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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una infeccion que constituye uno
de los mayores problemas de salud en muchos paises. El agente
causal de esta parasitosis es Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi,
el cual produce casos patolégicos que varian de estados sub-clinicos
a letales en un corto o largo periodo de tiempo (1).

Asimismo, el dafio causado por T. cruzi en la enfermedad
aguda, resulta, en parte, de la destruccion de tejidos asociados con
las fases intracelulares del pardsito. Las cepas de T. cruzi tienen,
en su fase de tripomastigotes, diferente habilidad para invadir teji-
dos especificos. Cepas reticulo y miotrépicas representan extremos
en este espectro; manifestando la primera generalmente mayor
virulencia (2). Sin embargo, el sistema reticuloendotelial juega un
papel muy importante en la resistencia contra la infeccion (3).
Ademds de los antecedentes mencionados, en nuestro laboratorio
se han hecho experimentos para estudiar el efecto de la infeccion
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por T. cruzi, sobre la habilidad para formar anticuerpos contra
antigenos no relacionados (eritrocitos de burro), encontrdndose
una inmunosupresion importante, tanto en respuesta primaria
como en respuesta secundaria (4).

La evolucién de este estado de inmunosupresion se realizé por
medio de titulacion de anticuerpos circulantes y de cuantificacion
in vitro de células formadoras de anticuerpo.

Es de sobra conocido que en la respuesta inmune humoral
intervienen tres tipos de células: macréfagos, linfocitos derivados
del timo, llamados T, y linfocitos dependientes de la médula dsea,
o B.

Hay consideraciones directas e indirectas para establecer la
importancia de las interacciones macréfago-linfocito en la induccion
de la respuesta inmune (5, 6, 7, 8). Las interacciones entre linfo-
citos sensibilizados y macréfagos, probablemente estén mediadas
por factores solubles, y son de capital tmportancia en el lado efector
de la respuesta inmune, mediade por células.

Eziste una heterogeneidad funcional considerable en las po-
blaciones de macréfagos, y algunas de sus propiedades no estdn
compartidas por las células llamadas fagocitos mononucleares o
macréfagos (9, 10). Como consecuencia se puede reflejar cambios
mutacionales lineares en una poblacién de monocitos o de macré-
fagos. En particular, las células dentriticas o células reticulares
asoctadas con centros germinales (5), pueden especialmente adap-
tarse para capturar el antigeno e interaccionar con linfocitos. Estas
células tienen una pronunciade capacidad pare tomar al antigeno
sobre su superficie en contraste con macréfagos del cordén me-
dular o macréfagos de la cavidad peritoneal. Se piensa que puede
ser mds interesante la presentaciéon de antigenos sobre la super-
ficie que la ingestion de antigenos y su degradacién enzimdtica.
Ezisten pocas evidencias que impliquen que otras células fago-
citicas, por ejemplo, polimorfonucleares, sean importantes pare la
mictacion de la respuesta inmune (5).

Una dificultad particular en el estudio de macrdéfagos invo-
lucrados en la respuesta inmune y de los linfocitos precursores
de la célula formadora de anticuerpo, resalta al andlisis micros-
copico de estas células, ya que algunos precursores de monocitos
que permanecen en la cavidad peritoneal (10) tienen la apariencia
de linfocitos, y algunas células unidas a antigeno —en la cavidad
peritoneal— tienen una morfologia entre monocitos y linfocitos
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(11). El empleo de un suero antimacréfago (6, 12, 14), tampoco
presenta evidencias inequivocas de que ellos no dan reaccion cru-
zada con linfocitos.

En todos estos sistemas es extremadamente dificil quitar
todos los macréfagos y pequefios contaminantes que pueden ser
suficientes en algunos casos para manifestar un efecto macréfago
dependiente.

La extracciéon de macréfagos de suspensiones de linfocitos por
métodos basados en adherencia, fagocitosis o con suero antima-
créfago, abate la induccion de una variedad de respuestas del an-
tigeno. Los macréfagos exentos de linfocitos dan solamente una
respuesta proliferativa débil a antigenos solubles y a células alo-
génicas (13, 14, 15, 16).

Se ha enfatizado que la dependencia de macréfagos para la
produccion de anticuerpos in vitro se correlaciona con la depen-
dencia de célula T, siendo la forma fisico-quimica del inmundégeno
wn factor critico mds importante que los determinantes antigénicos
individuales. Esto es debido a que antigenos lentamente cataboliza-
dos, timo-independientes, son efectivamente fagocitados, pero re-
tenidos intracelularmente durante largo tiempo. Fishman y Adler
(17) explican la respuesta de B como dependiendo de la interaccion
célula T, macrifago, sugiriendo, que la cooperacién se presenta por
la via del “desprendimiento” del receptor de células T, que forma
un complejo con el antigeno que es citofilico para la superficie del
macréfago, inicidndose asi la respuesta de la célula B.

Hay evidencias que sugieren que el antigeno enlazado al ma-
créfago tiene un efecto considerable para estimular la respuesta
de linfocitos. Experimentos recientes con células de ratén, in vitro,
han mostrado que el antigeno unido al macréfago constituye un
“gatillo” muy efectivo para lnfocitos T y B (18).

Una alternativa propuesta, la cual es menos fisiologica y ob-
jeto de considerables controversias, consiste en la inmunogenecidad
de extractos sub-celulares de macréfagos que han tomado antigeno
(5, 7). Estudios hechos por Fishman y Adler y otros (17, 19, 20),
muestran que extractos de macriéfagos peritoneales obtenidos 30
minutos después de la ingestion del fago T, fueron altamente in-
munogénicos e inducion una respuesta in vitro. Se demostro que la
actividad inmunogénica estaba asociada con una fraccion de RNA
de bajo peso molecular, sensible a ribonucleasa. Este fenémeno fue
inicialmente interpretado como evidencia de la transferencia de
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imformacion genética macrofago-linfocito (17); sin embargo, estu-
dios subsiguientes mostraron que la eficiencia de tales preparacio-
nes probablemente estaria adscrita a la presencia de pequefias can-
tidades del antigeno altamente inmunogénico (20, 21). También se
demostré que el antigeno procesado por el macréfago llega a aso-
ciarse con RNA (22); esto es significativo, puesto que ocurre tanto
con antigenos inmunogénicos como no immunogénicos (23).

El tema que tratamos en esta introduccion. nos permite enfa-
tizar la dicotomia de la respuesta inmune; células T mediadoras de
la respuesta inmune celular y las células B responsables de la
respuesta humoral.

Es de todos sabido, que los anticuerpos juegan un papel muy
importante en la regulaciéon de la respuesta humoral. La “inhibi-
cién por retro-alimentacion”, ha sido demostrada por el efecto su-
presor especifico que tiene el anticuerpo administrado pasivamente
(24) y por el incremento de anticuerpos encontrados en circulacion
segutda a la renovacion de anticuerpos del plasma por absorcion
en fase solida con inmuno-adsorbentes (25).

La literatura sefiala que los macrofagos y los linfocitos T no
estdn afectados como consecuencia de la infeccion con el pardsito
motivo de nuestro estudio (26). La inmunocompetencia de la célula
T ha podido ser establecida a través de la medicién de la resistencia
no especifica contra Listeria monocytogenes, en ratones infectados
con T. cruzi. Este fenéomeno debido a la activacion de macréfagos
es posiblemente mediado por mecanismos inmunes de tipo celular.
Estudios preliminares realizados in vitro sugieren que los linfocitos
sensibilizados en presencia de antigeno de T. cruzi producen me-
diadores que aumentan la capacidad bactericida de los macréfagos
normales. Los resultados obtenidos indican que en efecto, los ma-
créfagos de los animales infectados con T. cruzi poseen una capa-
cidad bactericida mucho mayor que los macréfagos normales. Esto
puede considerarse como evidencia de que los linfocitos T del ani-
mal, se encuentran en condiciones normales (26).

En cuanto al estado funcional del macréfago, se ha encontrado
que animales infectados con T. cruzi eliminan de circulacion par-
ticulas de carbon coloidal en forma mds eficiente que los ratones
normales, indicdndonos que las células fagociticas no estin inca-
pacitadas como consecuencia de la infeccion, sino, al contrario, que
su actividad fagocitaria estd incrementada (26).
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Para comprobar los resultados obtenidos en los experimentos
de actividad fagocitaria con carbon coloidal, nos planteamos la
necesidad de demostrar que efectivamente los macriéfagos de ani-
males infectados conservan la capacidad de cooperar con los lin-
focitos T y B en la respuesta inmune. Para ello realizamos experi-
mentos en los cuales administramos eritrocitos de burro por via
intraperitoneal a animales infectados con T. cruzi y a animales
normales. Posteriormente tramsferimos macrofagos libres de ert-
trocitos de burro de estos animales a otros normales. El exudado
fue tratado con suero anti-9 y anti-globulina-gamma antes de hacer
la transferencia, para eliminar la posibilidad de que estuvieran
contaminados con linfocitos T y B. La respuesta inmune de los
animales transferidos se midié por medio de placas formadoras de
anticuerpos. Los animales que recibieron macréfagos provenientes
de anitmales infectados con T. cruzi mostraron un incremento en
el nimero de células formadoras de anticuerpos en relacion con los
animales que recibieron macréfagos de animales normales.

MATERIAL Y METODOS

Amnimales. Se utilizaron ratones hembras de la cepa Carworth
Farm (CFI) de 18 a 23 g de peso. Los animales se mantuvieron
en cajas de material acrilico y se alimentaron con tabletas de Purina
(Purina de México, S. A. de C. V.) y agua ad libitum.

Trypanosoma cruzi. La cepa mio y reticulotréopica de T. cruzi
fue obsequiada por el doctor F. Navarrete, del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Guadalajara,
Guadalajara, Jal., México. Los ratones se inocularon intraperi-
tonealmente (i.p.) con 2 x 10¢ tripomastigotes (51.6 LDs).

Determinacion de la LDj, de tripomastigotes. La dosis letal
de tripomastigotes necesaria para matar el 50% de ratones en un
periodo de 30 dias (LD;,/30 dias) se calculé de acuerdo al método
de Reed y Muench (35), y fue de 387 tripomastigotes/animal.

Nosotros usamos un inéculo que contenia 2 x 10* tripomasti-
gotes por animal, que corresponde a una dosis letal del 100%, o 51.6
veces la LDy,

Antigeno. Se emplearon eritrocitos de burro (EB) lavados
por 3 veces en solucién salina isoténica y se ajustaron a una con-
centracién de 1 x 10° células/ml. En todos los casos, los ratones se
inocularon por via (i.p.) con 0.5 ml de la suspensién de eritrocitos.
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Antisueros. El suero anti- de raton fue adquirido en los la-
boratorios Bionetics (Maryland) y el suero anti-globulina-gamma
de raton fue proporcionado por el Laboratorio de Inmunologia
del Departamento de Ecologia Humana, Facultad de Medicina,
U.N.A.M.

Transferencia pasiva de macréfagos. Se inocularon (i.p.) 2
grupos de ratones, de 100 animales cada uno (los primeros infec-
tados con 2 x 10* tripomastigotes de 7. cruzi, 15 dias antes de la
iniciaciéon del experimento, y el otro grupo de animales normales),
con 0.5 ml. de una suspensién de eritrocitos de burro al 4%. Tres
horas méas tarde se lavé la cavidad peritoneal con solucién salina
balanceada de Hanks estéril (SSB). El proceso fue repetido tres
veces. El exudado peritoneal obtenido de los dos diferentes grupos
fue tratado por separado durante 5 minutos a temperatura am-
biente con 5 ml. de una solucién de cloruro de amonio al 0.83%
y posteriormente lavado tres veces con SSB. Las células fueron
contadas en cAmara Neubauer y se ajustaron a una concentraciéon
de 1 x 108 células/ml. Dos grupos de ratones normales fueron in-
yectados (i.v.) con alicuota de 1 x 107 macréfagos libres de EB
extracelulares, obtenidos de la cavidad peritoneal de animales in-
fectados con T. cruzi y de animales normales. Cuatro dias més tarde
se determiné el nimero de células formadoras de anticuerpo contra
eritrocitos. El proceso se esquimatiza en la figura 1.

Preparacion de la suspension de linfocitos de bazo. La suspen-
sién de células linfoides se preparé presionando cada bazo sobre
una malla de acero inoxidable con solucién salina balanceada de
Hanks (SSB). Las células se lavaron 3 veces y se resuspendieron
posteriormente en el volumen deseado de SSB. La cuenta de células
viables se hizo sobre una camara de Neubauer por el método de
exclusion del azul tripano.

Ensayo de placas de hemolisis. El ensayo de placas de hemé-
lisis detecta las células formadoras de anticuerpo (CFA). El método
se realiz6 en ldminas portaobjetos de acuerdo al método descrito
por Golub y col. (27). La cuenta descrita de CFA se hizo en una
suspensién de células de bazo, cuatro dias después de la adminis-
tracién del antigeno, y las células incubadas en presencia de com-
plemento 1:10 en SSB forman placas de lisis. E]l nimero de CFA
se calcul6 por el método de Golub y col. (27).

Tratamiento del exudado peritoneal de ratones con suero anti-
tetha y anti-globulina-gamma. Experimentalmente se usaron célu-
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las obtenidas de ratones infectados con T. cruzi (15 dias después
de la infeccién) y células peritoneales de ratones normales.

Las células del exudado peritoneal obtenidas 8 horas después
de ser inyectados (i.p.) con eritrocitos de burro y posteriormente
tratadas con cloruro de amonio y lavadas con SSB fueron purifi-
cadas con sueros anti-@ y anti-globulina- gamma. Las células se ajus-
taron a una concentraciéon de 40 x 10¢ células/ml. (28) y se agregé
suero anti-§ a una concentraciéon final de 1:40 y de suero anti-
globulina-gamma 1:50. Se dejaron 15 minutos a temperatura am-
biente y 30 minutos a 4°C. Posteriormente se lavaron las células
2 veces con SSB y se agreg6 complemento de cobayo 1:10. La mez-
cla se incub6 con SSB y se ajusté la concentracién de células viables
a 108 células/ml. Grupos de ratones normales fueron inyectados
(i.v.) con 0.1 ml de la suspension de células asi tratadas. La
determinacion del numero de células formadoras de anticuerpos
en los animales transferidos con las células peritoneales fue rea-
lizada por una modificacién al método de Jerne y Nordin.

Andlisis estadistico. Para determinar la homogeneidad de va-
rianzas entre los grupos de animales, se us6 la prueba de Fisher.
Cuando estos grupos fueron homogéneos, la prueba ¢ de Student-
Fisher (29) se aplicé para estimar el significado de las diferencias
principales. Cuando las varianzas fueron heterogéneas, la prueba U
de Mann-Whitney (30) fue usada para determinar el significado
de estas diferencias.

RESULTADOS

Determinacion del niimero de pardsitos en animales infectados.
Los niveles de parasitemia se determinaron por cuenta directa en
sangre a los 4, 9, 12, 15, 18, 20 y 25 dias después de la infeccion
con T. cruzi. La cuenta de tripomastigotes de T. cruzi en animales
infectados en sangre y corazén se muestran en la figura 2. Como
puede observarse, el nimero de tripomastigotes aumenté durante
el experimento a partir del quinto dia de infeccién en forma pro-
gresiva hasta alcanzar su maximo el dia 25 (Fig. 2-A).

En la figura 2-B observamos que a partir del dia 9 se pre-
sentan nidos de amastigotes en el corazén de los animales infec-
tados con T'. cruzi. E]l andlisis microscépico revela un incremento
de amastigotes, que aumenta hasta el dia 20 del experimento, en
donde su nimero comienza a disminuir. Asimismo, el peso del
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corazén, aumenté gradualmente a lo largo del experimento. La
diferencia en peso observada después del dia 18 de la infeccidn,
entre los animales infectados y el grupo control, fue significativa
(P<0.01) (Fig. 2-C).

Efecto de la infeccién con T. cruzi sobre la respuesta inmune
primaria a eritrocitos de burro. Como puede verse en la figura 3,
las células formadoras de anticuerpo (CFA) en ratones infectados
con T. cruzi e inmunizados con eritrocitos de burro a diferentes
intervalos de tiempo, no muestran diferencias significativas du-
rante los primeros dias del experimento cuando se comparan con
ratones inmunizados pero no infectados. Sin embargo, a partir del
dia 11, el grupo infectado muestra una disminucién significativa
en el nimero de estas células (P<0.01).
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Efecto de la infeccién con T. cruzi sobre la respuesta inmune
primarie o diferentes concentraciones de eritrocitos de burro. Se
infectaron ratones con 2 x 10* tripomastigotes de 7. cruzi y 15 dias
después se inmunizaron con diferentes concentraciones de eritro-
citos de burro; como puede verse en la tabla I la respuesta de CFA
contra EB disminuyé en todos los casos a niveles significativos en
los animales infectados.

TABLA I

Efecto de la infeccion con T. cruzi sobre la respuesta inmune primaria
a diferentes concentraciones de eritrocitos de burro.

CFA/10 ¢ CELULAS DE BAZO * ERROR ESTANDAR

Dosis (%) Normales Infectados P
10 10.288.2+5.890.7 319.8+215.4 <0.056
50 767.6x 3b7.1 18.1+ 8.5 <0.02v

a El valor de P fue calculado de acuerdo al método de t de Student-Fisher.
b El valor de P se calculé por el método de Mann-Whitney.

Transferencia de macréfagos obtenidos de la cavidad peri-
toneal de ratones inmunizados con eritrocitos de burro. El nlimero
de células formadoras de anticuerpo (CFA)/bazo de animales nor-
males y de animales infectados con T. cruzi se esquematiza en la
tabla II. Los experimentos indican que los macréfagos de animales
infectados manifiestan en todos los casos mayor capacidad fa-
gocitica a eritrocitos de burro que los animales del grupo control.
Sin embargo esta diferencia solamente fue significativa en el ex-
perimento 2.

En el experimento 3 (tabla II), el exudado peritoneal fue tratado
con sueros anti-§ y anti-globulina-gamma, para descartar la parti-
cipacién en la transferencia de linfocitos T y B. Como puede verse,
la eliminacién de células T y B no alterd el comportamiento de los
macréfagos en su capacidad fagocitica, la cual permanecié aumen-
tada (tabla II), aunque éste aumento no fue significativo.
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TABLA 1I

Transferencia de macréfagos obtenidos de cavidad peritoneal de ratones
mmunizados con eritrocitos de burro.

CFA/BAZO + ERROR ESTANDAR

Donador Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3a
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
pr >0.05 <0.02 >0.05

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

b El valor de P fue calculado por comparacién de grupos normales con los infectados.
La prueba de t de Student-Fisher fue usada cuando las varianzas fueron homogéneas y la de
Mann-Whitney cuando las varianzas fueron heterogéneas.

Paralelamente al experimento de transferencia de macréfagos,
se incluye en la tabla III la respuesta a eritrocitos de burro de un
grupo infectado, en relacién a un grupo control, notdndose una vez
maés la respuesta disminuida a niveles significativos en el grupo
infectado. Es interesante enfatizar la respuesta disminuida de estos
animales, ya que las células peritoneales transferidas reportadas en
la tabla II fueron de animales similarmente tratados.

TABLA III

Respuesta inmune primaria de animales infectados con T. cruzi
y animales mormales contra eritrocitos de burrod.

CFA/BAZO x ERROR ESTANDAR

Experimento Normales Infectados Pd
1 5627.8+ 476.3 1615.9+ 255.1 <0.05
2 23629.6+5180.7 2755.8+1357.8 <0.02
3¢ 8054.2+ 199.5 886.9+ 177.3 <0.05
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CFA/BAZO = ERROR ESTANDAR

Macréfagos transferidos a ratones mormales obtenidos de animales: b

Experimento Normales Infectados Pd
1 544.0+152.0 T47.4+ 264.9 >0.05
1987.3+£256.7 8174.6+1231.0 <0.02
3¢ 593.6+ 3.3 1387.3+ 312.8 >0.05

a Los animales infectados con T. cruzi recibieron 2 x 104 tripomastigotes, 15 dias antes
del experimento.

b Datos de la tabla I, incluidos solamente con fines comparativos.

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

d El valor de P fue calculado de acuerdo al método de ¢ de Student-Fisher para varianzas
homogéneas y con el método de Mann-Whitney para varianzas heterogéneas.

DISCUSION

Los resultados que aqui se reportan indican que ratones infec-
tados con tripomastigotes de T. cruzi presentan una respuesta
disminuida en su comportamiento inmune contra antigenos heteré-
logos. A medida que aumenta el grado de parasitemia en animales
infectados con T. cruzi se manifiesta un abatimiento marcado en
la respuesta inmune de estos animales a antigenos heter6logos no
relacionados. El efecto depresivo en el nimero de células forma-
doras de anticuerpo durante el curso de la infeccién experimental
estd acompafiado de bajos niveles de anticuerpos circulantes (4),
en tanto que en las fases iniciales de la misma, cuando todavia no
se observa aumento en el nimero de tripomastigotes, el sistema
inmuno-competente del animal permanece inalterado.

El aumento en el grado de parasitemia en el torrente sanguineo
por tripomastigotes, lleva en el curso de la infeccién experimental,
a la formacién de nidos de amastigotes en tejidos especificos, como
el corazon, produciendo miocarditis intersticial difusa, crénica e
intensa, que afecta esencialmente las paredes libres de ambos ven-
triculos (31), y que produce aumento de peso, inicidndose, entonces,
una disminucién de los parasitos en el torrente circulatorio.

Una de las posibilidades para explicar la reduccién en el ni-
mero de células formadoras de anticuerpo contra eritrocitos de
burro, es la competencia inmunolégica. Sin embargo, el efecto su-
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presor de la respuesta inmune en los animales infectados es atn
evidenciada cuando se aumenta la concentracién del antigeno con-
siderablemente, concluyéndose que la marcada inmunosupresién
causada por la infeccién con T. cruzi no es debida a un efecto
competitivo del antigeno.

Los experimentos de transferencia de macréfagos de animales
infectados con T. cruzi indican que el macréfago conserva su capa-
cidad fagocitica, como lo demuestra el hecho de la avidez para
capturar eritrocitos de burro. Dicho efecto, es debido tinicamente
al macréfago, ya que el exudado peritoneal transferido se privo de
la participacién de linfocitos T y B por el tratamiento con sueros
anti-¢ y anti-globulina-gamma.

RESUMEN

El objeto de este trabajo es el de estudiar el mecanismo res-
ponsable del abatimiento de la capacidad para formar anticuerpos
en los animales infectados con T'. cruzi.

Para probar la actividad fagocitica, nos planteamos la nece-
sidad de demostrar que los macréfagos de animales infectados con-
servan la capacidad de cooperar con los linfocitos T y B en la
respuesta inmune. Para ello realizamos experimentos en los cuales
administramos eritrocitos de burro por via intraperitoneal a ani-
males infectados con T'. cruzt y a animales normales. Posteriormente
transferimos macréfagos libres de eritrocitos de burro extracelu-
lares de estos animales a otros normales.

El exudado fue tratado con suero anti-¢ y anti-globulina-gamma
antes de hacer la transferencia, para eliminar la posibilidad de que
la suspensién estuviera contaminada con linfocitos T y B.

La respuesta inmune de los animales transferidos se midi6é por
medio de. placas formadoras de anticuerpos. Los animales que re-
cibieron macréfagos provenientes de animales infectados con T.
cruzt mostraron un incremento en el nimero de células formadoras
de anticuerpos en relacién con los animales que recibieron macré-
fagos extraidos de animales normales.

Con los experimentos mencionados, queda bien demostrado que
la lesién no se encuentra a nivel de la via aferente de la respuesta
inmune ya que tanto los macré6fagos como los linfocitos T se en-
cuentran funcionalmente normales.
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Ces espériences montrent clairement que la 1ésion ne se trouve

pas au niveau de la voie afférente de la réponse immunisante puis-
que tant les macrophages comme les lymphocytes T sont fonction-

nelment normaux.
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