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Abstract: The immunosuppressant effect of 7. /ewisi (Kinetoplastidae) infection on the multiplication of
Toxoplasma gondii (Sarcocystidae) on alveolar and peritoneal macrophages of the white rat. The immuno-
suppressant effect of 7. lewisi infection on the multiplication of 7. gondii was compared in peritoneal (MP) and
alveolar macrophages (MA) of white rat. Two animal groups were infected with 7. /ewisi and sacrificed after
four days and seven days post infection. A group without infection was maintained as a control. The number of
intracellular parasites (tachyzoites) (IT) was counted by light microscopy, calculating the rate infection rate per
100 total cells (TC) and per infected cells (IC) for each group of phagocyte cells. The relation quotient IT, TC or
IC multiplied percent, provided a statistical ratio (RE) of the relative number of parasites in both cellular types
for each time interval. MA as well as MP obtained after 4 days showed a significant increase in the multiplication
of T. gondii with respect to the control. Unlike the MP (which had an increase in the multiplication of 7. gondii
the fourth day of infection with 7. lewisi diminishing towards the seventh day), the MA had an increase in the
multiplication of the parasite from the fourth to the seventh day. This difference can be related to the route of
infection used for the experiments, that affect the MP directly with a greater effect in comparison with the MA
of the lungs. Lung compartment will be affected later, when the infection becomes systemic between the fourth
and sixth day of infection. The immunity against 7. gondii is similar between both phagocytes, but the time of
infection and the compartment where the cells are located, makes the difference in the response time against 7.
gondii. Supernatants from macrophage cultures or 7. lewisi by rat did not induced any immunosuppression. Rev.
Biol. Trop. 57 (1-2): 13-22. Epub 2009 June 30.

Key words: Toxoplasma gondii, Trypanosoma lewisi, alveolar macrophages, peritoneal macrophages, immu-
nosupression.

Toxoplasma gondii es un parasito intra-
celular obligado, como todos los miembros
del phylum Apicomplexa (Morrisette y Sibley
2002). Este parasito es reconocido como un
patégeno oportunista por producir una enfer-
medad diseminada fulminante en hospederos
inmunosupresos (Ryning y Remington 1977).
Probablemente es el protozoario que con mas
frecuencia produce infeccion en el ser humano

ya que la mitad de la poblacion mundial posee
anticuerpos contra este parasito (Black et al.
2000, Sibley 2003). Usualmente, la infeccion
con T. gondii es asintomatica en hospede-
ros inmunocompetentes, pero en individuos
inmunodeficientes en especial pacientes con
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), personas con transplantes de 6rganos
o niflos infectados en el utero de la madre,
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pueden presentar la enfermedad produciéndose
en ellos, encefalitis toxoplasmica y la triada de
Sabin y Felman, caracterizada por retinocoroi-
ditis, hidrocefalia y calcificaciones cerebra-
les, entre otras manifestaciones (Carruthers y
Silbley 1997, Carruthers 2002).

Modelos animales y modelos en cultivo
celular, son importantes en la investigacion
de T. gondii, ya que por implicaciones éticas
no se realizan estudios con seres humanos.
La rata blanca, ha sido utilizada como modelo
satisfactorio para reproducir la infeccion de 7.
gondii en humanos, debido a la similitud en
su infeccion clinica y a la resistencia natural
de ambos hospederos intermediarios contra
este parasito (Chinchilla ef al. 1982, Dubey y
Frenkel 1998). A diferencia del ratén, la rata
blanca resiste la infeccion aguda del parasito,
desarrollandose en ellas una infeccion cro-
nica en donde el papel de diferentes células
implicadas en la respuesta inmune como los
linfocitos CD4" y CD8" (Denker et al. 1993,
Denker 1999), las células NK (Denker y Sher
1997, Nakano et al. 2002; Korbel et al. 2004),
las células microgliales (Suzuki et al. 2005) y
los macréfagos, (McCabe y Remington 1986,
Catarinella ez al. 1999, Chinchilla et al. 2004)
pueden ser estudiados.

Mecanismos efectores de la respuesta
inmune iguales a los observados en el ser
humano contra la infeccién de parasitos como
Schistosoma mansoni 'y T. gondii han sido
ampliamente demostrados en ratas (Capron y
Capron 1986, Dubey y Frenkel 1998).

Estudios previos describen el incremento
en la multiplicacion de 7. gondii en macrofa-
gos peritoneales obtenidos de ratas infectadas
previamente con 7. lewisi, lo que indica una
fuerte inmunosupresion que altera la resistencia
natural de la rata contra este parasito, principal-
mente entre los dias cuarto y quinto después de
la infeccion (Guerrero et al. 1997, Catarinella
et al. 1999, Chinchilla et al. 2004). Este mode-
lo ha sido empleado para medir el efecto de
macroéfagos alveolares contra Cryptococcus
neoformans, demostrandose que 7. lewisi causa
efectos inmunosupresores transitorios sobre la
actividad de macrofagos alveolares contra este

hongo, sugiriendo el uso de este modelo para
estudiar nuevas terapias contra este organismo
(Gross et al. 2006).

El presente estudio pretende comparar la
multiplicacion de 7. gondii entre macréfagos
peritoneales y alveolares en el modelo de inmu-
nosupresion con 7. lewisi.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Ratas machos de la cepa WISTAR
Hannover (HsdBrlHan: WIST), con peso cor-
poral entre 300-350 g fueron utilizados como
fuente de macrofagos.

Ratones de la cepa NGP (25-35 g de
peso corporal) se utilizaron para obtener
taquizoitos de 7. gondii para las infecciones
experimentales.

Parasitos

Taquizoitos de la cepa RH de T gon-
dii (5174 genotipo I, American Type Culture
Collection) fueron obtenidos a partir de exu-
dados peritoneales de ratones y contados en la
camara de Neubauer ajustando la concentracion
de parasitos a 107 organismos por mL.

Tripomastigotos de la cepa TL2 de T
lewisi (aislada en Costa Rica en 1977 de una
rata gris, Rattus norvergicus) son obtenidos por
sangrado de ratas Sprague-Dawley en donde es
mantenida la cepa por pasajes semanales.

Inoculacion de animales

Las ratas se separaron en tres grupos, cada
uno de tres animales. El primero y segundo
se inocularon intraperitonealmente (ip) con 7.
lewisi, 10% tripomastigotos a los 7 dias y 4 dias
antes de ser sacrificados; el tercer grupo no
se infectd con 7. lewisi. Una vez sacrificados
todos los animales, se extrajeron los macrofa-
gos alveolares y peritoneales.

Todos los experimentos se repitieron tres
veces de tal manera que al final el estudio se
realizd con nueve ratas por grupo. Sin embar-
go, se realizaron experimentos aparte para
garantizar la reproducibilidad del modelo.
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Obtencion de macrofagos peritoneales

Las ratas fueron sacrificadas usando una
sobredosis de pentobarbital sodico (60 mg/ml)
y luego se utilizé la metodologia descrita por
Chinchilla ef al (1982), en donde el exudado
peritoneal fue obtenido utilizando el medio
minimo esencial Eagle (MEM) suplementado
con 20% de suero fetal bovino (SFB), penici-
lina 100 U/ml y Streptomicina 100 pg/ml. La
suspension de macrofagos peritoneales (MP)
fue concentrada por centrifugacion y las células
se contaron en una camara de Neubauer y se
ajusto6 la concentracion a 103 células por ml.

Obtencion de macréfagos alveolares

A la rata utilizada para la obtencion de MP
se le practico una incision en el area abdomi-
nal; la aorta abdominal y la vena cava inferior
fueron cortadas, para drenar la mayor canti-
dad de sangre desde el espacio intravascular.
La traquea fue expuesta y liberada del tejido
conectivo y el térax se abrid para permitir la
maxima expansion de los pulmones. La traquea
fue cerrada en la parte superior con una pinza
hemostatica para prevenir el reflujo a través
de la misma y una aguja estéril nimero 20 fue
insertada lavando las cavidades pulmonares
cinco veces por inyeccion de 5 mL de solucion
salina balanceada de Hanks estéril (HBSS) a
4°C. El liquido aspirado, en su mayoria macro-
fagos alveolares (MA), fue mantenido en bafio
de hielo, centrifugado, resuspendido en MEM
con 20% SFB y las células contadas en una
camara de Neubauer con un ajuste de la con-
centracion a 103 células por ml.

Modelo general de experimentacion

Las células obtenidas (MA y MP) fueron
sembradas en cubreobjetos #1 estériles e incu-
badas a una temperatura de 37°C (5% CO,,
95% 0O) con 90% de humedad relativa durante
una hora. Pasado este periodo, los macréfagos
adheridos se infectaron con taquizoitos de T
gondii en relacion 10:1 (taquizoitos: macrofa-
g0) y los cubreobjetos se incubaron bajo las
mismas condiciones de temperatura y humedad

descritas antes. Después de 1, 24 y 48 horas de
la infeccion se sacaron dos cubreobjetos de cada
uno de los periodos, se introdujeron en metanol
para que las células se fijaran y posteriormente
se tifieron con Giemsa por 8 minutos.

El niimero de taquizoitos intracelulares
(TI) fue contado para establecer una relacion
de 100 células totales (CT) y 100 células infec-
tadas (CI) usando un microscopio de luz a una
magnificacion de 100X. Este cociente de rela-
cion es una razon estadistica (RE) de la tasa de
multiplicacion del parasito para cada intervalo
de tiempo. (Chinchilla y Frenkel 1978, Reyes y
Chinchilla 1987)

RET=TI/CT x 100
REI=TI/CIx 100

RE

Efecto del sobrenadante obtenido de la
extraccion de macrofagos peritoneales
aislados de ratas infectadas con 7. lewisi
sobre la multiplicaciéon de 7. gondii

Posterior a la obtencién y siembra de
los macrofagos en cubreobjetos se incubaron
por una hora y luego se les retird el medio de
cultivo, anadiéndole 300 ul del sobrenadante
extraido de macrofagos peritoneales provenien-
tes de ratas infectadas con 7. /ewisi en periodos
de 0, 4 y 7 dias. Se incubaron por 24 horas a
37°C, en una atmosfera de 5% de CO, y 95%
de oxigeno y una humedad relativa del 90%.
Pasado el tiempo de incubacién, se descartd
el sobrenadante y se lavo el cultivo con medio
fresco. Las células se infectaron con taquizoi-
tos en una proporcion 1:10 macréfago-parasito,
incubandose nuevamente en condiciones antes
descritas, sacando muestras a 1, 24 y 48 horas
post-infeccion para determinar el efecto del
sobrenadante sobre la multiplicacion de T
gondii en el transcurso del tiempo.

Efecto del lisado de 7. lewisi sobre la
multiplicacion de 7. gondii

Preparacion del lisado. Ratas WISTAR
con 8 dias post-infeccién con 10° tripomastigo-
tos de 7. lewisi fueron sacrificadas, sangrandolas
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del corazén y recolectando entre 4-5 ml de
sangre en un tubo estéril con anticoagulante.
Posterior a ello, se diluy6 un mililitro de sangre
en dos mililitros de NaCl 0.15 M y se mezclo
bien, agitando suavemente. En un tubo de cen-
trifuga estéril se estratificaron dos mililitros de
la mezcla de sangre/NaCl sobre tres mililitros
de Ficoll, evitando que se mezclaran.

El tubo se centrifugoé a 3500 rpm por 40
minutos a temperatura ambiente (Chinchilla
and Reyes 1990). Luego se procedio a separar
la capa intermedia de los estratos formados,
donde se encontraban leucocitos, plaquetas y
los tripomastigotos.

A esta capa se le afiadid tres mililitros de
NaCl 0.15 M y se centrifugd nuevamente por
10 minutos para retirar los residuos de Ficoll
(Sigma) de la muestra.

Después de eliminar el sobrenadante, se
resuspendié el sedimento en 1.0 ml de MEM
y se determind el nimero de parasitos por
mililitro mediante el empleo de una camara
de Neubauer. Se ajuntd la concentracion con
MEM a 107 tripomastigotos por mililitro y se
procedi6 a aplicar 10 ciclos de congelacion —
descongelacion para la obtencidn del lisado.

Exposicion de macréfagos alveolares o
peritoneales al lisado de 7. lewisi

A diferencia de los ensayos anteriores se
utilizaron ratas sin infeccidon experimental, a
las cuales se les extrajo sus macrofagos alveo-
lares y peritoneales utilizando los mismos pro-
cedimientos descritos anteriormente.

Una hora después de haber sembrado
los macrofagos peritoneales y alveolares se
les retird el medio de cultivo y se lavaron las
células con medio de cultivo fresco. Se afiadie-
ron diluciones del lisado de 7. lewisi 1:100 y
1:500 incubandose por 24 horas a 37°C, a una
atmosfera de 5% de CO, y 95% de oxigeno
con una humedad relativa del 90%. Pasado este
periodo, se lavo el cultivo de macrofagos con
MEM fresco, infectando luego los macréfagos
con taquizoitos de 7. gondii en proporcion 1:10
macrofago-parasito. Un grupo de macréfagos
no tratados fue agregado como control.

RESULTADOS

Todos los datos presentados son el resul-
tado de al menos tres experimentos repetidos,
siguiendo la misma metodologia.

En macréfagos alveolares aislados de ani-
males con 4 y 7 dias de infeccion con 7. lewisi
se observd incrementada multiplicacion de T
gondii en comparacion con las aisladas de ani-
males sin infeccion, para 100 células totales asi
como para 100 células infectadas (Fig. 1Ay Fig.
1B). En macrofagos alveolares provenientes
de animales con 7 dias de infeccion se observo
un aumento en la multiplicacion del parasito
después de 24 horas de infeccion por 7. gondii,
sin embargo esta diferencia con los macrofagos
peritonales no fue significativa.

Al comparar la multiplicacion de 7. gondii
en 100 células fagociticas prevenientes tanto
del peritoneo, como del pulmoén de animales
con 4 y 7 dias con infeccion con 7. lewisi se
observa una mayor multiplicacion de los taqui-
zoitos en relacion con lo observado en las aisla-
das de animales sin infeccion (control); valores
de p:4dp=0.010,7dp=0.001)

Efecto del sobrenadante extraido de
macrofagos peritoneales de ratas infectadas
previamente con 7. lewisi sobre la
multiplicacion de 7. gondii

Cuando se cultivaron macrofagos alveo-
lares o peritoneales y se les afiadié el sobre-
nadante extraido de macréfagos peritoneales
provenientes de ratas con 4 y 7 dias de infec-
cion con T lewisi, no se observaron diferencias
en la multiplicacién de 7. gondii a la hora ni
a las veinticuatro horas, tanto si se trataba de
cien células totales (4d p= 0.897; 7d p=0.978;
Figura 2A), como cien células infectadas (4d
p=0.863; 7d p= 0.806; Figura 2B) con relacion
a los observado en células aisladas de animales
sin infeccion experimental.

Efecto del lisado de 7. lewisi sobre la
multiplicacion de 7. gondii

Cuando se cultivaron cien macrdfagos
alveolares o peritoneales y se les adiciono
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Fig. 1. A. Efecto de la infeccion de 7. lewisi en la multiplicacion de 7. gondii en 100 CT. B. Efecto de la infeccion de T

lewisi en la multiplicacion de 7. gondii en 100 CI.

Fig. 1. A. Effect of 7. lewisi infection on the multiplication of 7. gondii in 100 CT. B. Effect of T. lewisi infection on the

multiplication of 7. gondii in 100 CI.

diluciones 1/100 o 1/500 del lisado de 10%
tripomastigotos de 7. lewisi, no se observaron
diferencias en la multiplicacion de 7. gondii
ni a una hora ni a las veinticuatro horas en
relacion con el control, tanto en cien células
totales (1/100 p= 0.765; 1/500 p= 0.454, figura
3 A), como en cien células infectadas (1/100 p=
0.989; 1/500 p=0.713, Figura 3 B).

DISCUSION

Las infecciones experimentales en roedores
son ampliamente utilizadas como modelo para
el estudio de interacciones parasito-hospedero,
asi como también, en fenomenos de inmuno-

supresion de protozoarios con otros parasitos
como por ejemplo en el caso de las infecciones
con tripanosomas africanos y 7. cruzi (Krettli
1977, Bakhiet et al. 1990, Olsson et al. 1991,
Darji et al. 1992, Sztein y Kierszenbaum 1993).
Infecciones exitosas con ooquistes (esporozoi-
tos), tejido quistico (bradizoitos) y taquizoitos
de T. gondii pueden darse en ratas, lo cual per-
mite estudiar diferentes aspectos clinicos de la
infeccion de acuerdo con el estadio del parasito
y su ruta de transmision (Guerrero et al. 1997,
Catarinella et al. 1999).

La rata es un excelente modelo para
varias infecciones como Schistosoma mansoni
(Capron y Capron 1986) y la de T. gondii en
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Fig. 2. A. Comparacion del efecto del sobrenadante extraido de macrofagos provenientes de ratas infectadas con I lewisi
sobre la multiplicacion de 7 gondii en cien macrofagos alveolares y cien macrofagos peritoneales de ratas. Las barras ver-
ticales indican el error estandar de las medias.
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Fig. 2. A. Comparison of the supernatant effect extracted from macrophages from infected rats with 7. lewisi over the mul-
tiplication of 7 gondii in one hundred alveolar macrophages and one hundred peritoneal macrophages of rats. Vertical bars
indicate standard error of the means.

CT Total cells

C  Control

d  Days

Fig. 2. B. Comparacion del efecto del sobrenadante extraido de macrofagos provenientes de ratas infectadas con 7. lewisi
sobre la multiplicacion de 7. gondii en cien macrofagos alveolares y cien macrofagos peritoneales infectados. Las barras
verticales indican el error estandar de las medias.

CI  Células infectadas

C  Control
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Fig. 2. B. Comparison of the supernatant effect extracted from macrophages from infected rats with 7. lewisi over the multi-
plication of 7. gondii in one hundred alveolar macrophages and one hundred peritoneal macrophages infected. Vertical bars
indicate the standard error in the means.

CI Infected cells

C  Control

d Days
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Fig. 3. A. Efecto del lisado de 7. lewisi sobre la multiplicacion de 7 gondii en cien macrofagos alveolares y cien macrofagos
peritoneales de rata. Las barras verticales indican el error estandar de las medias.
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Fig. 3. A. Effect of the lysate of I. lewisi over the multiplicaton of 7. gondii in one hundred alveolar macrophages and one
hundred peritoneal macrophages of the rat. Vertical bars indicate the standard error of the means.
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Fig. 3. B. Efecto del lisado de T lewisi sobre la multiplicacion de 7. gondii en cien macrofagos alveolares y cien macrofagos
peritoneales infectados. Las barras verticales indican el error estandar de las medias.
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Fig. 3. B. Efecto del lisado de T lewisi sobre la multiplicacion de 7. gondii en cien macrofagos alveolares y cien macrofagos
peritoneales infectados. Las barras verticales indican el error estandar de las medias.
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donde varios de los mecanismos efectores de
la respuesta inmune son comparables con los
del ser humano (Araujo et al. 1976, Dubey y
Frenkel 1998). En los estudios aqui descritos, se
encontrd que existen diferencias en la respuesta
inmune entre células fagociticas obtenidas de la
region peritoneal de ratas y los obtenidos de los
pulmones del mismo animal (Figuras 1A y B).
Al respecto ha sido claramente establecido que
las diferentes colonias de macrofagos actian en
forma disimil, tanto en la defensa contra agen-
tes infecciosos como en los procesos inmunes
(Sibille y Reynolds 1990, Nakamura et al.
1996). Ademas, recientemente se ha demostra-
do que la respuesta inmune contra este parasito
suele darse por compartimientos, siendo muy
compleja y especifica especialmente a nivel del
sistema nervioso central y la placenta (Filisetti y
Candolfi 2004). Las diferencias encontradas en
estos experimentos, posiblemente se deban a que
el inoculo inicial lo reciben directamente los MP
por lo cual el efecto se presenta en ellos antes
en comparacion con los MA en donde el efecto
se observa mas marcado dias después cuando la
infeccion se vuelve sistémica en el animal entre
los 5y 7 dias después de la infeccion (Nakamura
et al. 1996). Ademas, la presencia de diferentes
capas epiteliales relacionadas con la inmunidad
de la mucosa pulmonar juega también un papel
muy importante en el desarrollo de una inmu-
nidad contra 7' gondii a nivel de este comparti-
miento (Subauste y Remington 1993).

Dado que se sugiri6 en algin momento que
la inmunosupresion inducida por tripanosomas
africanos podria deberse a un factor liberado en
animales infectados, o algiin componente del
tripanosomatido se estudi6 el sobrenadante y el
lisado de T. lewisi cuya preparacion se indico
antes. Sin embargo ninguno de los analisis
dieron resultados promisorios (Figuras 2 Ay
B, 3 Ay B), lo que podria indicar que 7. lewisi
se comporta en forma diferente a los tripanoso-
mas africanos. Mas estudios al respecto deben
ser hechos para determinar si tales factores son
importantes.

La inmunosupresion observada en anima-
les infectados con 7. lewisi es rapida en com-
paracion con la obtenida utilizando animales

tratados con acetato de cortisona u otros
immunodepresores pues en esta ultima se da
entre la cuarta y quinta semana de tratamiento
(Sumyuen et al. 1996, Djurkovic-Djakovic y
Melenkovic 2001). Por lo tanto el modelo aqui
descrito resulta accesible y rapido por lo que se
puede utilizar para la valoracion de la respues-
ta inmune contra diferentes microorganismos
patdgenos tales como 7. gondii y Cryptococcus
neoformans (Chinchilla et al. 2004, Gross et
al. 2006) en un tiempo considerablemente
mas corto. Este aspecto evita en cierto modo
las variantes experimentales a que pueden ser
sometidos los animales por efecto del tiempo
de exposicion a inmunodepresores (Gross et
al. 1996).
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RESUMEN

El efecto inmunosupresor de la infeccion de T
lewisi sobre la multiplicacion de 7. gondii fue comparado
en macrofagos peritoneales (MP) y alveolares (MA) de
rata. El niimero de parasitos (taquizoitos) intracelulares
(TI) fue contado por microscopia de luz. Los macréfagos
alveolares y peritoneales (MP) de animales con 4 dias de
infeccion con 7. lewisi muestran un aumento significativo
en la multiplicacion de 7. gondii. A diferencia de los MP
(que muestran un aumento en la multiplicacion de 7. gon-
dii al cuarto dia de infeccion con 7. lewisi disminuyendo
hacia el séptimo dia), los MA mantienen un aumento en
la multiplicacion del parasito desde el cuarto, aumentando
hacia el séptimo dia de infeccion. Esta diferencia se puede
deber a la ruta de infeccion utilizada para los experimen-
tos que afectan directamente los MP donde se observa un
efecto mayor y mas temprano en comparacion con los MA
aislados de los pulmones, compartimiento afectado cuando
la infeccion se vuelve sistémica entre el cuarto y sexto dia
de infeccion. La inmunidad contra 7 gondii es similar entre
ambas células fagociticas, pero el tiempo de infeccion y
el compartimiento donde se encuentren las células hace
la diferencia en el tiempo de respuesta contra un parasito
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dado, en nuestro caso 7. gondii. No hubo evidencia de que
los sobrenadantes de cultivos de macrofagos provenientes
de ratas infectadas ni el lisado de tripanosomas indujeran
el efecto inmunosupresor.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, Trypanosoma lewisi,
Macrofagos alveolares (MA), Macréfagos peritoneales
(MP), inmunosupresion.
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