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Es sabido que la incubacién de linfocitos T periféricos (células T) con teofilina permite separar dos sub-
clases de celulas T: una que conserva la capacidad de formar rosetas E con globulos rojos de carnero y
desarrolla actividad belper sobre células B (células T teofilina resistentes, tr) y otra que pierde esta carac-
terfstica y se desempeiia como supresora sobre las mismas células (teofilina sensibles). En el presente
trabajo se determinaron los niveles circulantes de células T totales y la subpoblacién de células T tr,
mediante la formacién de rosetas E con y sin incubacidn previa con teofilina, en dos grupos de individuos
-infectados con Trypanosoma cruzi. Grupo 1: individuos sin alteraciones del electrocardiograma (ECG).
Grupo 2. con alteraciones moderadas del ECG. También se incluyé un grupo de sujetos normales como
control. En los individuos del Grupo 2 (compatibles con la miocardiopatia chagasica cronica) se cons-
tato un descenso en los niveles circulantes de células T y células T tr, en relacion con los testigos. Sin
embargo, la proporcién de células T tr dentro del total de células T no se modificd. Se postula que la
reduccion de estas poblaciones de células inmunocompetentes reflejaria un mecanismo inmunorregula-
torio, tendiente a evitar una excesiva respuesta inmunologica, finalmente perjudicial para los tejidos

del huésped.

La enfermedad de Chagas es una tripanosomiasis
producida por un parasito unicelular flagelado
de vida intracelular, el Trypanosoma cruzi (Tc).

Una de las caracteristicas mads importantes
de esta entidad es que el individuo 1nfectado
puede desarrollar —en un periodo mas o menos
prolongado— lesiones cardiacas, digestivas y/o
neurologicas, que conforman el cuadro denomi-
nado clinicamente 'enfermedad de Chagas
cronica.’

La patogenia de la enfermedad de Chagas es
discutida; algunos autores sostienen que la
agresion directa del pardsito, producida durante
la primoinfeccion, seria el mecanismo responsa-
ble del dano tisular,”® mientras que otros
postulan que existiria una reaccion inmunitaria
hacia los tejidos del huesped, sea por reaccion
cruzada o por adsorcion de los antigenos (Ag)
de Tc a la superficie celular de tejidos del
huésped.*® A pesar de estas controversias, la
mayoria de los autores coinciden en que la res-
puesta inmune jugaria un papel importante en
la fisiopatologia de la enfermedad.

En trabajos previos hemos demostrado que
los pacientes  con miocardiopatia chagisica
(MCC) presentaban una depresion en la inmu-

nidad mediada por celulas, tanto i v#wo como
in vitro.”

Es conocido que la incubacion de linfocitos
periféricos con teofilina permite diferenciar dos
subpoblaciones de celulas T, en base a la capa-
cidad de formar rosetas E con globulos rojos
de carnero (GRC); una de estas subclases con-
serva dicha caracteristica (linfocitos teofilina
resistentes) y desarrolla actividad belper sobre
la produccién de inmunoglobulina (Ig) de los

linfocitos B. El otro sector (linfocitos teofilina

sensibles) pierde esta aptitud tras la incubacion
con teofilina y se desempena como supresor en
el mismo sistema.!° |

En virtud de lo expuesto, se propuso estudiar
los niveles circulantes de estas subpoblaciones
de células T en individuos infectados con Tc
asintomaticos, o con alteraciones del ECG,
compatibles con la MCC.

MATERIAL Y METODO

1. Sujetos

Se estudiaron: a) 14 individuos infectados
con Tc sin alteraciones en el ECG (4 mujeres
y 10 hombres), edad promedio 37 3,7 afios;
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b) 18 individuos infectados con Tc y alteracio-
nes moderadas en el ECG (dos o mds signos
patologicos) distribuidos de la siguiente manera:

16 con HBAI asociado a BCRD, uno con BCRD

+ bloqueo AV de primer grado y uno con
BIRD + HBAI + EV, edad promedio 41 % 2 anos;
c) 19 controles (8 hombres y 11 mujeres), edad
promedio 40 % 2,3 anos.

No se registraron diferencias estadisticamente.

significativas en las edades de los grupos estu-
diados.

2. Determinaciones in vitro - |

[. Serologia para Chagas: Inmunofluoréscen-
cia indirecta y fijacion de complemento.

I1. Linfocitos en sangre perzferzca Se cuanti-
ficaron de sangre venosa periferica los siguientes
pardmetros: a) numero absoluto de linfocitos/
mm?3; b) nimero absoluto y relativo de linfoci-
tos formadores de rosetas E, 1 hora a 4°C (cé-
lulas T); ¢) numero absoluto y relativo de
linfocitos formadores de rosetas E teofilina
resistentes (células T, tr). El procedimiento téc-
nico se resume a continuacion: se uso un gra-
diente de Ficoll-Hypaque para separar las
células mononucleares contenidas en 3 ml de
sangre venosa. Posteriormente, éstas fueron
recolectadas, lavadas y resuspendidas en 0,5 ml

de solucién salina balanceada PBS, pH 7.,4;

una alicuota de esta suspension celular mas
un volumen igual de globulos rojos de carnero
(GRC) al 0.5% se incubé 15 minutos a 37°C,

luego se centrlfugo 5 minutos a 1.000 rpm y se

colocd a 4°C, durante una hora (células T);
como control de la suspensiéon celular, una
fraccion fue incubada a 37°C, y posteriormente
se determinaron las rosetas E a 4°C. Este pro-
cedimiento no afect6 el nimero de linfocitos
formadores de rosetas. Otra alicuota fue incu-
bada con igual volumen de una solucion de

Tabla 1

Linfocitos T totales de sangre periférica en individuos infectados
con Trypanosoma cruzi y controles

Valores absolutos Valores relatiwos

G s =
rupo X +es m ¥ L
1. Sin alteraciones, 1.259+ 132 55,00 (33-76) NS
‘ECG
2. Alteraciones mo- 772+ 64<001 39,50 (24-60) <0,01
deradas ECG - ! A '
3. Controles 1.196 + 125 54,30 ( 9-77)

X + es: media aritmética y error estindar; m; mediana; r: ran-
go; p: comsparacién con los controles;i NS: no significatva.

teofilina en PBS (5 mM) a 37°C durante una

“hora, y posteriormente fue centrifugada y re-

suspendida en PBS; se le agregod igual volumen
de GRC al 0,5 %, se centrifugo 5 minutos a 1.000
rpm- y se incubé a 4°C durante una hora. E]
tratamiento con teofilina permitié separar dos
subpoblaciones: una que perdid6 la capacidad
de formar rosetas E (teofilina sensibles) y otra
que no se vio modificada (teofilina resistentes).
En todos los casos se contaron 300 células con
rosetas que tenian adheridos a su superficie por
lo menos 3 GRC. La relacion entre los porcen-
tajes de células T tr y las células totales (RE
4°C) fue expresada como indice relativo (IR)
calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion:

R = células T tr « 100

células T

3. Amnalisis estadistico

Se practico la prueba “t” de Student. Si bien
los valores porcentuales se expresan en mediana
y error estandar (es), el andlisis estadistico re-
quirio su transformacién al arco seno.*?

RESULTADOS

El promedio de linfocitos totales circulantes
en cada grupo experimental sin alteraciones
del ECG (X=2.292; es=140), con alteracio-
nes moderadas del ECG (X=1.935%146) y
controles (X=2.253; es=202), no mostro di-
ferencias significativas y fue similar en hombres
y mujeres.

Los datos obtenidos de linfocitos T totales
(rosetas E, 4°C) y la subpoblacion de linfocitos
con actividad belper (rosetas E, tr) se presentan
en las Tablas 1 y 2. Los linfocitos T totales del
Grupo 2 mostraron una disminucion significativa
con respecto a los controles (p < 0,01), tanto en
los valores absolutos como relativos (Tabla 1).

Tabla 2
Linfocitos T teofilina resistentes de sangre periférica
en individuos infectados con Trypanosoma cruzi y controles

Valores absolutos Valores relattvos

G -
rupos Xtes m r p
1. Sin alteraciones -
+ ;
i 759+ 78 NS 32 (15-57) NS
2. Alteraciones mo-
+ i}
deradas ECG 514 41<0,05 26 ( 6-56) NS

3. “*Controles 738 + 106 32 ( 6-60)

X + es: media ﬂfltmcncaycrror estindar; m:mediana; r:ran-
go; - p: comparacion con los controles; NS: no significativa.
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Tabla 3

Indice relativo de linfocitos teofilina resistentes de sangre
periferica en individuos infectados con Trypanosoma cruzi

y controles
Grupos m r P
1. Sin alteraciones ECG 64,5 (30-100) NS
2. Alteraciones moderadas ECG 63,5 (18-100) NS
3. Controles | 60,0 (2898 )

m: mediana; r: rango; p: comparacion con los controles;
NS: no significatva,

De igual forma, se verifico entre los mismos
~grupos una diferencia - significativa (p < 0,05)
en los valores absolutos en las células T tr
(Tabla 2).

"~ Los valores del IR de linfocitos T tr no fue-
ron estadfsticamente diferentes entre los grupos
experimentales y controles (Tabla 3).

DISCUSION

Si bien no es un criterio uniformemente acepta-
do, se postula que la miocardiopatia chagasica
seria el resultado de una respuesta inmunolo-
gica hacia el tejido miocardico, puesta en marcha
por el Trypanosoma cruzi, sea por reaccion cru-

zada con tejido del huésped™?*1!* o por la
adsorcion de los antigenos parasitarios a las

células de aquél.””® Al respecto, existe un
cumulo de evidencias experimentales y clinicas

que avalan la participacion de la inmunidad ce-
lular en la lesion de la fibra miocardica; esto

indicaria quizds un desbalance en los mecanis-
mos inmunorregulatorios.® %1%

En el presente trabajo se reconocieron y cuan-
tificaron las subpoblaciones de linfocitos T, en
‘base a la capacidad de una de ellas de formar
rosetas E luego de la incubacion con teofilina
y a la posibilidad de desarrollar actividad coope-
radora sobre hinfocitos B.

De los resultados presentados surge claramen-
te que los individuos infectados con Tc y con
alteraciones moderadas del ‘ECG (atribuibles a
una MCC) presentan un descenso en los niveles

circulantes de linfocitos T totales y teofilina-

resistentes. Varias son las hipotesis para explicar
estos hallazgos. Serfa posible que estos enfermos
tuviesen un trastorno en el transito de células in-
munocompetentes (atrapamiento), hecho poco
probable dado que el total de lhinfocitos no se
encontré6 modificado con respecto a los contro-
les. Otra posibilidad serfa que el receptor para
GRC (molécula CD2 o T11)?'° estuviese ocupa-
do por otro ligando que operase como un “fac-

tor bloqueante”. En Gltimo término, podria
ocurrir que los pacientes con una MCC tuviesen
una depresion del sector de células T, o un bajo

estado de activacion, que se traducirfa en un
reducido numero de moléculas CD2 en la mem-
brana linfocitaria.

Ademas, en el presente trabajo no se consta-

taron desbalances en la proporciéon de células
T con actividad helper respecto del total de lin-
focitos T (Tabla 3). Otros autores,?® en cambio,
han observado una diferente relacion entre
células cooperadoras y supresoras en pacientes

chagdsicos, con diferencias entre sexos (las

mujeres con altos indices CD4/CD8 y los varo-
nes con bajos indices CD4/CD8) y un total de
células T (CD3) conservado. Sin embargo, se

debe senalar que estas determinaciones se efec-

tuaron con anticuerpos monoclonales que mar-

can distintas estructuras y no se consigno el

grado de cardiopatia de los pacientes.

Sea cual fuere el mecanismo fisiopatologico
de la lesion miocdrdica, es muy dificil descartar

la participaciébn inmunolodgica. La molécula

CD2 representa un componente fundamental
en la via de activacion alternativa en la célula

T, que puede interactuar con el complejo CD3-
Ti.?! Se podria postular que la reduccion de
estas poblaciones celulares inmuncompetentes

seria un mecanismo inmunorregulatorio tendien-
te a evitar una excesiva respuesta inmunologica,
finalmente perjudicial para los tejidos del
huésped.

SUMMARY

It 15 already known that theopbylline incubation
of perspberal T lympbocytes (T cells) allows their
separation into two subsets: ome that retains
the abiity to form E rosettes with sheep red
blood cells and exerts belper activity on B cells
(theophbylline resistant T cells —~ThR T cells—);
the other one that loses this characteristic and
develops suppressor activity on the same system
(theophylline sensitive cells). Circulating levels
of total T cells and ThR T cells —by means of

~ rosette formation with and without theophylline

mcubation respectively—, were assessed in the
presemt work, in two groups of Trypanosoma
cruzi (Tc) infected individuals. Group 1: patients
without electrocardiographic (ECG) alterations.
Group 2: patients with moderated ECG altera-
tions. A group of mormal individuals was also
imcluded as control. A decrease in circulating
levels of total T cells and ThR T cells in Tc-
mfected indwiduals with moderate ECG altera-
tions (compatible with chronic chagasic myocar-
diopathy) was seen in relation to controls.
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However, the proportion of ThR T cells within
total T cells was not modified. It is postulated
that such decrease of immunocompetent cell
populations might reflect an immunorregulatory
mechanism, intended to avoid excessive 1m-
munological response, eventually barmful to
host tissues.
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