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Resumen

Se hizo una comparacién entre el proceso de infeccién producido por T. Cruzi, en animaes tratados y no
tratados con corticosteroides, con el fin de determinar el efecto inmunosupresor de la droga sobre la
resistencia natural, y la inmunidad adquirida contra T. cruzi. Ratones GiH inmunizados y no inmunizados
con un antigeno muerto, fueron tratados con 2, 10 y 20 mg de acetato de cortisona por 25 gramos de
peso corporal.

La inoculacion a los ratones se hizo usando formas sanguineas, o tripomastigotos obtenidos de
cultivo.

La sobrevivencia de los ratones tratados con la droga fue menor, independientemente del tipo de
in6culo y el grado de inmunidad de los animales. Ademas, las parasitemias, mas acentuadas en los
animales inmunosuprimidos, fueron también mayores en los animales no inmunizados. Igualmente, la
diseminacion del parasito fue mas intensa en animales tratados con corticosteroides y ademas
ligeramente mas marcada en los ratones no inmunes. Se confirma una vez mas el efecto exacerbante de
la cortisona sobre infecciones con T. cruzi, y ademas se establece que el efecto inmunosupresor de la
droga es méas evidente en la resistencia natural, que en la inmunidad adquirida para este protozoario
intracelular [Rev. Cost. Cienc. Méd. 1983, 4(Supl. 1 ):65 —76].

Introduccién

Los corticosteroides han sido usados por largo tiempo en medicina, debido a su gran poder
antiinflamatorio, al cual se une su capacidad inmunosupresora (1), usualmente necesaria para el éxito de
las operaciones de trasplantes. Por esta segunda razon, estos esteroides tienden a favorecer la
exacerbacién de las infecciones. Este efecto es muy marcado en la inmunidad celular, lo que hace auln
méas susceptible al animal (3), especialmente a las infecciones con organismos intracelulares (17). ya
que actlan tanto sobre la resistencia natural como sobre la inmunidad adquirida (9, 10, 11). Los datos
que se tienen sobre el efecto de los corticosteroides sobre infecciones con Trypanosoma cruzi son muy
variados, segun se trate de datos experimentales o no. Asi, mientras Andrade y colaboradores (1)
informan que el tratamiento de chagasicos con Nifurtimox y corticosteroides, tiene un efecto curativo
mejor que con € Nifurtimox solamente, estudios experimentales demuestran que existe
un efecto negativo de los corticosteroides, ya  que su administracién masiva
exacerba no sOlo infecciones con T cruzi, sino con algunas otras protozoosis intracelula-
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res tales como toxoplasmosis (5, 6, 12, 16) leishmaniasis (2), entre otras. Este estudio es una
contribucién al conocimiento del efecto que pueden tener los corticosteroides, sobre los mecanismos de
defensa del huésped contra T. cruzi.

Material y Métodos

Animales: Para realizar este estudio se usaron ratones, hembras y machos (con un peso de D a 25
gramos) de la linea C3H, los cuales fueron mantenidos en el laboratorio bajo un sistema ad libitum de
alimentacion.

Organismos e infeccidn: Se us6 una cepa de T. cruzi aislada por nosotros de un Triatoma dimidiata
capturado en Barva de Heredia, Costa Rica. La cepa fue aislada originalmente por inoculacion en
ratones Cs3H, luego cultivada in vitro en el medio de Rugai (15) y se ha mantenido simultdneamente en
animales. La infeccion de los animales en los grupos experimentales fue llevada a cabo
subcutaneamente con 10° tripomastigotos de cultivo (no se toman en cuenta los epimastigogos, que
fueron descartados al hacer el coOmputo total y diferencial de formas de cultivo), o con 10" formas
sanguineas, segun el caso.

Preparacion del antigeno e inmunizacion: Las formas de epimastigoto obtenidas de un cultivo de 16
dias fueron lavadas 5 veces con solucion salina al 0,85 por ciento por centrifugacion a 700—800 g
durante 10 minutos. Tales formas de cultivo fueron contadas con hemocitémetro y luego sometidas a 8
ciclos de congelaciéon a —70°C y descongelacién a 37°C. El antigeno que contenia 10’ formas por ml fue
mantenido a —20° C hasta su uso, no mas de 30 dias después de su preparacion.

Para la inmunizacion, los animales fueron inyectados subcutaneamente una vez por semana con 1 ml
del antigeno durante 4 semanas. Después de un periodo de otras 2 semanas, los animales fueron
inoculados con tripomastigotos de T. cruzi. Todos los sobrevivientes se consideraron inmunes para los
fines de nuestros ex perimentos.

Tratamiento con acetato de cortisona: Se establecieron grupos de ratones inmunizados y no
inmunizados. Cada grupo contenia 5 hembras y 5machos. Un grupo fue tratado con 2 mg, otro con 10 y
otro con 20 mg de cortisona (Sigma) por 25 g de peso corporal, por semana, por un periodo maximo de
90 dias en aquellos que sobrevivieron al tratamiento. El tratamiento se inicid 2 dias antes de la infeccion,
tiempo recomendado para que el efecto de la cortisona se manifieste mejor (Chinchilla y Frenkel, en
preparacion). Grupos de animales infectados pero no tratados fueron usados como testigos.

Evaluacién de los resultados

a. Curvas de peso y sobrevivencia: Los animales fueron pesados semanalmente, calculando el peso
promedio por ratén de cada grupo de hembras o de machos, con el fin de determinar cualquier
variacion entre sexos.

Para efecto de obtener un resultado general, también se calculé el promedio de peso de los 10
animales (hembras y machos de cada grupo).

Cada vez que moria un animal se anotaba el tiempo calculandose la sobrevivencia media total, o para
cada sexo en cada grupo.
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b. Parasitemia: Los ratones de todos los grupos fueron sangrados de la cola semanalmente en el
mismo dia; cuando la cantidad de tripomastigotos fue suficiente, se hizo computo en hemocitometro
indicandose los resultados como tripanosomas por mm?, determinandose el ndmero maximo
promedio encontrado en cada grupo de ratones.

c. Estudio histopatologico: Los 6rganos de los ratones moribundos o recientemente muertos fueron
fijados en formol al 10 por ciento, pH 7,0, cortados y tefiidos con hematoxilina y eosina y por la
técnica de Gallego. Luego todos los 6rganos fueron estudiados por presencia de amastigotos de T.
cruzi.

Resultados

No existieron diferencias considerables de acuerdo al sexo en las curvas de peso, sobrevivencia de
los animales o disminucion de la parasitosis debido a la cortisona. Por ello, los datos que se dan a
continuacion son el promedio obtenido en todos los animales de cada grupo. Los animales tratados con
acetato de cortisona mostraron una disminucién considerable de peso, la cual fue similar en animales no
inmunizados e inmunizados. Esa disminucion de peso tampoco varid de acuerdo al tipo de inéculo, ya
que fue practicamente igual en animales inoculados con formas de cultivo o con formas sanguineas de
T. cruzi (Figura 1). La sobrevivencia de los animales disminuy6 proporcionalmente al aumento de la
dosis de cortisona usada en el tratamiento, y la mayoria de animales tratados con 10 y 20 mg de
cortisona por semana, murieron rapidamente, incluso antes de que se acentuara la infeccién con T. cruzi
(Figura 2).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la sobrevivencia de los animales inmunizados y
los no inmunizados, al tratarseles con acetato de cortisona y tampoco se apreciaron diferencias
considerables en la sobrevivencia de animales inoculados con formas sanguineas, o con tripomastigotos
de cultivo (Figura 2).

Con el objeto de determinar las variaciones de parasitemia en animales inmunes y no inmunes,
debidas al efecto de la cortisona, se analizé el nimero maximo promedio de tripomastigotos encontrados
en la sangre de los ratones inoculados.

De los datos obtenidos (Cuadro 1) se deduce que la parasitemia fue mas elevada, cuanto mas alta fue
la dosis de cortisona. Ademds, se encontr6 un mayor nimero de tripomastigutos en los animales no
inmunes que en los inmunes, independientemente de si en el in6culo se us6é formas sanguineas o
formas de cultivo de T. cruzi.

Ya que la principal patologia producida por este parasito se origina en su capacidad de invadir tejidos,
determinamos, por estudio de cortes histolégicos. los érganos invadidos por el parasito en cada caso.

Para facilitar la interpretacion de los resultados se analiz6 en cada grupo de estudio, el porcentaje de
animales con diseminacion a varios 6rganos ademas del miocardio. En el Cuadro 2 se ve que cuando a
dosis de cortisona inyectada fue de 10 6 20 mg, aumenté el porcentaje de animales en que el parasito
invadié otros érganos diferentes del corazén. Ademas, se noté una tendencia de mayor invasion a
organos por las formas sanguineas que por las formas de cultivo. Por otro lado, el nimero de 6rganos
invadidos por el parasito en ratones inmunizados fue ligeramente menor que en aquellos no
inmunizados.
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FIGURA 2

SOBREVIVENCIA DE RATONES C; H INMUNIZADOS Y NO INMUNIZADOS,
INOCULADOS CON I. CRUZI'Y TRATADOS CON ACETATO DE CORTISONA

-\
4B
TER

Acetato de Cortisona (mg por semana)

La linea en el centro de las barras indican la desviacion estdndar.

[noculados con formas de cultivo. No inmunizados.

pe2]  I[noculados con formas de cultive. Inmunizados.

& Inoculados con formas sanguineas. No inmunizados.

Inoculados con formas sanguineas. Inmunizados.




Discusién

En estudios previos (no publicados) habiamos observado que el tratamiento con cortisona producia
una elevada parasitemia en animales inoculados con T. cruzi. En la presente investigacion, donde se
mantuvieron condiciones cuidadosamente controladas, fue demostrado nuevamente. Este aumento en el
namero de organismos intracelulares se ha observado en otros parasitos tales como Toxoplasma gondii
(5, 6, 8, 12, 16) Besnaoitia jellisoni (7), y Leishmania del tipo mucocutédneo (2). En este trabajo, se trato de
establecer el efecto de los corticosteroides sobre infecciones con T. cruzi, un parasito en que la
inmunidad celular es muy marcada (13, 14), y si tal efecto era diferente para animales inmunizados y no
inmunizados. Ademas, el uso de diferentes dosis de la droga se hizo con el objeto de contar con una
gama méas amplia de efectos sobre los animales inoculados. El efecto del acetato de cortisona se reflejo
en una pérdida de peso mayor en los animales tratados, cuanto mas alta era la concentracion del
corticosteroide (Figura 1).

Sin embargo, tales resultados fueron muy similares tanto en animales inmunizados como en los no
inmunizados e independientemente de las formas evolutivas infectantes con que fueron inoculados. En
cuanto a sobrevivencia de los ratones, tampoco se notaron diferencias entre animales inmunizados y no
inmunizados. Este hecho podria explicarse, en parte, debido a que el proceso de inmunizacién se hizo
con antigeno muerto, el cual parece no inducir adecuadamente la respuesta inmunoldgica,
especialmente en parasitosis intracelulares (4). Sin embargo, al estudiar las parasitemias observadas en
todos los grupos (Cuadro 1), se pudo comprobar que en los animales previamente inmunizados, las

CUADRO 1

PARASITEMIA EN RATONES TRATADOS O NO CON CORTISONA

INOCULO FORMAS DE CULTIVO FORMAS SANGUINEAS
Dosis de
cortisona 0 2% 10 20 0 2 10 20

Animales no
inmunizados NC NC 8.100** 47150 NC 100 8.950  muerte

Animales
inmunizados NC NC 450 28.083 NC NC 175 575

* Dosis semanales de acctato de cortisona en mg por 25 g de peso.
** Tripomastigotos mm?, Numero mds alto promedio de 10 ratones estudiados.
NC = No se hizo cdmputo por bajo niimero de organismos.

parasitemias fueron considerablemente menores que en los animales no inmunes,
independientemente de las formas del parasito inyectadas. Esto indica que, aun cuando la

cortisona  puede influir en que  una infeccién cronica por T. cruzi se transforme en una de tipo
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agudo, tal como sucede en otros organismos intracelulares, su efecto es menor sobre la inmunidad
adquirida que sobre la resistencia natural, como se ha probado en otras parasitosis (6, 7, 8, 16). Los
resultados obtenidos fueron semejantes cuando se inocularon formas de tripomastigotos sanguineos que
cuando el inéculo provenia de cultivos. Esto es explicable ya que el porcentaje de formas de
tripomastigotos presentes en el inéculo de cultivo fue tal que proporcionalmente correspondié al nimero
de tripanosomas sanguineos inoculados; ademas, los cultivos eran de reciente aislamiento, evitando asi
cualquier pérdida de virulencia. En cuanto a la diseminacién del parasito debido al efecto de la droga
inmunosupresora, pudimos observar que la presencia de amastigotos de T. cmzi en
miocardio y otros 6rganos fue mas evidente en los animales tratados con la droga (Cuadro 2). El
porcentaje de animales en los que se disemind el parasito fue ligeramente mas alto

CUADRO 2

PORCENTAJE DE ANIMALES CON AMASTIGOTOS
EN MIOCARDIO Y OTROS ORGANOS

INOCULO FORMAS DE CULTIVO FORMAS SANGUINEAS
Dosis de cortisona 0 2% 10 20 0 2 10 20
Animales no

inmunizados 0 12,5 833 833 §] 57,1 00,0 1000
Animales

inmunizados 0 12,5 75,0 75.0 0 250 85,7 90,0

* Dosis semanales de acetato de cortisona en mg por 25 g de peso.

en animales no inmunizados. Se debe comprender que las formas de amastigotos estarian en varios
organos, encontrdndose esos pardsitos tanto en animales no inmunes, corno inmunes. Puesto que la
inmunidad, en este caso, se manifiesta por la presencia de pardsitos en algunos érganos en forma
latente, siempre existirdn organismos en los animales inmunes; asi, al aplicar la droga inmunosupresora,
los parasitos se desarrollan en forma similar. Sin embargo, es posible que también influyera en esta
similitud de resultados en animales inmunes y no inmunes, el hecho de que la inmunizacion fue hecha
con antigeno muerto.

Queda demostrado que el acetato de cortisona hace que se exacerbe una infeccién con T. cruzi,
disminuyendo la resistencia natural mas notoriamente que la inmunidad adquirida, con lo que se provoca
en ambos casos diseminacién muy marcada del parasito.

Este hecho, experimentalmente observado, nos debe hacer meditar sobre el peligro de la aplicacion
de corticosteroides indiscriminadamente. Como ya hemos demostrado experimentalmente (2) es posible
también inducir lesiones internas con Leishmania del tipo mucocutaneo, por medio del tratamiento de
hamsters con acetato de cortisona. Dado que estos dos protozoarios intracelulares son de gran
importancia en la patologia de Centro y Sudamérica, y el tratamiento con corticosteroides esta muy
generalizado, nos parece conveniente divulgar los datos experimentales anteriormente expuestos.
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ABSTRACT

The pathology produce by T. cruzi was studied in cortisone-treated and non-treated
CsH mice. In order to determine the immunosuppressive effect of the drug against
natural resistance and acquired immunity, immune and non-immune animals were

treated with 2, 10 and 20 mg of cortisone acetate per 25 g of body weitght, per
week.

Tripomastigote forms from an infected mouse or from laboratory cultures were
used as inoculae.

Mice treated with the drug showed a shorter survival time as compared with
controls. However, there was an increase in the number of organisms in the

immunosuppressed animals, especially in non-immune and cortisone treated mice.

It has been shown again that corticosteroids exacerbate T. cruzi infections, and we
also demonstrate that the immunosuppressive effect is more evident against
natural resistance than to acquired immunity in these intracellular organisms.
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