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lNT RODL' CCI ON 

La enfermedad de Chagas constituye un problem& de S~ 

lud Pública en varios pa i'ses Los redúvidos 1ue transmiten T rypano 

soma (Schizotrypanum) cruzi se encuentran diseminados en e l Con

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

Sur el 20 a 303 de los redúvidos están' infectados , 

La Organización Mundial de la Salud reportó en 1960, -

casos de infección por este parásito en huéspedes mamiieros, A -

pesar de 1ue en Estados Unidos de Norteamérica se ha encontrado T. 

cruzi en varios mamiieros, la incidencia de la enfermedad en el - -

hombre es baja ya que los tipos de construcción de ca sa-habitación -

son menos favorables para el vector, opuesto a lo que ocurre en las 

zonas endémicas de América del Sur. También el hecho de 1ue alg~ 

nas especies domésticas de redúvidos no suelen defecar en el momeE_ 

to de la picadura puede explicar la poca frecuencia de la enfermedad 

en Norteamérica y en cambio los animales pueden infectarse al ing~ 

rir los insectos o lamer las heces infectadas depositadas en su pel~ 

je. 

La frecuencia más elevada de la enfermedad en el hom 
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bre se observa en Brasil. En las zonas endémica s de América del 

Sur se ha estimado que el índice de frecuencia general es alrededor 

del 20fo de la población "en riesgo", lo cual da un resultado aproxim~ 

do de 7 millones de personas infectadas. Aproximadamente el l<Yfo de 

las personas infectadas mueren durante la e tapa aguda o sufren mio-

cardipatía grave en la etapa crónica de la enfermedad. 

En México se desconoce la frecuencia de las infecciones 

causadas por.!. cruzi, pero las cifras de autopsia señalan el O. 23 

de la población. Kóberle en Brasil, indica que la s manifestaciones -

patológicas severas producidas por este parásito son la causa de la 

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

La forma más común de infección se efectúa por medio 

de las heces del insecto transmisor, contaminadas con las formas -

metacíclicas de los tripanosomas y depositadas cerca del sitio de la 

picadura. Los parásitos penetran la piel lesionada o la s membranas 

mucosas particularmente la conjuntiva ocular, causando una reacción 

inflamatoria local. La transmisión puede hacerse de individuo a inc:!! 

viduo, de animal a animal (reservorio), de animal a hombre y vice --

versa. También puede ocurrir de insecto a insecto por coprofagia y 

canibalismo. Así mismo, las transfusiones de sangre han constituÍdo 
un serio problema en las zonas endémica s ya que es posible observar 
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infecciones crónica s en sujetos sin antecedentes de etapas agudas y 

los pacientes , en ocasiones, son asintomáticos. También se han r~ 

portado casos de infección intraute rina y de lactantes por medio de -

la leche materna . 

Dentro del huésped , la rápida propagación linfática del 

parásito produce una linfoadenitis r~gional aguda y la diseminación 1:._e 

matógena causa un estado septicémico con metástasis . Los tripanos~ 

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 preferenc ia células del sis tema r etrculo- endotelia l , mú~ 

culo cardiaco y célula s de la neuroglia . Estas formas intracelulares 

se multiplican por división binaria en una cavidad (pseudoquiste) y alg~ 

nas se transforman en tripomastigotes. La célula huésped llena de pa

rásitos se rompe , los tripanosoma s que salen reinvaden la sangre y -

mantienen la infección penetrando dentro de nuevas células huésped. -

Las formas de leishmania no transformada s en tripanosoma s perman~ 

cen en la vecindad de los pseudoquistes rotos, se des integran y vienen 

a ser los r esponsables de las lesiones locales que pueden ser reaccio

nes inflamatorias, lesiones degene ra tiva s ó r eacciones a lérgica s (1-3). 
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La infección por I. cruzi presenta en e l hombre una sint~ 

matologla muy variada que va desde una forma subcl!nica a una letal, 

en un pe riodo de tiempo que puede ser corto o largo. En niños men~ 

res de 5 a ños, sobre todo lactantes, aparecen con gran frecuencia si_g_ 

nos y slntomas de meningoencefalitis que es frecuentemente fatal. En 

niños de mayor edad y en adultos la enfermedad puede tener una forma 

más benigna, subaguda o crónica que suele presentarse después de un 

ataque agudo. 

Los síntomas de la infección generalizada pueden aparecer 

en el término de 4 dlas a 2 semanas o más después de la picadura del 

transmisor . La parasitemia persiste durante la etapa aguda. En más 

del 4()fo de los ca sos agudos aparecen cambios electroca rdiográf icos, -

taquicardia, arritmias e insuficiencia cardiaca . Un ataque agudo de -

enfermedad de Chagas puede ocasionar la muerte del paciente o bien -

puede cursar hacia la recuperación o entrar en la fase crónica de la in 

fección. 

La forma crónica presenta periodos variables de remisión y 

exacerbaciones con aparición de tripanosomas en sangre circulante , 

aunque también puede ser asintomática en el comienzo . En un gran 

porcentaje de pacientes crónicos, se observan alteraciones e lectrocar

diográficas caracte rlsticas. La dilatación del apara to digestivo consi-



derada como caracte ri'stica de la infección, es menos frecuente que 

el ataque cardi'aco 

La dificultad para establecer el diagnóstico de esta en

fermedad es debida a las variai::iones en la s manifes taciones cli'nicas 

de la misma y ha provocado polémicas y diferencias de opinión entre 

médicos e investigadores que por muchos años la consideraron como 

una enfermedad rara . Actualmente, con los métodos de investiga - -

ción biológica 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 investigación. (1- 2). 

Para conocer los mecanismos de inmunidad a un parásito 

e s necesario considerar su estructura, s u variabilidad antigénica -

r elacionada con sus ciclos vitales complejos , su migración de un -

medio tisular a otro, etc. La respuesta inmunológica como fenóme-

no de defensa o como factor contribuyente 31 efecto patogénico del -

agente invasor, es de una importancia fundamental en la evolución de la 

enfermedad. La inmunidad adquirida a un pa rásito puede inclurr me 

canismos inmunitarios tanto humorales como celulares y producir di

ferentes efectos en el parásito y el huésped. 

En el campo de la inmunologra se hii n realizado e studios -

sobre diferentes protozoos is. En animales infectados con T . 
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bruce i se ha demostrado una inmunos upres ión sistémica de anticucr 

pos especi1icos contra un antígeno heterólogo (4). También se ha -

reportado una respuesta inmune severamente abatida a un antígeno -

no relacionado inyectado durante la infecc ión por Leishmania donova

ni (5). El mismo efecto ha sido observado en malaria (6). En el c~ 

so de la infección por_L. donovani se encontró una respuesta inmune 

disminuida a pesar del incremento en los niveles de gamma globulina 

sérica (5). 

Con todos estos antecedentes se pensó en la utilidad de -

investigar la respuesta inmune durante la infección con.!. cruz~ es

peculando que podría estar alterada ya fuera en el lado aferente o en 

el eferente de la misma, ya que sabemos que: a) la destrucción de -

tejido asociada con la forma intracelular del parásito produce un daño 

severo e irreversible en el huésped; b) existen diferencias en las ce

pas de tri poma stigotes de _I. cruzi en su afinidad por tejidos espec r

ficos, por ejemplo reticulotrópicas y miotrópicas (3) y c) el hecho de 

que el sistema retículo endotelial, a pesar de estar parasitado por las 

cepas reticulotrópicas, actúa en una forma importante contra la infec

ción (7). 

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

la infección con_T. cruzi sobre la habilidad para formar anticuerpos -
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contra un antígeno no relacionado. Para e l caso se utilizó una cepa 

ret1culo-miotrópica y se dete rminó en ratones , a diferentes interva

los el número de células formadora s de anticue rpos (CFA) a eritroc.!_ 

tos de burro (EP). Se determinó también el indice fagocitico en otros 

ratones similarmente infectados . Los r esultados fue ron comparados 

con las r espuestas de ratones normales. 

Los resultados obtenidos indican que los ratones infect~ 

dos con 'I. cruzi muestran una supresión de la respuesta inmune a -

un antígeno heterólogo . También se estudi6 el efecto de la infecc ión 

producida por este parásito sohre la respuesta anamnésica y los re

sultados obtenidos mostraron una inmunosupresión significativa de -

la respuesta secundaria, tanto en los niveles de anticuerpo circulante 

como en el número de células formadoras de anticue rpo (CFA) a eri

trocitos de burro (EB). 



MATERIAL Y METODOS 

Ratones. En todos los experimentos se usaron ratones 

machos de la cepa Carworth Farm (CFl ), con peso al iniciar los exp~ 

rimentos entre 12 y 16 gramos. Se mantuvieron en jaulas de pli1stico 

con rejilla metálica a una temperatura entre 16 y 20 º C y se aliment~ 

ron con purina para ratones (Purina de México , S.A. de C. V.) y agua 

ad libitum. 

Trypanosoma cruzi. Se usó una cepa mio y reticulotrQ 

pica de.!' . cruzi proporcionada por el Dr. R Navarrete del Depart~ 

mento de Microbiología y Parasitología de la Universidad de Guada

lajara, Guadalajara Jal. y que se ha conservado por 2 años con vir~ 

lencia estabilizada en el laboratorio de Inmunología del Departamento 

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

Glóbulos rojos de burro (EB). En todos los experimen

tos se utilizaron glóbulos rojos de un solo burro. 

La sangre obtenida fué mantenida en solución de Alsever 

y conservada en el refrigerador (8) . Los EB se lavaron 4 veces con una 

solución de NaCl 0.15 M y para su uso, se hizo una suspensión que con-
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tenla 1 X 109 células/ mi en esta mi s ma solución . 

Preparación de~ suspensión de le ucocito s de bazo. Se 

extrajo e l bazo de cada uno de los ratones y se depositó en una solu

ción salina balanceada de Hanks (SSB). Cada bazo se procesó en for

ma individual. La suspensión celular se preparó en la misma sol u

ción por pres ión de l órgano a traves de una te la de acero inoxidable 

de 60 malla s /pulgada 2. Las células esplénicas de cada uno de los 

ratones fueron colocadas en tubos de ensayo diferentes. Los eritro

citos se eliminaron con NH4Cl al O. 833. Los leucocito s se lavaron 

3 veces con SSB y se llevaron al volumen deseado con esta misma so

lución. 

Obtención de sueros para análisis serológicos. El su~ 

ro para la determinación de anticuerpos fué colectado de todos los ra

ébnes cuyos bazos se emplearon para la investigación de células form~ 

doras de anticuerpos en r espuesta secundaria. El día del sacrificio -

se extrajo la sangre de la arteria axilar de cada uno de los ratones, se 

dejó coagular a la temperatura ambiente y se centrifugó. En cada 

grupo analizado, se reunieron los sue ros de los animales infectados 

en un tubo y los sueros de los animales controles en otro y a mbos se 

guardaron congelados para estudios serológicos. 
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Preparación del anti sue ro. La s células productora s 

de anticue rpos 7S (CFAI) se dete rminaron amplificando el s is tema - -

por la adición de anticue rpos contra globulina gamma de ratón (9 , 10). 

Es te anti sue ro se preparó inmunizando conejos con globulina ga mma 

de ratón. La globulina gamma fué obtenida por precipitación del su~ 

ro de ratón normal con (NH 4)2 so4 . El proceso se realizó dos veces. 

Finalmente, sepas ó por una columna de DEAE celulosa y fué fraccion~ 

da con una solución amortiguadora de fosfatos O. 05 M a un pH de 8. O. 

Los conejos se inyectaron con 3 mg de globulina gamma de ratón agr~ 

gada (calentada a 63 º C por 20 minutos~, mezclada con adyuvante cor:!! 

pleto de Freund (8). La inoculación se hizo en el cojinete plantar del 

conejo en los días O y 7. El día 14 r ecibieron la misma cantidad por 

vía subcutánea . El día 21 se sangraron los conejos y se hizo una pru~ 

ba con el suero para buscar anticuerpos por el método de la doble di

fusión en agar. Las placas indirectas (CFAI) fueron detectadas por la 

adición de este antisuero a una dilución óptima de 1:100 y de comple- -

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

Cuenta de parásitos. (i) Sangre: Los ratones 

parasitados fueron sangrados el mismo día del sacrificio. Se les 

limpió la cola con alcohol, se dejó secar y se cortó un pequeño pedazo 
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de la punta . Se tomó una pequeña cantidad de sangre con pipeta para 

cuenta de glóbulos blancos y se diluyó con NaCl 0.15 M que contenía 

heparina. El número de parásitos móviles por mm3 de sangre fué 

dete rminado en una cámara de Neubauer, ajustándose la cuenta a 

número de parásitos móviles por mililitro. 

(ii) Tejidos: En el momento de la necropsia, los corazo 

nes de los ratones infectados y de los no infectados fueron extraídos -

asépticamente y pesados. En los animales infectados se contaron los 

amastigotes de:!'. cruzi presentes en 1200 campos microscópicos de 

preparaciones de miocardio de 6 )l de grosor. Estas secciones fueron 

cortadas en un crióstato y teñidas con hematoxilina (11). Se estudia -

ron 10 secciones diferentes de cada corazón de ratón. 

Investigación d~ placas hemoliticas. El análisis de pla

cas hemoUticas para determinar células productora s de anticuerpos 

(CFA) a eritrocitos de burro (EB) se llevó a cabo sobre láminas porta 

objetos como lo describió Golub y col. (12). Las placas directas -

(CFAD) detectadas después de la incubación exclusivamente con com 

plemenrn (13) se consideraron producidas por células liberadoras de 

anticuerpos 19S (IgM) y se determinaron 4 días después de la inocula

ción del autígeno. Las placa s indirectas (CFAI) detectadas después -
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lel tratamienrn con anti suero y complemento (9, 10) se con s ide raron 

producidas por células formadoras de anticuerpos de baja eficiencia 

hemolitica (7S). Su determ in ación se ll evó a ca bo 10 dla s después -

de la administración del antlgeno. 

Grupos controles y grupos expe rim enta les . Los grupos 

controles consistían de ratones normales inoculados con EB y otros 

que no recibieron antígeno y que fueron probados para determinar -

el número de células de fondo a diferentes inte rvalos de spués de la 

inoculación con 2 X 104 parásitos de .I_. cruzi . 

Los grupos experimentales para investigar r e spuesta 

primaria recibieron el ant ígeno antes o después de la inoculac ión con 

T . cruzi. La determinación del número de células formadoras de -

an ticuerpo 19S (CFAD) tanto en animales normale s como infectados, 

fué realizada en 10 grupos de 5 ratones cada uno a los días 1, 4, 7, 9, 11, 

14 , 16 , 18 , 23 y 25 después de la infección con I. cruzL La determin~ 

ción de células formadoras de anticuerpo 7S (CFAl) se llevó a cabo -

en 7 grupos de 5 ratones cada uno, tanto en an imales normales como 

en infectados, a los dlas 1, 5, 8, 12, 15 , 19 y 22 después de la infección 

con T. cruzi. 

Los grupos experimenta les para respue s ta secundaria 



r..:cibicron el segundo estimulo antigénico antes o después lk la infe <::_ 

ción con T. cruzi. La determinación del núm e ro de células formado 

ra s de anticuerpos 19S y 7S, tanto en an ima les normales como infect<::_ 

dos, fué practicada en 6 grupos de 5 ratones cada uno, a los dias 3, 10 , 

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

Procedimiento experimental para estudiar~ efecto de -

la infección con I. cruzi sobre !_a r espuesta inmune. 

A) Respuesta primaria 

(a). La infección de los grupos experimentales se realizó 

con 2 X 104 tripomastigotes (51. 6 LD50), inoculados por vía intraperi-

toneal (día cero). 

(b). La inmunización se efectuó con O. 5 ml de la s uspe12._ 

sión del antígeno (l X 109 EB/ml) por vía intraperitoneal. Para deter-

minar células formadora s de anticuerpos 19S (CFAD) los animales fu~ 

ron sacrificados 4 días después de la inmunización. Para la determi-

nación de placas indirectas 7S (CFAI), lo s ratones fueron sacrificados 

10 día s después de la administración del antígeno. 

(c). El dla señalado para el sac rificio los ratones infec-

tactos y controles fueron sangrados y sacrificados. Se extrajeron los 

bazos y se procesaron por separado. En estas supensiones celulares 
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se dete rminó el número de células viables/ ml por e l método de cxcl~ 

s ión con azúl T ripano utilizando una cámara de Neubaue r y pipetas pa-

ra cuenta de glóbulos blancos ( 14) . 

(d). La determinación de CFA se realizó colocando tubos de 

12 X 75 mm que contenían 0.4 ml de agarosa al 0 .53 en SSB en un ba-

ño María a 42 º C A cada tubo se le adicionó O.OS ml de una suspen--

sión de EB al Wfo en SSB y 0.1 ml de la suspensión de células de bazo 

en estudio. Se agitó el tubo brevemente y se depositó la gelosa sobre 

una lámina porta objetos previamente barnizada con Agar Noble (Difco, 

Detroit, Mich. ) al 0 . 13 en una solución de NaCl 0.15 M. Estas lámi 

nas se incubaron durante una hora a 37 º C, colocándolas en placas es-

peciales y dentro de cajas de plástico, en una atmósfera húmeda. 

A las láminas para estudio de anticuerpos 19S (CFAD) se les adicionó 

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 fo_!: 

madoras de anticuerpos 7S (CFAI), se les adicionó anti-globulina gamma 

de ratón a la dilución óptima predeterminada (1:100), después de la pri-

mera incubación (9, 10). A continuación se incubaron nuevamente duran 

te 60. ,minutos a 37 º C, después se añadió el complemento y se incuba-

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



objetos con la ayuda de un contauor de colonias. El análisi s de pla -

cas hemoliticas fué llevado a cabo por cuadruplicado en cada bazo. 

Se calculó el número de células formadora s de placas por 106 de --

cé lulas de bazo, según la técnica de Golub y col. (12). 

(B) Respuesta secundaria 

(a). La primera inyección de O. 5 ml de la suspensión de 

15 

glóbulos rojos de burro por vra intraperitoneal se llevó a cabo un mes 

antes de la infección con T. cruzi. 

(b). Antes de r ecibir e l segundo estímulo, se hizo un análisis 

de CFAD y CFAI en un grupo de ratones inmunizados primariamente 

con EB. 

(c). La infección de los grupos experimentales de ratones se 

realizó el dla cero (30 dras después de la primera inyección de EB) con 

2 X 104 tripomastigotes inoculados por vra intraperitoneal. 

{d) . La segunda inyección del antrgeno (EB), en igual canti-

dad y por la misma vra que la primera , se practicó 5 días antes del -

sacrificio en cada grupo que comprendió 5 ratones infectados y 5 nor-

males . 

(e). El dra del sacrifico (3, 10, 15, 20, 25 y 29 días después --
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de la infecc ión) . se sangra ron los ra tones infectados y normales y se 

extrajeron los bazos. Cada bazo se proce só por sepa rado para obte

ner las supensiones celulares e splénicas de cada animal. A e stas -

suspensiones celulares se les hizo cuenta de células viables en cámara 

de Neubauer, como se mencionó anteriormente. 

(f). El plaqueo se llevó a cabo en la misma forma que se 

hizo para la respuesta primaria, determinando tanto placas directas 

19S (CFAD) como indirectas (CFAI). 

Actividad fagocil:ica. Con el propósito de estudiar la acti

vidad fagocil:ica, grupos de ratones controles y grupos de ratones in

fectados con.:.!'. cruzi fueron probados a diferentes intervalos después 

de la infección, por una modificación del método descrito por Biozzi -

y col. que se basa en la eliminación de carbón coloidal de la circula

ción (15). La cantidad de carbón coloidal eliminada de la circulación 

se tomó como una medida de la actividad fagocitica del sistema retr

culo-endotelial (16). Los ratones se inyectaron por vra intravenosa con 

una suspensión de tinta China (CII-143-lA, Gunther Wagner, Pelikan -

Werke, Hanover, Germany)quecontenía SSmg/ml, pH 7 . 3-7.4. La 

dosis usada se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación: dosis en 

ml =peso corporal/100. Tres minutos después de la inyección de --
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carbón coloida l se obtuvieron mues tra s de sangre de O. 02 rnl de cada 

un o de los ra tones , po r punción del plexo venoso r et ro-orb ital. 

La cantidad de carbón se estimó en un espect rofotómetro 

Zeiss , ELKO lll, a una longitud de onda de 490 nm , comparando la -

den s idad óptica obtenida en el mismo animal antes y después de la -

inyección del material. Los datos obten idos en los grupos infectados 

fueron comparados con los observados en los grupos de animales coE_ 

troles no infectados . 

Determinación d~ anticuerpos anti-eritrocitos <!e burro -

en el suero. 

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

control correspondiente, se inactivaron a 56 º C durante 30 minutos y 

se les dete rminó la presencia de anticuerpos contra glóbulos rojos de 

burro (EB) por el método del S()fo de hemólisis (8). 

(a). Se hicie ron diluciones seriadas de estos sueros . En 

cada tubo se colocó 0.1 ml de s uero dilurdo. 

(b) . Se añadió 0.1 ml de glóbulos rojos de burro (EB) 

lavados, a una concentración de 1 X 109 células/ mi y se incubaron a 

37 º e durante 30 minutos. 



18 

(c). Se les adicionó o. 2 ml de complemento (1:30) y se incu

baron nuevamente a 37 º C durante 60 minutos. 

(d). Se les agregó 2 ml de buffer veronal. Se centrifugaron 

los tubos a 1500 r p m durante 15 minutos y se leyó la densidad ópti

ca en un espectrofotómetro Zeiss, ELKO Ill, a una longitud de onda 

de 541 ~-

Todas las pruebas se hicieron por duplicado y usando contr~ 

les. La actividad de los anticuerpos está dada en unidades de 503 de 

hemólisis por mililitro de suero . 

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

total con actividad de hemolisinas resistentes al tratamiento con 2-ME 

O.l M, se determinó al mismo tiempo que la actividad de anticuerpos t~ 

tales. Las inmunoglobulinas sensibles al 2-ME se consideran anticue~ 

pos con una constante de sedimentación de 19S (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 solución de NaCl 0.15 M, y dializando durante 24hr 

a la temperatura ambiente contra una solución 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 Oº C contra iodoacetamida 0.01 M 

en una solución de NaCl 0.15 M. Finalmente las muestras se dializa 

ron a Oº C durante 24 hr contra una solución amortiguadora de barb.!_ 

tal modificado, pH 7. 4, efectuando cambios repetidos de esta solución 

(18). Este material fué utilizado para la determinación de hemolisinas 

resistentes al 2-ME (7S). 



RESULTADOS 

Determinación ~e niveles de parásitos~ diferentes inter 

valos después de~ infección de ratones con I. cruzi: (i) Cuenta de 

parásitos en sangre. Las cuentas de parásitos en la sangre de rato

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

bla l. Los tripomastigotes se observaron en todos los ratones 24 hr 

después de la infección. El número de parásitos aumentó en el curso 

del experimento llegando a su máximo el día 23. 

( ii) Cuenta de parásitos en músculo cardíaco. En los co

razones de los ratones infectados se observaron inicialmente nidos -

conformasdeamastigotes, el día 9 después de la infección. El ntl

mero de nidos observados después de examinar 1200 campos micro~ 

cópicos aumentó después de 9 días. Este aumento se manifestó cla

ramente 18 días después de la infección (Tabla I). Posteriormente -

el número de nidos en el tejido del miocardio disminuyó. Por otro 

lado, el peso del corazón de los ratones infectados presentó un incr~ 

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 dlas de infección, fué significativa (Tabla l) . 

Determinación de actividad fagocitica en animale s infecta 

dos con I. cruzi. Los experimentos de eliminación de carbón coloidal 

demostraron que la actividad fagocitica fué mayor en los grupos infec

tados que en los no infectados. A partir del día 5 esta dife rencia fué 

significativa (f<O. 01). La actividad fagocitica aumentada de losan.!_ 

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

Determinación de células formadoras de anticuerpos (CFA) 

~ ratones no inmunizados, después de~ infección con I . cruzi . Las 

células formadoras de anticuerpos contra eritrocitos de burro en rato

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

1, 4, 7, 10, 14, 16, y 18 después de la infección. Aunque la parasitemia -

en estos animales fué progresiva a lo largo del experimento , no se - - -

observaron más de 6 células sintetizando anticuerpos en 106 analiza-

das, tanto de CFAD (19S) como de CFAI (7S). 

Respuesta primaria de células formadoras de anticuerpos 

19S (CFAD) en ratones inmunizados con eritrocitos de burro~ diferen 

tes intervalos antes Y. después de~ inoculación con I. cruzi. Para -

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

contra eritrocitos de burro, se examinaron los ratones a intervalos 



22 

diferentes durante 25 d!as después de la infección . Las CFAD nomo~ 

traron diferencias entre los ratones normales y los infectados duran-

te los primeros 9 ctra s . Sin embargo, a partir del dra 11 hasta el fi- -

nal del experimento, los ratones infectados mostraron una disminu- -

ción significativa en el número de CFAD cuando se les comparó con 

ratones normales no infectados (f<O. 01-0. 001) (Tabla lll). 

Respuesta primaria de células formadoras de anticuerpos 

7S · (CFAl) en ratones inyectados con eritrocitos ~e burro~ diferen-

tes intervalos, antes~ después de~ inoculación con.:!' . 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 días del experimento. Del día 15 -

en adelante el grupo infectado mostró una disminución significativa -

en CFAI (Tabla lV) . La disminución en CFAI (7S), fué observada ca-

si al mismo tiempo que la disminución en la respuesta de CFAD (19S) 

Tabla III). 

Respuesta secundaria en ratones estimulados con eritroci-

~s de burro~ diferentes intervalos antes .5! después de~ inoculación 

con_!. cruzi. Como se puede ver en la Fig. 1, las células formado

ras de anticuerpos 7S (CFAl) en ratones infectados con I. cruzi y -
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r eestimulados con e ritrocitos de burro a diferentes inte rva los , no --

mostraron cambios significativos los 3 primeros día s del expe rimento, 

Sin embargo, el día 10 el grupo infectado mostró una disminución sig-

nificativa en el número de CFAl (f<0 . 01) . Esta disminución en CFAI 

fué mayor en los siguientes días de la infección con_!. cruzi (f><0 .001) . 

Los ratones usados en este experimento y que habían sido inmunizados 

con eritrocitos de burro 30 días antes de la infección no contenían ---

CFAI 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 patrón de respuesta similar a la observada en la inves~ 

gación de CFAI (F ig. 2). Los titulos de anticuerpos totales así 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 variación durante todo el experimento . Por otro lado, 

aunque los titulas de hemolisinas totales en el suero de ratones infec~ 

dos con T. cruzi no fueron diferentes de los de los ratones no infecta 

dos en los 10 primeros días después de la infección, disminuyeron en 

estos ratones infectados después del día 10. El día 15 se observó un 

descenso significativo en el titulo de hemolisinas y este titulo continuó 

disminuyendo a medida que transcurría el tiempo de infección . 
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Cuando estos mismos sueros se trataron con 2-ME , los títulos de -

hemolisinas 7S estuvieron también disminuidos en igual forma que 

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

Determinación de~ LD50 de~ cepa ':!_e tripomastigotes de 

_!. cruzi. Para determinar la dosis letal de tripomastigotes necesaria 

para matar el soro de los ratones en un período de 30 días (L Dso/30 

días), se usó el sistema de Reed and Muench (19). La dosis LD50 -

resultó ser de 387 tripomastigotes/animal. Esta dosis conduce a la 

muerte a la mitad de los animales en 30 días. Nosotros usamos un 

inóculo que contenía 20, 000 tripomastigotes/animal o sea una dosis -

letal lOOYo (51. 6 veces la LD50). En los grupos de ratones que reci-

bieron un inóculo diez veces menos infectante, de 2000 ó 200 tripoma~ 

tigotes, el porcentaje de mortalidad a los 30 días fué de soro y 383 re~ 

pectivamente. 



DlSCUSION 

Los resultados obtenidos en estos estudios sobre el efecto -

que tiene la infección experimental con I. cruzi en la respuesta inm~ 

ne primaria y secundaria a un antígeno heterólogo indican la existen

cia de un estado de inmunosupresión. En ambos casos la supresión -

se observó entre el 5 º y 7 º día después de la infección . En esos días 

el número de parásitos en la sangre era aproximadamente de 1 X 105 

tripomastigotes/ml. 

La necesidad de usar eritrocitos de burro fué debida a que -

ha sido demostrado que el suero de conejos infectados con I. brucei 

contiene aglutininas heterófilas (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 antíge

nos de reacción cruzada en los ensayos de células formadoras de an-

ticuerpos (CFAD y CFAI). 

Los análisis de CFAD y CFAI llevados a cabo en ratones in

fectados con .. !.: cruzi pero no inmunizados con eritrocitos de burro, 

revelaron solamente 6 X 106 CFAD ó CFAI. Este número de células 



formadora s de anti cuerpos fué s imila r en los ratones poco pa ra s itél

dos y en los altamente paras itados que no habran sido inmunizados -

con EB. 
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El e fecto inmunos upresor en la r espuesta primar ia y se

cundaria llega a ser más evidente cuando el núme ro de parásitos au-

menta tanto en la sangre periférica como en el tejido del músculo ca~ 

ctraco. En cambio, no hubo respuesta disminuida de CFAD ó CFAI -

en los estados iniciales de la infección, cuando el número de pará sitos 

en sangre estaba por abajo de 1 X 106 tripomastigotes/ml y aún no se 

observaban nidos de amastigotes en músculo carctraco (Tablas III y lV) . 

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 macrófagos juegan un papel 

importante en la respuesta inmune (21 , 22) , era por tanto lógico espe

rar que la respuesta inmune a antrgenos µarticulados como el usado -

en este trabajo (eritrocitos de burro), fuera normal. Sin embargo, -

nuestros resultados muestran que los animales infectados presentan 

un número significativamente disminuido de células formadoras de -

anticuerpos. 

El efecto inmunosupersor ejercido por varios agentes 
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infectantes sobre la r espuesta inmune es bien conoc ido (4 , 5 , 23 - 27). 

Sin embargo, el mecani s mo exacto de esta inmunosupres ión se dese~ 

noce. Se han postulado varias hipótesis para explicar la inmunosupr~ 

sión observada durante infecciones por protozoarios , pero ha s ta ahora 

han s ido inadecuadas ya que los eventos que s iguen a la adminis tración 

del antrgeno son extremadamente complejos ( 4, 5 , 28). Los protozoa - -

ríos pueden inducir inmunosupresión a dife rentes niveles. Por ej em

plo, Strikland y col. (28), han reportado en ratones infectados con -

Toxoplasma gondii una depresión de la respues ta de lgM a eritrocitos 

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

ratones, produce una marcada reducción de la respuesta inmune pr~ 

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 -

ción por T . gambiense daña no solamente la respuesta inmune humo

ral sino también la respuesta inmune mediada por células (25). En e~ 

te tipo de tripanosomiasis la parasitemia observada es baj a. Sin em

bargo, la infección por T. brucei en ratones produce ambas, una al

ta parasitemia y una severa a lteración de la función del sistema --

retrculo-endotelial que se traduce en una falla de la respuesta humo-
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r a l y una ligera reducción en la inmunidad mediada por células (26). 

Además, I. rhodesiense (Nyoriana), ca s i en las mismas condiciones 

experimentales de nuestros estudios, induce muy elevados niveles de 

parasitemia (tan altos como 4 X 108 parásitos por ml) y no tiene ni12_ 

gún 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 inmtme. 

No tenemos todavía una explicación plausible del mecanis-

mo de inmunosupresi6n a eritrocitos de burro en ratones infectados 

con T. cruzi. Sin embargo, nuestros resultados no indican que el 

bloqueo del sistema retículo-endotelial sea el responsable de la res-

puesta disminuida como fué sugerido previamente ( 4, 5, 31), ya que la 

actividad fagocitica del sistema retículo-endotelial está aumentada en 

los animales infectados. También se sabe que las infecciones por --

I. cruzi pueden afectar severamente el bazo (32, 33). Se ha sugerido 

que la competencia antigénica (fenómeno que produce respuesta hu - -

moral disminuida) juegue tm papel en esta inmunodepresi6n, aunque 

no siempre se ha observado inmtmosupresi6n en condiciones simila-

res a las aquí reportadas, en infecciones por otros protozoarios (24). 

Además, en estos ratones infectados con I. ~i los requerimientos 
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de tiempo para que ocurra la máxima competenc ia antigénica pueden 

no ser satisfactorios, ya que Eidinger y col. (34), demostraron que 

se neces itan intervalos de tiempo apropiados entre las inyecciones -

de los dos antígenos. 

El hecho de que la inmunosupresi6n ocurra en enferme~ 

des producidas por diferentes microorganismos (23), indica que de

be existir un común denominador en su efecto sobre la respuesta in

mune. Por ejemplo, se ha discutido que los organismos en prolifer~ 

ción pueden liberar substancias metabólicas que pueden de alguna m~ 

nera ser deletéreas para los linfocitos inmunocompetentes (5). En -

el caso de la infección por leishmania se ha demostrado un aumento -

significativo en la globulina gamma del suero (5), lo que podría impl.!_ 

car la formación de complejos antígeno-anticuerpo los cuales podrían 

ser responsables de la supresión (35). El requerimiento de que la -

globulina debe ser especifica para el correspondiente antígeno no ha -

sido establecido plenamente (36). Sin embargo, se ha demostrado -

que la gran concentración de globulina gamma que se produce duran -

te tma infección por leishmania no es especifica para antígenos hom~ 

logos, aunque los anticuerpos a tejidos autólogos pueden existir y se 

han encontrado depósitos amiloides en el riñón (37). 
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Otro mecanismo potencial que puede tomarse en cuenta -

en la inmunosupresión es el papel del interferón, ya que estas infec

ciones por protozoarios pre sentan una fase intracelular obligada. La 

estimulación de producción de interferón por estos parásitos 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 interferón exógeno de ratón para las células pro·:iuctoras de anti

cuerpos en ratones inmunizados con eritrocitos. Además se ha demo~ 

trado que el interferón inhibe la smtesis de DNA inducida por fitohem~ 

glutinina o por células alogénicas (39). En estas condiciones el inter 

ferón puede, de alguna manera, modificar la función de los linfocitos, 

tanto los derivados del timo como los derivados de la médula ósea. -

Por lo que respecta a una posible alteración de la función de linfocitos 

"T" y "B" por el interferón, se ha reportado que la incidencia de en

fermedades autoinmunes es extraordinariamente baja en aquellos pai 

ses en los cuales se observan problemas de parasitismo múltiple e - -

intenso (40). A este respecto es importante señalar que las infeccio

nes por tripanosoma reducen la severidad de neuritis alérgica expe

rimental en conejos (41). 
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CONCLUSIONES 

El efecto de la infección experimental con ! . cruzi en -

ratones sobre la respuesta inmune primaria y secundaria a eritroci

tos de burro, se tradujo en una inmunosupresión significativa de -

inmunoglobulinas 19S y 7S. La determinación de células formadoras 

de anticuerpos (CFA) en animales infectados mostró tma reducción -

significativa 10 dias después de la infección. La supresión de anticue~ 

pos fué mayor a medida que se incrementaron la parasitemia y la pre

sencia de nidos de amastigotes en el músculo cardiaco. Resultados -

similares se observaron en los sueros de los ratones infectados con -

este parásito, donde el titulo de anticuerpos determinado por hemólisis 

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 número de CFA ó en el titulo de an

ticuerpos séricos durante el desarrollo de los experimentos. Por lo 

tanto podemos concluir que la infección aguda por I. cruzi en ratones 

presenta las siguientes caracterfsticas: 

l. Niveles elevados de parasitemia en los animales de --
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e xperimentación después del quinto di'a lk' infección. 

2. Supresión de la respuesta inmune humoral tanto primar ia 

como secundaria, a un ant1geno no relacionado (er itrocitos de burro), 

inyec tado a diferentes interva los antes o después ele la infecc ión con -

T. cruz i 

3. Aumento de la actividad fagoci:tica posiblemente producida 

a traves de mecanismos inmunes mediados por células. 

Los datos obtenidos de la respuesta inmune primaria y secun

daria sugieren que la infecc ión por I_. cruzi tiene un efecto sobre el 

lado eferente de la respuesta inmune. 
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T A B L A I 

Determinación de niveles de parásitos en ratones infectados con Trypanosoma cruzi 

Días después 
de la infec
ci6nª 

1 

4 

7 

9 

11 

14 

16 

18 

23 

25 

Grupo control 
no infectado 

Ratones 
por 

Grupo 

6 

5 

6 

5 

6 

6 

6 

4 

4 

4 

6 

Parásitos en % de nidos de 
sangre x 106/ml amastigotes en 

(promedio) el coraz6n.b 
(promedio) 

.001 o 

.05 o 

.13 o 
l. 26 4.25 

4.62 5.0 

10.31 17.2 

11. 98 37.1 

10.85 93.1 

26. 71 24.0 

14.23 9.3 

o o 

ªRatones CFl inoculados i.p. con 2x10 4 tripomastigotes de '.!'...:_ cruzi 

Peso del coraz6n + , E .E . 

mg E.e 

117.6 + 5.04 >0. 6 

115.4 + 6.09 :>O. 8 

118.2 + 4.15 >0 . 5 

123. 2 + 3.15 >0 . 1 

131.8 + 6.52 :>O. 05 

122.2 + 4.87 :>0.2 

134.4 + 7.57 >0. 05 

152.1 + 6.79 -'0.0 1 

147 . 3 + 11.78 <0.0 5 

152.5 + 12.4 <O . 0 5 

113 . 3 + 6. 2 

· bSecciones de corazón de ratones infectados fueron examinadas para investigar nido s de a ma s ti
gotes de T. cruzi. El porcentaje de nidos de amastigotes fué calculado de los d a t os obteni - 
dos despues de contar 1,200 campos microscópicos . 

c El v a l o r de E_ fué c alculado po r comparación de l o s grupos de r atone s i n f ec tados y contro l e s 
por l a p rue ba t de Stude nt. 



T A B L A II 

Eliminación de carbón coloidal de la circulación sanguínea de ratones 

Días despues 
de la infección 

1 

s 

7 

14 

18 

23 

normales y de ratones infectados con T. cruzi 

Densidad óptica (O.O.) de sangre 3 minutos después de la 
inyección de carbón coloidal + E.E.ª 

No-infectados Infectados Porcentaje 
(NI) (I) diferencia b NI vs. I E 

0.66 + o.os O.S7 + 0.06 14 >0.2 

0.47 + 0.03 0.33 + 0.01 30 -'0.01 

O.S9 + 0.02 0.36 + o.os 39 <o. 01 

0.63 + 0.01 0.20 + 0.03 68 <0.001 

O.S4 + 0.04 0 .29 + 0.03 46 <0 .001 

0.4S + 0 . 04 0.2S + 0.03 44 <0.01 

ªRatones con peso aproximado de 2S g fueron inoculados i.v. con 0.2S ml de un a 
suspensión de carbón coloidal que contenía SS mg/ ml pH 7.3S-7.4. La cantidad 
de carbón que permaneció después de 3 minutos fué calculada espectrofotométri 
camente. Una O.O. más pequeña indica que permanece menos carbón e n circula-~ 
ción y que la actividad fagocítica está aumentada. Prome dio de S a nimales/d ía 
+ error estandar. 

bEl valor de E fué calculado por la prueba ~ de Student. 



T A B L A III 

Efecto de ~ infección experimental en ratones con Trypanos oma cruzi 

sob r e la respuesta de cé lulas formadoras de anticue rpos 195 (CFAD ) 

contra eri trocitos de burro ~ 

Promedio de CFAD x 10 6 célu las viablesb 

Días después 

de l a infecciónª Log :I:_ E .E. Geométrico Ec 

1 2 .49 + 0.03 310 > .6 

4 2 . 62 + 0.09 417 > . 6 

7 2.12 + 0 . 16 132 >. 05 

9 2 . 20 + 0.19 16 6 > . 1 

11 1.35 + 0. 28 22.4 .( . o 1 

1 4 2.01 + 0.12 103 <· 02 

16 1.25 + 0.35 17.8 .(.o 2 

18 1.29 + 0.10 19.5 .(.0 01 

23 1.18 + 0.17 15.2 <::. o l 
25 0.79 + 0.31 6 .1 <·ºl 

Grupo control 2.54 + 0.12 347 
no infectado 

ªRa t ones CFl i noculados i . p . el día O con 2 x 10 4 tripomas tigo t es . 

bLos ratcnes infec t ados f ueron inmunizados con EB a diferentes interva 
l os , antes 6 despué s de l a infección con T. cruzi . Los animales fue 
ron sacrifica dos 4 días después de la inmunización y se de t erminó el 
número de CFAD. Promedio de 5 ratones + error es t andar. 

cEl va l or de E fué determinado por l a prue ba ! de Student por compara 
ción del grupo i nfec tado con el grupo c o ntrol no infectado. 



T A B L A IV 

~fecto de la infección experimental en ratones con Trypanosoma ~i 

sobre la respuesta de células formadoras de anticuerpos 78 (CFAI) 

~eritrocitos de burro (EB) 

Días después 
de la infecciónª 

1 

5 

8 

12 

15 

19 

22 

Grupo control 
no infectado 

Promedio de CFAI x 10 6 células viablesb 

Log + E.E. Geométrico 

2.44 + 0.08 276 

2.33 + 0.21 215 

2.34 + 0.22 220 

2.28 + 0.07 191 

1.66 + 0.27 46 

1.76 + 0.18 58 

1.50 +o.os 32 

2.41 + 0.07 258 

E.e 

>o . 8 

>0 .4 

>0.7 

") o . 2 

<0.05 

<o . 01 

<0.001 

ªRatones CFl inocula dos i.p. el día O con 2 x 10 4 tripomas tigotes 

bLos animales fueron sacrificados 10 días después de la inmunizac i ó n c on EB 
y se determinó el número de CFAI en células de bazo. Promedio de 5 rato nes 
por grupo . 

cEl valor de E_ se determinó por comparación entre los grupos infectados y e l 
grupo control, por l a prueba t de Student. 
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DIAS DESPUES DE LA INFECOON 

Fig. l. Efecto de la infección en ratones, con 2 X 104 tripomastigotes 
de T. crlizi sobre la producción de célul.as formadoras de anticuerpos 
7S (CFAI) en la r e spuesta secundaria contra er itrocitos de burro -- -
(l X 109 células/rol) administrados por vra i.p. antes o después de la 
infección. Los a nimales controles no infectados (O O) que r ec i
bie ron el sf:gundo estimulo del ant!geno er itrodtico desarrollaron una 
r espuesta uniforme de CFAI durante e l e xpe rimento. Sin embargo, los 
animales infectados que también fue ron n :cstimulados con EB (e e ) 
exh ibieron una supresión s ignificativa (f <.0 .01) en la re s j)..l es ta de CFAI 
después de 10 d!as de infección . Esta inmunosupresión continuó au -
mentado durante todo el experimento a nivel signif ica tivo ( .P<O. OOJ ). 
Cada punto representa e l promedio de .=i animales _±__ e rror estandar . 
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OIAS DESPUES DE LA INFECCION 

Fig. 2. Efecto de la infección en ratones con 2 X 104 tripomastigotes 
.· de I , cruzi sobre 1¡:1 respuesta de anticue~os cirtulantes .(totales y -

hemolisinas 7S) a la reinyección de 1 X lO EB administrados por vra 
i. p. antes o después de la infección . Ratones controles que recibie- -
ron el 2o. · estímulo de EB y no fueron infectados con el parásito, mos 
traron durante todo el e xperimento una variación menor tanto en la can 
tidad de anticuerpos totales (.6:----6) como en la cantidad de anticue r- :
pos r es istentes a 2-mercaptoetanol (7S) (O O). En cambio, los sue 
ros de la animales infectados con T. cruzi mostraron una inmunosupre 
sión después de 15 d!as de infecc ión tanto en los titulas de anticue rpo s
totales (¿- - -•)como de anticuerpos 7S <•----•). Cada punto represen 
ta el promedio de un grupo de sueros obtenidos de 5 animale s y reali-
zado por duplicado. 
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