T.cnizi sin recibir ningún tipo de células de bazo 

como para los que se les transfirieron células de bazo no•inmunes con posterior reto 

con T. cruzi; comparando este resultado con el porcentaje de mortalidad que 
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presentaron los ratones que recibieron células de bazo inmunes y se retaron con T. cruzi, 

que fue del 0%, se observa que los ratones de este último grupo sobreviven indicando que 

las células de bazo inmunes inducen protección contra la infección por T. cruzi ya que 

los dos grupos de ratones, 	anteriormente mencionados, presentan un 100% de 

mortalidad indicando que no sobreviven a la infección por L cagi'y concluyéndose que 

la muerte de los ratones es debida a la infección por T, cruzi; también se observa que 

los demás grupos de ratones presentaron 0% de mortalidad, que corresponden a los que no 

se les inoculó nada, a los que se les inoculó medio RPMI y los que recibieron células de 

bazo inmunes y no-inmunes, por lo que la transferencia de las células de bazo inmunes y 

no-inmune no fueron la causa de la muerte. 
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LOTE No. RATONES PORCENTAJE DE 

• MORTALIDAD (%) 

I 3 0 	(0/3) 

II 3 0 	(0/3) 

III 3 0 	(0/3) 

IV 10 O 	(0/10) 

V 6 100 	(6/6) 

VI 5 100 (5/5) 

VII 9 0 	(0/9) 

TABLA I. Mortalidad presentada en ratones receptores de células de bazo inmune' u naltununes 

y retados o sin retar con T, mai  La dosis de Ulula., de bazo inmunes o nainmunes 

fue 	de 108  células / ratón . La dosis de reto fue de 2n 10' tripomastigoles 

langulneositatón. LA» ratones fueron inoculados por vla intraperitoneal. Lote I: ratones 

sin inocular (oontrol negativo de inoculación); Lote II: ratones inoculadas con • medio 

diluyente de células de bezo (RPMI 1640); Ido III: retome inoculados con células de 

bazo no-inmunes; Int  e IV ratones inoculados con células de bazo Inmunes, Lote V: 

ratones inoculada imn triponuatigotes sanguino»; Lote VI: ratone: inoculados 

con células de bazo no-inntunes y tetados con tripontastigoles sanguíneos; Lote VII: 

ratones inoculados con células de bazo inmunes y retados c011 tripontastigutea sanguinos. 

2.DETERMINACION DE CURVAS DE PARASITEMIA 

Las curvas promedio de parasitemia se determinaron para cada lote de ratones 

con el fin de conocer el comportamiento de la infección por T. 	. Dichas curvas se 

realizaron contando el número de parásitos por ml de sangre en intervalos de 3 días 

durante un periodo de 40 días o hasta su muerte. Los resultados obtenidos se muestran en 

la figura 6 
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CURVAS PROMEDIO 
DE PARASITEMIA 
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En las curvas promedio de parasitemia obtenidas (Fig.6) se observa que las 

correspondientes a los ratones sin inoculación y a los que se inocularon con medio de 

cultivo y con células de bazo 	no-inmunes, no presentaron parásitos en ningún 

momento del seguimiento. La curva promedio de parasitemia de los ratones a los que se 

les transfirieron células de bazo inmunes presenta una baja parasitemia (no mayor a un 

valor de 1 x 105  parásitoshnl de sangre) con respecto a las que muestran los grupos 

de ratones infectados con T, cruzi posiblemente debido a que algunas células de bazo 

inmunes se encontraban parasitarias ocasionando la infección a los ratones receptores; la 

parasitemia presentada a partir el día 23 es casi nula. 

Los ratones inoculados con T, cruzi pero que no recibieron células de bazo (lote 

V) presentan una curva promedio de 	parasitemia que va en aumento conforme 

avanza el tiempo con parasítemias muy altas en un intervalo de 1.8 a 51 x 106  

tripomastigotes sanguíneos/ml sangre, la curva a partir del día 29 ya no se continuó 

porque todos los ratones de ese lote murieron, 

La curva promedio de parasitemia de los ratones que recibieron células de 

bazo no-inmunes y que fueron retados con T, cruzi (lote VI) tiene un intervalo de 

parasitemia de 0.8 a 7.2 x 106  tripomastigotes sanguíneos/mí, dicha curva ya no se 

siguió a partir del día 15 porque todos los ratones murieron. 

La curva promedio de los ratones que recibieron células de bazo inmunes y que 

fueron retados con 12., ...cruzi (lote VII) representa una parasitemia muy baja en 
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comparación con la de los otros ratones infectados con 	T,....cruzi (lote V y VI) 

permaneciendo los primeros 18 dias constante luego aumentó pero a partir del día 27 

disminuyó siendo la parasitemia hasta el día 40 nula, esto nos indica que las células de 

bazo inmunes transferidas a los ratones receptores confieren protección contra la 

infección por T. cruzi ya que observando las curvas de los otros ratones infectados con T., 

cruzi  (lote V y lote VI) la parasitemia es mucho menor y los ratones no mueren. 

De acuerdo a estos resultados se concluye que las células de bazo inmunes 

inducen protección contra la infección por T, cruzi y aunque algunas de las células de bazo 

inmunes que posiblemente se encuentran infectadas no alteran la inducción de la protección 

contra T, cruzi porque el número de parásitos es muy bajo, las células de bazo no-

inmunes no inducen protección contra la infección por T. cruzi sino por el contrario 

aumentan ligeramente el grado de parasitemia y la mortalidad se presenta en un menor 

tiempo. 

3. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-T, /rumí 

3.1. Estandarización de la técnica de ELISA indirecto. 

La técnica de ELISA indirecto se optimizó tomando en cuenta el número 

de epimastigotes por pozo, la dilución del suero y la dilución del conjugado (ver 

material y métodos). 

Las condiciones óptimas para la realización de la técnica de ELISA 

indirecto son aquellas que nos den la mayor absorbancia a una menor dilución 
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10000 

del conjugado, dilución de suero y de cantidad de epimastigotes/pozo. Los 

resultados obtenidos se observan en las figuras 7 y 8. 

ELISA INDIRECTO 
CONJUGADO 1/10000 
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cantidad% de minitatigotei/ozo y diluciones dcl suenl La 

dilución de suero 1/100 muestra Ice valora de absobancia 

mía altos,. 
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Observando ambas figuras (7 y 8) se muestra que la gráfica 7 presenta los 

mayores valores de absorbancia por lo que la dilución de conjugado para los 

estudios subsecuentes es 1/10000. Analizando la misma figura (7) se observa que 

la dilución del suero que presenta los más altos valores de absorbancia es la 

dilución 1/100, observando esta misma curva (dilución 1/100) el máximo valor de 

absorbancia lo presenta la cantidad de 105  epimastigotes/pozo. 

De acuerdo a estos resultados las condiciones óptimas para la realización de 

la técnica de ELISA indirecto son lOs  epimastigotes/pozo, dilución del suero 1/100 

y dilución del conjugado 1/10000 ya que a estas condiciones se obtienen los 

mayores valores de absorbancia a la menor dilución de suero y conjugado. Con 

estos datos ya establecidos se realizó la técnica de ELISA indirecto para la 

detección dé anticuerpos anti-T, cruzi. 

3,2, Detección de anticuerpos anti-T, cruzi  

3,2.1. A partir de los ratones donadores de células de bazo inmunes. 

La clasificación de los ratones donadores como 	inmunes fue 

realizada en base a la presencia de anticuerpos and-T, cligi  en sus 

sueros. La detección de anticuerpos en el suero de los donadores se 

efectuó mediante la técnica de ELISA indirecto para determinar si los 

donadores estaban inmunes contra la infección por T. cruzi  para que se 

llevara a cabo la obtención y la transferencia de las células de bazo 

inmunes. 
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1.10. 9. 	AnÁlhis de los sueros de los ratones donadores por ELISA indirecta. 

Los sueros diluidos 1/100 de los ratones donadores se probaron por 

duplicado mediante un ELISA indirecto en placas de 96 pozos 

cubiertas con 10' epintastigoteltpnzo fijados con p-fortnaldehido 

(ver material y métodos). Las lineas horizontales represerdan el 

valor promedio más dos desviaciones csUndar (Aproar' 2S0) de las 

aluorbaneias de los sueros de ttibret/Cill. lil ayuno de mirra. de 

referencia ennuspondientes e 5 ratones seroporiti vos. 
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Para la técnica de ELISA indirecto se empleó como sueros de 

referencia un grupo de 5 sueros provenientes de ratones positivos a T, 

cruzi. Se consideró positivo aquel suero problema que presentara una 

absorbancia mayor a la absorbancia media de los sueros de referencia 

menos dos desviaciones estándar (7Vref -2SD) y menor a Aref+• 2SD y 

como negativos aquel que presentara una absorbancia menor a una Aref 

2SD. 

En la fig. 9 se observa que de los 10 sueros problemas ensayados 

para clasificarlos como positivos y negativos, todos fueron positivos 

y ninguno negativo de acuerdo al criterio mencionado anteriormente. Una 

vez que los ratones donadores se clasificaron como inmunes o no-inmunes 

se efectuó la obtención de las células de bazo inmunes y su posterior 

transferencia a los ratones 	receptores. 

3.2.2 Detección de anticuerpos anti-T. cruzi  de los ratones empleados en este 

estudio. 

La detección de anticuerpos anti-T. cruzi  de los ratones con los que 

se trabajó en el experimento se realizó a los O y 40 días post-infección 

para conocer el estatus serológico de los ratones receptores antes y 

después de la infección y observar si se encontraban inmunes a la 

infección por T. cruzi.  La detección de anticuerpos en el 	suero 	e 

los receptores se efectúo mediante la técnica de ELISA indirecto. 

Los resultados obtenidos se observan en la figura 10. 
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l'ara la realización de la técnica de ELISA indirecto se utilizaron 

como sueros de referencia un grupo de 5 sueros provenientes de ratones 

con anticuerpos anti-T. cruzi (seropositivos). Se consideró positivo 

aquel suero problema que presentara una absorbancia (A) mayor a 

la absorbancia inedia de los sueros de referencia menos una desviación 

estándar (Xref-ISD) y menor a la Aren.' SD y anuo negativo aquel que 

presentara una A menor a Nref-1SD. 

En la figura 10 se observa que un suero de referencia positivo 

presenta una A mayor a la 71ref+ISD esto puede ser debido a un ruido 

de fondo elevado considerándose así un falso positivo. Los sueros 

problemas correspondientes a los ratones que no se inocularon (control 

negativo, lote I) se consideraron negativos excepto por uno cuya A es 

mayor a 7Cref + 1SD por lo que se considera un falso positivo ya que puede 

tener alguna sustancia que tenga reacción cruzada con T. cnizi, a este 

grupo de ratones solo se les determinó a los cuarenta días. Los sueros 

de los grupos de ratones receptores a los cuales a uno de ellos se les 

inoculó medio de cultivo y al otro células de bazo no-inmunes (lotes 11 y 

III respectivamente) se consideraron negativos a los O y 40 dias. A los 

sueros de los grupos de ratones infectados con T. cruzi excepto a los 

qué se les transfirieron células de bazo inmunes (lotes V y VI) se 

consideraron negativos a los O días, a los 40 días no se pudo determinar 
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si los sueros eran positivos o negativos debido a que los ratones 

murieron mucho antes de finalizar el estudio. 

Los sueros obtenidos a los O días de los ratones que recibieron 

células de bazo inmunes (lote IV) fueron negativos y a los 40 días 

fueron positivos, esto se debe a que al presentar parasitemia 

posiblemente debido a que algunas células de bazo inmunes estaban 

infectadas se logró la activación del sistema inmune del ratón receptor 

llevándose así la producción de anticuerpos. Los sueros obtenidos a los 

O y 40 días de los ratones que recibieron células de bazo inmunes y 

posteriormente retados con T. cruzi se consideraron negativos de acuerdo 

al criterio anteriormente planteado. En este caso se esperaba que a los 

40 días existieran anticuerpos pero estos resultados 	nos demuestran lo 

contrario por lo que se sospecha de una inmunosupresión en donde la 

producción de anticuerpos se ve alterada, en este caso disminuida. 
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DISCUSION 

En la enfermedad de Chagas, se ha visto la participación de la respuesta inmune 

humoral y celular. En trabajos como los de Thomas M. Trischmann y Barry R. Bloom►  

(1980), M.E. Rottenberg y E.L. Segura (1990), l)onald 13. Burguess y William Damon 

(1979) se ha demostrado que la inmunidad celular participa de manera activa en la 

protección contra la infección por T. erial. En este estudio se trató de generar una 

amplia producción de células inmunes a T. cruzi, para ello se requería de un antigeno que 

permaneciera constantemente en circulación para la estimulación frecuente del sistema 

inmune celular, en los trabajos anteriormente mencionados se utilizó la fase de 

epimastigote de 1*, cruzi como inmunógeno, estos son capaces de infectar pero la 

probabilidad de que sobrevivan y se transformen a la fase de tripomastigote sanguineo 

es muy baja, por tanto se requieren de varios refuerzos para asegurar una mayor 

activación de células inmunes; para evitar la generación de un bajo porcentaje de células 

inmunes, en este trabajo se empleó como inmunógeno la fase de tripomastigote sanguíneo 

puesto que al permanecer constantemente en circulación estimularla una mayor cantidad de 

células inmunes a T. cruzí presentándose la ventaja de evitar la inoculación con varios 

refuerzos. 

El porcentaje de mortalidad observado en el grupo de ratones receptores de células 

de bazo inmunes y retados con una dosis letal de T. cruzi (lote VII) fue del 0% indicando 

sin lugar a dudas que la protección se debe exclusivamente a las células del ratón inmune lo 
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cual se demuestra al observar que el 100% de los ratones inoculados con células de bazo no-

inmunes mueren al igual que los ratones infectados con T. comí, sin recibir células de bazo. 

Los resultados relacionados a las curvas de parasitemia muestran que la presencia de 

parásitos en sangre se debe a la inoculación con T. cruzi ya que los ratones retados con este 

parásito muestran parasitemia. Pero también se observa que los ratones que no se les 

inoculó T. cruzi pero se les transfirió células de bazo inmunes muestran parasitemia, esto se 

debe posiblemente a que algunas células de bazo inmunes estaban infectadas con 

amastigotes y que al transferirse a ratones receptores estos se infectaron. 

El efecto protector de las células de bazo inmunes se observa en la curva promedio 

de parasitemia de los ratones que se les transfirieron estas células y se retaron con T cruzi, 

para los que se observa que el nivel de parasitemia fue tan bajo que nunca fue mayor a 10' 

tripomastigotes sanguíneos por ml sangre, incluso al día 28 bajó a cero el nivel de 

parasitemia. El tipo de células que conforman la población de células de bazo inmunes son 

linfocitos T, t3, macrófagos, neutrófilos y eosinófilos, las cuales se ha visto que se activan 

quedando muchas de ellas como células de memoria para el reconocimiento del antígeno en 

posteriores inoculaciones con el parásito, por lo tanto, dichas células al transfetirse a ratones 

receptores que posteriormente se retaron con una dosis letal de tripomastigotes sanguíneos 

entraron en contacto nuevamente con el antígeno activando de una manera más rápida, y al 

haber células de memoria , éstas reconocen rápidamente al antígeno formando así una 

barrera de defensa contra la infección por T, cruzi que estimularian las células del sistema 

inmune del ratón receptor; mientras las células de bazo inmunes transferidas llevan a cabo 
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estos efectos contra los tripomastigotes de T. cndi las células del huésped se comienzan a 

activar y posteriormente llevan a cabo los mismos efectos. 

Comparando las curvas de parasitemia para los ratones receptores de células de 

bazo no-inmunes y retados con T cruzi y para los retados con T. cruzi sin recibir células de 

bazo, se observa que el tiempo en que murieron los ratones es menor para los primeros que 

los infectados con T. cruzi posiblemente debido a que las células de bazo no-inmunes 

transferidas, de alguna manera afectan al sistema inmune del ratón receptor, tal vez como un 

efecto inmunosupresor lo que origina que el ratón receptor se encuentre 

inmunocomprometido y por la infección que presenta por T. cruzi , ésta se desarrolla de 

manera letal en un menor tiempo que en el que ocurre en una infección normal. 

Respecto a la presencia de anticuerpos anti-T, cruzi en los ratones ensayados, se 

observó que los sueros correspondientes a los ratones sin inoculación (lote I), a los que se 

les inoculó medio de cultivo (lote II) y a los que se les transfirieron células de bazo no-

inmunes fueron negativos de acuerdo al criterio anteriormente mencionado (ver 

resultados) a los O y 40 días, esto se debió a que los ratones no fueron retados con T, cruzi y 

por consiguiente los ratones receptores no estuvieron en contacto con el parásito y entonces 

no se estimuló al sistema inmune. Esto también nos indica que tanto en el medio como en 

las células de bazo no-inmunes no hay alguna sustancia que tenga reacción cruzada con 

el tripomastigote sanguíneo, 



Con respecto a los sueros correspondientes al grupo de ratones que recibieron 

células de bazo inmunes y que se retaron con T. cruzi estos fueron negativos tanto a los O 

como a los 40 días esperando que hieran positivos, quizá no lo fueron por la supresión del 

sistema inmune (inmunosupresión) del ratón receptor por T_cruzi debido a la acción que , 

éste ejerce sobre las células de bazo como lo demostró Ramos, et.al en 1978 y Cunningharn 

en 1980, y más específicamente sobre la actividad de las células T ( Reed et al en 1983). 

Debido a la inmunosupresión de las células T y de la producción de 1L-2 la cual es necesaria 

para la estimulación pararían y autocrina de las células T no se lleva a cabo la estimulación 

de la producción de las otras cítocírtas 1L-4, 1L-5, 1L-6 e 11:10 capaces de la diferenciación 

de los linfocitos 13 a células plasmáticas y de la producción de anticuerpos que en este caso 

serian específicos para los tripornastigotes de T. mi,  es por ello que a los 40 días no se 

detectan anticuerpos anti-T, cruzi. 

Los sueros de ratones a los cuales se les transfirieron células de bazo inmunes y que 

no se retaron con T. cruzi  a los 40 días son positivos posiblemente debido a que algunas 

células de bazo inmunes transferidas estaban infectadas presentándose así el antígeno de L 

cruzi al sistema inmune y por lo tanto se llevó a cabo la producción de anticuerpos. En este 

caso no se pudo llevar a cabo la inmunosupresión ya que esta depende de la concentración 

del antígeno, en este caso de la dosis de inoculación con el parásito como observaron Ramos 

etal(1979) y Maleckar y Kierszenbaum (1983), el primero observó que ciertos número de 

parásitos presentes en las células de bazo infectadas pueden ser responsables de que no se 

presente la supresión debido a un menor número de parásitos como sucede en nuestro caso 

donde los parásitos presentes en las células de bazo inmunes son muy pocos en cambio 
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Maleckar y Kierszenbaum mostraron que a mayores concentraciones de T. cruzi sc llevó a 

cabo la inmunosupresión. Es por ello que en este caso no se presenta la inmunosupresión ya 

que el número de parásitos es relativamente pequeño como se puede observar en la curva 

promedio de parasitemia correspondiente, en cambio, la inmunosupresión se observa en el 

grupo de ratones que recibieron células de bazo inmunes y que se retaron con una dosis letal 

de T. cruzi ya que posiblemente se tiene un mayor número de parásitos debido al reto con T 

cruzi aunque se haya llevado a cabo la inducción de la protección contra la infección por L 

cruz}. 
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CONCLUSIONES 

1. La infección de tripomastigotes sanguíneos en ratones inducen la producción de células 

de bazo inmunes a T. cnizi. 

2. Las células de bazo inmunes a T. crin, provenientes de ratones infectados y que han 

presentado parasitemia por 4 semanas, son capaces de proteger al 100% de los ratones que 

reciben estas células, cuando son infectados con una dosis letal de T. crul. 

3. El hecho de que T. cruzi se encuentra constantemente en sangre y que por lo tanto sus 

antígenos estimulan frecuentemente el sistema inmune del huésped apoya los trabajos 

relacionados en la obtención de vacunas en las que antígenos se están poniendo 

constantemente en contacto con el sistema inmune del huésped tal como las vacunas a base 

de DNA en las que al inocular estas moléculas que codifican para un antígeno de un 

parásito, son expresados en el huésped de manera constante. 
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APENDICE 

Modo de preparación de las soluciones empleadas en los diferentes métodos utilizados. 

1. Mantenimiento de T, civil  en ratón y Obtención de ratones inmunes. 

Dulbecco's PBS (DPLIS): 

NaCI 8 g 138 mM 

KCI 0.2 g 2.7 mM 

Na2 1-1PO4  1.15 g 8.1 	mM 

K1-12  PO<  0.2 g 1.2 	inM 

112  O mega 	1000 ml 

pura 

Filtrar por una membrana de 0.22 rtm y 

esterilizar en autoclave. Se conserva 

indefinidamente a T ambiente. 

2. Detección de anticuerpos anti-T. cruzi. 

a) p-formaldehído al 2% : 

p-formaldehído 	2 g 

112  O destilada. 	100 ml 



b) PBS.T20 : NaCI 0.15 M, Nal-121'04  10 mM, p1-1,-7.8, 0,05% tween 20 

Stock 10x : NaCI 	 90 g 

Na112 1'04  .21-12 0 	13.8 g 

112 O bidestilada 	900 ml 

Disolver 

Ajustar p1-1 a 7.8 con NaOH 3M 

Aforar a 	 995 ml 

Filtrar sobre membrana de 0.2 pm 

Tween 20 	 5 ml 

Se conserva 6 meses a T ambiente. 

e) PBS.T20-BSA al 1% : 

PBS.T20 10x 	10 ml 

H2 0 dest. 	90 ml 

BSA (albúmina 	1 g 

sérica bovina) 

d) K3  Fe(CN)4  : Stock 100x: 

K3 Fc(CN)6 	0.33 g 

O dest, 	100 ml 

Se conserva 6 meses a T ambiente. 
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e) Tul ioox: 

3,3',5,5' tetrametil- 	13 mg 

benzidina 

DMSO 	 I oil 

Guardar a 4" en la obscuridad. 

O H2  02  130 ntM(100x): 

112  02  Id 30% 	143 pl 

112  0 bidest. 	10 ml 

Guardar por lo menos 1 mes a 

T ambiente. 

g) Buffer para sustrato: 0.1M acetato de sodio/Acido cítrico p1-1.0 

Acido cítrico 0.1M (50mI): 

Ac. cítrico monobidrato 
	

1.05 g 

H2  0 bidest. 	 SO ml 

Acetato de sodio 	1.36 g 

112  0 dest. 	 80 ml 

Disolver 
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Agregar ácido cítrico 0.1M hasta la 

obtención de p11 6.0 

112 0 dest. 	Aforar a 100 ml 

Filtrar sobre membrana de 0.2 Itin 

Guardar a C 

h) Conjugado GAM-POD (anti- y -globulina de ratón-peroxidasa): 

Diluyente: 

K3 Fe(CN)6  100% 	100 11 

PI3S.T20•BSA al 1% 	9.9 ml 

Conjugado: 

Dilución 1/10000 

GAM-POD 	4 III 

Diluyente 	400 11 

Dilución 1/20000 

Conjugado 1 /10000 	40 

Diluyente 	3.96 pl 
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i) Sustrato a preparar al momento de su uso: 

Buffer para sustrato 9.8 ml 

TMB 100 	100 pl 

Agitar 

112  02  100 	100 	id 

j) 112  SO4  IN: 

112  SO4  conc. (36N) 
	

10 ml 

112 0 dest. 	 350 ml 

3. Obtención de células de bazo inmunes y no inmunes. 

a) Medio RPMI 1640: 

Medio RPM1 1640 	16.2 g 

112  0 dest. 	1000 ml 

b) Solución para lisis de eritrocitos: 

N114  C1 	2.08 g 

KI4CO3 	0.25 g 

EDTA.2Na 	0.009 g 

112 0 dest. 	250 	ml 
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Filtrar por una membrana de 0.22 uni 

y esterilizar en autoclave. Se - - 

conserva indefinidamente a T amb. 

4. Transferencia de células de bazo inmunes y no•inmunes y reto con T.T. cni/i. 

Medio RPMI 1640: 

Medio RPMI 1640 	16.2 g 

1-12 0 Mi 	1000 ml 
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