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INTRODUCCION 

La enfermedad de Chagas, es una infección que consti 

tuye uno de los mayores problemas de salud en muchos paises. 

El agente causal de esta parasitosis es Trypanosoma (Schi

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

varían de estados sub-clínicos a letales en un corto o lar

go período de tiempo (1). 

Así mismo, el daño, causado por T.cruzi en la enfer

medad aguda, resulta en parte, de la destrucción de tejidos 

asociados con las fases intracelulares del parásito. Las 

cepas le ~ tienen en su fase de tripomastigotes dife

rente habilidad para invadir tejidos específicos. Cepas 

retículo y miotrópicas representan extremos en este espec

tro; manifestando la primera generalmente mayor virulencia 

(2). Sin embargo, el sistema ret!culoendotelial juega un 

papel muy importante en la resistencia contra la infecci6n 

(3). Además de los antecedentes mencionados, en nuestro 

laboratorio se han hecho experimentos para estudiar el efes 

to de la infección por ~' sobre la habilidad para fo~ 

mar anticuerpos contra antígenos no relacionados (eritroci

tos de burro), encontrándose una inmunosupresi6n importante 

tanto en respuesta primaria como en ruspuosta secundaria (4). 
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La evolución de este estado de inmunosupresi6n se rea

lizó por medio de titulación de anticuerpos circulantes y 

de cuantificación in~de células formadoras de anti

cuerpo. 

Es de sobra conocido que en la respuesta inmune h!:!_ 

moral intervienen tres tipos de células: macrófagos, linfo

citos derivados del timo, llamados T, y linfocitos depen

dientes de la médula ósea, ó B, de los cuales nos ocupare

mos en los siguientes párrafos: 

Hay consideraciones directas e indirectas para es

tablecer la importancia de las interacciones macr6fago-lin-

focito en la inducci6n de la respuesta inmune (5-8). Las 

interacciones entre linfocitos sensibilizados y macr6fagos, 

probablemente estén mediados por factores solubles y son de 

capital importancia en el lado efector de la respuesta in

mune, mediada por células. 

Existe una heterogeneidad funcional considerable 

en las poblaciones de macrófagos, y alguna de sus propieda

des no están compartidas por las células llamadas fagocitos 

mononucleares o macr6fagos (9-10). Como consecuencia se pu~ 

de reflejar cambios mutacionales lineares en una población 

de monocitos o de macr6fagos. En particular, las células 
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dentr!ticas o células reticulares asociadas con centros 

. germinales (5) pueden especialmente adaptarse para capturar 

el antígeno e interaccionar con linfocitos. Estas células 

tienen una pronunciada capacidad para tomar al antígeno s2 

bre su superficie en contraste con macrófagos del cordón 

medular o macrófagos de la cavidad peritoneal. Se piensa 

que puede ser mas interesante la presentación de antíge

no sobre la superficie que la ingesti6n de antígenos y su 

degradaci6n enzimática. Existan pocas evidencias que im-

pliquen que otras células fagocíticas, por ejemplo, poli-

morfonucleares, sean importantes para la iniciación de la 

respuesta inmune (5). 

una dificultad particular en el estudio de macr6fa-

gas involucrados en la respuesta inmune y de los linfoci-

tos precursores de la célula formadora de anticuerpo1 re-

salta al análisis microsc6pico de estas células, ya que -

algunos precursores de monocitos que permanecen en la ca-

vidad peritoneal (10) tienen la apariencia de linfocitos, 

y algunas células unidas a antígeno - en la cavidad pe-

ritoneal - tienen una morfología entre monocitos y linfa-

citos (11). El empleo de un suero anti-macrófago (6,12, 

14), tampoco presenta evidencias inequívocas que ellos -

no dan reacción cruzada con linfocitos. 
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En todos estos sistemas es extremadamente dificil 

quitar todos los macr6fagos y pequeños contaminantes que 

pueden ser suficientes en algunos casos para manifestar un 

efecto macr6fago dependiente. 

La extracci6n de macr6fagos de suspensiones de lin

focitos por métodos basados en adherencia, fagocitosis o 

con suero antimacr6fago, abate 

dad de respuestas del antígeno. 

la inducci6n de una vari~ 

Los macr6fagos exentos de 

linfocitos dan solamente una respuesta proliferativa débil 

a antígenos solubles y a células alogénicas (13 - 16). 

Se ha enfatizado que la dependencia de macr6fagos 

para la producci6n de anticuerpos ~ vitro se correlaciona 

con la dependencia de célula T, siendo la forma f!sico-quf 

mica del inmun6geno un factor critico más importante que 

los determinantes antigénicos individuales. Esto es debi 

do a que antígenos lentamente catabolizados, timo-indepen 

dientes son efectivamente fagocitados, pero retenidos intr~ 

celularmente durante largo tiempo. Fishman y Adler (17) 

explican la respuesta de B como dependiendo de la interac

ci6n célula T - macr6f~go, sugiriendo, que la cooperaci6n 

se presenta por la v!a del "desprendimiento" del receptor 

de células T, que forma un complejo con el antígeno que es 

citof!lico para la superficie del macr6fago, iniciándose 
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asl'. la respuesta de la célula B. 

Hay evidencias que sugieren que el antl'.geno enlaz!:_ 

do al macr6fago tiene un efecto considerable para estimuiar 

la respuesta de linfocitos. Experimentos recientes con célu- · 

las de rat6n in vitro han mostrado que el antl'.geno unido al 

macr6fago constituye un "gatillo" muy efectivo para linfoci-

tos T y B (18). 

Una alternativa propuesta, la cual es menos fisiol~ 

gica y objeto de considerables controversias, consiste en la 

inmunogenicidad de extractos sub-celulares de macr6f agos o 

células en suspensiones ricas en macr6fagos que han tomado 

ant1geno (5, 7). Estudios hechos por Fishman y Adler y 

otros (17, 19, 20), muestran que extractos de macr6fagos p~ 

ritoneales obtenidos 30 minutos después de la ingesti6n 

del fago T2 fueron altamente inmunogénicos e inducl'.an una· 

respuesta in ~· Se demostr6 que la actividad inmuno

génica estaba asociada con una fracci6n de RNA de bajo pe-

. so molecular, sensible a ribonucleasa. Este fen6meno 

fué inicialmente interpretado como evidencia de la transfe

rencia de informaciOn genética macr6fago-linfocito (17) ¡ 

sin embargo, estudios subsiguientes mostraron que la efi-
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ciencia de tales preparaciones probablemente estaría 

adscrita a la presencia de pequeñas cantidades del antí

geno altamente inmunog€nico (20 - 21). Tambi€n se deme~ 

tró que el antígeno procesado por el macróf ago llega a 

asociarse con RNA (22); esto es significativo, puesto que 

ocurre tanto con antígenos inmunog€nicos como no inmuno

g€nicos (23). 

El tema que tratamos en esta introducción, nos per 

mite enfatizar la dicotomía de la respuesta inmune; c€lulas 

T mediadoras de la respuesta inmune celular y las c€lulas 

B responsables de la respuesta humoral. 

Es de todos sabido, que los anticuerpos juegan un 

papel muy importante en la regulaci6n de la respuesta humo

ral. La "inhibición por retro-alimentación", ha sido de

mostrada por el efecto supresor específico que tiene el 

anticuerpo administrado pasivamente (24) y por el incre~ 

mento de anticuerpos encontrados en circulaci6n seguida a 

la renovación de anticuerpos del plasma por absorci6n en 

fase sólida con inmuno-adsorbentes (25). 

La cooperación entre linfocitos T y B en la respue~ 

ta humoral fu€ inicialmente sugerida en 1966 por los expe

rimentos de Claman y col. (26), quienes demostraron que 
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ratones irradiados tanto en timo como en médula 6sea te

nían una respuesta primaria mucho mayor a eritrocitos de car 

nero cuando se les reconstituía con inyecciones de células 

·T y B que aquellos que recibian solamente células T o B. 

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

e irradiados, reconstituidos con médula singénica y adicio

nados de timocitos alogénicos, también demostraron la cola

boraci6n de células B y T en la respuesta a hemolisina con

tra eritrocitos de carnero. En 1968, Miller y Mitchell 

(28) encontraron que ratones timectomizados neonatalmente, 

no daban respuesta a eritrocitos de carnero, pero que dicha 

respuesta podría restaurarse con células de timo semialogé

nicas o con linfocitos del conducto toráxico. Esto fué con

firmado en ratones irradiados que recibieron células de timo 

de CBA, células de médula CBA/T6T6 y eritrocitos de carnero 

y en donde todas las células formadoras de anticuerpo obte

nidas tenían el cromosoma T6 y por tanto derivaban de la 

médula 6sea (29). 

La cooperación entre linfocitos T y B ha sido obser

vada tanto in yitro como in vivo, en respuesta humoral pri

maria y secundaria y ha sido demostrada para una gran va

riedad de antígenos. En todos los casos, la célula B, es 
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la precursora de la célula secretora de anticuerpos. 

Aunque hay muchas evidencias de la cooperaci6n en

tre células B y T, no siempre es obligatoria para la res

puesta inmune humoral. Por ejemplo, la IgM formada en 

respuesta a polisacárido de pneumococo tipo III (30) , a -

lipopolisacárido de Escherichia coli, a polivinilpirrolido

na (31) y a flagelina polimerizada (32), es timo-indepen

diente, ya que no requieren de la ayuda de la célula T. 

En. general se piensa que la respuesta de tipo IgG es más 

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

Generalmente, se considera una respuesta T-indepen

diente cuando la respuesta de animales neonatalmente timect~ 

mizados, irradiado letalmente y reconstituido con médula o 

hígado fetal, o de ratones sin actividad tímica congénita, 

no dan una respuesta significativamente diferente de aque

llos observados en controles apropiados usando un amplio 

rango de dosis de antígenos. También se ha demostrado en 

experimentos de transferencia celular la T independencia -

de algunos antígenos cuando el material por transferir ha 

sido tratado con suero anti-9 y complemento. 
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El objeto de este trabajo es el de estudiar el mecanísmo 

responsable del abatimiento de la capacidad para formar -

anticuerpo en los animales infectados con !.cruzi. 

En trabajos realizados en nuestro laboratorio se ha 

demostrado que los macr6fagos y los linfocitos T no est~n 

afectados como consecuencia de la infecci6n con este pa

r~si to (34). La inmunocompetencia de la célula T ha podi

do ser establecida a través de la medici6n de la resisten

cia no especifica contra Listeria monocytogenes, en ratones 

infectados con !.cruzi. Este fenómeno debido a la activa

ci6n de macr6fagos es posiblemente mediado por mecanismos 

inmunes de tipo celular. Estudios preliminares realizados 

in vitre sugieren que los linfocitos sensibilizados en -

en presencia de ant1geno de !.cruzi producen mediadores 

que aumentan la capacidad bactericida de los macr6f agos 

normales. Los resultados obtenidos indican que en efecto, 

los macr6fagos de los animales infectados con T.cruzi 

poseen una capacidad bactericida mucho mayor que los ma

cr6fagos normales. Esto puede considerarse como eviden

cia de que los linfocitos T del animal, se encuentran en -

condiciones normales (34). 



- io -

En cuanto al estado funcional del macr6fago, se -

ha incontrado que animales infectados con ~ eliminan 

de irculaci6n partículas de carb6n coloidal en forma más 

efi ·iente que los ratones normales, indicándonos que las d;

lul s fagocíticas no están incapacitadas como consecuencia 

de la infecci6n, sino al contrario que su actividad fagoc! 

tar·a está incrementada (34). 

Para comprobar los resultados obtenidos en los ex

pe imentos de actividad fagocitaria con carb6n coloidal, 

no planteamos la necesidad de demostrar que efectivamente 

lo~ macr6fagos de animales infectados conservan la capaci

dac de cooperar con los linfocitos T y B en la respuesta -

i une. Para ello realizamos experimentos en los cuales -

inistramos eritrocitos de burro por vía intraperitoneal 

a ¡nimales infectados con T.cruzi y a animales normales. 

Po11teriormente transferimos macr6fagos libres de eritroci

to1; de burro de estos animales a otros normales. El exu

da o fué tratado con suero anti-9 y anti-globulina-gamma 

an es de hacer la transferencia, para eliminar la posibili

da I de que estuvieran contaminados con linfocitos T y B. 

La respuesta inmune de los animales transferidos se midi6 

po medio de placas formadoras de anticuerpos. Los ani-
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males que recibieron macr6fagos provenientes de animales 

infectados con ~ mostraron un incremento en el nú

mero de c~lulas formadoras de anticuerpos en relaci6n con 

los animales que recibieron macr6fagos extraídos de anima

les normales. 

Quedaban aún por averiguar, que sucedía a nivel de 

la vía eferente, es decir, a nivel de los linfocitos B. 

Para ello, diseñamos experimentos en los cuales los rato-

nes infectados y normales recibieron un complejo acarrea

dor-hapteno (BSA-TNP). 



MATERIAL Y METODOS 

Animales.- Se utilizaron ratones hembras de la cepa 

Carworth Farm (CFl) de 18 a 23 g de peso. Los animales -

se mantuvieron en cajas de material acrílico y se alimen

taron con tabletas de Purina (Purina de México, S.A. de C. 

V) y agua ad libitum. 

Trypanosoma cruzi.- La cepa mio y reticulotr6pica -

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

partamento de Microbiología y Parasitolog!a de la Universi 

dad de Guadalajara, Guadalajara, Jal., México. Los rato-

nes se inocularon intraperitonealmente (i.p.) con 2 X 104 

tripomastigotes (51.6 LD50 J. 

Determinación de la ~50 de tripomastigotes.- La 

dosis letal de tripomastigotes necesaria para matar el 50% 

de ratones en un período de 30 días (Lo50/30 días) se cal

culó de acuerdo al métcdo de Reed y Muench (35) , y fuá de 

387 tripomastigotes/animal. 

Nosotros usamos un in6culo que contenía 2 X 104 tri

pomastigotes por animal que corresponde a una dosis letal 
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del 100%, o 51.6 veces la LD 50 , 

Antígenos.- i) Se emplearon eritrocitos de burro {EB) 

lavados por 3 veces en solución salina isotónica y se ajus

taron a una concentración de 1 X 109 células/rol. En todos 

los casos, los ratones se inocularon por vía {i.p.) con 0.5 

rnl de la suspensión de eritrocitos. 

ii) Se preparó un complejo acarreador- hapteno de 

acuerdo a la siguiente técnica: Se disolvieron 0,25 g de -

carbonato de potasio en 50 rnl. de agua y se añadieron 0.5 

g de alb1imina sérica bovina {BSA) (Sigma de México, S.A.). 

La solución se ajustó a un pH de 9.3. Se adicionaron con 

agitación y lentamente 50 rnl de una solución acuosa de tri

nitro-fenol {TNP) (Eastrnan Organic Chemical,Rochester,N.Y.) 

al 1% y se dejó toda la noche a temperatura ambiente. Se 

dializó contra una solución salina balanceada de fosfatos, 

de pH 7.2 con cambios diarios del dializado hasta que no se 

demostró TNP libre. La determinación de TNP libre en el 

dializado se llevó a cabo en el espectrofotórnetro a 360 nrn. 

El nllinero de grupos de TNP por molécula de proteína se cal

culó de acuerdo a la técnica descrita por Little y col. (36), · 

El complejo tenia s. grupos de TNP/rnolécula de proteina 
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Obtención del fragmento Fab'anti-eritrocito de 

~· i) Obtención de la globulina-gamma. Se prepar6 el 

suero anti-eritrocito de burro según el método de Campbell 

(37). Se inocular6n 4 conejos de 2.5 kg de peso con una 

suspensi6n de eritrocitos de burro al 20% previamente la

vados 3 veces con solución salina isotónica. A cada uno 

se le aplicó inicialmente 1 ml por vía i.p. y luego por 

vía i.v. la misma dósis en los días 1,2,3,4,6,8,10,13,15 y 

17. Ocho días después de la última inyección se determinó 

en el suero el título de anticuerpos específicos. Animales 

con títulos de anticuerpo aglutinantes mayores a 1:4000 

fueron sangrados por punción cardiaca. Los sueros colec

tados se trataron con sulfato de amonio saturado para pre

cipitar la globulina gamma. A continuación se determin6 

la concentración de proteína, por el método de Lowry y col. 

psi. 

ii) Obtenci6n del fragmento Fab' .- el fragmento Fab' 

se obtuvo de acuerdo al método descrito por Porter (39). 

Se incubaron 16 hr a 37ºC; 136 rng de globulina ganuna de -

conejo con 1.3 rng de mercuri-papaina en 10 ml de soluci6n 

reguladora de fosfatos 0.1 M de pH 7.0, que contenían 0.01 

M de cisteína y 0.002 M de etilendiarninotetraacetato de so-
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dio (EDTA) . Después de la incubaci6n la soluci6n f ué di~ 

lizada contra agua (cambios sucesivos con agitación vigor2 

sa .• durante 48 horas). La díalisis permite la eliminaci6n 

de la cisteína y el EDTA, y facilita la oxidaci6n e inacti 

vaci6n de la enzima. A continuaci6n se dializ6 contra una 

solución amortiguadora de acetatos de pH 5.5. El material 

fué pasado por un~ columna de carboximetil-celulosa (CMC) y 

dializado contra soluci6n salina. La columna de fraccion~ 

miento empleada fué de 20 X 2.4 cms. La muestra liofiliz~ 

da, se resuspendi6 en 20 ml de agua y se dializ6 contra 

agua destilada y se determin6 la cantidad de proteínas por 

el método de Lowry y col. (38). 

Preparaci6n del complejo Fab'-TNP.- El conjugado 

Fab' ·TNP, se prepar6 de acuerdo a la técnica descrita para 

preparar el complejo BSA-TNP. El conjugado tenía 5.6 

grupos de TNP/mclécula de proteína. 

Antisueros.- El suero anti-9 de rat6n fué adquirido 

en los laboratorios Bionetics (Maryland) y el suero anti

globulina-gamma de rat6n fué proporcionado por el Laborato

rio d~ Inmunología del Departamento de Ecología Humana, 

Facultad de Medicina, U.N.A.M. 
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Transferencia pasiva de macr6fagos.- Se inocularon 

i.p. 2 grupos de ratones, de 100 animales cada uno (los pr! 

meros infectados con 2 X 104 tripomastigotes de T.cruzi, 15 

días antes de la iniciaci6n del experimento y el otro grupo 

de animales normales), con 0.5 ml de una suspensi6n de eri-

trocitos de burro al 4%. Tres horas más tarde se lav6 la 

cavidad peritoneal con soluci6n salina balanceada de Hanks 

estéril (SSB). El proceso fué repetido tres veces. El ex~ 

dado peritoneal obtenido de los dos diferentes grupos fué 

tratado por separado durante 5 minutos a temperatura ambieQ 

te con 5 ml de una soluci6n de cloruro de amonio al 0.83i 

y posteriormente lavado tres veces con SSB. Las células -

fueron contadas en cámara Neubauer y se ajustaron a una -

concentraci6n de l X 108 células/rol. Dos grupos de ratones 

normales fueron inyectados i.v. con una alícuota de l X 10 7 

rnacr6fagos libres de EB extracelulares, obtenidos de la c~ 

vidad peritoneal de animales i~fectados con T.cruzi y de -

animales normales. Cuatro dias más tarde se determin6 el 

nfunero de células formadoras de anticuerpo contra eritro-

citos. El proceso se esquematiza en la Fig. l. 

Preparaci6n de la suspensi6n de linfocitos de bazo. 

La suspensi6n de células linfoides se prepar6 presionando -

cada bazo sobre una malla de acero inoxidable con soluci6n 
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salina balanceada de Hanks (SSB). Las células 

se lavaron 3 veces y se resuspendieron posteriormente en 

en el voltlmen deseado de SSB. La cuenta de células viables 

se hizo sobre una camara de Neubauer con el método de excl~ 

si6n del azul tripano. 

Ensayo de placas de hem6lisis.- El ensayo de pla

cas de hem6lisis detecta las células formadoras de anti

cuerpo (CFA) • El método se realiz6 en laminas portaobjetos 

de acuerdo al método descrito por Golub. y col (43). La 

cuenta descrita de CFA se hizo en una suspensi6n de célu

las de bazo, cuatro días después de la administraci6n del 

antígeno y las células incubadas en presencia de complemen

to l:LO en SSB forman placas de lísis. El número de CFA 

se calcul6 por el método de Golub y col (43). 

Tratamiento del exudado peritoneal de ~ 2.2!!. 

~ antitetha.i anti-globulina-gamma.- Experimentalmente 

se usaron células obtenidas de ratones infectados con 

'.!'.·~ (15 días después de la infecci6n) y células perito

neales de ratcnes normales. Las células del exudado peri

toneal obtenidad 3 horas después de ser inyectados i.p. con 

eritrocitos de burro y posteriormente tratadas con cloruro 

de amonio y lavadas con SSB fueron purificadan con sueros -

anti-9 y antiglobulina-gamma. Las células se ajustaron a -
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una concentración de 40 X 10 6 células/rol (40) y se agregó 

suero anti-G' a una concentraci6n final de 1:40 y de suero 

anti-globulina/gamrna 1:50. Se dejaron 15 minutos a ternpe-

ratura ambiente y 30 minutos a 4ºC. Posteriormente se lav~ 

ron las células 2 veces con SSB y se agregó complemento de 

cobayo 1:10. La mezcla se incubó a 37ºC por 45 minutos. 

Después de lavar 3 veces con SSB se ajustó la concentración 

de células viables a 108 células/rol. Grupos de ratones -

normales fueron inyectados i.v. con 0.1 rnl de la suspen-

sión de células así tratadas. La determinación del número 

de células formadoras de anticuerpos en los animales trans

feridos con las células peritoneales fué realizada por una 

modificación al método de Jerne y Nordin (43). 

Respuesta inmune contra albGrnina - ~ ~ ratones 

infectados C,2!! !.cruzi y ratones normales.- Ratones infec-

tados con 1.cruzi y ratones normales se inmunizaron con -

200 ug de albGmina - TNP. Siete días después de la inmuni

zación se determin6 el nGmero de células formadoras de an-

ticuerpo contra TNP usando como antígeno de prueba eritro-

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

Determinación del ~ de células formadoras de 

anticuerpo ~ ~-- Los animales se sacrificaron y se 
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obtuvieron los linfocitos del bazo por presión del mismo -

sobre una malla de acero. Las células linfoides se lavaron 

con SSB. Las células obtenidas se trataron con 2 ml de el~ 

ruro de amonio al 0.83% y después de lavarlas 3 veces, se -

resuspendieron en l ml de SSB y O.l ml de la suspensión se 

mezcló con 0.4 ml de agarosa y 0.05 ml de eritrocitos de -

burro previamente sensibilizados con el fragmento Fab'-TNP. 

Las placas de lisis que correspondían a células formadoras 

de anticuerpos anti-TNP, se revelaron en presencia de com

plemento diluido 1:10 en SSB (43). 

Sensibilización de eritrocitos 9.!:. burro E2!:!. Fab' 

~-- Los glóbulos rojos de burro se recubrieron con el -

Fab'-TNP por el método descrito por Strausbauch y col. (42), 

por incubación del conjugado Fab'-TNP con eritrocitos de -

burro al 8% en SSB por 60 minutos a 37°C, seguido de 3 lav~ 

dos con SSB. La suspensión de eritrocitos sensibilizados 

fu~ resuspendida en SSB a una concentración del 10%. Los -

eritrocitos sensibilizados fueron probados por hemaglutina

ci6n contra un antisuero anti-TNP obteniao de ratones inmu

nizados con BSA-TNP. 

Determinación dosis-.respuesta al antígeno BSA-TNP .

Se inocularon 3 diferentes dosis del complejo BSA-TNP a 3 gr~ 



RESULTADOS.-

Determinación del nllrnero de parásitos ~ animales 

infectados.- Los niveles de parasitemia se determinaron -

por cuenta directa en sangre a los 4, 9, 12, 15, 18, 20 y 

25 días después de la infección con !.cruzi. La cuenta -

de tripomastigotes de !.cruzi en animales infectados en 

sangre y corazón se muestran en la Fig. 2. Como puede ob

servarse, el nGmero de tripomastigotes, aumentó durante 

el experimento a partir del quinto día de infección en fo! 

ma progresiva hasta alcanzar su máximo el día 25 (Fig. 

2 A). 

En la Fig. 2B observamos, que a partir del día 9 se 

presentan nidos de amastigotes en el corazón de los anima

les infectados con !.cruzi. El análisis microscópico reve

la un incremento de amastigotes, que aumenta hasta el día 

20 del experimento en donde su nGmero comienza a disminu!r. 

As! mismo, el peso del corazón, aumentó gradualmente a lo 

largo del experimento. La diferencia en peso observada -

después del día 18 de la infección, entre los animales in

fectados y el grupo control, fué significativa (P<0.01) 

(Fig. 2C). 
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pos de 5 ratones cada uno. Las dosis estudiadas fueron -

200, 400 y BOO ug. También se probó la acción de 300 ug 

del conjugado, inoculado con adyuvante completo de Freund. 

Las células formadoras de anticuerpo se determinaron 7 d1as 

después por el método de J<irne y Nordin (41 l modificado por 

Golub y col. (43). 

An~lisis estad1stico.- Para determinar la homoge

neidad de varianzas entre los grupos de animales, se usó la 

prueba de Fisher. Cuando estos grupos fueron homogeneos la 

prueba t de Student Fisher (44) se aplicó para estimar el 

significado de las diferencias principales. Cuando las va

rianzas fueron heterogeneas la prueba Q de Mann-Whitney (45) 

fué usada para determinar el significado de estas diferen

cias. 
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Efecto de la infección ~ !.cruzi sobre la ~

puesta ~ primaria ~ eritrocitos de burro. Corno puede 

verse en la Fig.3 las células formadoras de anticuerpo 

(CFA) en ratones infectados con !.cruzi e inmunizados con 

eritrocitos de burro a diferentes intervalos de tiempo, -

no muestran diferencias significativas durante los prime-

ros d1as del experimento cuando se comparan con ratones 

inmunizados pero no infectados. Sin embargo, a partir del 

d1a 11, el. grupo infectado muestra una disminución signi

ficativa en el número de estas células (P<0.01). 

Efecto ~ la infección ~ !.cruzi sobre !!! respuesta 

. inmune primaria ~ diferentes concentraciones de eritrocitos 
4 

Se infectaron ratones con 2 X 10· tripornasti-

. gotes de !.cruzi y 15 d1as después se inmunizaron con dife-

rentes concentraciones de eritrocitos de burro, Corno puede 

verse en la Tabla I la respuesta de CFA contra EB disminuyó 

en todos los casos a niveles significativos en los animales 

infectados. 

Transferencia de rnacrófagos obtenidos de la ~ 

peritoneal de ~inmunizado:!~ eritrocitos· de burro. 

El número de células formadoras de anticuerpo (CFA)/bazo 
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de animales normales y de animales infectados con ~·9~ 

se esquematiza en la Tabla TI. Los experimentos indican 

qu~ los macr6fagos de animales infectados manifiestan en t~ 

dos los casos una mayor capacidad fagocítica a eritrocitos 

de burro que los animales del grupo control. Sin embargo -

esta diferencia solamente fué significativa en el experi

mento 2. 

En el experimento 3 (Tabla II), el exudado peritoneal 

fué tratado con sueros anti-e y anti-globulina-gamma, para 

descartar la participaci6n en la transferencia de linfoci

tos T y B. Como puede verse la eliminaci6n de células T 

y B no alter6 el comportamiento de los macr6fagos en su ca

pacidad fagocítica, la cual, permaneció aumentada (Tabla?!), 

aunque éste aumento no fué significativo. 

Paralelamente al experimento de transferencia de -

macrófagos se incluye en la Tabla III, la respuesta a eri

trocitos de burro de un grupo infectado en relación a un 

grupo control, notándose una vez más la respuesta disminui

da a niveles significativos en el grupo infectado. Es in

teresante enfatizar la respuesta disminuída de estos anima

les ya que las células peritoneales transferidas reporta

das en la Tabla rrfueron de animales similarmente tratados. 



- 24 -

Efecto de dosis-respuesta ~ TNP en ratones norma

les. - Se ha observado que animales infectados con !.cruzi 

muestran una respuesta inmune disminuída a antígenos part! 

culadas como eritrocitos de burro. Esta vez, estudiamos 

la respuesta de animales infectados a un antígeno soluble 

no relacionado, como fué el complejo alb!imina de suero bo

vino conjugado a trinitrofenol (BSA-TNP). 

Se determin6 la cinética de aparici6n de células -

formadoras de anticuerpo anti-TNP a la vez que se probaron 

diferentes dosis del complejo hapteno-acarreador. La Tabla 

IV, muestra dicho efecto, notándose que el nGmero de CFA, 

tiene su máximo el séptimo día después de la inmuniza-

ci6n y que de las 3 diferentes d6sis de inmunizaci6n es

tudiadas, 200 ug del BSA-TNP era la dosis que daba mayor -

n!imero de CFA. 

Efecto de la infecci6n ~ !.cruzi sobre la res

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

resultados que describe la tabla V, muestra que en las f~ 

ses iniciales de la infecci6n no hay supresi6n de la res

puesta inmune, sino por el contrario se observa mayor nG

mero de CFA en el grupo de animales infectados. A medida 
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que avanza la infecci6n a (partir del dia 8), comienza a 

disminuir el número de CFA y cuando el grupo de animales 

infectados se inmuniza con BSA-TNP después del día 8, hay 

una supresi6n significativa en el número de células forma

doras de anticuerpo anti-TNP ( P~0.01). 



DISCUSION 

Los resultados que aquí se reportan indican que 

ratones infectados con tripornastigotes de !.cruzi presentan 

una respuesta disrninuída en su comportamiento inmune con

tra antígenos heter6logos. Esta inrnunodepresi6n se obser-

v6 tanto cuando se inrnuniz6 con un antígeno particulado -

corno uno soluble. A medida que aumenta el grado de parasi 

ternia en animales infectados con !.cruzi se manifiesta un 

abatimiento marcado en la respuesta inmune de estos anima

les a antígenos heter6logos no relacionados. El efecto de

presivo en el nGrnero de células formadoras de antícuerpo -

durante el curso de la infección experimental est~ acompa

ñado de bajos niveles de anticuerpos circulantes (4), en 

tanto, que en las fases iniciales de la misma cuando toda

vía no se observa aumento en el número de tripornastigotes, 

el sistema inmune-competente del animal permanece inaltera

do. 

El aumento en el grado de parasiternia en el torre~ 

te sanguíneo r-or tripomastigotes, lleva en el curso de la 

infecci6n experimental, a la forrnaci6n de nidos de amastigQ 

tes en tejidos específicos, corno el corazón, produciendo miQ 
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carditis intersticial difusa, cr6nica e intensa que afecta 

esencialmente las paredes libres de ambos ventr!culos (46) 

y,que produce aument6 de peso, iniciándose, entonces, una -

disminuci6n en los parásitos en el torrente circulatorio. 

Una de las posibilidades para explicar la reducci6n 

en el número de c~lulas formadoras de anticuerpo contra -

eritrocitos de burro, es la competencia inmunol6gica. 

Sin embargo, el efecto supresor de la respuesta inmune en 

los animales infectados es aún evidenciada cuando se aumen

ta la concentraci6n del ant!geno considerablemente, conclu

yéndose, que la marcada inmunosupresi6n causada por la in

fecci6n con !.cruzi no es debida a un efecto competitivo 

del ant!geno. 

Los experimentos de transferencia de macr6fagos de -

animales infectados con !.cruzi indican que el macr6fago -

conserva su capacidad fagocítica, corno lo demuestra el he

cho, de la avidéz para capturar eritrocitos de burro. Di

cho efecto, es debido únicamente al macr6fago, ya que el 

exudado peritoneal transferido, se priv6 de la participa

ci6n de linfocitos T y B por el tratamiento con sueros anti 

e y anti-globulina gamma. 
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La supresión en la respuesta inmune fu~ tambien 

demostrada con antígenos solubles (BSA-TNP}, en donde espe

c!ficamente medimos la respuesra del animal contra el hapteno 

TNP. Es necesario mencionar que mientras la respuesta al 

acarreador es T dependiente, la del hapteno es B dependiente. 

Basados en los experimentos previos a este trabajo efectua

dos con L.monocytogenes, en donde se demuestra la activación 

de linfocitos T en animales infectados con ~; los ex

perimentos de limpieza de carbón como índice de actividad 

fagocítica ret~culo-endotelial y los estudios de transfere~ 

cia de macrofagos que aquí se reportan, así como la supre

sión que se pone de manifiesto canta TNP, podemos sugerir, 

que la inmunosupresión producida por T.cruzi, se lleva a 

cabo por una alteración a nivel de linfocitos B. Sin emba!_ 

go, es necesario usar antígenos T-independientes para confiE 

mar dsta suposición 
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TABLA I 

Efecto de la infección con T. cruzi sobre la respuesta inmune primaria a dife

rentes concentraciones de eritrocitos de burro 

Dosis 
(%) 

10 

50 

CFA/106 c~lulas de bazo ± error estandar 

Normales 

10 288.2 ± 5 890.7 

767.6 ± 357.1 

Infectados 

319. a :!: 21s. 4 

+ 
10.1 - 8.5 

a El valor de f fu6 calculado de acuerdo al m~todo de ! de Student-Fisher 

b El valor de !:_se calcul6 por el m6todo de Mann-Whitney 



TABLA II 

Transferencia de macr6fagos obtenidos de cavidad peritoneal de 

ratones inmunizados con eritrocitos de burro 

CFA/bazo ± error estandar 
Donador 

Exp. 1 Exp. 2 

Normal 544.0 :!: 152.0 1987.3 :!: 256.7 593.6 :!: 33.0 

Infectados con 
T. cruzi 747.4 :!: 264.9 8174.6 ±1231.0 1387.3 :!: 312.8 

a 

b 

::>o.os ..::.o .02 70.05 

Exudado peritoneal tratado con suero anti-a y anti-globulina antes de la 
transferencia 

El valor de E fu~ calculado por comparaci6n de grupos normales con los in
fectados. La prueba de ~de Student-Fisher fu~ usada cuando las varianzas 
fueron homogeneas y la de Mann-Whitney cuando las varianzas fueron hetero
neas 



TABLA III 

Respuesta inmune primaria de animales infectados con !· ~ y animales normales 

contra eritrocitos de burro a 

Experi

mento # 

1 

2 

3 

Normales 

5627. 9±475. 3 

23629.6±5180.7 

8054.2±199,5 

e F A/ bazo ± error estandar 

Infectados ~d 

1615.9± 255.1 .<O.OS 

27ss.s±13s1.a < 0.02 

886.9± 77.3 <o.os 

Macr6fagos transferidos a ratones 
normales obtenidos de animales: b 

Normales Infectados Eª 

544.0±152.0 

1987. 3±2s6. 1 

593.6± 3.3 

747,4±264.9 >O.OS 

8174.6±1231.0 <0.02 

1387.3±312.8 >O.OS 

ª Los animales infectados cc.n '.!'.· ~ recibieron 2 X 104 tripomastigotes, 15 d!as 
antes del experimento. 

b Datos de la Tabla I, inclu1dos solamente con fines comparativos. 

c Exudado peritoneal tratado con suero anti-9 y anti-globulina gamma antes de la 
transferencia. 

d El valor de g_ fuá calculado de acue.rdo al m~todo de Lde student-Fisher para 

varianzas homogéneas y con el método de Mann-Whi tney para varianzas heterogéneas; 



TABLA IV 

Cinética de la formaci6n de anticuerpos contra albamina-TNP (BSA-TNPJ y 

el efecto de la dosis sobre las c~lulas formadoras de anticuerpo (CFA) 

CFA/107 células de bazo 

ug de BSA-TNP: 

200 400 

4 7 3 

7 77 14 

9 54 32 

a D1as despues de la inmunizaci6n con BSA-TNP 



TABLA V 

Efecto de la infecci6n en ratones con !· cruzi, sobre la respuesta inmune 

primaria al ant1geno soluble alb~mina-TNP (BSA-TNP) 

Inmunizaci6n CFA/10 7 células ± error estandar b 

con BSA-TNPª Control lnf ectados ~c 

a 

b 

c 

-4 27.3 ± 7.6 36.4 ± 6.9 >o .os 
2 53.8 ± 7.7 48.2 :!: 15.2 >o. 7 

8 53.8 :!: 7.6 12.0 ± 3.7 <.0.01 

12 52.4 :!: 4.0 19. 4 :!: 7.3 < 0.01 

El d1a de la inmunización reportad~ estfi calculado en base al d1a de 
la infecci6n con T. cruzi (d1a O) 

La determinaci6n de CFA fué hecha 7 días después de la inmunizaci6n 
con BSA-TNP 

El valor de ~ fué calculado de acuerdo al método de ~ de 

}:~-

.. ... 



NORMAL INFECTADO CON '.!'.· ~ 

¡Eritrocitos ~Eritrocitos 

J 
~ • ~ 
L,~, NORMAL L, .. , NORMAL 

Deterrninaci6n de cl!lulas Deterrninaci6n de cl!lulas 

formadoras de anticuerpo formadoras de anticuerpo 

en bazo en bazo 

Fig. 1 Transferencia pasiva de rnacr6fagos 
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