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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas constituye un problema de Sa
lud Pdblica en varios paises Los reduvidos que transmiten Trypano

soma (Schizotrypanum)cruzi se encuentran diseminados en el Con-

tinente Americano y tanto en América del Norte como en América del

Sur el 20 a 309 de los reddvidos estdn infectados .

La Organizacién Mundial de la Salud reporté en 1960, -
casos de infeccion por este pardsito en huéspedes mamiferos. A -
pesar de 1ue en Estados Unidos de Norteamérica se ha encontrado T.
cruzi en varios mamiferos, la incidencia de la enfermedad en el --
hombre es baja ya que los tipos de construccion de casa-habitacién -
son menos favorables para el vector, opuesto a lo que ocurre en las
zonas endémicas de América del Sur. También el hecho de que algu
nas especies domésticas de reddvidos no suelen defecar en el momen
to de la picadura puede explicar la poca frecuencia de la enfermedad
en Norteamérica y en cambio los animales pueden infectarse al inge
rir los insectos o lamer las heces infectadas depositadas en su pela
je:

La frecuencia mds elevada de la enfermedad en el ho_rp



bre se observa en Brasil. En las zonas endémicas de Am¢crica del
Sur se ha estimado que el indice de frecuencia general es alrededor
del 20% de la poblacién "en riesgo”, lo cual da un resultado aproxima
do de 7 millones de personas infectadas. Aproximadamente el 10, de
las personas infectadas mueren durante la etapa aguda o sufren mio-

cardipatia grave en la etapa crénica de la enfermedad.

En México se desconoce la frecuencia de las infecciones
causadas por T. cruzi, pero las cifras de autopsia sefalan el 0.2%
de la poblacion. Koberle en Brasil, indica que las manifestaciones -
patologicas severas producidas por este pardsito son la causa de la

muerte en la tercera parte del material de autopsias (1-2).

La forma mds comin de infeccidén se efectia por medio
de las heces del insecto transmisor, contaminadas con las formas -
metaciclicas de los tripanosomas y depositadas cerca del sitio de la
picadura. Los pardsitos penetran la piel lesionada o las membranas
mucosas particularmente la conjuntiva ocular, causando una reaccion
inflamatoria local. La transmisién puede hacerse de individuo a indi
viduo, de animal a animal (reservorio), de animal a hombre y vice--
versa, También puede ocurrir de insecto a insecto por coprofagia y

canibalismo. Asi mismo, las transfusiones de sangre han constituido
un serio problema en las zonas endémicas ya que es posible observar



infecciones crénicas en sujetos sin antecedentes de etapas agudas y
los pacientes, en ocasiones, son asintomdticos. También se han re
portado casos de infeccién intrauterina y de lactantes por medio de -

la leche materna.

Dentro del huésped, la rdpida propagacion linfdatica del
pardsito produce una linfoadenitis regional aguda y la diseminacién he
matégena causa un estado septicémico con metdstasis. Los tripanoso
mas circulantes (tripomastigotes) abandonan los capilares después de
cierto tiempo y penetran las células tisulares en donde se transforman
inmediatamente en la forma intracelular de leishmania (amastigote), -
invadiendo de preferencia células del sistema reticulo-endotelial, mus
culo cardiaco y células de la neuroglia. Estas formas intracelulares
se multiplican por division binaria en una cavidad (pseudoquiste) y algu
nas se transforman en tripomastigotes. La célula huésped llena de pa-
rdsitos se rompe, los tripanosomas que salen reinvaden la sangre y -
maﬁtienen la infeccién penetrando dentro de nuevas células huésped . -
Las formas de leishmania no transformadas en tripanosomas permane
cen en la vecindad de los pseudoquistes rotos, se desintegran y vienen
a ser los responsables de las lesiones locales que pueden ser reaccio-

nes inflamatorias, lesiones degenerativas 6 reacciones alérgicas (1-3).



La infeccion por T. cruzi presenta en el hombre una sinto
matologia muy variada que va desde una forma subclinica a una letal,
en un periodo de tiempo que puede ser corto o largo. En nifios meno
res de 5 afios, sobre todo lactantes, aparecen con gran frecuencia sig
nos y sintomas de meningoencefalitis que es frecuentemente fatal. En
nifios de mayor edad y en adultos la enfermedad puede tener una forma
mds benigna, subaguda o crénica que .suele presentarse después de un

ataque agudo.

Los sintomas de la infeccién generalizada pueden aparecer
en el término de 4 dias a 2 semanas o mds después de la picadura del
transmisor. La parasitemia persiste durante la etapa aguda. En mds
del 40% de los casos agudos aparecen cambios electrocardiogrdficos, -
taquicardia, arritmias e insuficiencia cardiaca. Un ataque agudo de --
enfermedad de Chagas puede ocasionar la muerte del paciente o bien --
puede cursar hacia la recuperacion o entrar en la fase crénica de la in

feccion.

La forma croénica presenta periodos variables de remisién y
exacerbaciones con aparicién de tripanosomas en sangre circulante, --
aunque también puede ser asintomdtica en el comienzo. En un gran --
porcentaje de pacientes crénicos, se observan alteraciones electrocar-

diogrdficas caracteristicas. La dilatacién del aparato digestivo consi-



derada como caracteristica de la infeccién, es menos frecuente que

el ataque cardiaco

La dificultad para establecer el diagnéstico de esta en-
fermedad es debida a las variaciones en las manifestaciones clinicas
de la misma y ha provocado polémicas y diferencias de opinién entre
médicos e investigadores que por muchos afios la consideraron como
una enfermedad rara. Actualmente, con los métodos de investiga--
cion bioldgica se ha podido comprobar la alta frecuencia de esta pa-
rasitosis. Sin embargo, la falta de recursos terapéuticos y preven-

tivos hace relevante su importancia en la investigacién. (1-2).

Para conocer los mecanismos de inmunidad a un pardsito
es necesario considerar su estructura, su variabilidad antigénica -
relacionada con sus ciclos vitales complejos, su migracién de un -
medio tisular a otro, etc. La respuesta inmunolégica como fenéme-
no de defensa o como factor contribuyente al efecto patogénico del -
agente invasor, es de una importancia fundamental en la evolucién de la
enfermedad. La inmunidad adquirida a un pardsito puede incluir me-
canismos inmunitarios tanto humorales como celulares y producir di-
ferentes efectos en el pardsito y el huésped.

En el campo de la inmunologia se han realizado estudios -

sobre diferentes protozoosis. En animales infectados con T.
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brucei se ha demostrado una inmunosupresion sistémica de anticuer
pos especificos contra un antigeno heterdlogo (4). También se ha -
reportado una respuesta inmune severamente abatida a un antigeno -

no relacionado inyectado durante la infeccion por Leishmania donova-

ni (5). EI mismo efecto ha sido observado en malaria (6). En el ca
so de la infeccion por L..donovani se encontré una respuesta inmune
disminuida a pesar del incremento en los niveles de gamma globulina

sérica (5).

Con todos estos antecedentes se pensoé en la utilidad de -
investigar la respuesta inmune durante la infeccion con T. cruzi, es-
peculando que podria estar alterada ya fuera en el lado aferente o en
el eferente de la misma, ya que sabemos que: a) la destruccién de -
tejido asociada con la forma intracelular del pardsito produce un dafio
severo e irreversible en el huésped; b) existen diferencias en las ce-
pas de tripomastigotes de T. cruzi en su afinidad por tejidos especi-
ficos, por ejemplo reticulotrdpicas y miotrépicas (3) y c) el hecho de
que el sistema reticulo endotelial, a pesar de estar parasitado por las
cepas reticulotrépicas, actia en una forma importante contra la infec-

cién (7).

El objeto de este trabajo fué el de estudiar el efecto de

la infeccion con T. cruzisobre Ia habilidad para formar anticuerpos -



contra un antigeno no relacionado. Para el caso se utilizé una cepa
reticulo-miotrépica y se determiné en ratones, a diferentes interva-
los ¢l nimero de células formadoras de anticuerpos (CFA) a eritroci
tos de burro (EP). Se determinc tqmbién el indice fagocitico en otros
ratones similarmente infectados. Los resultados fueron comparados

con las respuestas de ratones normales.

Los resultados obtenidos indican que los ratones infecta
dos con T. cruzi muestran una supresion de la respuesta inmune a -
un antigeno heterdlogo. También se estudid el efecto de la infeccion
producida por este pardsito sobre la respuesta anamnésica y los re-
sultados obtenidos mostraron una inmunosupresién significativa de -
la respuesta secundaria, tanto en los niveles de anticuerpo circulante
como en el nimero de células formadoras de anticuerpo (CFA) a eri-

trocitos de burro (EB).



MATERIAL Y METODOS

Ratones. En todos los experimentos se usaron ratones
machos de la cepa Carworth Farm (CF1), con peso al iniciar los expe
rimentos entre 12 y 16 gramos. Se mantuvieron en jaulas de pldstico
con rejilla metdlica a una temperatura entre 16 y 20°C y se alimenta
ron con purina para ratones (Purina de México, S.A. de C.V.) y agua

ad libitum.

Trypanosoma cruzi. Se usé una cepa mio y reticulotrd

pica de T. cruzi proporcionada por el Dr. F Navarrete del Departa
mento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Guada-
lajara, Guadalajara Jal. y que se ha conservado por 2 afios con viru
lencia estabilizada en el laboratorio de Inmunologia del Departamento

de Ecologia Humana de la Facultad de Medicina de la U.N.A. M.

Globulos rojos de burro (EB). En todos los experimen-

tos se utilizaron glébulos rojos de un solo burro.

La sangre obtenida fué mantenida en solucién de Alsever
y conservada en el refrigerador (8). Los EB se lavaron 4 veces con una

solucién de NaCl 0.15 M y para su uso, se hizo una suspensién que con-
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tenia 1 X 10° células/ml en esta misma solucion .

Preparacion de la suspension de leucocitos de bazo. Se

extrajo el bazo de cada uno de los ratones y se deposité en una solu-
cién salina balanceada de Hanks (SSB). Cada bazo se procesé en for-
ma individual. La suspension celular se preparé en la misma solu-
cién por presion del 6rgano a traves de una tela de acero inoxidable
de 60 mallas/pulgadaz. Las células esplénicas de cada uno de los
ratones fueron colocadas en tubos de ensayo diferentes. Los eritro-
citos se eliminaron con NH4ClI al 0.83%. Los leucocitos se lavaron
3 veces con SSB y se llevaron al volumen deseado con esta misma so-

lucién.

Obtencidn de sueros para andlisis seroldgicos . El sue

ro para la determinacién de anticuerpos fué colectado de todos los ra-
fones cuyos bazos se emplearon para la investigacion de células forma
doras de anticuerpos en respuesta secundaria. El dia del sacrificio -

se extrajo la sangre de la arteria axilar de cada uno de los ratones, se
dejé6 coagular a la temperatura ambiente y se centrifugé. En cada --
grupo analizado, se reunieron los sueros de los animales infectados

en un tubo y los sueros de los animales controles en otro y ambos se

guardaron congelados para estudios serolégicos.
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Preparacion del antisuero. Las células productoras

de anticuerpos 7S (CFAI) se determinaron amplificando el sistema --
por la adicién de anticuerpos contra globulina gamma de ratén (9.10).
Este antisuero se preparé inmunizando conejos con globulina gamma
de ratén. La globulina gamma fué obtenida por precipitacion del sue
ro de ratén normal con (NHy)2 SO4 . El proceso se realizé dos veces.
Finalmente, se pas® por una columna de DEAE celulosa y fué fracciona
da con una solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M a un pH de 8.0.
Los conejos se inyectaron con 3 mg de globulina gamma de ratén agre
gada (calentada a 63°C por 20 minutos), mezclada con adyuvante com
pleto de Freund (8). La inoculacién se hizo en el cojinete plantar del
conejo en los dias 0 y 7.  El dia 14 recibieron la misma cantidad por
via subcutdnea. El dia 21 se sangraron los conejos y se hizo una prue
ba con el suero para buscar anticuerpos por el método de la doble di-
fusion en agar. Las placas indirectas (CFAI) fueron detectadas por la
adicion de este antisuero a una dilucidén éptima de 1:100 y de comple- -

mento (suero fresco de cobayo diluido 1:10 ) en SSB.

Cuenta de pardsitos. (i) Sangre: Los ratones

parasitados fueron sangrados el mismo dia del sacrificio. Se les --

limpidé la cola con alcohol, se dejé secar y se corté un pequeio pedazo
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de la punta. Se tom6 una pequeiia cantidad de sangre con pipeta para
cuenta de globulos blancos y se diluyé con NaCl 0.15 M que contenia
heparina. EI nimero de pardsitos méviles por mm3 de sangre fué
determinado en una cdmara de Neubauer, ajustdndose la cuenta a --

nimero de pardsitos méviles por mililitro.

(ii) Tejidos: En el momento de la necropsia, los corazo
nes de los ratones infectados y de los no infectados fueron extraidos -
asépticamente y pesados. En los animales infectados se contaron los
amastigotes de T. cruzi presentes en 1200 campos microscépicos de
preparaciones de miocardio de 6 p de grosor. Estas secciones fueron
cortadas en un criéstato y tefiidas con hematoxilina (11). Se estudia --

ron 10 secciones diferentes de cada corazén de raton.

Investigacién de placas hemoliticas. El andlisis de pla-

cas hemoliticas para determinar células productoras de anticuerpos
(CFA) a eritrocitos de burro (EB) se llevé a cabo sobre ldminas porta
objetos como lo describié Golub y col. (12). Las placas directas --
(CFAD) detectadas después de la incubacion exclusivamente con com
plemento (13) se consideraron producidas por células liberadoras de
anticuerpos 19S (IgM) y se determinaron 4 dias después de la inocula-

cion del autigeno. Las placas indirectas (CFAI) detectadas después -



lel tratamiento con antisuero y complemento (9, 10) se consideraron
producidas por células formadoras de anticuerpos de baja cficiencia
hemolitica (7S). Su determinacion se llevd a cabo 10 dias después -

de la administracién del antigeno.

Grupos controles y grupos experimentales. Los grupos

controles consistian de ratones normales inoculados con EB y otros
que no recibieron antigeno y que fueron probados para determinar -
el nimero de células de fondo a diferentes intervalos después de la

inoculacién con 2 X 10% pardsitos de T. cruzi .

Los grupos experimentales para investigar respuesta
primaria recibieron el antigeno antes o después de la inoculacién con
T. cruzi. La determinacion del nimero de células formadoras de -
anticuerpo 19S (CFAD) tanto en animales normales como infectados,
fué realizada en 10 grupos de 5 ratones cada uno a los dias 1,4,7,9,11,
14,16,18, 23 y 25 después de la infeccién con T. cruzi. La determina
cién de células formadoras de anticuerpo 7S (CFAIl) se llevé a cabo -
en 7 grupos de 5 ratones cada uno, tanto en animales normales como
en infectados, a los dias 1,5, 8,12,15,19 y 22 después de la infeccidn

con T. cruzi.

Los grupos experimentales para respuesta secundaria



recibicron ¢l segundo estimulo antigénico antes o despuds de la infec

cion con T. cruzi. La determinacién del niimero de células formado

ras de anticuerpos 195 y 7S, tanto en animales normales como infecta
dos, fué practicada en 6 grupos de 5 ratones cada uno, a los dias 3,10,

15,20, 25 y 29 después de la infeccion.

Procedimiento experimental para estudiar el efecto de -

la infeccioén con T. cruzi sobre la respuesta inmune.

A) Respuesta primaria

(a). La infeccion de los grupos experimentales se realizd
con 2 X 10 tripomastigotes (51.6 L.LD5(), inoculados por via intraperi-
toneal (dia cero).

(b). La inmunizacién se efectué con 0.5 ml de la suspen
sion del antigeno (1 X 10 EB/ml) por via intraperitoneal. Para deter-
minar células formadoras de anticuerpos 19S (CFAD) los animales fue
ron sacrificados 4 dias después de la inmunizacion. Para la determi-
nacion de placas indirectas 7S (CFAI), los ratones fueron sacrificados
10 dias después de la administracién del antigeno.

(c). El dia senalado para el sacrificio los ratones infec-
tados y controles fueron sangrados y sacrificados. Se extrajeron los

bazos y se procesaron por separado. En estas supensiones celulares



se determiné el nimero de células viables/ml por ¢l método de exclu
sién con aziil Tripano utilizando una cdmara de Neubauer y pipetas pa-

ra cuenta de glébulos blancos (14).

(d). La determinacién de CFA se realizo colocando tubos de
12 X 75 mm que contenian 0.4 ml de agarosa al 0.5% en SSB en un ba-
fio Maria a 42°C A cada tubo se le adicioné 0.05 ml de una suspen--
sién de EB al 10% en SSB y 0.1 ml de la suspensi6n de células de bazo
en estudio. Se agité el tubo brevemente y se deposito la gelosa sobre
una ldmina porta objetos previamente barnizada con Agar Noble (Difco,
Detroit, Mich. ) al 0.1% en una solucion de NaCl 0.15 M. Estas ldmi
nas se incubaron durante una hora a 37°C, colocdndolas en placas es-
peciales y dentro de cajas de pldstico, en una atmésfera himeda.

A las laminas para estudio de anticuerpos 19S5 (CFAD) se les adicion6
el complemento (suero fresco de cobayo diluido 1:10 en SSB) y se incu-
baron nuevamente, durante dos horas.

(e). A las placas de agar usadas para determinar células for
madoras de anticuerpos 7S (CFAI), se les adicioné anti-globulina gamma
de ratén a la dilucién 6ptima predeterminada (1:100), después de la pri-
mera incubacién (9,10). A continuacién se incubaron nuevamente duran
te 60. .minutos a 37° C, después se anadi6é el complemento y se incuba-

L]

ron 60 minutos mds.
(f). Se contaron las placas de lisis en las ldminas porta --



objctos con la ayuda de un contador de colonias. El andlisis de pla-
cas hemoliticas fué llevado a cabo por cuadruplicado en cada bazo.
Se calculé el nimero de células formadoras de placas por 106 de --

células de bazo, segtn la técnica de Golub y col. (12).

(B) Respuesta secundaria

(@). La primera inyeccion de 0.5 ml de la suspension de --
glébulos rojos de burro por via intraperitoneal se llevé a cabo un mes

antes de la infeccién con T. cruzi.

(b). Antes de recibir el segundo estimulo, se hizo un andlisis
de CFAD y CFAI en un grupo de ratones inmunizados primariamente

con EB.

(c). La infeccién de los grupos experimentales de ratones se
realizé el dia cero (30 dias después de la primera inyeccion de EB) con

2 X 10% tripomastigotes inoculados por via intraperitoneal.

(d) . La segunda inyeccion del antigeno (EB), en igual canti-
dad y por la misma via que la primera, se practicé 5 dias antes del -
sacrificio en cada grupo que comprendié 5 ratones infectados y 5 nor-
males.

(e). EIl dia del sacrifico (3,10,15, 20, 25 y 29 dias después --
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de la infeccidn), se sangraron los ratones infectados y normales y se
extrajeron los bazos. Cada bazo se procesd por scparado para obte-
ner las supensiones celulares esplénicas de cada animal. A estas -
suspensiones celulares se les hizo cuenta de células viables en cdmara

de Neubauer, como se menciond anteriormente.

(f). El plaqueo se llevé a cabo en la misma forma que se
hizo para la respuesta primaria, determinando tanto placas directas

19S (CFAD) como indirectas (CFAI).

Actividad fagocitica. Con el propésito de estudiar la acti-

vidad fagocitica, grupos de ratones controles y grupos de ratones in-
fectados con T. cruzi fueron probados a diferentes intervalos después
de la infeccién, por una modificacién del método descrito por Biozzi -
y col. que se basa en la eliminacién de carbén coloidal de la circula-
cién (15). La cantidad de carbon coloidal eliminada de la circulacion
se tomd como una medida de la actividad fagocitica del sistema reti-
culo-endotelial (16). Los ratones se inyectaron por via intravenosa con
una suspensidn de tinta China (CII-143-1A, Gunther Wagner, Pelikan --
Werke, Hanover, Germany) que contenia 55mg/ml, pH 7 . 3-7.4. La
dosis usada se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacién: dosis en

ml = peso corporal/100. Tres minutos después de la inyeccién de --



carbsn coloidal se¢ obtuvieron muestras de sangre de 0.02 ml de cada

uno de los ratones, por puncién del plexo venoso retro-orbital.

LLa cantidad de carbdn se estimé en un espectrofotémetro
Zeiss, ELKO III, a una longitud de onda de 490 nm, comparando la -
densidad 6ptica obtenida en el mismo animal antes y después de la -
inyeccion del material. Los datos obtenidos en los grupos infectados
fueron comparados con los observados en los grupos de animales con

troles no infectados.

Determinacién de anticuerpos anti-eritrocitos de burro -

en el suera.

(A) Anticuerpos totales. Los sueros de cada grupo experimental y

control correspondiente, se inactivaron a 56°C durante 30 minutos y
se les determiné la presencia de anticuerpos contra glébulos rojos de

burro (EB) por el método del 50% de hemdlisis (8).

(a). Se hicieron diluciones seriadas de estos sueros. En

cada tubo se colocé 0.1 ml de suero diluido.

(b). Se afiadié 0,1 ml de glébulos rojos de burro (EB) --
lavados, a una concentracién de 1 X 107 células/ml y se incubaron a

37°C durante 30 minutos .
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(c). Se les adicioné 0.2 ml de complemento (1:30) y se incu-

baron nuevamente a 37° C durante 60 minutos .

(d). Se les agregé 2 ml de buffer veronal. Se centrifugaron
los tubos a 1500 r p m durante 15 minutos y se ley6 la densidad 6pti-
ca en un espectrofotémetro Zeiss, ELKO III, a una longitud de onda

de 541 mu.

Todas las pruebas se hicieron por duplicado y usando contro
les. La actividad de los anticuerpos estd dada en unidades de 50%, de

hemdlisis por mililitro de suero .

(B) Tratamiento con 2-mercaptoetanol (2-ME). La fraccién del suero

total con actividad de hemolisinas resistentes al tratamiento con 2-ME
0.1 M, se determin6 al mismo tiempo que la actividad de anticuerpos to
tales. Las inmunoglobulinas sensibles al 2-ME se consideran anticuer
pos con una constante de sedimentacion de 195 (17). La diferencia --
entre la actividad de hemolisinas totales y la actividad de hemolisinas -

resistentes al 2-ME representan anticuerpos 19S.

El tratamiento con 2-ME fué llevado a cabo diluyendo los
sueros 1:2 en una solucién de NaCl 0.15 M, y dializando durante 24hr

a la temperatura ambiente contra una solucién 0.1 M de 2-ME diluido
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en NaCl 0.15 M. Después del tratamiento con 2-ME las muestras de
suero se dializaron durante 18 hr a 0° C contra iodoacetamida 0.01 M
en una solucion de NaCl 0.15 M. Finalmente las muestras se dializa
ron a 0°C durante 24 hr contra una solucién amortiguadora de barbi
tal modificado, pH 7.4, efectuando cambios repetidos de esta solucién
(18). Este material fué utilizado para la determinacién de hemolisinas

resistentes al 2-ME (75).



RESULTADOS

Determinacién de niveles de pardsitos a diferentes inter

valos desEués ggg_infeccidn EIE ratones-@_"_lj. cruzi: (i) Cuenta de

pardsitos en sangre. Las cuentas de pardsitos en la sangre de rato-

nes infectados con tripomastigotes de T. cruzi se muestran en la Ta

bla I. Los tripomastigotes se observaron en todos los ratones 24 hr
después de la infeccién. El nimero de pardsitos aumenté en el curso

del experimento llegando a su mdximo el dia 23.

(ii) Cuenta de pardsitos en musculo cardiaco. En los co-

razones de los ratones infectados se observaron inicialmente nidos -
con formas de amastigotes, el dia 9 después de la infeccion. El nd-
mero de nidos observados después de examinar 1200 campos micros
cépicos aumentd después de 9 dias. Este aumento se manifesté cla-
ramente 18 dias después de la infeccién (Tabla [). Posteriormente -
el nimero de nidos en el tejido del miocardio disminuyd. Por otro
lado, el peso del corazén de los ratones infectados presentd un incre
mento gradual durante todo el experimento. La diferencia en el peso

de los corazones entre el grupo control y el infectado observada des
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pués de 18 dias de infeccion, fué significativa (Tabla 1).

Determinacion de actividad fagocitica en animales infecta

dos con T. cruzi. Los experimentos de eliminacion de carbdn coloidal
demostraron que la actividad fagocitica fué mayor en los grupos infec-
tados que en los no infectados. A partir del dia 5 esta diferencia fué

significativa (P<0.01l). La actividad fagocitica aumentada de los ani

males infectados se mantuvo durante todo el experimento (Tabla 11).

Determinacion de cé€lulas formadoras de anticuerpos (CFA)

células formadoras de anticuerpos contra eritrocitos de burro en rato-

nes no inmunizados e infectados con T. cruzi se determinaron los dias

1,4,7,10,14,16, y 18 después de la infeccién. Aunque la parasitemia -
en estos animales fué progresiva a lo largo del experimento, no se ---
observaron mds de 6 células sintetizando anticuerpos en 100 analiza--

das, tanto de CFAD (19S) como de CFAI (75).

Respuesta primaria de células formadoras de anticuerpos

_1_2_5 (CFA_Q)_@_n ratones inmunizados con eritrocitos _d_e burro a diferen

determinar el efecto de T. cruzi sobre la respuesta inmune primaria

contra eritrocitos de burro, se examinaron los ratones a intervalos
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diferentes durante 25 dias después de la infeccion. Las CFAD no mos
traron diferencias entre los ratones normales y los infectados duran-
te los primeros 9 dias. Sin embargo, a partir del dia 11 hasta el fi--
nal del experimento, los ratones infectados mostraron una disminu--
cion significativa en el nimero de CFAD cuando se les comparé con

ratones normales no infectados (P<0.01-0. 00l) (Tabla III).

Respuesta primaria de células formadoras de anticuerpos

75 ~ (CFAI) en ratones inyectados con eritrocitos de burro a diferen-

tes intervalos, antes o después de la inoculacién con T. cruzi. Las

CFAI en ratones infectados con T. cruzi e inmunizados con eritro-
citos de burro a intervalos diferentes, no mostraron cambios signi-
ficativos durante los primeros 12 dias del experimento. Del dia 15 -
en adelante el grupo infectado mostré una disminucién significativa -
en CFAI (Tabla 1V). La disminucién en CFAI (7S), fué observada ca-
si al mismo tiempo que la disminucién en la respuesta de CFAD (19S)
Tabla III).

Respuesta secundaria en ratones estimulados con eritroci-

tos de burro a diferentes intervalos antes o después de la inoculacién

con T. cruzi, Como se puede ver en la Fig. 1, las células formado-

ras de anticuerpos 7S (CFAI) en ratones infectados con T. cruziy -
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reestimulados con eritrocitos de burro a diferentes intervalos, no --
mostraron cambios significativos los 3 primeros dias del experimento,
Sin embargo, el dia 10 el grupo infectado mostré una disminucién sig-
nificativa en el nimero de CFAI (P<0.0l). Esta disminucién en CFAI
fué mayor en los siguientes dias de la infeccién con T. cruzi (P<0.001).
Los ratones usados en este experimento y que habian sido inmunizados
con eritrocitos de burro 30 dias antes de la infeccién no contenian ---
CFAl al inicio del experimento.

Hemolisinas del suero. Los anticuerpos contra eritrocitos de burro -

en los sueros de los ratones infectados con T. cruzi mostraron esen-
cialmente un patrén de respuesta similar a la observada en la investi
gacién de CFAI (Fig. 2). Los titulos de anticuerpos totales asi como
los titulos de anticuerpos 7S en los grupos controles no infectados que
solamente recibieron las dos inyecciones de eritrocitos de burro, no
mostraron gran variacién durante todo el experimento. Por otro lado,
aunque los titulos de hemolisinas totales en el suero de ratones infecta
dos con T. cruzi no fueron diferentes de los de los ratones no infecta
dos en los 10 primeros dias después de la infeccién, disminuyeron en
estos ratones infectados después del dia 10. El dia 15 se observé un
descenso significativo en el titulo de hemolisinas y este titulo continué

disminuyendo a medida que transcurria el tiempo de infeccion.
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Cuando estos mismos sueros se trataron con 2-ME, los titulos de -
hemolisinas 7S estuvieron también disminuidos en igual forma que --

los descritos en los sueros no tratados con 2-ME.

Determinacién de la LDsq de la cepa de tripomastigotes de

T. cruzi.Para determinar la dosis letal de tripomastigotes necesaria
para matar el 50% de los ratones en un periodo de 30 dias (L Dgq/30
dias), se usé el sistema de Reed and Muench (19). La dosis LDgg -
resulté ser de 387 tripomastigotes/animal. Esta dosis conduce a la
muerte a la mitad de los animales en 30 dias. Nosotros usamos un
inéculo que contenia 20, 000 tripomastigotes/animal o sea una dosis -
letal 100% (51.6 veces la LDsg). En los grupos de ratones que reci--
bieron un inéculo diez veces menos infectante, de 2000 6 200 tripomas
tigotes, el porcentaje de mortalidad a los 30 dias fué€ de 80% y 38% res

pectivamente.



DISCUSION

Los resultados obtenidos en estos estudios sobre el efecto -

que tiene la infeccion experimental con T. cruzi en la respuesta inmu

ne primaria y secundaria a un antigeno heterélogo indican la existen-
cia de un estado de inmunosupresién. En ambos casos la supresion -
se observs entre el 5%y 7°dia después de la infeccién. En esos dias
el nimero de pardsitos en la sangre era aproximadamente de 1 X 10°

tripomastigotes/ml.

La necesidad de usar eritrocitos de burro fué debida a que -
ha sido demostrado que el suero de conejos infectados con T. brucei
contiene aglutininas heterdfilas (20) para los eritrocitos de borrego,
aunque ratones similarmente infectados no las contienen (4). Por lo
tanto, el uso de eritrocitos de burro elimina la posibilidad de antige-
nos de reaccién cruzada en los ensayos de células formadoras de an-

ticuerpos (CFAD y CFAI).

Los andlisis de CFAD y CFAI llevados a cabo en ratones in-
fectados con T. cruzi pero no inmunizados con eritrocitos de burro,

revelaron solamente 6 X 100 CFAD 6 CFAI. Este nimero de células
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formadoras de anticuerpos fué similar en los ratones poco parasita-
dos y en los altamente parasitados que no habian sido inmunizados -

con EB.

El efecto inmunosupresor en la respuesta primaria y se-
cundaria llega a ser mds evidente cuando el nimero de pardsitos au--
menta tanto en la sangre periférica como en el tejido del musculo car
diaco. En cambio, no hubo respuesta disminuida de CFAD 6 CFAI -
en los estados iniciales de la infeccién, cuando el nimero de pardsitos
en sangre estaba por abajo de 1 X 106 tripomastigotes/ml y atn no se

observaban nidos de amastigotes en musculo cardiaco (Tablas III y 1V).

Es interesante observar que en los ratones infectados
con T. cruzi la actividad fagocitica fué mayor que la observada en --
los ratones no infectados. Se sabe que los macréfagos juegan un papel
importante en la respuesta inmune (21, 22), era por tanto légico espe-
rar que la respuesta inmune a antigenos particulados como el usado -
en este trabajo (eritrocitos de burro), fuera normal. Sin embargo, -
nuestros resultados muestran que los animales infectados presentan
un nimero significativamente disminuido de células formadoras de --

anticuerpos.

El efecto inmunosupersor ejercido por varios agentes



infectantes sobre la respuesta inmune es bien conocido (4,5,23-27),

Sin embargo, el mecanismo exacto de esta inmunosupresion se desco

noce. Se han postulado varias hipétesis para explicar la inmunosupre
si6n observada durante infecciones por protozoarios, pero hasta ahora
han sido inadecuadas ya que los eventos que siguen a la administracion
del antigeno son extremadamente complejos (4,5,28). Los protozoa--
rios pueden inducir inmunosupresién a diferentes niveles. Por ejem-
plo, Strikland y col. (28), han reportado en ratones infectados con --

Toxoplasma gondii una depresién de la respuesta de IgM a eritrocitos

de borrego. Por otro lado, infecciones por Plasmodium berghei en --

ratones, produce una marcada reduccién de la respuesta inmune pri_
maria y secundaria a eritrocitos de borrego, la cual coincide con el
aumento de la parasitemia (23, 24,29). Infecciones debidas a otras --
especies de tripanosoma y sus efectos sobre la respuesta inmune, --
han demostrado un comportamiento variable. Por ejemplo.la infec --
cién por I‘ gambiense dafia no solamente la respuesta inmune humo-
ral sino también la respuesta inmune mediada por cé€lulas (25). En es
te tipo de tripanosomiasis la parasitemia observada es baja. Sin em-
bargo, la infeccién por _r brucei en ratones produce ambas, una al-
ta parasitemia y una severa alteracion de la funcion del sistema ---

reticulo-endotelial que se traduce en una falla de la respuesta humo-
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ral y una ligera reduccion en la inmunidad mediada por células (26).
Ademds, ’_[‘ rhodesiense (Nyoriana), casi en las mismas condiciones
experimentales de nuestros estudios, induce muy elevadoé niveles de
parasitemia (tan altos como 4 X 108 pardsitos por ml) y no tiene nin
gin efecto o muy poco, sobre la respuesta de anticuerpos (30). Co-
mo podemos ver, las infecciones producidas por diferentes especies

de tripanosoma inducen diferentes efectos sobre la respuesta inmune.

No tenemos todavia una explicacién plausible del mecanis-
mo de inmunosupresién a eritrocitos de burro en ratones infectados
con T. cruzi. Sin embargo, nuestros resultados no indican que el
bloqueo del sistema reticulo-endotelial sea el responsable de la res-
puesta disminuida como fué sugerido previamente (4,5, 31), ya que la
actividad fagocitica del sistema reticulo-endotelial estd aumentada en
los animales infectados. También se sabe que las infecciones por --
T. cruzi pueden afectar severamente el bazo (32,33), Se ha sugerido
que la competencia antigénica (fen6meno que produce respuesta hu --
moral disminuida) juegue un papel en esta inmunodepresién, aunque
no siempre se ha observado inmunosupresién en condiciones simila-
res a las aqui reportadas, en infecciones por otros protozoarios (24).

Ademds, en estos ratones infectados con T. cruzi los requerimientos
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de tiempo para que ocurra la mdxima competencia antigénica pueden
no ser satisfactorios, ya que Eidinger y col. (34), demostraron que
se necesitan intervalos de tiempo apropiados entre las inyecciones --

de los dos antigenos.

El hecho de que la inmunosupresion ocurra en enfermeda
des producidas por diferentes microorganismos (23), indica que de-
be existir un comun denominador en su efecto sobre la respuesta in-
mune. Por ejemplo, se ha discutido que los organismos en prolifera
cién pueden liberar substancias metabdlicas que pueden de alguna ma
nera ser deletéreas para los linfocitos inmunocompetentes (5). En -
el caso de la infeccién por leishmania se ha demostrado un aumento -
significativo en la globulina gamma del suero (5), lo que podria impli
car la formacién de complejos antigeno-anticuerpo los cuales podrian
ser responsables de la supresién (35). El requerimiento de que la -
globulina debe ser especifica para el correspondiente antigeno no ha -
sido establecido plenamente (36). Sin embargo, se ha demostrado --
que la gran concentracién de globulina gamma que se produce duran-
te una infeccién por leishmania no es especifica para antigenos homé
logos, aunque los anticuerpos a tejidos autSlogos pueden existir y se

han encontrado dep6sitos amiloides en el rifién (37).
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Otro mecanismo potencial que puede tomarse en cuenta -
en la inmunosupresion es el papel del interferdn, ya que estas infec-
ciones por protozoarios presentan una fase intracelular obligada. La
estimulacién de produccién de interferén por estos pardsitos en la --
misma forma que los virus, es una posibilidad que no puede ser eli-
minada. Por ejemplo, en un reporte reciente Chester, Paucker y --
Merigan (38) han demostrado in vivo, la influencia inmunosupresora -
del interferén exégeno de ratén para las-células productoras de anti-
cuerpos en ratones inmunizados con eritrocitos. Ademds se ha demos
trado que el interferdn inhibe la sintesis de DNA inducida por fitohema
glutinina o por células alogénicas (39). En estas condiciones el inter
ferdn puede, de alguna manera, modificar la funcién de los linfocitos,
tanto los derivados del timo como los derivados de la médula 6sea. -
Por lo que respecta a una posible alteracién de la funcién de linfocitos
"T" y "B" por el interferdn, se ha reportado que la incidencia de en-
fermedades autoinmunes es extraordinariamente baja en aquellos pal’
ses en los cuales se observan problemas de parasitismo muiltiple e --
intenso (40). A este respecto es importante sefialar que las infeccio-
nes por tripanosoma reducen la severidad de neuritis alérgica expe-

rimental en conejos (41).



CONCLUSIONES

El efecto de la infeccion experimental con T. cruzi en --
ratones sobre la respuesta inmune primaria y secundaria a eritroci-
tos de burro, se tradujo en una inmunosupresion significativa de --
inmunoglobulinas 19S y 7S. La determinacidn de células formadoras
de anticuerpos (CFA) en animales infectados mostré una reduccién --
significativa 10 dias después de la infeccién. La supresién de anticuer
pos fué mayor a medida que se incrementaron la parasitemia y la pre-
sencia de nidos de amastigotes en el musculo cardiaco. Resultados --
similares se observaron en los sueros de los ratones infectados con -
este pardsito, donde el titulo de anticuerpos determinado por hemélisis
estuvo también disminuido a lo largo del experimento. Los ratones no
infectados y que fueron inmunizados con eritrocitos de burro, no mos-
traron cambios importantes en el nimero de CFA 6 en el titulo de an-
ticuerpos séricos durante el desarrollo de los experimentos. Por lo
tanto podemos concluir que la infeccién aguda por T. cruzi en ratones

presenta las siguientes caracteristicas:

1. Niveles elevados de parasitemia en los animales de --
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experimentacion después del quinto din de infeecion.

2. Supresion de la respuesta inmune humoral tanto primaria
como secundaria, a un antigeno no relacionado (eritrocitos de burro),
inyectado a diferentes intervalos antes o despucs de la infeccion con -

T. cruzi

3. Aumento de la actividad fagocitica posiblemente producida

a traves de mecanismos inmunes mediados por células.

Los datos obtenidos de la respuesta inmune primaria y secun-
daria sugieren que la infeccion por T. cruzi tiene un efecto sobre el

lado eferente de la respuesta inmune.
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TABLA I

Determinacién de niveles de par&sitos en ratones infectados con Trypanosoma cruzi

Dias después Ratones Pardsitos en % de nidos de Peso del corazbn +.E.E.

de la infec- por sangre x 10°/ml amastigotes en -

cidén? Grupo (promedio) el coraz§n.b i

(promedio) mg P

1 6 .001 0 117.6 + 5.04 >0.6
4 5 .05 0 115.4 + 6.09 >0.8
9 6 o B 0 118.2 + 4:15 >0.5
9 5 1.26 4.25 123.2 ¥ 3.15 >0.1
11 6 4.62 5.0 131.8 + 6.52 >0.05
14 6 10.31 17.2 122.2 + 4.87 >0.2
16 6 11.98 371 134.4 + 7.57 >0.05
18 4 10.85 93.1 152.1 + 6.79 <0.01
23 4 26.71 24.0 147.3 + 11.78 <0.05
25 4 14.23 9+3 152.5 + 12.4 <0.05

Grupo control
no infectado 6 0 0 113.3 + 6.2 E

@Ratones CF1l inoculados i.p. con 2x104 tripomastigotes de T. cruzi

bSecciones de corazdn de ratones infectados fueron examinadas para investigar nidos de amasti-

gotes de T. cruzi. El porcentaje de nidos de amastigotes fué calculado de los datos obteni--
dos despues de contar 1,200 campos microscdpicos.

€El1 valor de p fué calculado por comparacién de los grupos de ratones infectados y controles
por la prueba t de Student.



TABLA II

Eliminacién de carbén coloidal de la circulacidn sanguinea de ratones

normales y de ratones infectados con T. cruzi

Densidad 6ptica (D.0.) de sangre 3 minutos después de la
inyeccibén de carbén coloidal + E.E.2

Dias despues No-infectados Infectados Porcentaje
de la infeccidn (NI) (1) diferencia
b
NI vs. I P
1 0.66 + 0.05 0.57 + 0.06 14 >0.2
5 0.47 + 0.03 0.33 + 0.01 30 <0.01
7 0.59 + 0.02 0.36 + 0.05 39 <0.01
14 0.63 + 0.01 0.20 + 0.03 68 <0.001
18 0.54 + 0.04 0.29 + 0.03 46 <0.001
23 0.45 + 0.04 0.25 + 0.03 44 <0.01

@Ratones con peso aproximado de 25 g fueron inoculados i.v. con 0.25 ml de una
suspensidn de carbén coloidal que contenia 55 mg/ml pH 7.35-7.4. La cantidad
de carbdn que permanecid después de 3 minutos fué calculada espectrofotométri
camente. Una D.O. mids pequefia indica que permanece menos carbén en circula--
cibén y que la actividad fagocitica estd aumentada. Promedio de 5 animales/dia
+ error estandar.

bEl valor de p fué calculado por la prueba t de Student.



TABLA III

Efecto de la infeccibfn experimental en ratones con Trypanosoma cruzi

sobre la respuesta de cé€lulas formadoras de anticuerpos 195 (CFAD)

contra eritrocitos de burro (E B)

Promedio de CFAD x 106 células Viablesb

Dias después

de la infeccién? Log + E.E. Geométrico Ec
1 2.49 + 0.03 310 5,6
L 2.62 + 0.09 417 >-6
i 2.12 + 0.16 132 ».05
9 2,20 #0.19 166 Sl
11 1.35 + 0.28 22.4 <.01
14 2:0Y1 +.0.12 103 <.02
16 1.25 #1035 17.8 <.02
18 1.29 + 0.10 19.5 <.001
23 1.18 + 0.17 15.2 <.01
25 0.79 + 0.31 6.1 <.01
Grupo control 2.54 + 0.12 347 =

no infectado

aRatones CFl inoculados i.p. el dia 0 con 2 x lﬂ4

bLos ratcnes infectados fueron inmunizados con EB a diferentes interva-
los, antes & después de la infeccibn con T. cruzi. Los animales fue-
ron sacrificados 4 dfas después de la inmunizacibn y se determind el
nimero de CFAD. Promedio de 5 ratones + error estandar.

tripomastigotes.

CEl valor de p fué determinado por la prueba t de Student por compara-
cidn del grupo infectado con el grupo control no infectado.



TABLA IV

Efecto de la infeccidn experimental en ratones con Trypanosoma cruzi

sobre la respuesta de células formadoras de anticuerpos 7S (CFAI)

a eritrocitos de burro (EB)

Promedio de CFAI x 106 células viablesb
Dias después Log + E.E. Geométrico EC
de la infeccidn? -
2.44 + 0.08 276 >0.8
5 2.33 + '0.21 215 >0.4
2.34 + 0.22 220 >0.7
12 2.28 + 0.07 191 »0.2
15 1.66 + 0.27 46 <0.05
19 1.76 + 0.18 58 <0.01
22 1.50 + 0.05 32 <0.001
Grupo control 2.41 + 0.07 258 St

no infectado

dRatones CF1 inoculados i.p. el dia 0 con 2 x 104 tripomastigotes

bLos animales fueron sacrificados 10 dias después de la inmunizacidn con EB
y se determind el nfimero de CFAI en células de bazo. Promedio de 5 ratones
por grupo.

€El valor de p se determindé por comparacidn entre los grupos infectados y el
grupo control, por la prueba t de Student.
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DIAS DESPUES DE LA INFECCION

Fig. 1. Efecto de la infeccion en ratones, con 2 X 104 tripomastigotes
de T. cruzi sobre la produccién de células formadoras de anticuerpos
7S (CFAT) en la respuesta secundaria contra eritrocitos de burro ---
(1 X 10% célula s/ml) administrados por via i.p. antes o después de la
infeccién. Los animales controles no infectados (0=——0) que reci-
bieron el scgundo estimulo del antigeno eritrocitico desarrollaron una
respuesta uniforme de CFAI durante el experimento. Sin embargo, los
animales infectados que también fueron rc¢cstimulados con EB (@——e)
exhibieron una supresion significativa (P €0.01) enla respuesta de CFAI
después de 10 dias de infeccién. Esta inmunosupresion continué au --
mentado durante todo el experimento a nivel significativo ( P<0.001).
Cada punto representa el promedio de 5 animales + crror estandar.
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Fig. 2. Efecto de la infeccién en ratones con 2 X 104 tripomastigotes
de T.cruzi sobre la respuesta de anttcuergos circulantes (totales y -
hemolisinas 7S) a la reinyeccién de 1 X 107 EB administrados por via
i.p. antes o después de la infeccién . Ratones controles que recibie--
ron el 2o0. estimulo de EB y no fueron infectados con el pardsito, mos
traron durante todo el experimento una variacién menor tanto en la can
tidad de anticuerpos totales (&——a) como en la cantidad de anticuer--
pos resistentes a 2-mercaptoetanol (7S) (8&——8). En cambio, los sue
ros de la animales infectados con T. cruzi mostraron una inmunosupre
sion después de 15 dias de infeccién tanto en los titulos de anticuerpos
totales (4- - -4) como de anticuerpos 7S (@- - @). Cada punto represen
ta el promedio de un grupo de sueros obtenidos de 5 animales y reali-
zado por duplicado.
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