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0. RESUMEN:

Se estudiso la respuesta inmune humoral vy celular en ratones
inmunizados con la fraccién flagelar (F), F adyuvada con
Bordetella pertussis (F-Bp)y microsomal(Mc) de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi. La respuesta inmune se estudidé antes y después

del desafio con 50 tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuen.
La inmunizacién con F-Bp, pero no con F, Mc o Bp protegidé a los
ratones del desafio con el parasito en términos de parasitemia vy
mortalidad. Antes del desafio los ratones inmunizados con FBp
presentaban mayor titulo de anticuerpos especificos que los
inmunizados con F o Mc. Los niveles de anticuerpos 17 dpi fueron
similares en los tres grupos, mientras que los animales no
inmunizados mostraron niveles menores. Durante 1la infeccioén
temprana los animales no inmunizados no presentaron respuesta de
hipersensibilidad retardada a antigenos del parasito ni respuesta
proliferativa a ConA. Sin embargo, ratones inmunizados con F-Bp
mostraron ambas respuestas antes vy después del desafio con
T.cruzi. La reaccioén cutanea es transferida por células de bazo de
ratones inmunizados con FBp. Los ratones inmunizados con Mc
tuvieron la misma reactividd celular especifica e inespecifica que
los infectados no inmmunizados . Ademds la transferencia pasiva de
células linfoides de ratones inmunizados con FBp pero no con F,
confirié proteccion parcial al desafio con 50 pardsitos Tulahuen.
Por otro lado la transferencia de suero de animales

inmunizados con F o FBp no protegio a los ratones del desafio cton
J.cruzi. Sin embargo los receptores de animales cronicamente

infectados resultaron protegidos por la transferencia de suero o



de células linfoides. La deplecién de células B o adherentes del
bazo de 1los cronicamente infectados no eliminé la capacidad de
conferir proteccion. La deplecisn de distintas subpoblaciones de
ceélulas T, tampoco elimind la capacidad de transferir resistencia
a la infeccioén. Los resultados muestran diferencias entre la
respuesta inmune humoral vy celular animales protegidos vy no
protegidos, asi como 1la presencia de diferentes mecanismos
protectivos en animales inmunizados y en los cronicamente
infectados.

Posteriormente se realizaron experiencias con el oaobjeto de

evaluar el papel de diferentes poblaciones linfocitarias en la

resistencia a la 1infeccién con T.cruzi. Se inyectaron ratones
BALB/c vy C37Bl/6 ton anticuerpos monoclonales contra el
determinante pan T, Thyl.2;3 contra el determinante L3T4 de
celulas T inductoras o colaboradoras, contra un determinante

alotipico presente en la superficie de células NK de C57Bl/6,
NKl1.l130 con un antisuero policlonal de conejo contra células NK
(anti asialo GM-1).E]l efecto de estos tratamientos in vivo fue
confirmado en ensayos funcionales.

Los ratones deplecionados de células T, Tcolaboradoras o NK
presentaron mayor susceptibilidad a la infeccion que los
respectivos controles.

Ademas el tratamiento con anti L3T4 inihibid la formacieén de
anticuerpos anti T.cruzi en los animales inmunizados con antigenos
del parasito, es decir que la produccion de anticuerpos anti
T.cruzi es dependiente de células T colaboradoras. El tratamiento
con interferdn alfa beta, que estimula la actividad NK,aumenta la

resistencia a la infeccién de los ratones tratados, lo que apovya



el papel de células NK en la resistencia. Este efecto se logro
por la administracién de 2500 unidades un dia antes, al dia vy un
dia después de la infeccién con SO parasitos Tulahuen.

Demostramos la presencia de células T Lytl.2 positivas que
durante la infeccién temprana producen IL-2, en forma dependiente
de la dosis infectiva y sin el agregado de mitdgenos o antigenos
al medio de cultiva. La presencia de células productoras de IL-2
tuvo lugar con la misma cinetica que una fuerte actividad
proliferativa "espontanea". Se detectd la expresién del receptor
de IL-2 en el mismo periodo sobre la superficie de células
T,Lyt2.2 negativas. Una notable disminucién de 1a produccion de
IL-2 vy la proliferacidén celular en respuesta a ConA fue
observada entre la segunda y la cuarta semana post—infeccién.
Demostramos que también la expresién de los receptores de IL-2 de
alta y baja afinidad se encuentran deprimidas. Esta alterada
expresién se confirmé en ensayos funcionales y no se debe a una
alteracison en la frecuencia de diferentes subpoblaciones
linfocitarias, vy puede explicar la incapacidad de respuesta de
células a ConA aun en presencia de la linfoquina. Se observé ge la
administracién de IL-2 recombinante in vivo, en diferentes vias, vy
cepas de ratones, adyuvada o no, no condujo a un aumento de
resistencia en los animales tratados. La administracien de
rec-IL-1 tampoco disminuyd la susceptibilidad de 1los ratones. En
contraste con estos datos, la administracion de interferdén gama
recombinante resultéd en un descenso de la parasitemia vy la
mortalidad de los animales tratados. Este efecto es dosis
dependiente, Yy se pudo reproducir por la administracién de una

sola dosis 24 horas antes de la infeccidén.



Se ha demostrado ademds que células de bazo de animales
infectados al 21 pi producen factor(es) solubles gque inhiben la
proliferacion celular. Estos factores inhiben la proliferacion de
diferentes lineas celulares y presentan un peso molecular de 30 vy

150 kD. Su produccién no depende de la actividad de los productos
de la via de la ciclooxigenasa del Acido araqgquidoénico.

La presencia de indometacina en el cultivo tampoco tuvo efecto

saobre la respuesta a ConA de células de bazo de ratones al 21 dpi.



1. INTRODUCCION: ANTECEDENTES DEL PRESENTE ESTUDIO.

1.1: EPIDEMIOLOGIA

La infeccién de seres humanos por el Jrypanosoma cruzi provoca

la Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana. Esta
patologia constitutye en Centro y Sudamerica un serio problema
medico-social.

Se ha estimado que un 10 % de la poblacion del area
(48), abarca desde el sur de EEUU (67) hasta el paralelo 42 de
latitud sur esta infectada, constituyendo una cifra varias
veces millonaria.

Distintas evaluaciones de la prevalencia de infeccion
realizadas en nuestro pais en los Jultimos aros mostraron una
disminucion del porcentaje de infectados en relacién con la
actividad de camparas de control del vector(230). Los estudios
realizados mostraron que 1la prevalencia aumenta con la edad,
indicando un perfil de transmisidén activa y que los porcentajes
de infeccién dependen de las condiciones socio econémicas de los
habitantes (19). Este perfil esta vinculado a 1la precariedad de
las viviendas vy a la adaptacién de algunos insectos vectores del

parasito al ambiente domiciliario y peridomiciliario.



1.2: AGENTE ETI10LOGICO

El agente causal fue descripto por Carlos Chagas en 1909 en el

intestino medio de un 1insecto hematsfago, el Pastrongilus
megistus, que infectaba chozas del estado de Minas Geraes en
Brasil (4%9). Chagas lo denominé Trypanosoma cruzi.

El mismo Chagas logré posteriormente transmitir el parasito a
un mono por picadura con dichos insectos, vy por inoculacién a
otros animales del laboratorio; finalmente 1o encontro en la
sangre de una ninra (50).

Asi antes de conocerse las caracteristicas de la enfermedad
se habia descripto el agente causal y la forma de transmisién, que
para Carlos Chagas era por picadura; posteriormente se demostrd
que el pardasito se encontraba en las heces y no en la saliva del
insecto vector. En la decada del 40 ampliaron la caracterizacién
de la enfermedad los médicos argentinos Salvador Mazza vy
Cecilio Romanra.

Siguiendo a Hoare (93), la ubicacién taxonémica del pardsito es
la siguiente:

FFiluwums FROTOZOA

FabHFiJoime BARCOMAST ILEOFHORA
Yz leamesr s MABT IOOFRFHIORA
LY TOOMAST IGOFPHOQFIA

TINETORPLAG I IDNDA
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errrer)- ¢ TRYFPFAONOQSIOIM
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Se trata de un parasito unicelular, eucariote, que como medio
de locomocion utiliza un flagelo. El flagelo esta formado por un
axonema central y una vaina extermna continuacion de la membrana
celular. El axonema esta constituido por @ pares de microtubulos
periféricos y dos centrales, rodeados por una vaina interna. EI
flagelo puede introducirse en el citoplasma celular, formando
entonces la membrana ondulante.En el citoplasma existe una
estructura denominada cuerpo basal, blefaroplasto o cinetosoma,

que es el lugar de donde parte el axonema. Cerca del cinetosoma

se encuentra el cinetoplasto, a veces tan proximos que al
microscopio éptico se ven como un solo cuerpo. Formado por una
doble membrana que encierra ADN en su interior, es parte de la

mitocondria del pardsito. Rodeando el cuerpo celular, debajo de la
membrana celular, existe un sistema de microtubulos que le
confiere resistencia al parésito.

Poseen ademas reticulo endoplasmdtico rugoso bien desarrollado vy

el aparato de Golgi entre el nucleo y el cinetosoma.

1.3:CICLO DE VIDA DEL PARASITO

Parece existir suficiente evidencia para aceptar que el _T.cruzi
€s diploide pero que su reproduccion es basicamente clonal, con
muy poco o nada de recombinancién genética (257-258-259). E1
T.cruzi es un protozoo pardsito digeneético. En su ciclo de vida es
endopardsito obligado,y huesped alternado de insectos vy
mamiferos. En ambas etapas,la especificidad de huesped es muy

baja, parasitando gran ndmero de insectos de la familia



Reduviidae (93) (géneros Triatoma, Rhodnius, Pastrongilus, etc),
asi como especies de mamiferos pretenecientes a por lo menos ocho
ordenes diferentes, que constituyen reservorios de importancia en
la epidemiologia de 1la enfermedad, vya que los tripomastigotes
sanguineos presentes en el huesped vertebrado constituyen la

fuente de infeccién de los triatominos (15,79).

En su ciclo de vida el _T.cruzi presenta distintas estadios

fisiologica y morfologicamente distinguibles, caracterizados
segun el flagelo (su nacimiento Jjunto al cinetoplasto, curso
intracelular y punto donde emerge 1libre del citoplasma) vy la

posicién relativa del cinetoplasto respecto del nucleo celular
(Figura 1).En la 1luz del tracto intestinal del insecto los
parasitos se multiplican extracelularmente como epimastigotes
(flagelo emergente desde 1la reqidén anterior, nucleo central y
cCinetoplasto anterior al mismo) Yy se transforman en
tripomastigotes metaciclicos (flagelo emergente en la extremidad
anterior, nucleo central y cinetoplasto posterior al mismo, y
membrana ondulante), gque se acumulan en la ampolla rectal Yy son
excretados con las heces. Los reduvidos vectores defecan durante
e inmediatamente después de la alimentacién , por lo que los
tripomastigotes son excretados en el entorno del area picada por
el insecto; este hecho y la respuesta refleja de rascarse despues
de la picadura favorecen la invasién del huesped mamifero.

Los tripomastigotes atraviesan la piel darada en la zona de la
picadura, penetran luego en las células del tejido proéximas al
sitio de 1inoculacion, y se transforman en amastigotes (de menor
tamaro, redondeado, con cinetoplasto del que surge una estructura

intracelular similar a un flagelo) que se multiplican por fisidén
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binaria.El tiempo de duplicacién es variable y depende de las
caracteristicas genéticas del pardsito (66). Luego de un ndmero de
divisiones también determinado por 1la informacien genética del
pardsito, (&6) los parasitos se diferencian a tripomastigotes, vy
la célula termina por romperse liberandose 1los pardasitos, que
pueden observarse en la sangre.

Los tripomastigotes circulan en el torrente sanguineo y, con
€l, pueden alcanzar cualquier parte del organismo e invadir
otras ceélulas, fundamentalmente 1las fibras musculares lisas,
estriadas o cardiacas (241), o las células del sistema reticulo
endotelial. Pueden también parasitar ceélulas gliales (251) aunque
no lo harian en fibras nerviosas.

La aparente predileccion por algunos de estos tipos celulares
hizo clasificar a 1los pardsitos de distintas cepas en mio o
reticulotropicos, pero la base de este tropismo es desconocida y
no siempre hay acuerdo entre los resultados in vivo e in vitro
(145). MAs aun hay antecedentes de que la selectividad podria
cambiar durante el curso de la infeccion.

Los tripomastigotes circulantes son los responsables de cerrar
el ciclo de transmisién, vya que son las formas que tomara otro
insecto cuando se alimente con la sangre del mamifero infectado.

Las distintas formas del parasito son cultivables in vitro en
medios axénicos: desde hace muchos anos para los epimastigotes

(43), y mas recientemente, para tripomastigotes y amastigotes .
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1.4: MECANISMOS O VIAS DE INFECCION

La principal forma de transmisiéon de la enfermedad es la
contaminativa, a través de heces de vinchucas. Esta forma seguira
siendo la predominante hasta que se logre el control de los
triatominos domiciliarios y peridomiciliarios.

Otra forma de transmisién es la transfusional, gue ocurre
cuando se introducen parasitos pasivamente en pacientes
transfundidos con sangre infectada con T.cruzi. Se estima que
la prevalencia de dadores de sangre con serologia positiva para
Chagas es del 5% (36). El1 control en bancos de sangre,
actualmente en ejecucidn, disminuye 1los riesgos de contaminacion
por esta via.

La via de infeccion transplacentaria es responsable de aborto,
prematurez o infeccion congénita de hijos de madres chagdsicas.
Distintos estudios epidemioldgicos demostraron seropositividad
para el T.cruzi que varid entre el 4.4 y el 52.2% de las mujeres
gestantes de zonas no endémicas y endémicas respectivamente,
mientras que las cifras de prevalencia de infecciaén congénita
fueron mucho mas bajas (136). La incidencia de este tipo de
transmisién varia segun el grado de endemicidad de las zonas
estudiadas: 2.3% de lo niRros nacidos de madres infectadas en
Cordoba (219) y 0.54 (14) en la provincia de Buenos Aires.

El pardsito circulante en la sangre materna , puede infectar
el trofoblasto y el estroma de las vellosidades placentarias,
desde donde puede luego infectar la sangre fetal.De todos modos
los porcentajes de individuos infectados por transfusién, pasaje
transplacentario o accidentes de laboratorio es bajo con respecto

a los infectados por tranmsmision vectorial.
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1.5: CURSO DE LA INFECCION Y PATOLOGIA

Tanto en el humano como en animales de laboratorio se pueden
describir tres formas de presentacién de la Enfermedad de Chagas:
la enfermedad aguda, una forma latente o indeterminada, y la
enfermedad cronica.

Estas formas pueden ser consideradas como diferentes fases de
la enfermedad, aunque no todas se presentan en individuos
infectados por T.cruzi. Las diferentes formas han sido descriptas
en detalle (125,194) por lo que serdn consideradas solo

someramente en este estudio.

1.5.1: ENFERMEDAD AGUDA

En el sitio de entrada del pardsito hay una reaccidén inicial

iaracteristica llamada comunmente chagoma. Es wuna reaccioén
nodular de la piel, dura, roja y caliente, con edema
intersticial marcado. Se prolonga por 2 o 3 semanas después de

la picadura.

El chagoma puede localizarse en cualquier parte del cuerpo.
Cuando el lugar de entrada es la conjuntiva hay un edema de
parpado llamdo signo de Romara. Las lesiones histopatolégicas se
caracterizan por un infiltrado de células inflamatorias
(predominantemente mononucleares) y parasitismo intracelular de
los macrofagos tisulares.

Puede haber adenopatias satélites, los ganglios linfdticos de
drenaje desarrollan hiperplasia reactiva no especifica.
Hay una respuesta febril que se asocia con dolor muscular vy

oseo, escalofrios y anormalidades cardiacas de grado variable.



Hay proliferacién intracelular de amastigotes, y la
parasitemia es generalmente elevada.

En un alto pocentaje de los casos hay compromiso cardiaco (O a
100% de los casos presentan miocarditis o pancarditis aguda) y en
menor porcentaje (30%) compromiso neurolégico que puede llegar a
la meningoencefalitis.

Alrededor de las células parasitadas ocurren reacciones
inflamatorias, aunque estas también ocurren en areas
aparentemente libres de pardsitos. En otras areas se encuentran
celulas parasitadas sin lesion inflamatoria.

Las lesiones en el <corazdén y otros organos pueden ser severas
debido a que la ruptura de las células parasitadas produciria la
liberacion extracelular de antigeno dando lugar a un infiltrado
masivo de neutréfilos y eosinefilos (115).

En Argentina, la forma aguda es mas comun vy severa en ninos
menores de cinco anos.

Acomparando a la parasitemia hay generalmente linfocitosis
periférica asociada caon linfoadenopatia reactiva Y
hepatoesplenomegalia, pudiendo aumentar el ndamero de eosinaéfilos
circulantes en las etapas tardias de la fase aguda. Pueden
encontrarse lesiones en los plexos autonomos de las visceras como
en el eséfago, colon, corazén, Yy acompanarse de sintomas

gastrointestinales. Se ha demostrado la presencia de antigenos del

pardsito circulantes en las primeras fases del cuadro agudo,
aunque no hay evidencias de depdositos de inmunocomplejos en el
rifnén.

La reaccion local en los tejidos disminuye a las 6-8B semanas

después de la infeccidén, y se piensa que ocurre como resultado

17



del incremento de la inmunidad mediada por células vy de una mayor
eficiencia de la fagocitosis por los macréfagos.

La recurrencia del estado agudo manifiesto nunca ha sido vista

en humanos. Estudios experimentales han demostrado que la
inoculacion de parasitos en animales cronicamente infectados no
induce una fase aguda, lo que se conoce como inmunidad
concomitante. Solo se consigue una elevacion de la parasitemia

utilizando inmunosupresores.

1.5.2: FORMA LATENTE O INDETERMINADA :

En esta fase no hay sintomas clinicos de la enfermedad. Puede
haber parasitemia. Este periodo puede durar indefinidamente o
desarrollar la enfermedad crdénica. Nunca se observoe la eliminacion

espontanea total del pardsito (3).

1.5.3: ENFERMEDAD CRONICA

La forma cronica de la Enfermedad de Chagas se caracteriza por
la aparicieon de sintomas y signos <clinicos de compromiso
cardiaco, digestivo y/o neurolegico, en pacientes con serologia
y/0 examen parasitologico positivos. El cuadro clinico depende del
organo afectado, siendo la cardiologia chagdsica 1la forma de
presentacion mas comun en nuestro pais (200).

El agente etioldgico puede detectarse mediate xenodiagnéstico
en el 30 a 54% de los casos de Enfermedad de Chagas crénica. La
sensibilidad de esta técnica estd relacionada con el numero de

insectos utilizados en el examen (35). La enfermedad también puede
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ser diagnosticada por metodos inmunodiagnésticos en el 95% de los
pacientes.

La cardiopatia chagdsica crénica es de evolucion lenta vy
progresiva, y se desarrolla varios aros despues de que ocurriera
la infeccién aguda, aunque se ha descripto también en etapas
tempranas de 1la vida (77). Los individuos poseen anormalidades
electrocardiograficas como bloqueos auriculo-ventriculares
bloqueos intraventriculares, bradicardia sinusal y extrasistoles
ventriculares. La cardiopatia puede ser sintomatica o
asintomdtica. Cuando existe insuficiencia cardiaca, el corazon se
presenta agrandado, con dilatacién de las cuatro camaras vy ocurre
congestion sistémica pasiva. La cardiopatia chagdsica crénica
puede causar la muerte de los individuos afectados en etapas
tempranas de 1la vida, como consecuencia de insuficiencia cardiaca
y/0 tromboembolismo pulmonar (33,77,193).

El analisis anatomopatolégico del corazén muestra un érgano
generalmente agrandado, blando con trombosis murales y un
aneurisma apical en aproximadamente un 52% de los individuos
(8,77). Al examen microscoépico, se destacan los infiltrados
inflamatorios mononucleares difusos o multifocales, fibrosis y
fenomenos de miocitolisis, pudiendo ser detectadas lesiones en
distinto estadio de evolucidn en un mismo individuo. También se
pueden encontrar lesiones inflamatorias y /o degenerativas vy
fibrosis en las estructuras del sistema nervioso autdénomo del
corazon y del sistema de conduccion cardiaco. En autopsias de
pacientes con miocardiopatia chagdsica, se detectan parasitos en

el corazen de solo 30% de los individuos afectados (8).
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En la forma digestiva crénica, existe un aumento del diametro
de distintas partes del tubo digestivo, principalmente del esofago
y del colon, con alteraciones de la motilidad. Frecuentemente el
megaesofago vy/o megacolon ocurren concomitantemente con la
cardiopatia chagasica. El megaessfago chagdsico ocurre mas
frecuentemente en la zona central de Brasil, con una prevalencia
del &6 al 9% (194). El megacolon también es mas frecuente en Brasil
que en otras zonas endéemicas.

Frecuentemente se presenta desnutricidn y alteracion del estado
general del paciente con megaesofago y megacolon, como
consecuencia de las alteraciones en el transito alimentario.

Ademas del eséfago y el colon se ha descripto dilatacien e
hipotonia de otros segmentos del tracto digestivo (194) vy
transtornos de absorcion intestinal. La anatomia patolégica del
tracto alimentario de los individuos con megacolon y megaeséfago
chagdsico muestra hipertrofia de las capas musculares con
infiltrados inflamatorios y reduccién y/0 desaparicion de los

plexos nerviosos mientéricos (1135).
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1.6: RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

El_T.cruzi induce en el huesped mamifero una vigorosa
respuesta inmune (23).

Esta respuesta tiene un componente especifico, pero ademas la
infeccién modifica en forma generalizada el aparato inmune siendo
lag alteraciones producidas cuanti y cualitativamente importantes.
Estas alteraciones inespecificas estan afectadas por y a su vez
afectan las respuestas especificas al pardsito.

La respuesta inmune defiende al huesped contra 1los efectos
deletéreos de la invasion parasitaria, desde los primeros momentos
de la infeccidon. Tiene un papel preponderante en el control de la
parasitemia con lo cual determina un balance en la relacidn
huesped-pardsito que lleva a la cronicidad de la infeccidn. En
modelos experimentales es capaz de proteger de las reinfecciones
con el parasito (42,99,245), confirmando asi la existencia de la
llamada inmunidad concomitante. Ademads no se conocen casos de
infeccién humana donde se repitan naturalmente episodios agudos
en el individuo. Sin embargo no debe descartarse la posibilidad de
que el nuevo contacto con el parasito aumente el riesgo de
desarrollar manifestaciones patoldgicas.

A pesar del papel defensivo de la respuesta, esta actividad no
logra eliminar totalmente al pardsito del huesped. Esto puede

deberse tanto a un nivel insuficiente de respuesta para eliminar

al pardsito, como a la presencia de diversos mecanismos de
escape, que el parasito ha desarrollado a 1lo largo de su
evolucion , y que le permiten sobrevivir en un huesped que

constituye un ambiente biolégico hostil, en una fase indeterminada

0 crdénica de larga duraciodn. En esta relacién huesped-pardsito



debemos considerar las componentes genéticas tanto del huesped
como del pardsito, factores ambientales y de regulacién, que
determinan la actividad del sistema inmune.

Por otro lado la infeccion con T.cruzi induce una respuesta
inmune dirigida contra antigenos propios y/o del parasito, que
estaria vinculada con 1la patogenia de la enfermedad. Se ha
postulado que mecanismos efectores asi como componentes celulares
podridn actuar en 1la patogenia asi como también en la defensa
contra el parasito. En este marco, un nivel insuficiente de
respuesta inmune 1ncapaz de eliminar, aunque si controlar la
infeccion por T.cruzi, podria ser adaptativa para el huesped, ya
que estaria asociada a una patologia menos severa.

De aqui la importancia de la diseccidén de los componentes del

sistema inmune, y de los antigenos del pardsito en actividades de

agresion o defensa. El1 entendimiento de la modulacién de
mecanismos inmunoldégicos en tales papeles, permitird el
desarrollo de métodos de inmunoproteccion , ya sea mediante la
posibilidad de un desarrollo de inmunizacidn preventiva o la

modulacién de la respuesta en tratamientos de inmunoterapia.
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1.7: RESPUESTA INMUNE ASOCIADA A LA RESISTENCIA.

El papel de la respuesta inmune en la resistencia a la

infeccién ha sido demostrado principalmente a partir de
observaciones y experimentos realizados en animales
inmunosuprimidos por diferentes ¢tipos de tratamientos, o por
seleccion genética, vy por transferencia pasiva de

suero y/o0 células sensibilizadas.

1.7.1: ESTUDIOS EN ANIMALES CON RESPUESTA INMUNE DEFICIENTE.

Los animales geneticamente atimicos (105,113,228), son mas
susceptibles a la infeccidn con T.cruzi, tal como 1lo seralan su
mayor parasitismo, parasitemia y un menor tiempo de sobrevida. El
seqguimiento de la infeccién en animales
timectomizados (28,218) o tratados con suero antitimocito (196) ha
corroborado la importancia de la actividad de células T

en la resistencia. Por otro lado estudios en ratones con baja

capacidad de respuesta humoral ("Biozzi low responders") (39,112)
y ratas geneticamente deficientes en linfocitos B (198), muestran
que los anticuerpos circulantes participan activamente en los

mecanismos de proteccién durante la infeccion aguda.

Ademas, los ratones tratados neonatalmente con anticuerpos anti
IgM, y por lo tanto carentes de la respuesta de células B
muestran una infeccion mas severa (263), pero la presencia de

componentes independientes de anticuerpos con actividad en la

resistencia a la infeccioéon (264).



1.7.2: TRANSFERENCIA PASIVA DE RESISTENCIA

La transferencia de anticuerpos vy/o0 células de un animal
defendido contra el T.cruzi a un animal singénico ha sido ensayada
a fin de definir los mecanismos involucrados en la proteccian.
Sin embargo a pesar de lo simple del planteo experimental, Yy
probablemente debido a incovenientes tecnicos, asi como al ensayo
de diferentes combinaciones de cepas de ratones y de pardasitos,
los resultados obtenidos discrepan en cuanto a la identificacion
de los componentes del sistema que actuan en la defensa a la
infeccian.

Los experimentos de transferencia pasiva de anticuerpos han
dado resultados no confluyentes: mientras algunos investigadores
lograron proteger animales por esta via (100, 105, 118, 143, 144,
247,270), otros no lo han logrado (40,187) o0 han encontrado que
la transferencia de proteccion requiere el empleo de parasitos de
la misma cepa en las dos etapas (100) (la inmunizacion o
infeccidn del donante y el desafio del animal recipiente), o
bien que la proteccién depende de la antiguedad de la infeccién.

Diversos grupos han logrado conferir resistencia a la
infeccidén por transferencia de células, salvo datos aislados en
contrario. Sin embargo, existe variaciédn entre 1los distintos
autores en cuanto a 1la poblacidén de células responsables de esta
proteccison, asignando algunos esta capacidad a las células B
(211,2687) y otros a las celulas T (28, 170, 187, 205). Si las
células T actuan cooperando en en 1la produccién de anticuerpos

tales divergencias se compatibilizarian en parte. Las diferencias



en los modelos experimentales utilizados también podrian explicar

tales divergencias.

La transferencia de células T en animales C3H tratados con

anti IgM neonatalmente mostrd la existencia de mecanismos
efectores de resistencia independientes de 1la presencia de
anticuerpo (264). Recientemente Nickell y col (165), mostraron

la posibilidad de transferir resistencia por lineas y clones de
células T, Lyt 1,2 positivas. Los antigenos del parasito
reconocidos por estos clones T podrian ser inductores o blancos de

una respuesta protectiva.

1.7.3: ESTUDIOS EN ANIMALES INMUNOSUPRIMIDOS

La importancia de la respuesta inmune en la resistencia a

la infeccidn también puede evaluarse por la respuesta a la
terapia inmunosupresora.

Las observaciones hechas en animales experimentalmente
infectados o pacientes thagasicos tratados con drogas

inmunodepresoras muestran resultados contradictorios.

Asi por ejemplo 1los ratones tratados con cortisona o
ciclofosfamida (121) durante la fase aguda hicieron infecciones
mas graves. La administracién de ciclosporina A también resultsd
en parasitemias mayores y mas tempranas que las de los ratones
controles (109, 142). En animales cronicamente infectados con la
cepa CL el ¢tratamiento con ciclofosfamida, o la irradiacion
resultaron en la aparicion de una fase aquda, con elevadas
parasitemias y alta frecuencia de mortalidad. Estos resultados no

fueron observados en ratones infectados con las «cepas Y o
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Berenice, en donde tratamientos similares no tuvieron efecto
alguno (23).

La administracién de <ciclosporina A en perros cronicamente
infectados con T.cruzi después del transplante cardiaco, resulto
en una reactivacién de la infeccidn (21).

El tratamiento de animales cronicamente infectados con imuran o
mercaptopurina no alterdé el curso de la infeccidén crénica (25).

En pacientes chagdsicos «crénicos, los resultados no son

concordantes. En algunos casos los tratamientos no produjeron

alteraciones en 1la infeccion parasitaria ni signos histolégicos
de reactivacién (12,13), en otros casos y con tratamientos
semejantes se reagudizo la infecciodn chagasica (7,116). En

varios casos se llego a la encefalitis aguda sin cardiopatia vy
los datos histolégicos mostraron severos compromisos infecciosos.

La 1interpretacion de estas observaciones, aparentemente
discordantes, sobre la reagudizacién de 1a forma cronica de 1la
enfermedad no es sencilla,basicamente debido a 1la falta de
conocimiento sobre la modulacion de la respuesta inmune en los

tratamientos efectuados.



1.8: ALTERACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR DURANTE LA

INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI.

La infecccion por T.cruzi induce importantes alteraciones en
el sistema inmune del huesped mamifero. La cinética y magnitud de
dichas alteraciones sugieren mecanismos que S0MN, muy
probablemente, independientes del reconocimiento de determinantes
antigénicos especificos del pardasito.

Es posible identificar dos fenomenos que operan en la fase
aguda de infeccidén con estas caracteristicas: una etapa temprana
de activacién policlonal de células By T, seguida por una fase
de inmunodepresion, probablemente consecuencia de aquella.
Estas etapas son comunes a diversas infecciones bacterianas (70) vy
virales (201), asi como en algunos modelos de infecciones
parasitarias. Es necesario destacar que no se conoce el valor
biologico de estas alteraciones en el contexto de la Enfermedad de
Chagas, aunque se ha postulado que los eventos de la fase aguda
de la infeccién determinan la evolucién de la fase crdnica de la

misma (tesis doctoral J.C.Pinto Dias).

1.8.1: ACTIVACION POLICLONAL :

Ortiz-Ortiz vy colaboradores (174) demostraron que la
infeccion con T.cruzi activa policlonalmente las células B,
midiendo células productoras de anticuerpos contra antigenos como
TNP, eritrocitos de carnero o caballo,tv-globulina humana y aun
contra células singeneicas. En trabajos posteriores se observo la

presencia de la activacién policlonal de células B en ratones



geneticamente atimicos (60), a pesar que es cualitativamente
distinta a la que se observa en animales eutimicos. La deplecion
de ceélulas T colaboradoras demostré el papel de dichas ceélulas en
la activacion (149). La activaciaon policlonal se observa sobre
todo en células B secretoras de anticuerpos IgG 1,2a y 2b (en
especial IgG @2a) representando aproximadamente el 90 % de las
células formadoras de placas. Esta activacién, que toma maximos
niveles en los primeros dias de la infeccién se puede reproducir,
aunque en forma parcial utilizando parasitos muertos, lo que
sugiere la presencia de un componente mitogénico. Este fenomeno
no depende de la dosis de paréasitos.

En la fase cronica de la infeccién también se ha observado la
existencia de dicha activacien (59).

Recientemente se ha descrito la presencia de numeros elevados
de celulas T activadas midiendose un incremento de blastos en
proliferacién (148), asi como células T diferenciadas capaces de
ejercer funciones efectoras tanto en la colaboracién para la
sintesis de anticuerpos (14%9) o citotoxicidad (147).

No estan claros los fenomenos que ocurren en el huesped
infectado debido a la activacién policlonal, pero esta podria
ser un factor importante en la genesis de reacciones autoinmunes
que ocurren en la fase cronica de la enfermedad, en la que ha
sido descripta la presencia de autoanticuerpos y de células
autoreactivas.

Los fenomenos de autoinmunidad local (érgano especifica) o
generalizada (74) han sido asociadas con la activacion policlonal
in vivo, y relacionados con la persistencia de células de memoria

gue reconocen estructuras propias.
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Se han descripto otros fenémenos que podrian estar asociados a
la activacién policlonal observada:
1)Hatcher (77,78) ha descripto la induccién de actividad de

destruccion de células transformadas, denominada actividad NK

("nmatural killer") en células de bazo y de peritoneo, que se
detecta un dia después de la infeccion y vuelve a valores
normales 3 dias mas tarde. Su funcion tanto en la resistencia a

la infeccion como en la modulaciéon de la respuesta no son claras,
aunque estas células parecen tener un papel en la resistencia a la
infecciodn. El tratamiento con inductores de interferon
(tilorone) disminuye la susceptibilidad a 1la infeccion con el
parasito. Los ratones deficientes en la actividad NK (mutacién
beige) no fueron sensibles al tratamiento con tilorone (98), a
pesar que animales con la mutacion beige no eran mas
susceptibles a 1la infeccién con T.cruzi que 1los congenicos
heterocigotas. Posteriormente se demostro que ceélulas NK de
animales luego de 48 horas de infecciédn con T.cruzi, o de ratones
tratados con inductores de interferdn son capaces de destruir a
formas tripo o epimastigotes del pardsito in vitro (5,87).

De cualquier forma no se puede descartar un papel regulador
de las células NK en los mecanismos efectores de resistencia

contra el pardasito.

2) La presencia de interferdn alfa beta en el <suero de animales
infectados se detecta desde el primer dia de infeccién (114,240).
Este tipo de interferdn tendria influencia en la evolucion de la

infeccién, vya que puede activar macrofagos o aumentar la



capacidad de ejercer actividad NK (72), ambos potenciales
mecanismos efectores. La administracion de este tipo de
interferon en ratones resulta en la atenuacién de 1los efectos de

la infeccion (114),

Se deben pues, considerar el papel en la resistencia a la
infeccién de elementos inmunolégicos presentes en las etapas
tempranas de infeccién Yy probablemente intervinientes en la
activacion policlonal. En este sentido ratones irradiados o
geneticamente atimicos muestran un defecto en el control temprano
de la proliferacion del pardsito (2664). El control temprano de
la infecciodon, que correlaciona con la resistencia a la enfermedad,
ha sido también asociado a la actividad de un gen unico, que
interviene ademas en la produccion de interferon en las etapas
tempranas (265). Los animales portadores de una mutaciéon en este
gen (BXH-2) +tuvieron niveles de parasitemia similares a los
ratones genéticamente atimicos (nu/nu), aunque estos ratones
pueden responder en forma normal en la formacién de anticuerpos
especificos contra el pardsito. La resistencia al T.cruzi también
ha sido asociada a genes dentro y fuera de la regién H-2 del MHC

del raton, aunque con resultados menos contundentes (284).
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1.8.2: INMUNODEPRESION DURANTE LA FASE AGUDA DE INFECCION CON

TRYPANOSOMA CRUZI

En la fase aguda de la infeccién, en pacientes (235) y modelos
experimentales, se ha descripto wuna severa inmunodepresion. La
cinética de la inmunodepresién coincide con la de la parasitemia.
Estan deprimidas las respuestas proliferativas a mitégenos B y T
(44, B8, 108, 111, 124, 171), antigenos del pardsito (108), o
antigenos no relacionados, asi como la respuesta de
hipersensibilidad retardada contra antigenos del parasito (1,204).
También estan deprimidas las respuestas humorales hacia antigenos
del pardsito asi como hacia antigenos no relacionados (47).

La inmunodepresion depende de 1la presencia del pardsito vivo

(27) y no parece relacionada a la presencia de antigenos
especificos relacionados camo ocurre en infecciones con
Trypanosoma congolense, Trypanosoma evansii (283) Leishmania
major o Mycobacterium lagprae. Una repetida estimulacidén

antigénica puede sobrellevar la inmunodepresién en la infecciodn
experimental con T.cruzi (352).

El estado anérgico ha sido atribuido a la actividad de células T

supresoras (184), células adherentes supresoras (18,107),
factores supresores solubles (45), alteraciones en el numero y
las proporciones de subpoblaciones leucocitarias 108y, o a

defectos en la funcionalidad de las células T (B84,124).
Las caracteristicas de esta depresion dependen de la
composicion genética del huesped. Diferentes trabajos sugieren una

relacion de la misma con la resistencia a la infeccisén (16,124) vy
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que esta componente genética se expresaria fenotipicamente a

través de una modulacion de los mecanismos inmunolégicos de
destruccién del pardasito.

La deficiencia del huesped 1infectado para responder a los
antigenos del parasito resultaria en una reduccidén de su
capacidad de montar una respuesta inmune protectiva. Por lo tanto,
la busqueda de elementos de inmunoproteccién por la eliminacien
de la infeccién con_ T.cruzi, deberd considerar 1la eliminacion
del estado anérgico, que es inducido aun por numeros reducidos de
pardasitos.

Es importante puntualizar que a pesar que se han postulado
algunos elementos intervinientes en este estado de
inmunosupresién, no se conoce el valor adaptativo de la misma en
la relacion huesped parasito. Si bien una mayor susceptibilidad
al crecimiento de tumores ha sido reportada durante 1la infeccidn
murina (170), la asociacién de la infeccién por T.cruzi con una
disminucién en la resistencia a tumares 0o a infecciones
oportunistas no es clara, como en el caso de la inmunosupresioén
inducida por virus de inmunodeficiencia adquirida o en el caso del
linfoma de Burkitt producido por el virus de Epstein Barr en
individuos infectados con Plasmodium sp. Esto podriada deberse a la
brevedad del periodo de duracion de esta fase de inmunodepresion,
que estd seguida por una restauracién de la respuesta inmune en la

fase croénica de infeccidén.



1.8.3: CARACTERISTICAS DEL SISTEMA INTERLEUQUINA 2 Y ALTERACIONES

DEL MISMO DURANTE LA INFECCION CON__TRYPANOSOMA CRUZI

La interleuquina 2 (IL-2), linfoquina producida por ceélulas T,
L3T4 positivas (colaboradoras) (197), tiene un papel central en la
regulacion de la respuesta inmune celular (234).

Es sintetizada de novo por los linfocitos T especificos luego
de 1la activaciéon por antigeno o mitégeno. Estd sintesis es
transitoria.

En el humano la IL-2 es una glicoproteina formada por una sola
cadena de 133 aminoadcidos (24%). A diferencia del interferdn no
presenta especificidad de especie. La IL-2 se une a la célula por
el sitio de unidn de una molécula, presente en la membrana y que
satisface todos los criterios para considerarla como un receptor
hormonal: alta afinidad, saturabilidad, especificidad de células vy
de tejidos.

Recientemente se ha caracterizado a nivel molecular al receptor
celular de IL-2 y se han establecido algunas caracteristicas de la

regulacién de su expresion (235,138). La union de IL-2 a su
receptor, presente en ceélulas NK, T vy B, produce cambios que

incluyen la expresion del receptor de transferrina, secresion de

factor estimulador de células BSF-1 (redenominado IL-4), e
interferdn 1, diferenciacion y proliferacion de células NK,
estimulacion de la produccion de inmunoglobulinas G, y un control

sobre el ciclo celular.

La elucidaciéon de la estructura molecular del receptor permitio
la comprensién del funcionamiento del sistema. Se han aislado dos
proteinas alfa vy beta de peso molecular 70 vy 58 Kd

respectivamente, ambas con capacidad de unir IL-2. La proteina
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f une IL-2 con baja afinidad (Kd 10°® )la proteina o tiene una
afinidad intermedia por el ligando (Kd S x 10°*® - 1077 M)
(127,239). €1 receptor de alta afinidad (Kd :10"*'* ) resulta de
la interaccion cooperativa de ambas cadenas (cada una de ellas
capaces de unir al ligando), aunque es la cadena « la responsable
de transducir la seral al citoplasma (275), y seria responsable de
la activacién de células B y NK.

Distintos grupos de investigacian han demostrado que la la
expresion del receptor de IL-2 est4d regulada por la union del
antigeno o de mitdégenos o de la IL-2 a sus receptores celulares
(146)Y. La modulacién de enzimas ligadas a la activacion celular
resulta en el aumento de la expresion del receptor de IL-2. La
mAxima densidad del receptor sobre la membrana es transitoria vy
coincide con los maximos niveles de proliferacion, y depende de 1la
presencia de la linfoquina.

La expresion del receptor se produce por la sintesis de novo de
la proteina . La activaciéon por antigenos o por el agregado de
IL-2 de clones de <células T o0 células de bazo resulta en un
aumento de receptores de baja afinidad, pero no hay acuerdo en
cuanto a la regulacion del receptor de alta afinidad, ni en
cuanto a la capacidad de las células de responder a 1la IL-2. La
activacion de células T con antigenos o con IL-2 podria volverlas
relativamente refractarias a la reestimulacion por IL-2 o por
antigeno, constituyendo un mecanismo de regulacisn negativa.

En resumen la activacion de células T por antigeno
resultaria en una expresion del receptor de IL-2, lo que
permitiria a las células proliferar y diferenciarse en presencia

de la linfoquina. La expansién clonal a la vez deberia estar



limitada. La regulacién negativa podria estar dada por la
presencia de células supresoras; por la falta de la linfoquina o
la desensibilizacion de los receptores de IL-2 de la célula, que
requeriria una mayor concentracion de la linfoquina; o por la
actividad de IL-1 o interferon .

Durante 1la infeccidén con_ _T.cruzi se produce un bloqueo del
componente dependiente de IL-2. En 1983, Harrel-Bellan y col (83},
demostraron que 1la falta de respuesta a la concanavalina A en
células de bazo de ratones durante la fase aguda de infeccién con

Trypanosoma _c¢ruzi coincide con 1la falta de capacidad de dichas

células de producir o responder a interleuquina 2. Células de bazo
no respondian a Con A ,ni aun ante el agregado de interleuquina 2

en el cultivo. El agregado de interleuquina t (IL-1) en el cultivo

tampoco pudo restablecer la produccidén de interleuquina 2 en
respuesta a ConA. La falla en la produccién de IL-2 se atribuyd
en forma parcial a la presencia de células adherentes,
probablemente macrofagos. Sin embargo el agregado de células

adherentes obtenidas de animales normales no restaurd la capacidad
de células T de responder a Con A o producir IL-2. El andlisis por
dilucion limite mostre que la frecuencia de precursores de
células respondedoras a IL-2 o productoras de IL-2 esta deprimida
en la poblacion estudiada. Teniendo en cuenta que las ceélulas T
de los animales infectados no fueron capaces de suprimir la
capacidad de produccion o de respuesta de células naormales, se
postuld que la infeccién con el parasito induce un defecto en la

funcionalidad de la célula T (84).
La falta de produccién vy de respuesta a IL-2 tambien ha sido

demostrada en un sistema de células humanas infectadas in vitro
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con T.cruzi (16). La incapacidad de IL-2 para restaurar la
respuesta linfoproliferativa a Con A de células humanas o de raton
infectados podria deberse a una alteracién irreversible o
reversible en dichas células. Una falla en la capacidad de las
células de wunir o transducir la sefal de activacién dada por la
linfoquina o por los antigenos o mitségenos, o bien al
requerimiento de otras linfoquinas. En otras palabras, el bloqueo
podria producirse indirecta o directamente sobre este sistema IL-
2/IL-2 receptor. De ser esta Jultima posibilidad verdadera, el
blogqueo podria estar dado por falta de expresion del receptor de
la linfoquina, o por una falla en la transduccion de 1la seral
dada por la unidn del ligando al receptor.

La deficiente respuesta proliferativa de animales en la fase
aguda de infeccién también han sido atribuidas a 1la actividad de
células adherentes, qQue producen factores supresores (45,44).

Estos factores supresores no fueron detectados al variar la
cepa de raton wutilizada en la infeccion (252), indicando
nuevamente la importancia tanto de 1la componente genética del
huesped como del pardsito en el desarrollo de la infeccion.

La inmunodepresidén observada in vitro no se deberia a la
actividad de prostaglandinas (84, 107),que si median la

supresion observada en la infeccidn con Leishmania major (681,

Leishmania donovani (214) vy trypanosomiasis africana (69), vy

ejercen un efecto inhibitorio sobre la produccison de IL-2 (186).
Recientemente se ha aislado una proteina de 15-16 Kd producido por
esplenocitos de animales infectados con JT.cruzi durante la etapa
aguda de infeccion responsable de la supresion de respuestas

proliferativas a mitdégenos in vitro (231).
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Factores solubles inespecificos son producidos por monocitos
de pacientes con lepra lepromatosa. Estas moléculas son capaces
de inhibir la respuesta de células T de pacientes con lepra
tuberculoide a antigenos especificos y mitégenos (162,210). La
actividad de estos factores inihibitorios podria conducir a la
supresién de la respuesta T, responsable de la diseminacion de la

infeccion en pacientes lepromatosos.

Durante la infeccién experimental con Trypanosoma cruzi tambieén
ha sido descripta 1la actividad de factores solubles producidos ,
capaces de inhibir la induccion de respuestas de
hipersensibilidad retardada (130,131). Dichos factores de peso
molecular de 30 a 50 Kd (131) serian producidos por celulas T de
animales infectados con J.cruzi cuatro semanas después de la

infeccion (130).

1.8.4: ALTERACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE DURANTE LA FASE CRONICA
DE LA INFECCION

En la fase crénica de infeccion existe un restablecimiento
de parcial o total de 1la respuesta inmune, segun el pardmetro
inmunologico estudiado, la cepa de pardsito vy la especie y cepa
de animal utilizada. Se han obtenido evidencias de respuesta
inmune celular en pacientes chagasicos en experiencias in vivo e
in vitro, aunque siempre hay casos de falta de respuesta. Los
pardmetros de respuesta inmune celular estudiados en pacientes
fueron: la capacidad de responder con transformacion blastica a la
estimulacion con diferentes fracciones subcelulares del pardasito
(58, 80), o pardsitos inactivados (133,154,268), la produciccion

factores activadores de macréfagos (capacidad que correlaciona con
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la respuesta linfoproliferativa a antigenos del pardsito) (169),
o de inhibicien de la migracion leucocitaria, al estimular
células con fracciones del pardsito (126, 127, 176).

La mayor parte de los autores encuentra respuesta negativas de

hipersensibilidada retardada in vivo frente a diferentes antigenos

u homogenato total del pardsito son negativas (176) y sdlo
algunos encuentran respuestas positivas.
La capacidad proliferativa a diferentes preparaciornes

antigenicas en la etapa crénica ha sido correlacionada al estado
clinico del paciente (36, 80). La capacidad de responder a
mitogenos no se ve alterada para la mayoria de los autores (38),
aunque algunos encuentran respuestas reducidas (44).

En animales de experimentacién, tanto infectados cronicamente
como inmmunizados con fracciones subcelulares del parédsito, es mas
constante la presencia la de respuesta inmune celular.

La respuesta proliferativa a antigenos del parasito ha sido
documentada en ratones de mas de &0 dias de infeccien (27,106)
aungue su presencia depende de la cepa de raton empleada (171).
Aunque varios autores describen la presencia de reacciones de
hipersensibilidad retardada (27, 137), se ha descripto la
presencia de células T supresoras capaces de 1inhibir dicha
actividad durante la fase crénica de infeccion (1,212). Los
distintos grupos de investigacidn coinciden en cambio en cuanto a
la capacidad de antigenos de la forma tripo o epimastigote del
pardsito, en presencia de BCG, adyuvante completo de Freund, o

saponina de inducir respuestas DTH (2,212).
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Otro pardmetro presente en 1los animales infectados es la
capacidad de producir factores capaces de activar macrofagos para

la destruccidédn intracelular del pardsito (167).

1.9: PAPEL DE CELULAS FAGOCITICAS MONONUCLEARES EN LA RESITENCIA A

LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

Un area en la que si parece haber acuerdo es en el papel del

sistema de los fagocitos mononucleares en la resistencia a la

infeccidn con T.cruzi. Los trabajos del grupo de Nogueira y
colaboradores (166) indican claramente que estas células son
capaces de destruir a los pardsitos internalizados cuando son
activados por linfoquinas producidas por linfocitos T

sensibilizados por 1a presencia de antigenos del parasito en el
individuo sensibilizado (1&67).

Linfoquinas producidas por células T estimuladas con mitdégenos
u antigenos no relacionados también son capaces de activar al
macrofago.

Los macrofagos activados sufren diferentes modificaciones,
algunas de las cuales como el aumento de la produccidén de
peréxido de hidrégeno han sido correlacionadas a su accion
parasiticida (164). Otras modificaciones son la estimulacién de 1
actividad tumoricida inespecifica, la induccién de antigeno Ia, el
aumento de la expresion en superficie del receptor para Fc, o del
receptor C3b de complemento y la produccién de factor activador de
plasminogeno, la producciéon de factores de la cascada del
complemento. Los macrofagos activados Jjugarian un papel en la

resistencia a la infeccion in vivo no solo por su capacidad
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tripanccida, a través de 1la produccién de radicales libres de
oxigeno, sino también por la modulacién que ejercen en la
respuesta inmune.

La destruccién de pardsitos por macrofagos tendria gran
importancia 1in vivo, va que el T.cruzi es un parasito
intracelular obligado de entre otras ceélulas los fagocitos
mononuc leares. Una evidencia de que el sistema “estimulo T-
linfoquinas—macréfagos "estaria involucrado en la resistencia a
la infeccién se obtuvo al comparar la susceptibilidad a la
infeccidn con parasitos de las cepas Y y CL en ratones endocriados
con la capacidad de sus células esplénicas de generar factores
estimulantes de macréfagos en presencia del estimulo especifico o
de mitogenos.

Los linfocitos provenientes de ratones resistentes C3H generan
mayores niveles de estas linfoquinas, y mas tempranamente, que
los de la cepa susceptible BALB/c. Estas células T generadoras de
linfoquinas, transfirieron resistencia pasiva a la infeccioén
(170). Ademas de producir factores activadores un contacto célula
T-macrofago participaria en 1la activacién parasiticida de este

ultimo (165).

1.10: PAPEL DE INTERFERON GAMMA Y OTRAS LINFOQUINAS EN LA

RESISTENCIA A LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

Los interferones son una familia e proteinas capaces de
prevenir la replicacién viral, e inducir la sintesis de ARN vy
proteina. Han sido clasificados como: interferon de tipo I,
inducido clasicamente por infecciones virales y estimulos

bacterianos. Esta familia incluye el interferdn a y el interferdn
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8 producidos por leucocitos vy fibroblastos respectivamente. El
interferdn de tipo II o interferdén 7 es sintetizado por linfocitos
T sensibilizados (tanto Lyt2.2 como L3T4 postitivos) o células NK
(262). El interferén 1T es uno de los factores solubles que
intervienen en la diferenciacién de células B antigeno especificas
y es capaz de aumentar el potencial citotoxico de células NK si
bien es mucho menos efectivo en este Jultimo aspecto que el
interferén de tipo 1.

En el humano el interferéon 1 tiene naturaleza glicoproteica, vy
consta de dos especies activas de 20 y 25 Kd que pueden formar un
dimero.

Ejerce su actividad sobre la célula 1luego de unirse a su
receptor celular. Una vez unido es internalizado y degradado. La
unien desencadena la sintesis de ARN y polipéptidos, algunos de
los cuales son comunes en la unidn de interferdn o, v 7. EIl
interferdn v actdua sinergisticamente con 1la linfotoxima en la

inhibicién de la proliferacién de células tumorales, induce 1la

expresion de moléculas de clase I del complejo de
histocompatibilidad, actividad también 1llevada a cabo por el
interferdn de tipo I, e 1induce 1la expresién de antigenos de

histocompatibilidad de <clase 1II <sobre la superficie celular de
macrofaqgos, células de Langerhans, células dendriticas, células
endoteliales, linfocitos B y algunas lineas tumorales (282). La
induccién de la expresién de antigenos de histocompatibilidad
tiene evidentes implicancias en 1la regulacién de la respuesta
inmune, ya que las células que los expresan son capaces de
presentar antigeno o son susceptibles al reconocimiento por

células T citotdédxicas. El inteferdén 1 también induce un aumento en
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la expresion del receptor Fc para IgG de alta afinidad (FcR1)
sobre neutrséfilos (178), lo que junto a su capacidad de activar
mecanismos citoliticos aumenta las reacciones de citotoxicidad
dependiente de anticuerpo.

Es el principal componente del factor activador de macrofagos,
induciendo o aumentando su citotoxicidad contra distintos tipos de
células tumorales, bacterias (103, 202) y pardsitos (163, 139,
279) asi como también activando en neutrdéfilos el metabolismo de
oxigeno, involucrado en la resistencia contra T.cruzi (164). El
interferen T es capaz de inhibir el crecimiento de parasitos
intracelulares en células distintas a los macréfagos. Inhibe por

ejemplo el crecimiento de Rickettsia prowazekii en fibroblastos

murinos (269). Este papel podria ser importante en la evolucion
de la infeccidn con T.cruzi, microorganismo que es capaz de
parasitar células no fagociticas.

En estudios in vitro el interferdon =~ es capaz de activar
macrofagos para la actividad ¢tripanocida (175, 181, 182, 279).
Este efecto esta mediado por la produccién de peroxido de
hidrogeno (279).

Ha sido postulado un efecto sinérgico entre el interferdon 7 vy
anticuerpos anti-T.cruzi en la actividad parasiticida , debido tal
vez a un aumento en la fagocitosis de los parasitos opsonizados
por anticuepo.

La administraciéon de interferdén-1 in vivo resulta en la
induccion de actividad anti-tripanosoma (181). No se han
realizado hasta el momento mayores esfuerzos en el estudio de
esquemas, vias de administracion o dosis efectivas de interferonn

en la proteccién.
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En este sentido, se ha encontrado que bajas dosis de

interferon v eran capaces de ejercer un efecto adyuvante en la

inmunizacién protectiva contra Plasmodium yoelii, agente causal de
la malaria murina (183). La administracion in vivo de interferon 7

en animales infectados con Leishmania donovani (161) resulta en

una atenuacien de la patologia, sugiriendo su utilizacion en la
inmunoterapia de la infeccion.

Si bien el interferon 1 parece ser la principal linfoquina en
la activacidén de macréfagos para la actividad parasiticida, otras
citoquinas como el factor de necrosis de tumores (TNF) (357) vy el
factor estimulante de la formacién de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF) (190, 272) han sido capaces de activar
macrofagos para la destruccion de T.cruzi.

Estos mecanismos, de regulacién de 1la respuesta inmune
protectiva dependiente del timo actuarian en el balance huesped
pardsito aun en las primeras etapas de la infeccion, vya que el
estudio temprano del chagoma de inoculacién revela la destruccidn

de pardsitos por macréfagos en el sitio de entrada.



1.11: RESPUESTA INMUNE HUMORAL Y EL PAPEL DE LOS ANTICUERPOS EN LA

RESISTENCIA A LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

La existencia de anticuerpos circulantes en la Enfermedad de
Chagas se conoce desde que los primeros investigadores detectaron
anticuerpos fijadores de complemento en pacientes (Guerreiro
-Machado, 1913).

La deteccion de anticuerpos es actualmente, el criterio
diagnéstico de certeza de infeccidén por T.cruzi. En los sujetos
infectados los anticuerpos especificos se conservan siempre
presentes sin que, hasta el presente, se conozcan datos que
demuestren fluctuaciones temporales significativas en sus titulos
a lo largo del periodo cronico de la enfermedad.

La activacion policlonal antes mencionada podria al menos en
forma parcial ser responsable de la rapidez en la deteccion de
anticuerpos durante la infeccién. Como en toda primoinmunizacidn
la primer inmunoglobulina especifica detectada es la IgM, que
aparece 3-4 dias después de la infecciodn y presenta su maxima
concentracién hacia los dias 15-20, para luego descender.

Este descenso es acomparado de un aumento de la IgG especifica,
que se hace detectable 10-15 dias después de la infeccién (220,
271). Se ha postulado wuna restriccion en el perfil de las
subclases de anticuerpo IgG6 presentes en la 1infeccién,
encontrandose en ratones las subclases Ig6 1 e Ig6 3 a muy bajos
niveles (215). En pacientes se encuentran IgGl e IgG 3 en mayores
niveles que 1IgG2 o IgG4, en coincidencia «con el andlisis de

células formadoras de placas.
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La 1nfeccion por T.cruzi en humanos (43) o en modelos
experimentales es capaz de inhibir la respuesta inmune humoral
contra antigenos heterologos. Esta supresion ha sido
correlacionada con 1la resistencia (250), vy depende de la via de
inoculacion del antigeno hetersélogo, la cepa de raton vy la cepa
del pardsito wutilizada. Durante 1la infeccion aguda se ve una
disminucién de la respuesta contra eritrocitos heterologos (38,
47), TNP-Ficoll,TNP-BGG (191), LPS o TNP-Brucella abortus. Por
este sistema fue detectada en cambio por este sistema la presencia
de células T colaboradoras especificas de antigenos de superficie
de T.cruzi.

Durante la infeccidn crdénica se restauran parcialmente las
respuestas a TNP-Ficoll y TNP-BGG, pero permanecen suprimidas las
respuestas a glébulos rojos heterdlogos. En esta fase se restaura
la capacidad de formar estos anticuerpos por el agregado de IL-2
en el cultivo o por la administracién in vivo de la linfoquina
(51, 189, 191, 253).

La respuesta inmune humoral también actua en 1la resistencia

A la infeccién con T.cruzi. La transferencia de suero de
animales infectados cronicamente confirid proteccidén parcial

contra la infeccion con el pardsito en la mayoria de los estudios.
A pesar de esto existen algunas combinaciones de cepa del parasito
y huesped que no genera en la infeccién anticuerpos capaces de
transferir resistencia. En los casos en que el suero de ratones
cronicamente infectados transfiere resistencia, los anticuerpos de
-la subclase IgG 2a y 2b median la proteccion de los receptores
(215, 247). Sin embargo no se conoce la actividad biolegica de

los anticuerpos que importa en la proteccién. En diferentes
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trabajos, ce ha correlacionado la resistencia con la presencia
de liticos para el parasito. La presencia de anticuerpos liticos,
a su vez a sido correlacionada con la de anticuerpos mediadores de
ADCC (132), y citofilicos para el macréfago (123).

Sin embargo estos anticuerpos alcanzan niveles similares en
ratones susceptibles o resistentes a la infeccidn.

Krettli y colaboradores (119) observaron que en el suero del
huesped cronicamente infectado existen anticuerpos aglutinantes y
mediadores de 1lisis por complemento de los pardsitos. Dichos
anticuerpos son inducidos por antigenos presentes en las formas
tripo y amastigote del parasito, pero no por formas epimastigote,

y son capaces de transferir proteccion al desafio. Los anticuerpos

mediadores de 1la lisis con complemento han sido encontrados en
todos los pacientes chagdsicos estudiados, aunque en titulos
bajos (120). La eliminaciéen de la infeccidén por el tratamiento

con drogas tripanocidas se acompa®a con la desaparicién de los
anticuerpos liticos.

A pesar de ello la lisis con complemento de los tripomastigotes
no parece ser un mecanismo efectivo para la destruccidén del
pardsito en la fase aguda de la infeccién, ya que durante esta
etapa 1los animales deficientes en complemento muestran una
parasitemia y mortalidad similar a la de los animales
normocomplementémicos (53, 270). Por otro lado a pesar de que la
lisis por complemento actuaria por la via alterna de la cascada,
fragmentos Fab (que son capaces de mediar la lisis por
complemento) no son capaces de mediar transferir resistencia a la
infeccién (270). Existen ademds cepas de pardsitos incapaces de

inducir anticuerpos liticos durante la infeccidén (284), lo que
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sugiere que la importancia de este mecanismo dependeria de la
componente genética del pardsito. Sin embargo, un papel de este
mecanismo efector en el control de la parasitemia no debe
descartarse.

Los anticuerpos involucrados en las reacciones de citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC) podrian estar involucrados
en la proteccién. Las reacciones ADCC tienmen bajos requerimientos
de anticuerpos, son llevadas a cabo por células normales que estan
disponibles en alta concentracién en el organismo y llevan a la
destruccion rapida vy efectiva del blanco. Se encontro ademas que
los niveles de anticuerpo mediador de ADCC eran mayores vy
aparecian mas tempranamente en ratones Swiss resistentes a la
infeccién que en los ratones susceptibles BALB/c, inoculados con
la cepa Tulahuen de T.cruzi (31). In vitro 1las reacciones ADCC
dirigidas contra pardsitos son 1llevadas a cabo por células
fagociticas con receptor de Fc. En el humano se ha medido la
actividad ADCC contra el pardsito por monocitos, neutréfilos,
eosinéfilos y linfocitos. En ratones normales 1la actividad ADCC
contra pardsitos ha sido determinada en células
polimorfornucleares y mononucleares adherentes o no adherentes de
bazo o peritoneo. Esta actividad también es llevada a cabo por
células de bazo de ratones infectados, aun durante la etapa aguda
de infeccion. La actividad ADCC contra T.cruzi de células no
fagociticas con receptor Fec, como las células Killer (K) es
controvertida, y probablemente, la actividad detectada en algunos
casos (81) se deba a contaminaciones en las preparaciones

celulares usadas.
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Si bien ha sido documentada la actividad ADCC por células
fagociticas mononucleares (macrofagos o monocitos) contra la forma
tripomastigote del pardsito, no debe descartarse la posibilidad de
que la lectura microscépica indique un aumento de fagocitosis y no
una destruccion de la forma tripomastigote del parasito. En este
aspecto, los anticuerpos actuarian aumentando la fagocitosis en
los macréfagos, pero esto no resultaria en la destruccién de los
pardsitos en macrofagos normales.

La serie de procesos que se desencadenan luego del contacto
estrecho entre 1la célula efectora de ADCC vy un parasito
sensibilizado depende del tipo de célula y de su estado funcional,
que esta modulado por otros componentes del sistema inmune como
la presencia de linfoquinas (26). Los macrofagos vy los leucocitos
neutrofilos polimorfonucleares son las células mas estudiadas. En
estas células, Junto con el proceso fagocitico, se desencadena
la liberacién de enzimas lisosomales y el incremento brusco del

metabolismo aerébico celular.

Tanto los epimastigotes como los tripomastigotes son
fagocitados por macrofagos humanos y de ratén. Los epimastigotes
son destruidos, pero los tripomastigotes escapan desde la
vacuola fagocitica al citoplasma, donde se replican. Si los

macrofagos estan activados por efectos de productos de células T
sensibilizadas, ocurre la destruccion de los parasitos
internalizados. La opsonizacion de los pardsitos incrementa la
entrada a 1los macréfagos no activados, pero no aumenta su
destruccion. En cambio, la presencia de anticuerpo incrementa 1la

destruccién por macréfagos activados, indicando un efecto



sinergistico entre los anticuerpos vy la produccion de factores
activadores (168).

Los monocitos humanos vy de raton, los leucocitos
polimorfonucleares humanos, neutréfilos y eosinofilos, también
son capaces de destruir a epimastigotes y tripomastigotes de
T.cruzi sensibilizados o en presencia de anticuerpos especificos
(30, 110, 172). E1 pretratamiento de las células efectoras con
los antisueros no estimula la reaccién, indicando que no hay
anticuerpos citofilicos 1implicados en la misma (172). Los
anticuerpos ADCC, aungue en niveles variables, fueron
encontrados en todos los pacientes chagasicos estudiados vy la
actividad se halla localizada en la fraccién IgG (173). Por otro
lado, el mecanismo ADCC podria dirigirse contra células autdlogas
parasitadas si estas expresan antigenos del parasito reconocidos
por los anticuerpos (134), o contra células autélogas, por lo que
este mecanismo intervenir en fenomenos autoinmunes postulados en

la patogénesis de la Enfermedad.
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2: 0OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo es la caracterizacion de
células y mecanismos inmunolégicos que participan en la evolucioen

de la infeccién experimental con Trypanosoma cruzi en relacion a

la resistencia , y la reglacién de estos elementos.

Los objetivos especificos son:

-Caracterizacién de elementos celulares involucrados en la

resistencia natural a la infeccion experimental.

-Medicion de pardmetros de la respuesta inmune celular y humoral,
adquiridos por la inmunizacion de ratones, y andlisis de su papel
en la resistencia a la infeccion experimental en comparacion con

los presentes en animales cronicamente infectados.

-Caracterizacion de alteraciones del sistema inmune durante la

infeccion experimental, con especial enfasis en la produccidén Yy

respuesta a linfoquinas.

—-Caracterizacion de mecanismos moleculares de estas alteraciones.

~Estudio de 1la modulacidén de la respuesta inmune protectiva por

linfogquinas.

20
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3: MATERIALES Y METODOS
3.1: PARASITOS

Se utilizaron parasitos de la cepa Tulahuen (248) de
T.cruzi. Las formas sanguineas se obtuvieron por pasaje
semanales en ratones de la cepa BALB/c o NIH, por la infeccioén
de 10= pardasitos.

Las formas epimastigotes se cultivaron en medio LIT.
También se utilizaron tripomastigotes obtenidos en sobrenadantes

de células Vero o L-929 infectadas 7 a 9 dias antes.

3.2: ANIMALES

Se utilizaron ratones machos , de 3 a 10 semanas de edad al
comienzo de las experiencias, pertenecientes a las cepas BALB/c,
C3H , C57BL/6, y NIH.

Los animales fueron mantenidos en nuestro laboratorio,
alimentados con alimento balanceado y agua acidificada ad

libi tum.
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3.3: ANTIGENOS DE TRYPANOSOMA CRUZI

Se prepararon fracciones subcelulares a partir de las

formas epimastigotes de T.cruzi segun descripto en la literatura
(76, 226, 227). Se cosecharon pardsitos de 6 dias de cultivo en
medio monofdsico. Los pardsitos se lavaron vy se rompieron por
presiéon—-descompresion. E1 homogenato total (HT) y la fraccieén
microsomal (Mc) se obtuvieron por centrifugacion diferencial de
esta suspension. La fraccidén subcelular flagelar se obtuvo a
partir de un gradiente discontinuo de sacarosa realizado con el
homogenato total del pardsito. Los antigenos Mc vy F asi
obtenidos se utilizaron para 1inmunizar ratones. Para trabajar
con material mas homogeneo, en las reacciones in vitro , y en el
ensayo de hipersensibilidad retardada , los antigenos fueron
sonicados (Branson Saonic Power ) por 1 minuto a 90 Watts en
hielo, con un microtip standard.
El material sonicado fue centrifugado durante 30 minutos a
16.300 g (rotor B4 Sorvall RC-2B), el sobrenadante fue
fraccionado y conservado a -70 C hasta su utilizacién (58). El
contenido proteico fue determinado por el metodo de Folin,
utilizando albumina bovina como standard (136).

Los tripomastigotes del sobrenadante de células infectadas
fueron cosechados centrifugados a 11000 rpm durante 20
minutos. Los parasitos fueron entonces suspendidos en PBS-0.5%
BSA, lavados dos veces vy llevados a 2x10 Y pardsitos/ml. Luego
se los inactivée por calor durante 10 minutos a B0O°C.

Los pardsitos asi tratados se fraccionaron y conservaron a —-20°C

hasta su utilizaciédn.



3.4: ESQUEMA DE INMUNIZACION
Ratones de 1la cepa BALB/c de S semanas de edad al comienzo
de la experiencia recibieron intraperitonealmente (ip) 3

dosis de los antigenos de JTrypanosoma cruzi , cada quince dias.

Cada dosis contenia 200 pg o 1 mg de proteina de la fraccion
F o Mc respectivamente. Cuando se indica la fraccion F fue
administrada adyuvada (FBp ) con 1.25 x 10 unidades por
dosis de Bordetella pertussis (Bp) , cepa 10536 cedida por E.
Duhard del Instituto Nacional de Microbiologia Carlos
Malbran) (207). El desafio con 350 formas sanguineas del
pardasito (aproximadamente 1 dosis letal 50) de animales
inmunizados vy controles se realizé un mes después de la

admistraciéon de la ultima dosis.

3.5: INFECCION EXPERIMENTAL DE RATONES

El desafio con parasitos se realizé ip, wutilizando formas
sanguineas en 0.5 ml de PBS con 1% de suero fetal bovinao
(SFB).,

La parasitemia se determino periodicamente en S pul de

sangre venosa de la cola (24), y fue registrada la mortalidad.

3.6: ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

El contenido de anticuerpos en suero se determiné mediante
un ensayo de ELISA indirecto, a partir de una modificacion de la
técnica descripta por Voller (274). Este ensayo se utilizo
para determinar la concentracion de
anticuerpos especificos en suero, asi como para cuantificar

inmunoglobulinas de hibridomas producidos como ascitis o como
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sobrenadante de cultivo. En el primer caso el HT de T.cruzi ,
diluido a una concentraciéen de 200 pg/ml en buffer carbonato
bicarbonato (pH 9.6) , y en el sequndo, anticuerpo anti-ratoén en
conejo (Dakopatts) 100 pug/ml en el mismo buffer se
adsorbieron a placas de 96 pocillos , con fondo en U (Linbro ,
Flow Lab Inc, Handem, CT) a 4 C durante 1a noche. Despues de
lavar las placas con PBS conteniendo 0.01-% de Tween 20
(PBS-Tween) 3 veces, las placas fueron bloqueadas por 1la
adicién de una solucidn 5-% suero de cabra en PBS

(PBS-cabra).Se incuboe por 1 hora a 37 C y se lavaron 3 veces con

PBS-Tween. Se agrego entonces el suero o el sobrenadante
problema, diluido 1:400 en PBS-cabra. Despues de | hora de
incubacion a 37C y otro lavado con PBS-Tween , se aradio
antisuero de cabra anti-IgG de raton marcado con peroxidasa

(Byossis ,Compiegne, Francia) diluido 1:400 en PBS-cabra. El
antisuero marcado se incubdé durante 1 hora a 37C, se lavé
repetidamente y se aradié el sustrato o-fenilendiamina. La
reaccién se freno con una solucion 2.5N de HCl. El ensayo fue
leido en un lector (micro ELISA minireader MR 590, Dynatech Lab,
Alexandria, VA) , utilizando wun filtro de 492 nm. Para los
andlisis estadisticos se utilizd la media de la absorbancia de

los triplicados.
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3.7: ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Células de bazo después o antes del cultive , se
distribuyeron en placas de 96 pocillos con fondo en V (Sterilin,
Inglaterra) (10% células/pocillo) en un volumen final de 200ukl.
Las células se tisieron con anticuerpo de rata anti Thy 1.2. de
raton, anti L3T4, anti Lyt 2.2,anti IgG de raton (Biossis,
Francia), o anticuerpo de rata biotinilado anti el receptor
IL-2 del raton, 7D4, (139), diluidos a 1la concentracion
adecuada en PBS--1%BSA y NaN3, por 45 minutos en hielo. Después
de dos lavados con PBS-BSA-NaN3, se anadié una solucidén de
antisuero de raton anti 1IgG de rata marcado con fluoresceina o
estreptoavidina -marcada con fluoresceina (Amersham) por 435
minutos a 4 C. Las células se lavaron luego dos veces y la marca
se analizé en un analizador activade por fluorescencia (FACS ,
Becton -& Dickinson, USA) o en un microscopio de fluoscencia de
epiiluminacion (Z2eiss, Jena, Alemania O0Oriental). Todos los
anticuerpos monoclonales utilizados se obtuvieron como
sobrenadantes de cultivo , excepto el 7D4, cedido por el Dr T.
Malek.

Se realizo del mismo modo inmunofluorescencia directa
utilizando una dilucion 1/10 de anti Thy 1.2 (New England
Nuclear, Ma, EEUU) o anti IgG de raton (Biossys, Francia)

marcados con isotiocianato de fluoresceina.
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3.8: PRUEBAS DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

La prueba de hipersensibilidad retardada se realizé por la
inoculacién en la almohadilla plantar trasera de ratones BALB/c
de 30 Hl de HT (50 nug) , F (B0 pg) o Mc (BO pg). E1 grosor de
la almohadilla plantar inoculada asi como el de la
contralateral , fue medida por un calibre micrométrico (L.S.
Starret Co, Athol, MA) dos dias después de la inoculacién. Los
resul tados se expresaron como indice de 1induraciéon o
estimulacidén (I1E):

Grosor de la almohadilla inoculada/grosor de la contralateral:

3.9: OBTENCION DE CELULAS DE BAZO Y GANGLIO

Bazo y ganglios popliteos fueron obtenidos quirurgicamente

de ratones anestesiados con eter, sangrados por la vena
retroorbital, y sacrificados por dislocaciaon cervical. Para
obtener una suspension unicelular, los organos fueron

disgregados utilizando un homogeneizador de tejidos (Potter, Ten
broek), o un tamiz de acero inoxidable de 100 um de poro. Las
celulas se lavaron con medio RPMI 1640 (GIBCO tab ), penicilina
(100 U/ml), 100 pg/ml estreptomicina , 20 nM de HEPES, 50 uM de
c-mercaptoetanol, y 10 -%4 de suero fetal bovino (Gibco Lab)
(RPMI-10-%). Los globulos rojos se lisaron con un golpe
hipotdénico utilizando CINH4 0.8%. Las células remanentes
fueron lavadas utilizando RPMI 10%, centrifugando a 1500 rpm 10
minutos 3 veces, contadas en una solucion 2% de azul tripan en

PBS v ajustadas a la concentracion indicada.
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3.10: TRANSFERENCIA PASIVA DE CELULAS LINFOIDES O SUERO INMUNE
Células de bazo de animales inmunizados, un mes después de
la ultima dosis o de animales cronicamente infectados, fueron
obtenidas como se describié en la seccidén anterior. Las células
fueron suspendidas en RPMI-10% en la concentracion indicada vy
transferidas por via endovenosa (iv) por la vena de la cola ,en
un volumen de 200 pl de RPMI 10-% SFB o intraperitonealmente
(ip) en 0.5 ml de medio. Luego de 24 horas después se realizo el
ensayo de hipersensibilidad retardada sequn se describidé en 1la
seccién 3.8, inoculando HT, o el desafio con S50 tripomastigotes
sanguineos Tulahuen, midiendose parasitemia vy registrandose la

mortalidad de los grupos durante la infeccion.

3.11: ENSAYO DE LINFOPROLIFERACION

Los ensayos de linfoproliferacidén se realizaron por
triplicado, distribuyendo 3 x10® células /pocillo en placas de
96 pocillos, con fondo plano (Costar, N 3596,Costar, Cambridge,
MA) en un volumen final de 200 nl. Para realizar 1la
estimulacion inespecifica, se anadio Concanavalina A (ConA)
{Sigma type Iv, Sigma Chem Co, St Louis, MO) en una
concentracién final de 3 a 10 ugs/ml. Para 1la estimulacidn
antigeno especifica, se wutilizdé HT de T.cruzi en una
concentracien final de 15 wng/ml. Siempre fueron incluidos
pocillos controles en los que no se agrego antigeno o mitégeno.

Las células fueron 1incubadas a 37 C. 5% CO». y atmosfera
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humidificada, durante 72 horas en el caso de estimulacion con
Con A o 96 horas cuando se anadio HT.

Se adicionsé 0.5 -1 uCi de timidina tritiada ([®-H1-Tdr)
(New England Nuclear, Boston, M)A, actividad especifica 6.7
Ci/mmol) en cada pocillo 6 o 18 horas antes de 1la cosecha. Las
células se cosecharon en papel de filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF1), utilizando un cosechador (Minimash II,New York,
NY) y la cantidad de radiactividad incorporada se cuantificé en
un contador de centelleo liquido (LKB Bromma, Suecia).

Los cultivos no estimulados incorporaron de 1000 a 3000cpm
de [®-H] timidina. Los resultados se expresaron como cpm +/-—
error standard de 1la media de triplicados realizados o como
indice de estimulacion (1E) cpm media de cultivos

estimulados/cpm media de controles no estimulados.

3.12: SEPARACION DE CELULAS ADHERENTES POR PASAJE EN COLUMMNA DE
SEPHADEX G-10

Las ceélulas adherentes del bazo vy ganglios de ratones
BALB/c cronicamente infectados se separaron en una columna de
Sephadex G-10, segun descripto (150). Se colocaron en una
Jeringa de vidrio de 350 ml, 45 ml de Sephadex (Phamacia,
Uppsala, Suecia) previamente hidratado. Se lavée 1la columna con
100 ml de RPMI-10% SFB y 20 mM HEPES. Se sembraron 0.3 a 1 107
células de bazo y ganglio de animales cronicamente infectados.
Al penetrar las células, se aradieron de 15 a 20 ml de medio de
cultivo, y se colectaron 10-15 ml.

Toda la separacion se realizéd a temperatura ambiente. Las

células eluidas fueron lavadas dos veces en RPMI-10%4 SFB.
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El rendimiento de 1la columna fue de un 35% de las células
totales sembradas. Se caracterizé 1las poblaciones B y T por
inmunofluorescencia directa utilizando anti Thy 1.2 (New England
Nuclear, USA) o anti IgG murino (Biossis, Francia) marcados con
isotiocianato de fluoresceina, segun se describié en la seccion
3.7. Antes de la separacion habia 27% de celulas T vy 955% de
células B. Después de la separacion se obtuvo 54 %4 de células T
y un 37 4 de células B, lo que indica que las proporciones de
ambas subpoblaciones son diferentes (p<0.01 prueba de Chi

cuadrado) con pérdida selectiva de linfocitos B.

3.13: SEPARACION DE CELULAS ADHERENTES A LA LANA DE NYLON

Se enriquecio en células T a células de bazo y ganglio por
pasaje a traves de una columna de lana de nylon (LP-1 Leuko-Pak
Leukocyte Filters, Fenwall Labs,IL, EEUU ) (21),
La lana de nylon wutilizada fue pretratada con HCI O.1M a
temperatura de ebullicion durante 30 minutos. Se lavé
repetidamente con agua destilada e incubé en agua durante 24
horas y se secé a 37C durante dos a cuatro dias.
Se colocaron 2.5 gr de lana de nylon asi tratada en una jeringa
de plastico de 35 ml, en un volumen de 24 ml vy se lavd la
jeringa con 100 ml1 de RPMI-5% SFB a 37 C,luego de lo cual la
columnma, cerrada y equilibrada con medio de cultivo se incubd
durante 1 h a 37C. Se sembraron luego 4x10® células, ajustadas
a una concentracion de 5.107 células/ml en medio de cultivo. Al
penetrar las células, se agrego 1 ml de medio, se cerro la
columna y se la incubo a 37 C durante 1 h. Se lavéd entonces la

columma con SO0 ml de medio de cultivo y se colectaron los
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primeros 12 o 15 ml. Las células eluidas se lavaron vy
resuspendieron en medio. El rendimiento de la columna fue de un
25% (7.107 células) de células no adherentes.

Se caracterizé células B y T por inmunofluorescencia directa
segun se describié en la seccién 3.7, antes y después del pasaje
por la columna. Las células sembradas estaban constituidas por
un 5S8Y% de células B y un 36% de células T, las células no
adherentes estaban constituidas por un 6% de células B y un B81%
de ceélulas T, siendo 1llas proporciones significativamente

diferentes de las de la poblacion sembrada.

3.14: SEPARACION DE CELULAS CON RECEPTOR IgG POR EL METODO DE
PANNING (ADSORCION)

Se depleciond a células de bazo de ratones BALB/c
cronicamente infectados de células B por su capacidad de unirse
a anti Ig6 murina adsorbida a una superficie de pldstico como
soporte (129).

Para ello se adsorbieron 2 ml de Fab anti IgG de ratén
(Byossis, Francial), 1mg/ml en PBS a un frasco de cultivo de 25
cm® (Cornning,USA) durante 18h a 4C. El frasco fue lavado con S
ml de PBS, y se sembraron 3 ml de la suspension que contenia
13.5.10% celulas/ml en medio de «cultivo sin bicarbonato de
sodio. Se incubdé durante 1 hora a 37C, agitando suavemente cada
15 minutos. Se retiraron las células no adherentes con una
pipeta Pasteur, cuidando de no tocar la superficie de adsorcion
y se lave el frasco con 3 ml de medio de cultivo. Ge recogieron
3.5.10¢ ceélulas, lo que implica wun rendimiento de 26%, y se

caracterizaron células B y T por inmunofluorescencia directa



segun se describisé previamente. La poblacion sembrada estaba
constituida por un 63% de células B, después del panning habian

un 6% de ceélulas B.

3.15: DEPLECION DE SUBPOBLACIONES CELULARES POR TRATAMIENTO CON
ANTICUERPO ANTI DISTINTOS MARCADORES DE SUPERFICIE Y COMPLEMENTO
Para deplecionar en diferentes subpoblaciones linfoides, se
traté suspensiones de células de ratones BALB/c a diferentes
tiempos después de la infeccion con anticuerpos contra
diferentes marcadores de superficie vy complemento (90) Las
células, 10/ml,en solucion salina balanceada (BSS), fueron
incubadas a 4 C durante 1 hora en presencia de anti Thy 1.2,
anti Lyt 2.2 o anti Lytl.2 (Cedarlane,Canada) en una
concentracién final de 1/20. Las células se centrifugaron y se
las resuspendioc en el volumen original, en wuna solucidn de
complemento de conejo (Pel-Freeze, Canada) 1/20 en BSS.
Las células se incubaron durante 60 minutos a 37 C y se lavaron
dos veces en RPMI-10% SFB.

El anticuerpo monoclonal anti Thyl.2 fue titulado para su
utilizacidn por inmunofluorescencia directa, segun se describio
en la seccison 3.7. Antes del tratamiento se observaron 68% de
células B y @25% de células T. Después del tratamiento, la
poblacién celular contenia un 3% de células T vy un 79% de

células B.
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3.16: ADMINISTRACION DE ANTICUERPOS CONTRA SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS IN VIVO

Un grupo de animales fue inoculado 1ip con O.7 mg de
anticuerpo manoclonal IgG de rata contra el determinante L3T4
(276), producido por el hibridoma GK 135, comprado en ATCC. Los
anticuerpos fueron cosechados como ascitis de animales BALB/c
irradiados subletalmente y cuantificados por ELIGA, segun se
describio en la seccidn 3.6 .

Se administraron iv 100 pnl de wuna dilucidn 1:5 en PBS cde
antisuero policlonal de conejo anti asialo GM-1 (1019 (Wakc
Pure Chemical Industries, Japon) en un segundo grupo de ratones.

Un tercer grupo fue tratado ip con 500 pg de anti Thy
1.2, del hibridoma HB 23, cosechado como ascitis de ratones
BALB/c pretratados con Pristane.

Un grupo de animales de la cepa C37BL/6 fue tratado con
ascitis conteniendo el anticuerpo monoclonal NKl1.1 (101), cedido
gentilmente por la Dra. Gloria Koo de la empresa Merck, Sharp vy
Dhome. Los grupos controles fueron inoculades con 100 pl de

suero normal de rata.

3.17: ENSAYO DE CELULAS FORMADORAS DE PLACAS

Se trataron 3 animales BALB/c con anti L3T4 como se
describid en la seccion anterior (3.16). Estos y animales no
tratados se inmunizaron 3 y 13 dias después con 4 x 10% globulos

rojos de carnero (GRC) por via endovenosa.
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Después de 4 dias de la inmunizacion secundaria, se
obtuvieron células de bazo y se las resuspendio en SS5B (solucion
salina balanceada). El ndmero de células secretoras de

anticuerpos se evaluo utilizando una modificacion del ensayo de

Jerne (65). Se agregaron 2x 10 = células de animales
inmunizados vy 2 x 10 expé células de animales virgenes, a 0.3%
de agar en SSB, conteniendo 0.75 ng/ml de DEAE dextran, 25 pl
de una suspensién 10% de GRC en BSS y 25 pl de una dilucion 1:3
de suero de cobayo como fuente de complemento. La suspension se
volcéd en placas de Petri de 9 cm de diametro. Para la evaluacion
de células formadoras de placas indirectas, se agregée a la
suspension 25 pl de una dilucien de antisuero de conejo anti-
raton (DAKOPATTS, Dinamarca)l. Se incluyeron controles en los
que no se agrege complemento o células de bazo.

Las placas de Petri se incubaron a 37 C durante 90 minutos
y las placas se contaron por observacién directa.

Los resultados se expresaron como la media del nuamero de

células formadoras de anticuerpo en 10® células de bazo.

3.18: ENSAYO DE ACTIVIDAD NATURAL KI1LLER (NK)
Se realizéd un ensayo de liberacidn de =:-Cr de células
YAC-1 para medir el potencial citotéxico de células NK (1895).

Células YAC-1 (1 a 3.104) se marcaron con 100 uCi de Nae—-='0Gr0

1 hora a 37C. Las céelulas se lavaraon repetidas veces vy se

ajustaron a una concentracion de 5.10% /ml. Esta suspension se

distribuyé en placas de 96 pocillos con fondo en V (Falcon),

colocando 20pl/pocillo. Ceélulas de bazo obtenidas segun

descripto en 1la seccién 3.8 se utilizaron como poblacién



=
efectora. En algunos experimentos las células de bazo f
pretratadas con 200 unidades por pocillo de interferodn alfa
(Stratec, Inglaterra) 2 horas a 37C. Las relaciones de efec
blanco utilizadas fueron de 200:1 a 25:1 €l volum
reaccion fue de 200 pl y el tiempo de reaccion ¢4 horas, lue
las cuales, se centrifugaron las placas (3 minutos 800 rp
la radiactividad de 100 pnl del sobrenadante fue medida
contador gamma (LKB, Bromma, Suecia). Se incluyeron control
células YAC-1 con RPMI-5-% SFB (control de 1liber
espontanea) y con 0.05-% de NP-40 (liberacion méxima).
Los resul tados se expresaran como la media del porce

de lisis especifica:

{lcpm EXP-cpm ESPONT1/Lcpm MAX-cpm ESPONTI1}.100

3.19: ESTIMULACION IN VITRO PARA LA PRODUCCION
INTERLEUQUINA--2

Se obtuvieron células de bazo de animales infectados en
forma antedicha, y se las diluye a 5. 10 expé células/
RPMI-10-% SFB.

La suspensién se cultive a 37C, 5% COe y atmo
humidificada, con o sin el agregado de Con A ( 10 rqg/ml).
48 horas, los sobrenadantes de cultivo (medio condicionado
se cosecharon, esterilizaron por filtracidén (0.22 um, Gel

EEUL), fraccionaron y conservaron a -20 C.
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3.20: DOSAJE DE INTERLEURUINA-2
Se midié la actividad interleuquina 2 (IL-2) cultivando
3.10 ¢ células de la linea CTL.L (73), que es dependiente de
IL-2 (cedida por el Dr Kendall Smith) por 24 horas, en
presencia de distintas diluciones de MC, o de IL-2 recombinante.
Se determinoe 1la cantidad de [®-H]-timidina incorporada en
los triplicados de 1la forma descripta en la seccisén 3.11,
después de un pulso con 1 pCi (Amersham, actividad especifica
6.7 Ci/mmol), 4 horas antes de la cosecha. Los resultados se
expresaron como la media de la incorporacion de {®-HJ]-timidina

(cpm).

3.21: ENSAYO DE UNION UTILIZANDO IL-2 MARCADA RADIACTIVAMENTE

El método utilizado para 1la medicion de pardmetros
asociados a la union de I1-2 a su receptor, fue una
modificacion del descripto por Robb vy colaboradores (195)
adaptado por Lindvisgt (133). Para remover IL-2 enddégena, las
células se incubaron 2 horas a 37 €C en RPMI-5-% SFB, luego de lo
cual se lavaron dos veces. Se distribuyeron las células en
pocillos removibles en forma en U (Immulon, Dynatech, EEUUY)
Los pocillos removibles fueron pretratados durante una noche con
una solucion 13.6% en PBS de leche descremada. Las placas se
centrifugaron durante 3 minutos a 1700 rpm y se descartsé el
sobrenadante. Diluciones seriadas del ligande no marcado se
incubaron (en triplicado) en los pocillos que contenian el boton
celular. Se resuspendieron las células antes del agregado de
t1a2o-13-IL-2 (actividad especifica 40 uCi/pug) {(New England

Nuclear. EEUU). E1 volumen final de la reaccien fue de 40 nHl.
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Después de una agitacion breve, las placas se incubaron en
hielo durante 20 minutos. Luego de esto se centrifugaron 3
minutos a 1700 rpm y se descarto los sobrenadantes, que

contenienen el ligando no marcado. Las células se lavaron 2
veces en frio en PBS-0.5-% albumina bovina. Los pocillos, se
contaron en un contador gamma (LKB, Bromma, Suecia). Se
determino la union inespecifica en pocillos en los que se agrego

2000 veces de exceso de IL-2 fria respecto a la marcada.

3.22: ANALISIS DE SCATCHARD DE RECEPTOR DE 1IL-2 SOBRE LA
SUPERFICIE CELULAR
Los andlisis de Scatchard presentados fueron realizados a
partir de una reaccidén de competencia entre el ligando marcado,
en este caso ('#3 -I]-IL-2 , vy distintas concentraciones del
ligando frio por el sitio de union del receptor sobre la
superficie celular.
El andlisis permite conocer tanto el numero de receptores
como la afinidad del ligando por el mismo.
La reaccion entre el sitio de unidn de un receptor celular

y su ligando se puede describir como :

LIGANDO + RECEPTOR LIGANDO-RECEPTOR

La afinidad de la interaccion entre el ligando y el receptor

estd dado por la constante de equilibrio:
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En donde Keq= constante de equilibrio; C[LIGANDO-RECEPTOR] es la
concentracion del complejo ligando receptor en la reaccioén en
equilibrio.

La ecuacion puede ser rearreglada en forma tal que los
datos experimentales pueden ser graficados como funciones
lineales entre las variables en cuestion.

En la situacién de equilibrio se cumple que:
[LIGANDO-RECEPTOR]= (LIGANDO UNIDO]

y que [RECEPTORI=[RECEPTORES TOTALIJ-L[LIGANDO UNIDO1

Asi la ecuacién puede reexpresarse como:

(LIGANDO UNIDOJ= Keq.{[RECEPTOR TOTALJ-CLIGANDO UNIDOJ1}.([LIGANDO
LIBRE]

0 de otra forma :

(LIGANDO UNIDOJ/CLIGANDO LIBRE1I=KeqlRECEPTOR TOTAL1-KeqlLIGANDO

UNIDO1]

Un grafico de [LIGANDO UNIDOJ/CLIGANDC LIBRE] contra [(LIGANDO
UNIDO1] es una linea recta cuya pendiente es "-Keq", vy en
donde la intercepcion con el eje de absisas (L[LIGANDO UNIDOl)
es 1gual a 1la concentracién del receptor total. Esto es el
gra&fico o analisis de Scatchard.

El numero de receptores sobre la superficie celular es:

£1 punto de interpolacion de las curvas con la absisa

multiplicado por el numero de Avogadro.
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3.23: PREPARACION DE BLASTOS DE CONCANAVALINA A Y ENSAYO DE
PROLIFERACION DE LOS MISMOS EN RESPUESTA A IL-2
Se prepararon blastos de ConA (6) por estimulacion de
células de bazo de ratones normales o infectados (21 dpi) con 10
pg/ml de ConA, por 48 h a 37C, S% CO0e en RPMI 10% SFB. Los

blastos se lavaron 2 veces en BSS que contenia 20 mg/ml de alfa

metil D mandsido( Sigma ), y se purificaron por centrifugacion
en un colchon de Ficoll Isopaque ( Pharmacia, Suecia), durante
10 minutos a 1500 rpm y temperatura ambiente. Posteriormente

las células de la interfase fueron lavadas dos veces con RPMI
S-% SFB. Se distribuyeron en placas de 96 pocillos con fondo
plano ( Nunc, Dinamarca ) 10* células/pocillo en RPMI-10-% SFB
en un volumen final de 300 nl con 1las concentraciones
indicadas de IL-2 recombinante. Las células se incubaron por 72
horas a 37 C, 5-% CO 2 y atmosfera humidificada. Antes de la
cosecha las placas se incubaron durante 6 horas con 1 uCi de
3H-timidina (Amersham). La 1incorporaciéon de radiactividad se
determino como descripto anteriormente (seccion 3.8).
Los resultados se expresaron como las cpm medias + el error

standard de la media de los triplicados realizados.

3.24: ADMINISTRACION IN VIVO DE LINFORUINAS

Antes y/o despueés del desafio con S0 pardsitos sanguineos de la
cepa Tulahuen, animales de B semanas de edad de las cepas BALB/c
o CS7BL/é& fueron inoculados utilizando diferentes dosis,
esquemas vy vias de inoculacidn con:

a) interleuquina 2 recombinante humana

b) interleuauina 1 recombinante murina
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c) interferon alfa beta murino

d)interferon gamma recombinante murino

Los materiales se diluyeron antes de su inoculacién en PBS-0.1%
BSA y se inocularon intraperitonealmente en un volumen de 0.2
ml. Ademds se inocularon ademas controles con 0.2 ml de PBS-0.1%
BSA. En algunos grupos las linfoquinas se administraron por via
subcutanea, con o sin adyuvante incompleto de Freund.

Se determindéd la parasitemia vy la mortalidad

3.25: SEPARACION M™MOLECULAR POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
PRESION (HPLC)

Se liofilizaron, reconstituyeron en 2 ml de agua destilada
y esterilizaron por filtracion, sobrenadantes de cultivo de 48
horas de células de bazo de ratones (5 x 10~ ceélulas/ml) al 21
pi. Se separaron los componentes en una cromatografia liquida de
alta presion . Para la filtraciéen se utilizéd una columna G3000
SLUG (LKB, Bromma, Suecia)(21.5 x 600 mm).E]l eluyente utilizado
fue 0.1 M de fosfato monodcido de sodio vy 0.1 M de ClNa. La
velocidad de elucion fue de 4 ml/minuto y la cromatografia se

llevée a cabo a temperatura ambiente. Se colectaron 30 fracciones

(10ml/fraccion), esterilizaron por filtracien vy se ensayo la
capacidad de 100p1 de cada fraccion para inhibir 1la
proliferacion de células CTL.L en presencia de una cantidad

constante de IL-2 segun se describie en la seccién 3.18. Se
determino el peso molecular (PM) de las fracciones mediante el

uso de proteinas con PM de referencia en la separacion.



3.286: METODOS ESTADISTICOS:

Para el andlisis de los datos experimentales las siguientes
pruebas estadisticas fueron realizadas:

La prueba de Mann-Whitney (238) fue wutilizada para
determinar diferencias de medias en las lecturas de parasitemia.

La prueba de Fisher exacta o la prueba de Chi cuadrado
(239) se utilizé para comparar curvas de mortalidad de
diferentes grupos experimentales, o para comparar diferentes
poblaciones de células en cuanto a la presencia de marcadores de
superficie determinadas por inmunofluorescencia.

La prueba de t de Student (237) fue wutilizada para
determinar diferenclas de en la proliferacion o capacidad litica
de diferentes poblaciones de células 1luego de diferentes
tratamientos in vivo o in vitro.

Se realizé un analisis de la varianza de 1 factor (ANDOVA)
para comparar las medias de experiencias de hipersensibilidad

retardada entre otras.



4: RESULTADOS OBTENIDQOS

4.1: ANALISIS DE LA RESISTENCIA ADQUIRIDA POR INMUNIZACION CON

ANTIGENGOS DEL PARASITO

4.1.1: INMUNOPROTECCION DE RATONES POR INMUNIZACION CON FRACCIONES

SUBCELULARES DE TRYPANOSOMA CRUZI

Los animales inmunizados con la fraccidén subcelular flagelar

(F) acomparada de B.pertussis como adyuvante (FBp), se

encontraron protegidos frente a un desafio con 350 parasitos
sanguineos de la cepa Tulahuén en términos de mortalidad vy
parasitemia (Tabla 1), La inmunizacidn con F sin adyuvante, o
con la fraccién subcelular microsomal (Mc) no protegic a los
ratones.

La esplenomegalia es wuna de 1las caracteristicas de 1la
infeccion aguda con Trypanosoma cruzi. Los animales inmunizados
con F o con Bp mostraron una significativa disminucidn del peso
del bazo respecto a los controles no inmunizados, a los 21 dias
post infeccion. Los animales inmunizados con FBp no presentaron
esplenomegalia, siendo el peso del bazo 1igual al de los animales

no infectados (Fiqura 1).



4,1.2: RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN RATONES INMUNIZADOS CON

ANT IGENOS DEL PARASITO

La tabla Il muestra los niveles de IgG anti__T.cruzi en
animales inmunizados con antigenos del pardsito, antes y después
de la infeccién con una dosis letal de_ T.cruzi medidos en un
ensayo de ELISA. Antes de la infeccion los animales inmunizados
con FBp mostraron mayores niveles de anticuerpos que los animales
inmunizados con F o Mc en ausencia de infeccioson. Después del
desafio con T.cruzi, los animales inmunizados con los distintos
antigenos mostraron niveles de anticuerpos similares. Sin
embargo, 1los niveles fueron mayores que en los animales no
inmunizados pero infectados, o©o que en los ratones inoculados

solamente con el adyuvante e infectados.

4.1.3: RESPUESTA INMUNE CELULAR EN ANIMALES INMUNIZADOS CON

ANTIGENOS DE TRYPANOSOMA CRUZI ANTES Y DESPUES DEL DESAFIO CON EL

PARASITO

Se evalué la reaccion cutanea de ratones BALB/c inmunizados
con antigernos de_T.cruzi y/o desafiados, inoculando antigeno F, Mc
o HT ¥y midiendo el grosor de la almohadilla plantar 48 horas
después de la inoculacién.

Los animales infectados no mostraron reaccién cutanea a los
17 o 30 dias después de la infeccion. En cambio, después de 70
dias de infeccién, tuvieron indices de estimulacidn significativos
(tabla IIl). Los animales inmunizados con F Bp mostraron indices
de estimulacion positivos ante F y HT antes y después de la

infeccion.
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Animales inmunizados con F o Bp no presentaron reactividad
cutanea contra HT o F antes de la infeccién. Todos los animales
presentaron reactividad a los 70 o mas dias después del desafio
frente a HT, pero los animales inmunizados con F-Bp mostraron
indices mayores. En cambio, solo los animales inmunizados con F-Bp
mostraron reaccien cutanea en respuesta a F (Tabla IID).

Para descartar que la reactividad observada se debe a una
reaccién de Arthus, se realizé la transferencia de células de bazo
y ganglio de animales inmunizados con F-Bp no infectados, a
animales singénicos. Como se ve en la figura &, los receptores
de ceélulas de bazo de animales 1inmunizados con FBp mostraron
hipersensibilidad retardada in vivo, contra HT 1inoculado 24 horas
después de la transferencia. La transferencia de ceélulas de
animales inmunizados con F o Bp separadamente no i1ndujo ningun
tipo de reaccion cutanea después de la inoculacion de HT. Asi se
demuestra que la reaccion cutanea observada fue una reacciaon de
hipersensibilidad retardada (Figura 2).

Con el objeto de medir otros pardmetros de respuesta inmune

celular se utilizo el ensayo de linfoproliferacion por
incorporaciéon de timidina tritiada a <células de ba:zo en
respuesta a antigenos del pardsito o a concanavalina A, evaluando

asi la especificidad y la funcionalidad de las células de bazo.

Se encontro (Figura 3) que en ausencia de infeccion, solo los
animales 1inmunizados con FBp mostraron reactividad ante 1la
estimulacion con HT, coincidiendo con los resultados de

hipersensibilidad retardada in vivo descriptos. En la fase crénica
de infeccién, animales inmunizados o no mostraron reactividad

contra HT.
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Para comparar la funcionalidad de ceélulas T del bazo de
ratones inmunizados o no a los 17 dias después del desafio, se
midio la respuesta a ConA . Células de animales inmunizados con
FBp mostraron una respuesta al mitégeno similar a la de animales
no infectados , mientras que los esplenocitos de animales no
protegidos por la administracién de FBp mostraron una supresion de
la respuesta a ConA al 17 dpi (Figura 4).

Las ceélulas de bazo de animales cronicamente infectados,
inmunizados o no, respondieron a Con A en forma similar a los

controles no infectados.

4.1.4: TRANSFERENCIA DE RESISTENCIA A LA INFECCION POR TRYPANOSOMA

CRUZT POR CELULAS LINFOIDES O SUERO DE ANIMALES INMUNIZADOS CON
FBp O CRONICAMENTE INFECTADOS

Se analizé entonces si células linfoides o suero de animales
inmunizados con FBp o cronicamente in;ectados eran capaces de
transferir a receptores singeneicos virgenes resistencia a la
infeccion.

La transferencia de 0.4 ml de suero de animales cronicamente
infectados (0.2ml 2 h antes ¥y 0.2 ml tres dias después de la
infeccidén) redujo la parasitemia y mortalidad de 1los ratones
tratados (Tabla IV). Un efecto similar se abservé al inocular
0.2ml de suero de ratones cronicamente infectados 2h antes de la
infeccion. En cambio la transferencia de este suero 3 dias después
de la infeccion no protegic a los ratones de la infeccién por
T.cruzi (Tabla IV).

El suero de animales inmunizados con F-Bp no produjo efecta

a3lguno en 1los pardmetros medidos en comparacioéon con los controles
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tratados con suero no inmune, a pesar de que dichos sueros
presentaban mayores titulos de anticuerpos anti T.cruzi que los de
animales crénicos (Tabla V).

Las células de bazo y ganglio de animales inmunizados con
FBp transfirieron 1la capacidad de disminuir los niveles de
parasitemia (Figura 5S), aunque los niveles de mortalidad fueron
similares a los de los controles de infeccion o transferidos con
células de ratones normales (Figura 5).

Células de bazo Yy ganglio de animales cronicamente
infectados, transfirieron proteccien al desafio con el parasito,
en términos de mortalidad y parasitemia al administrarse por via
endovenosa © intraperitoneal 1 dia antes del desafio. La
resistencia pudo ser transferida por 25.10% células de ratones
cronicamente infectados, pero no con 104 ceélulas (tabla VI). Al
inactivar las células por congelamiento vy descangelamiento se
perdié la capacidad de transferencia de resistencia (Tabla VI,
indicando que la resistencia conferida no se debe a la
inmunizacion por antigenos del pardsito presentes en la suspensidn
celular transferida.

Las células de ratones cronicamente infectados fueron capaces
de transferir resistencia, cuando se las depleciondé parcialmente
de células adherentes por pasaje a traves de wuna columna de
Sephadex G-10, indicando que los macréfagos no serian las Jdnicas
células capaces de mediar resistencia (Tabla VII). La deplecion de
gran parte de las células B por adherencia a lana de nylon o por
incubacién en placas cubiertas por anticuerpos anti IgG de raton,
tampoco elimind la capacidad de conferir proteccion por
transferencia. Los bajos nuameros de células B transferidos luego

de los distintos tratamientos indica que las células T son capaces
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por si mismas, de transferir la resistencia a la infeccién (Tabla
VIii). Asi, una suspensieén total de ceélulas de animales
cronicamente infectados que contiene 1la cantidad de células B
presente luego de la adherencia a lana de nylon (7x10¢ celulas) o
de la adsorcién a placas cubiertas con anti IgG (4.5x10¢ células)
es incapaz de transferir resistencia a 1la infeccién por el
pardasito.

Estudios realizados por eliminacidn de células T o
subpoblaciones de las mismas por incubacidén con anticuerpo contra
los marcadores especificos Thyl.2, Lytl.2 v Lyt2.2 y complemento,
indican que por la deplecién de estas células, la capacidad de
transferir resistencia no se pierde, es decir que poblaciones
celulares no T también transfieren resistencia a la infeccién
(Tabla VIII). Sin embargo se observé que la deplecion de células T
disminuye la capacidad de transferir resistencia en términos de
parasitemia (Tabla VIII). Este efecto no pudo ser observado con la
eliminacién de las células T colaboradoras o T citotéxicas (Tabla

vIiIiD).
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4.2: PAPEL DE DISTINTAS SUBPOBLACIONES CELULARES LINFOIDES EN LA

RESISTENCIA NATURAL A LA INFECCION EXPERIMENTAL CON TRYPANOSQOMA

CRUZI.

4.2.1: DEPLECION DE SUBPOBLACIONES CELULARES LINFOIDES POR
TRATAMIENTO IN VIVO CON DIFERENTES ANTICUERPOS CONTRA MARCADORES
DE LAS MISMAS.

Con el objeto de estudiar la resistencia natural del raton a
la infeccidn con T.cruzi, se utilizé un modelo de deplecion in
vivo por administracién de anticuerpos contra marcadores de
subpoblaciones de células T y NK murinas.

Se logré la deplecion de células T colaboradoras mediante la
administracidn in vivo del anticuerpo monoclonal anti L3T4-GK18S5.
La inoculacién 1v o ip del anticuerpo anti L3T4 GK-15 en animales
BALB/c tres dias antes de la inmunizacién con glébulos rojos de
carnero (GRC) inhibié totalmente la produccion de anticuerpos IgG
e IgM medido por el ensayo de células formadoras de placas (Figura
6). El GRC es un clasico antigeno timo dependiente.

El tratamiento in vivo de otro grupo de ratones BALB/c con
anti Thy 1.2 resulté en una significativa disminucién de la
respuesta a ConA de las células de bazo en comparacion con los
grupos controles (Tabla IX). Sin embargo este tratamientpo no
elimino completamente la respuesta proliferativa a ConA indicando
que algumna (s) subpoblaciones de células T no fueron deplecionadas

por este tratamiento (Tabla IX).
Tres dias después del tratamiento de ratones BALB/c o C57Bl/6

con anti asialo GM-1 las células de bazo de los mismos no
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mostraron actividad NK medida contra células de la linea YAC-1
(Tabla X y XI).

La eliminacioén de la actividad NK tambien se obtuvo en
animales de la cepa CS7BL/6 tres dias despues de la
administracién del anticuerpo monoclonal NK1.1 (Tabla XI). Ademas
luego de estimular las células de bazo de ratones BALB/c con
interferon «—f durante dos horas, no se observé presencia de
actividad NK en animales tratados con anti asialo GM-1. En cambio
esta actividad fue significativamente aumentada al estimularse
células de animales controles (Tabla X B). Dado que NK 1.1. e5 un
marcador alotipico presente en células NK de animales de la cepa
CS7BL/6, animales de otras cepas no fueron tratados con anti NK-
1.1. Este marcador es mds exclusivo de células con actividad NK

que el antisuero anti asialo-GM1.

4.2.2: RESISTENCIA A LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI EN RATONES

DEPLECIONADOS DE CELULAS T , T COLABORADORAS Y NK.

Grupos de ratones de la cepa BALB/c y C57BL/6 fueron
inoculados con anti L3T4, anti Thy 1.2, anti asialo GM-1, o suero
normal de rata, e infectados experimentalmente tres dias después
con 20 tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuen. Un grupo de
animales de 1la <cepa CS57BL/6,fueron tratados con anticuerpos
monoclonales anti NK1.1.

Los ratones tratados con 1los anticuerpos y deplecionados de
las distintas suboblaciones celulares, tanto de la cepa BALB/c
(Figura 7A) como de la C97BL/6 (Figura 7B) mostraron a lo largo de
la infecciédn mayores parasitemias que los controles. La deplecioén

in vivo de células NK y T colaboradoras resultée en un aumento de
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la susceptibilidad a la infeccion en términos de mortalidad
(Figura 8 A y B) en ambas cepas de ratones. Los animales tratados
con suero normal de rata no mostraron diferencias en la
resistencia a la infeccion con respecto a controles no tratados.
Las infecciones se llevaron a cabo wutilizando pardasitos
mantenidos por pasajes en la cepa BALB/c. Se debe asi descartar la
posibilidad de una activacion de células NK mediada por

reconocimiento alogeneico.

4.2.3: PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI TRYPANOSOMA CRUZI EN

ANIMALES DEPLECIONADQOS DE CELULAS T COLABORADORAS POR
TRATAMIENTO IN VIVO CON ANTI L3T4,

Con el objeto de analizar si la produccion de anticuerpos
anti T.cruzi es dependiente de células T colaboradoras,se
trataron ratones con anticuerpos anti L3T4. Tres dias mds tarde
los ratones se inmunizaron con tripomastigotes de cultivo de
fibroblastos murinos de la linea L-929 muertos por calentamiento.
El mismo procedimiento (el tratamiento con anti-L3T4 vy 1la
inmunizacién con tripomastigotes inactivados) se repitiéd 10 y 25
dias después de la inmunizacidn primaria.

Los anticuerpos anti T.cruzi fueron medidos por el ensayo de

ELISA en el suero obtenido & dias después de la Jltima
inmunizacién. El suero de animales inmunizados con T.cruzi
presento anticuerpos especificos (Figura 9), mientras que los

animales tratados con anti L3T4 e inmunizados no produjeron

anticuerpos contra la forma epimastigote del parasito (Figura 9).
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4.3: MODULACION DE LA PRODUCCION Y RESPUESTA A LINFORUINAS Y
FACTORES SOLUBLES DURANTE LA INFECCION EXPERIMENTAL CON

TRYPANOSOMA CRUZI Y ANALISIS DE ESTOS FACTORES EN EL MARCO DE LA

RESISTENCIA A LA INFECCION EXPERIMENTAL CON EL PARASITO.

4.3.1: PRODUCCION DE IL-2 Y EXPRESION DE SU RECEPTOR DURANTE LA
FASE DE ACTIVACION POLICLONAL INDUCIDA POR LA INFECCION CON

TRYPANOSOMA CRUZI.

Al cultivar células de bazo obtenidas a 1los 4 a 7 dias
después de la infeccién, se observé una aumentada sintesis de ADN,
que retorna a valores normales 14 dias después de la infeccidn
(Figura 10).

Se observé que la produccion de IL-2 por los esplenocitos de
estos animales, medida por la proliferacion de células de la linea
CTL.L dependiente de IL-2, sin el agregado de antigeno o mitégeno
al cultivo, correlaciona con esta proliferacién espontanea
(Figura 10).

Para analizar si la produccién de IL-2 observada dependia de
la dosis infectiva, grupos de animales se infectaron con
diferentes numeros de T.cruzi. En la figura 11 se observa que la
produccion de IL-2 al dia 4 (Figura 11 A) u B8 (Figura i1 B) varia
con la dosis infectiva wutilizada. Animales infectados con 1
paradasito a los 4 dpi, mostraron mayor produccion de IL-2 que
animales infectados con 5.10* o 2.10« parasitos, en los que
también se detectd IL-2 en los sobrenadantes. Al dia 8 pi no se
detecté produccidén de IL-2 en animales infectados con 2.10%

pardsitos. En cambio la linfoquina fue detectada en sobrenadantes
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de células de bazo de animales infectados con 1 o 30 pardsitos (S0
pardsitos es aproximadamente una dosis letal 50).

Se debe aclarar que las dosis infectivas se indican como el
namero de tripomastigotes, bgjo el criterio parasitolagico de
contar en cdmara de Neubauer. La presencia de antigenos del
pardsito en el indculo podria producir las alteraciones
determinadas.

Con el objeto de caracterizar fenotipicamente las células
responsables de la produccidn de IL-2, se trataron las
suspensiones celulares con anticuerpos contra diferentes
marcadores de superficie de células linfoides y complemento.

€l tratamiento de células de bazo de animales infectados al 4
dpi con anticuerpos anti Thy 1.2 o con anti Lyt 1.2 vy
complemento, antes del cultivo, resultéd en la eliminacién de la
sintesis de IL-2 (Figura 12). En cambio la deplecién de células
Lyt 2.2 positivas por el mismo tratamiento, no condujo a la falta
de praduccién de la linfoquina (Figura 12). Para deplecionar en
células adherentes, las ceélulas de bazo se incubaron en
superficies de plastico durante 90 min a 37 C, las células no
adheridas se lavaron cuidadosamente y el procedimiento de
deplacién fue repetido. Células de bazo asi tratadas, liberaron
IL-2 al sobrenadante de cultivo de 48 h, aunque en menores niveles
que en la poblacién no fraccionada (Figura 12).

La expresion del receptor de IL-2 en células de bazo de
animales infectados al & pi se determino por un meétodo
radiométrico, usando ®5]-rec-IL-2. Las células de bazo de
animales infectados con 1.10°, S5.10!* o0 2.10% pardsitos, mostraron,

luego del cultivo por 48 h, expresién del receptor de IL-2 (Tabla



Xll). La deplecion de celulas Ihy 1.2 PpOS1iTivas antes ae\
cultivo utilizando el anticuerpo monoclonal respectivo
complemento resultéd en la falta de expresion del receptor en le¢
pablacién (Tabla XIII). En cambio la deplecién de células Lyt 2.¢
positivas no produjo alteraciones en la expresion del receptor
(Tabia XIII). Es decir que la expresion de este receptor depende

de la presencia de células T, Lyt2.2 negativas.

4.3.2: MODULACION DEL SISTEMA IL-2 DURANTE LA ETAPA TARDIA D& Lf

FASE AGUDA DE LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

El objetivo subsiguiente fue analizar la furcionalidad de los
mecanismos mediadores de respuesta inmune, y en especial del
sistema IlL-2 durante la fase aguda de la infeccién con el
parasito,y en respuesta a estimulos inespecificos.

En la tabla XIV se observa la cinética de respueste
proliferativa de células de bazo a ConA, durante la infeccién cor
T.cruzi. Se observa una profunda inhibicion de dicha respuesta,
entre la seqgunda y la cuarta semarna pi. Esta depresion alcanzas
max1mos niveles alrededor de la tercera semana después de la

infecciaon. La respuesta proliferativa esta parcialmente

restaurada en fases tardias de la infeccion.

La produccion de IL-2 en respuesta a ConA por celulas de
razo también se mostrdé significativamente inhibida a lo largo de
la fase aguda de la infeccion con el pardsito (Tabla XV). Dicha

inhibicioen tambien fue maxima en la tercera semana post i1infeccidér
(airededor de un 5% de los niveles de linfoquina sintetizados por

~édlulas de bazo de animales controles) (Tablia XVv).



be observo una restauraclon parclal en 1a capacioag ae
produccién de IL-@ en la fase crénica de infeccidon (60 dpi). En
esta etapa de la infeccién se observéd aue células de bazo
producian IL-2 v proliferaban al ser estimuladas con un homogenato
total de tripomastigotes de cultivo (Tabla Xvi1), es decir eran
capaces de responder a un estimulo especifico sintetizando IL-2.

Para tratar de explicar la falta de respuesta a Con A durante
la etapa tardia de 1la fase aguda de la infecci1én del ratoen, se
midio la expresion del receptor de interleuquira 2 1nducida por
Con A saobre celulas de bazo de ratones al 21 dpi y a diferentes

tiempos de cultivo. Los resultados se obtuvieron por medio de un

analizador de celulas activado por fluorescencia (FACS).
Esplenocitos de animales controles o 1infectados al 21 dpi
estimulados con Con A (48h), fueron tratados con anticuerpo anti

el receptor de IL-2 murino (7D4). Estos ensayos mostraron que la
infeccién por T.cruzi afecta expresion del receptor de IL-2 en la
Jdablacién estimulada (Figura 13).

También se demostré una reduccion en la capacidad de
sxpresar IL-2R por células de bazo de ratones al 21 dpi en
ctomparacién con ratones no infectados luego de 18 o 72 horas de
ctultivo en presencia de ConA (datos no presentados!.

Al analizar el fenotipo de las células infectadas luego de la
eetxmulacién con ConA, utilizando diferentes marcadores, se
sbservé que ia relacién entre las distintas subpoblaciones de
ceélulas linfoides era similar en ratones infectados o controles
(Tabla XVI1i). Es decir que la deficiencia en la expresiaén del

recentar de IL-2 no se debid a la eliminacién de células T en los



esién de los receptores de IL-2, se realizarc
n (binding?) utilizando interleuquina 2 marcada

tos de 48 horas después de la estimulacien con C¢
partir de ensayos de competencia con ligando nc

1zé el andlisis de Scatchard de 1los mismos. t
re en algunos casos la deplecion de receptec
ldad vy menores nuameros del receptor de alta afir

Tabla XVIII). Estos Jultimos conservan la afini
ura 14, tabla XVIII).

En la figura presentada, la pendiente de 1l¢
orcional a la afinidad del ligando por el recept
rvar la presencia de dos curvas, que representan r
rente afinidad. Estos se evidencian al variar la ¢
ligando frio. £E1 punto donde 1la extrapolaciéen c
a la abscisa es proporcional al ndmero de receptor
a superficie celular.

En 3 de 6 ensayos realizados con blastos de ConA

horas de estimulacién, se observe la completa el
Jtores de IL-2.

Para confirmar estos datos en un ensayo bioleégice
pspuesta proliferativa a IL-2 recombinante de cel
Aimales infectados (3 semanas de infeccian)
nuladas por ConA durante 48 horas. En la tabla XI
menor capacidad de respuesta a IL-2 de blastos

animales infectados respecto a los provenienrtes



controles. A pesar de ello la respuesta a IL-2 mno se mostrao
completamente eliminada en células provenientes de animales

infectados.

4.3.3: CELULAS DE BAZ0 DE ANIMALES INFECTADOS CON TRYPANOSOMA
CRUZI PRODUCEN FACTORES SOLUBLES QUE INHIBEN LA PROLIFERACION
CELULAR

Con el obj)eto de analizar otros mecanismos que pudierar
Justificar la inhibicion de la respuesta a ConA y la
inmunodepresion aobservada en al fase aguda, se analizo 1la
capacidad de sobrenadantes de cultivos de 48 horas de 1inhibir la
respuesta proliferativa dependiente de la presencia de 1L-2 de
telulas de la linea CTL.L. Se observé inhibicion de esta respuesta
Jjor sobrenantes (48h) de células del bazo (5x10-/ml) de ratones a
las 2, 3 y 4 semanas después de la infeccion (Figura 13). En 1ia
figura 16 se muestrra “ue los factores presentes en 1los
sobrenadantes de los cultivos de células de animales infectados al
21 dpa no compitieron coan #=-1-J} -2 por el receptor de
interleuquina 2 de células de 1la linea CTL.L. Los controles
-ealizados con interleuquina 2 fria mostraron dicha competencia.
Isto indica que los factores solubles supresores no se unen al
5itio de unidén a la interleuquina 2 al receptor.

Se analizo entonces la posibilidad de que dichos
sobrenadantes actuen en farma independiente de IL-2. Para ello se
ios incubd con células de diferentes lineas durante 24 horas,
nidiendo entonces la capacidad proliferativa por incorporacion age

“-timidina tritiada. Se observd que los sobrenadantes suprimieron



la proliferacién de células X-63, Raji y Molt, pero nc
inhibieron la de ceélulas sp-20 o W/Fu, al compararlos con
sobrenadantes de células de bazo de animales no infectados (Figura
175 .

Asi se descarte que estos factores solubles actuen por via
del sistema IL-2, asi como también 1la posibilidad de un efecto
toxico generalizado.

Para caracterizar fisicamente a estos sobrenadantes, se los
caoncentro y separd por peso molecular en una columna de HPLC. Se

probe la capacidad de las fracciones recogidas para inhibir la

prcliferacion oe celulas de la linea CTL.L ern presencia de una
cantidad constante de IL-2 (Figura 18). Se observd que existen dos
picos de i1nhibicion de la proliferacion, correspondiendo a

noleculas de S50 y 150 Kd (Figura 18). Experimentos preliminares
mostraron que la proteina de 150 Kd no tiene la capacidad de
Jnirse a proteina A, sugiriendo que no se trata de una
inmunoglobulina.

Diferentes grupos de trabajo han demostrado la capacidad ae
factores presentes en el suero murino de inhibir la proliferacion
Je células CIL.L dependientes de IL-2 (82).

En la figura 19 se confirma la capacidad de dichos sueros de

inhibir la oroliferacion de células CTL.L. Se observa ademas aue



4.3.4: EFECTQ DE iLA ADMINISTRACION IN VIVO D& INTERLEUGL
INTERLEUQUINA 2, INTEREFERON-1 E INTERFERON - EN LA RESIC

A LA INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI.

Con el objeto de evaluar la significacior 1in vivo,

contexto de 1la resistencia a la infeccion, de los defectos

produccion de IL-2 y en la expresion del receptor
linfoquina observados in vitro, se administro interleuqt
interleuquina 1, 71 interferdén e interferdén «-2f en animale

estudié el efecto de dicha administraciéon en la resistencia
ratones a la infeccion experimental por T.cruzi.

l.a inoculacion intraperitoneal (ip) de ratones BALE
interleuquina 1 (lpg/dosis-raten) o interleuquina 2
Us/dosis-raton), no indujo actividad protectiva, en térmi
parasitemia o mnrtalidad (Figura 20). Se observaron resu
similares cuando la IL-2 se administré a rataones C3S7E
forma subcutanea, con o sin adyuvante 1ncompleto de Freund
XX).

En contraste con la falta de efecto en 1la resistencia
infeccidn dado por la inoculacion de IL-1 o IL-2, el trats
con interferon v aumente la resistencia de 1los animales
infeccieén en farma dosis dependiente (Figura 2l
administracion i1p, dia por medio a patir del dia anterior
infeccién hasta el dia 13 dpi, de 10® dosis de interf
mur1no, dosi1s capaz de inducir la activacién de macrofa
vivo (160), resultd en un descenso de la parasitemia y aume

ia sobrevida de los ratones tratados en compararcién c



controies. UlChOo €eTecto nNno Se 0DServeo cuando 10S animaies se
trataron con 2500 U/dosis-ratén (Figura 21).

La inoculacién de una sola dosis de 107 U, un dia antes de
la infeccién de interferon T, también produijo un descenso er
parasitemia y mortalidad de los animales tratados (tabla XXI).

Por otro lado la administracion de interferon «—# en dosis de
2500 U/raton, dia por medio desde el dia anterior al 13 después
de la infeccién tambien disminuyd la susceptibilidad de locs
animales a la infeccion (Tabla XXII). EI tratamiento cor
interferon -2 desde el dia S5 al dia 13 después de la infeccior
fue inefectivo. mientras que cuando se lo administro los dias -1,
0.1 v 3, resultd en un aumento en 1la resistercia de los animales

en términos de parasitemia.

4.3.5: RELACION ENTRE LA INMNODEPRESION Y LA ACTIVIDAD DE
PROSTAGLAND INAS

Diferentes grupos de trabajos han propuesto que 1la
actividad de células adherentes es parcialmente responsable de los
fenomenos de inmunodepresion observados en la 1infeccior

experimental corn_ Trypanosoma_ _cruzi. Por otro 1lado, ha sido

demostrada la modulacién que diferentes prostaglandinas ejercen
sobre el sistema IL-2.

Se estudié el papel de las prostaglandinas en la inhibicion
de la respuesta proliferativa a ConA y en la oproduccion de
factores supresores. Para ello se trataron in vitro cultivos de
celulas provenientes de animales infectados (21 dpi) vy normales
pstimuladas con ConA con dosis de indometacina capaces de 1nhibir

la via de la lipooxigenasa del Aacido araquidénico. El tratamienta



con 1ngomecadcina no progujo una resvauraclion ge l1a respuestita a
ConA de ceéluias de bazo provenientes de ratones infectados (Tabla
XXIIl1). La incorporacion de “-H-timidina fue similar a la de los
cultivos de células de animales infectados, no tratados con
indometacina. El agregado de indometacina no modifice los niveles
ge proliferaciorn de las c¢élulas provenientes de animales no
infectados, luego de la estimulacion con ConA (Tabla XXIII).

Para descartar 1la actividad de prostaglandinas en el efecto
inhibitorio de la proliferacion celular de sobrenadantes de
esplenocitos de ratones infectados, se agrego indometacina ai
Cultivo (48h) de ceélulas de bazo de animales infectados al 21 dpi
y controles. Los sobrenadantes cosechados provenientes de cultivos
en los que se habia agregado el i1nhibidor no mostraron una
gisminuciédn en su capacidad de inhibir la proliferacion de la
iinea celular P-B819 (Tabnla XXIV), es decir que la produccion de
factores inhibitorios no esataria relacionada con la actividad de

drostaalandinas .
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PESO DEL BaS0 DE ANIHALES TRHUNIZADUS CON ANTIGENOL DE

TRYPANDSOMA URUZL v/0 DESAN1ADOS CON EL PARASITO.
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Se inmunmicaronr ratanes BALLB/c cor fracciones subcelulares de
l'.couzl s2Gun e descrihio en la =seccién 3.4, v 2@ o5 desafio
ren S0 tripomaxtigotex sangquineos de la cepa Tulabhuén un mes
dezpuds de 1 uiltima dos15  de  rnmunogern. lLos animales fueron
zacr 1ficadns P20-2% dias despueés del desatio.

Lz datos =e nresentan como media * error =2standard de la
medra (ESFDY del pe=n del bazo. Las difer=2ncias significativas con
re=poctao a  animales infectardns no 1inmuni:zados se presentan como:
Pl . OF, Krp 0,09 (prueba t de Student)
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IFL5URA 2

TRANSFERENCIA PASIVA DE REACCIUN CUTANEA POR CELULAL Do ArfiMALE Y
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Se obtuvieron celulas de bazo de ratones inmun)zados
controles 4 semanas despues de la ultima dosis de antigeno.

Se realizo la resccion cutanea 24 haras aespues de la
transferencia 1v de 10Y células de bazo a receploies SIREeNGEICOS,
utilizando homogenato total «del pardsitu (50 pg/ratens Tama
antigeno.

Los datos se presentan como indice de estimuiacian 1t ESHM.
En paréntesis: namnero de ratones. Las diferencias son
significativas con respecto a los controles « (pPNO.OUDS prueha de
Mann-Whi1tney de diferencias de medias).
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FIGURA 3

RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA A TRYPANDOSOMA CRUZI[ POR CELULAS LE

BAZ0O DE ANIMALES INMUNIZADOS CON ANTIGENOS DEL PARASITO

FIGURA 3 e N0 DESAF
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Ratones inmunizados como se describiec en 1la tabla [ vy
controles no inmunizados se sacrificaron antes o 83-120 dias
despueés del desafio con 350 tripomastigotes sanguineos. Se ensavo
la respuesta proliferativa frente a HT de_T.cruzi seguin descripto
en la seccién 3.11. En paréntesis :numero de ratones. Los
controles no estimulados incorporaron aproximadamente 2000 dpm de
[®H]l-timidina . Diferencias estadisticamente significativas
respecto a controles no inmunizados y no infectados se presentan
como *(p<0.03) y ##(p<Q0.001) (t de Student). Las diferencias
entre animales 1inmunizados vy los no i1nmunizados despues del

desafio no son significativas.
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FIGURA &

RESPUESTA PROLIFERATIVA A CON A DE CELULAS DE BAZ0DO DE ANIMALES
INMUNIZADOS CON ANTIGENOS DE TRYPANGQSOMA CRUZI Y DESAFIADOS

FIGURA 4
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Ratones inmunizados como se describid en la tabla I se
sacrificaron 20-25 dias después del desafio con 30
tripomastigotes sanguineos. Se ensayé la respuesta proliferativa

a ConA 10 pug/ml segun se describidé en la seccion 3.11.
Los controles no estimulados incorporaron alrededor de 3000
cpm. En parentesis :numero de ratones. Las diferencias con

respecto al control infectado son significativas ##:p<0.01 (t de
Student).
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FIGURA S

TRANSFERENCIA DE RESISTENCIA A LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

POR CELULAS DE RATONES CRONICAMENTE INFECTADOS Y/O INMUNIZADOS.

FIGURA 3
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Se transfirieron iv 10® células de ratones normales,
inmunizados con F, F-Bp, o0 de ratones cronicamente infectados.
Los ratones fueron desafiados con 50 pardsitos Tulahuen 24

horas después de la transferencia. Seis de 11 ratones
transferidos con células de animales cronicamente infectados no
presentaron parasitemia. Se indican las medias de 1las

parasitemias determinadas .t ESM. Entre paréntesis se observa la
mortalidad acumulada al 40 dpi con respecto al nimero de animales
del grupo.

Las diferencias entre los valores de parasitemia de animales
transferidos con células de animales inmunizados o crénicos
fueron significativas respecto a 1los controles p<0.01 y 0.02
respectivamente, prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon .
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FIGURA &

INHIBICION DE LA GENERACION DE ANTICUERPOS CONTRA ERITROCITOS

HETEROLOGOS POR TRATAMIENTO IN VIVO CON ANTI-L3T4
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Ratones de 1la cepa BALB/c fueron tratados con anticuerpo
monoclonal anti-LL3T4 e inmunizados iv con eritrocitos de carnero
(GRC) 3 dias después del tratamiento. El tratamiento se repitios a
los 10y 23 dias después de la primera dosis de GRC. Los
controles fueron inmunizados con GRC sin la admnistracion
previa del anticuerpo monoclonal.

Los ratones fueron sacrificados 4 dias después de la Gltima
dosis de GRC. Se evaluaron.duplicados de células formadoras de
placas directas e indirectas en el bazo de 1los mismos, mediante
el agregado de antilgG de raten en conejo (1/100). Los resultados
se expresan como media de células formadoras de placas/10%
células de bazo. Las diferencias entre grupos tratados con
anti-L3T4 y los controles inmunizados fueron significativas (p¢
0.02 t de Student).
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FIGURA 7

EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON ANTICUERPOS ANTI-L3T4 Y

ANTI-NK SOBRE LA RESISTENCIA A LA INFECCION CON TRYPANGQSOMA CRUZI
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Ratones BALB/c, n=9 (figura 7 A) o CS57B1/6, n=6 (figura 7 B)
fueron inoculados con anticuerpo monoclonal anti L3T4 6K 15,
anti Thy 1.2, o anti asialo GM-1. Ademds un grupo de ratones
C37Bl1/6 fue tratado con anticuerpo monoclonal anti NK 1.1. Los
controles fueron inoculados con suero de rata normal. Tres dias
después del tratamiento con anticuerpo, 1los ratones fueron
inoculados con 20 pardsitos de la cepa Tulahuen de T.cruzi. La
parasitemia fue determinada periodicamente. Los resultados se
expresan como la media de las parasitemias. Las diferencias entre
el grupo control y los grupos tratados resultaron significativas
en todos los casos (p<0.02 Prgeba de Mann-Whitney-Wilcoxon). Ver

seccidén 3.16 para mayores detalles experimentales.
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FIGURA B

MORTALIDAD ACUMULADA EN RATONES TRATADOS CON ANTI-L3T4 , ANTI

ASIALO GM-1, O ANTI NK 1.1 E INFECTADOS CON TRYPANOSOMA CRUZI.
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Ratones BALB/c (figura B8 A) o C37Bl/6 ( figura 8 B) fueron
tratados bajo en la forma descripta en la leyenda de la figura 7,
y se registro la mortalidad. Las diferencias entre el control y

los grupos tratados fueron significativas (p<0.01 ,prueba exacta

de Fisher) .
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FIGURA 9

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ANTI-L3T4 EN LA GENERACION DE
ANTICUERPOS ANTI_TRYPANOSOMA-CRUZI

I4 Tcruzi FIGURR 9
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Ratones BALB/c fueron tratados con anticuerpo anti-L3T4
GK.15. Tres dias después fueron inmunizados caon tripomastigotes
muer tos por calentamiento. El mismo procedimiento fue repetido a
los 10 y 29 dias después de la primera inmunizacion.

Los ratones fueron sangrados &4 dias después de la Jdltima
dosis de antigeno. Los anticuerpos séricos fueron cuantificados
en un ensayo de ELISA utilizando un homogenato total de la forma
epimastigote de la cepa Tulahuén de T.cruzi como antigeno. Los
resul tados se expresan como la media de 1la absorcion de los
sueros en cada grupo experimental * ESM. Se incluyeron controles
inmunizados pero no tratados con anti-L3T4 asi como animales
virgenes no inmunizados. Para mayores detalles ver seccion 3.6
(materiales y métodos).
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FIGURA 10
CINETICA DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA Y PRODUCCION
"ESPONTANEA" DE IL-2 DE CELULAS DE BAZ0 DE RATONES DURANTE LA

INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI.

FIGURA 10
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Ratones BALB/c infectados con S0 tripomastigotes sanguineos
de T.cruzi, fueron sacrificados en 1los dias 1indicados (4 A 7
ratones/grupo) y 1la proliferacidn de células de bazo fue medida
72 horas después en cultivos de animales individuales realizados
por triplicado. También se obtuvo medio condicionado (MC) y el
contenido de IL-2 del mismo fue medido en un ensayo de
proliferacidn de células CTL.L (30% MC agregado). Los resultados
se expresan como la media de la incorporacian de timidina (cpm)
del grupo experimental .
Control negativo en el ensayo de IL-2 : solo medio de cultivo
agregado:267 cpm.
Ver seccien 3.16 para mayores detalles.
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FIGURA 11
VARIACION DE LA PRODUCCION DE IL-2 DURANTE LA INFECCION TEMPRANA

CON TRYPANOSOMA CRUZI CON LA DOSIS INFECTIVA DEL. PARASITO.
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Se infectaron ratones BALB/c (n=3) con los numeros indicados
de T.cruzi. Al dia 4 y 8 pi (figura 11 A y 11 B
respectivamente), se obtuvieron células de bazo de animales
individuales y fueron cultivadas por 48 horas. Se obtuvo
entonces el MC y la produccidn de IL-2 fue evaluada en un ensayo
con células CTL.L. Los resultados se expresan como la media de
la incorporacian de 3 H-timidina (cpm) de los distintos grupos

experimentales.

Control de celulas de animales no infectados estimuladas

con Con A: 202000 cpm

Control de células CTL.L (con medio de cultivo): 604 cpm

Se agregé 30% o 10% de medio condicionado (concentracién final)
en los cultivos.

Ver seccion 3.16 (Materiales y métodos) para mayor detalle

experimental.
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FIGURA 12

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CELULAS RESPONSABLES DE LA
PRODUCCION DE IL-2 DURANTE LAS ETAPAS TEMPRANAS DE INFECCION

CON TRYPANOSOMA CRUZI.
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Células de bazo de ratones BALB/c obtenidas al dia 4 pi
fueron tratadas con anti Thy 1.2, anti Lyt 1.2 o anti Lyt 2.2 por
1 hora a 4°C, lavadas y tratadas con complemento (1 hora a 37°C).
La deplecien de células adherentes se realizdo por incubaciéen de
la suspension de ceélulas del bazo (S x 10 ©# /ml) por 2 horas a
37°C ,en frascos de cultivo de poliestireno. Las celulas no
adheridas fueron cosechadas cuidadosamente e incubadas por otras
2 horas a 37°C.

Después de los tratamientos, las células fueron lavadas vy
cultivadas por 48h. Se obtuvo el medio condicionado, y se
midido el contenido de IL-2 del mismo en un ensayo de ceélulas
CTL.L. Los resultados se expresan como la media de incorporacion
de radiactivo.
Para mayor detalle experimental ver seccion 3.16.
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FIGURA 13

EXPRESION DEL RECEPTOR DE IL-2 POR CELULAS DE RATONES INFECTADOS

CON TRYPANOSOMA CRUZI AL 21 DPI

Se cultivaron celulas de bazo (5 x 10 “ ceélulas/ml) de
ratones infectados al 21 dpi (Figura 13 C y D) y normales

(Figura 13 A y B) por 48 horas en presencia de ConA (10 pg/ml).

Las células fueron tefidas con anticuerpo monoclonal anti
receptor IL-2 biotinilado (7D4) y streptocavidina FITC (Figuras 13
By D). Las figuras 13 A y C muestran perfiles de FACS de células
de bazo de ratones controles (13 A) o infectados (13 C) a las
que se adicioné streptoavidina—-FITC solamente. El ndmero relativo
de celulas se indica sobre las ordenadas (se midieron 107
celulas). E1 valor de las absisas representa el logaritmo de 1la
intensidad de fluorescencia. Ver la seccion 3.7 para mayores
detalles experimentales.



FIGURA 14

ANALISIS DE SCATCHARD DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE IL-2 SOBRE

CELULAS DE BAZO DE BALB/c NORMALES O INFECTADOS 21 DPI

ESTIMULADAS CON CON A
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FIGURA 13

EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR DE L0OS SOBRENADANTES DE
CULTIVO DEL CELULAS DE BAZ0 DE ANIMALES INFECTADOS CON

TRYPANGSOMA CRUZI.

FIGURA 15
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Se cultivaron células de bazo de ratones BALB/c (Sx10-/ml)
infectados con 350 tripomastigotes sanguineos , a los tiempos pi
indicados. Los sobrenadantes, cosechados a las 48 h, fueron
mezclados con una cantidad constante de IL-2 recombinante, vy
adicionados en una concentracion final de 15% a una suspensian
ceélulas CTL.L (6000 células/pocillo). La proliferacion de dichas
células fue evaluada 24 horas mas tarde, anadiendose 1 uCi de
(“H]l-timidina 4 horas antes de la cosecha.

Los resultados se expresan como la media de la [3-H]-
timidina 1incorporada ante el tratamiento con sobrenadantes
(concentracion final 30%) " individuales de por lo menos 4

animales por grupo * DS
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FIGURA 16
ANALISIS DE LA CAPACIDAD DE UNION AL RECEPTOR DE IL-2 DE
LOS FACTORES SOLUBLES LIBERADOS POR CELULAS DE RATONES

INFECTADOS CON TRYPANOSOMA CRUZI QUE INHIBEN LA PROLIFERACION DE

CELULAS CTL.L.
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Se incubaron 3x10® células CTL.L con 0.6 puM [(*®=-T1-1L-2
recombinante y las concentraciones indicadas de rec-IL-2 fria o
distintas diluciones del sobrenadante de cultivo de células de
bazo (5.10* /ml) de ratones BALB/c al 21 dpi. La figura muestra
la media de triplicados de la cpm unidas con respecto al control
(medio de cultivo). Los sobrenadantes de cultivo de células de
ratones no infectados se utilizaron como control. Para mayores
detalles ver la seccidén 3.21.



109

FIGURA 17

EFECTO SIBRE LA PROLIFERACION DE LINEAS CELULARES NO DEPENDIENTES
DE I1-2 DE FACTORES LIBERADOS EN EL SOBRENADANTE DE CELULAS DE

BAZO DE RATONES INFECTADOS CON TRYPANOSOMA CRUZI

FIGURA 17 o Control
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2 4
(X 10000)
CPH +/- ESM
Sobrenadantes de 46h de cultivos de células de bazo
(5x10¢/ml1) de ratones al 2! dpi o normales se incubaron con

celulas de las lineas indicadas, en una concentracién final de
30%. Las condiciones y numero de células utilizado es igual a la
indicada para el ensayo CTL.L (seccién 3.13). Los resultados se
expresan como la media de la incorporacion de radiactivo * ESM
de los sobrenadantes de ratones individuales (3 ratones/grupo).
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FIGURN 18

SEEARGCTION DR LOS FACTORE S INMIBIDORES DE LA PROLIFERACION

el ol PR CROMATONERAF TA LTQAUTIDA DE ALTA PRESTOM (HPLC) .

FIGURA 18
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FIGURA 19

FEECI0 DEL SUERD DE RATONES INFECTADOS 21 PI CON IRYPANOSOMA

CRUEZT GOERC LA PR IFERACION DEPENDIEMTE DE JL-2 DE CELULAS CTL.L

FIGURA 19
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FIGURA 20

FLICTO DEL. TRATAMIENTO IN VIVO CON IL-t € 1L-22 RECOMBINANTES, EN

Co PESTSTENCLA DE RATONES BALB/c A LA INFECCIOM CON TRYPANGSUMA

CRUIT.

FIGURR 20
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tripomontiqoies sanguinens de T.cruzi. En paréntesis se muestra
ta mortalidad acumizjacda al dia 30 pl en relacion al rumero de
ratane s en el arvon. Para mavores detalles ver la seccidn  3.24.
3 diferen-ias entre los grupns no son significativas (Prueba de
Mann--Whi tnev para diferercias de medias).



EFLCTO DEL TRATAMIENTO CONM INTERFERON v SOBRE LA RESISTENCIA

FIGURA 21

AL INFECLCTON CON TRYPANUSOMA CRUZI DE RATUNES BALB/c.
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TABLA I
PARASITEMIA Y MORTALIDAD DE RATONES INMUNIZADOS CON ANTIGENOS DE

TRYPANQOSOMA CRUZI LUEGO DEL DESAFIO.

INMUNOGENO Parasitemia 21 pi Mortalidad
x10«/ml * ESM (N) acumulada 40 pi (N)®
Control 47 8 (8) 41 %4(34)
F-Bp S 2 (14)- 15 %(286)
F 26 6 (M 43 % (20)
Bp 49 +£13(8) 30 %(30)
Mc c4 *6 (3) 92 %(2?)

Los ratones fueron inmunizados ip cada 2 semanas (3 dosis)

con las fracciones subcelures de T.cruzi: microsomal (Mc),
flagelar adyuvada(F-Bp) o no (F) con B.pertussis, o con
B.pertussis solamente (Bp). Cuatro semanas después de la Jltima

dosis los ratones se desafiaron con 50 tripomastigotes sanguineos
de la cepa Tulahuen .

s Mortalidad acumulada al dia 40 pi. Datos de 3 experimentos
independientes. Las diferencias respecto del control no
inmunizado se presentan como c:(p<0.001 prueba de Mann-Whitney-
Wilcoxon) y d:(p<0.05, Chi cuadrado ). En parentesis : numero de

ratones.



TABLA 11

ANTICUERPOS ANTI-TRYPANOSOMA CRU2I EN RATONES INMUNIZADOS CON

ANTIGENOS DEL PARASITO.

ELISA D.0.«%&2 Nm + EGM

ANTES DESAFIO DESPUES DEL DESAFIO
INMUNQOGENO 17 DPI 70-120 DPI
CONTROL 0.10%x0.0! (12)*~ 0.54*0.08(8)= 0.69*0.035¢(11)~
FBp 0.9210.05 18) 1.02+0.05(8B) 1.08%0.11(4)
F 0.68+0.05 (B8) B 0.98+x0.08(8B)NS 0.85%0.17(4) ™
Bp 0.18%x0.02 (10)~ 0.61*0,06(B)" 0.77x0.12(&6H "
Mc 0.57%0.05 (8) = 1.03x0.09(&6)NS no realizado

Se inmunizaron ratones BALB/c con fracciones subcelulares de
T.cruzi segun se describio en la seccion 3.4 y en la tabla I. Se
sacrificaron ratones antes del desafio (un mes después de la
Jltima dosis de antigeno) y a los 17 y después de los 70 dias del
desafio con 50 tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuén. Se
determind el titulo de anticuerpos en un ensayo de ELISA , usando
como antigeno un homogenato total de la forma epimastigote del
parasito.

En paréntesis : n4umero de animales/grupo.

En cada punto, los datos de ratones inmunizados con F-Bp fueraon
comparados estadisticamente con los de otros grupos. Las
diferencias se presentan como “) p<0.001, ") p<0.005 y NS (no

significativo), prueba t de Student .



Para mayor informacién ver la leyenda de la tabla I,

3.4, 3.5 y 3.6 de materiales y metodos.



REACCION

CUTANEA

TABLA 111

DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

INMUNIZADOS CON ANTIGENUOS DE TRYPANOSOMA CRUZI .

Inmundgeno

(antg

Contr

F-Bp

Mc

Contr

F-Bp

Contr

Mc

.desf)

Antes del

desafio

INDICE DE ESTIMULACION *

Después del desafio

17 dpi

30 dpi

HT

HT

HT

HT

Mc

Mc

1.03x.01(11)

1.25%.07(3)c

1.05%.02(4)

1.07+£.03(6)

1.02%.01(20)

1.08%.02(8)d

1.03+.01(9)

1.03+.01¢(17)

1.03+.01(24)

1.02%2.01(14)

1.17%£.04(5)

1.02*.01(4)

1.05%£.01(6)

1.03

(2)

1.09%.024)

1.02%.01(5)

1.03%.03(6)

0.99+.02(6)

1.00£.01(7)

1.18%2.01(10)b

1.05*.01(6)

1.03+.03(8)

1.01£.01(3)

1.17£.03(S)b

1.02+.02(5)

1.032.01¢17)

1.03x.01(12)

EN RATONES
70-120 dpi
1.14%.02(8)

1.38*.06(4)c

1.20*.02(4)

l.16x.02(4)

1.02%.01(5)

1.14%.03(6)

1.05.01(4)

no realizad

o

no realizado

parasito

después de la ultima dosis de inmundgeno.

cutanea

inmunizaron

y se los

inoculando

grupos de

30 pul

desafio

de HT

con

(30 pg),

ratones BALB/c

con antigenos del

S50 parasitos Tulahuén un mes

Se

F(BO pg)

0 Mc(B80 n

realizé la reaccion

g,



antes o después del desafio. Se midié el grosor de la almohadilla
plantar 48 horas después de la administraciséon del antigeno .

En paréntesis: numero de ratones.

Los datos de animales 1nmunizados fueron comparados con los de
ratcnes no inmunizados en cada punto de la infeccion. Las
diferencias se presentan como a: p<0.001 , b:p<0.01 , c:p<0.02 o
d:p<C.01 , prueba t de student. Para mayor informacion seccidn

3.3 . 3.4 v 3.8.



TABLA TV
LA TRANSFERENCIA DE SUERO DE RATONES CRONICAMENTE INFECTADOS

CONFIERE RESISTENCIA AL DESAFIO CON SO PARASITOS TRYPANOSOMA

CRUZIL

Suero Condiciones (N) Parasitemia Mortalidad

transferido 10«/m1+ESM Acumulada
21 dpi 25 dpi(%)

Normal 0.2 ml,2h antes (9) 140 = S3 &7

+0.2ml1,3 dpi

Cronico ibidem (9) eg + 7% 11~

Crorico 0.2 ml, 2h antes(4) 42 * 17 25

Cronico 0.eml, 3 dpi (4) 62 * 31 50

Se transfirio a receptores singeneicos suero de ratones BALB/c
cronicamente infectados o normales. Se infectaron estos ratones
con 50 tripomastiqotes sanguineos Tulahuén.

#) Indica diferencias significativas al comparar la mortalidad
con la del grupo transferido con suero normal (p¢ 0.035 prueba de
Fisher exacta).

B) Indica diferencias significativas al comparar la parasitemia
con la del grupo transferido con suero normal (ps 0.05 prueba de

Mann— Whitnev-Wilcoxaon)



TABLA V

TRANSFERENCIA PASIVA DE SUERDO DE ANIMALES INMUNIZADOS CON F-Bp O

CRONICAMENTE INFECTADOS.

Ratones ELISA Parasitemia Mortalidad
receptores de (n) DO»7&verESM x10-“/mlESM Acumulada 40pi (%)
Suero cronico (9) 0.69+£0.05¢ c28xge a2
Suero F-Bp () 0.92+0.05 122+43 78
Sueroc normal (9) 0.1010.01* 140*53 67

Se transfirio a ratones singeneicos normales con 0.4 ml

(0.2ml 2 horas antes y 0.2 ml 48 horas pi) suero de ratones
BALB/c cronicamente infectados o de ratones inmunizados con F-Bp
segun el esquema de inmunizacion descripto en la seccidén 3.4,
obtenido un mes después de la Jltima dosis de inmunogeno. La
infeccion fue realizada segun se describio en la seccién 3.5. Se
registro la parasitemia al 21 dpi vy 1la mortalidad acumulada al
40 dpi.

Se determino el titulo de anticuerpos IgG anti T.cruzi segun
se descripto en la seccidén 3.6.
En paréntesis el numero de animales.
“) La diferencia con el grupo control es significativa (p£0.005
Chi-cuadrado).
) La diferencia con el grupd control es significativa (p<0.03
prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon).
=) La diferencia con el grupo inmunizado con FBp es

significativa (p£0.02 prueba t de Student)



TABLA VI

LA TRANSFERENCIA DE CELULAS DE BAZO DE RATONES CRONICAMENTE
INFECTADOS POR VIA IV 0 IP CONFIERE RESISTENCIA A LA INFECCION

CON TRYPANOSOMA CRUZI

No.Células Parasitemia Mortalidad
transferidas Via x10"“/ml*ESM 21pi (N) Acumulada 25pi(4)
Control 101 = 18 (23) S0

100x10% iv 20 + 114 (11) or

50x 102 iv ee + 12» (4) or

25x10% iv 10 £ 8¢ (4) or

1Ox10* iv S2 * 42 (4) 75
100x10«(inact) iv 67 * 30 (4) 25

S0x10* io 5 ¢+ 5@ 4) oo

Se transfirié a receptores BALB/c, células de bazo de
ratones singeneicos, infectados con 50 pardsitos Tulahuén &0 dias
a 1l aro antes del sacrificio, o de ratones normales. Veinticuatro
horas mas tarde los receptores fueron desafiados con S5O
tripomastigotes sanguineos Tulahuén. En paréntesis el nuamero de
ratones.

Las diferencias con las parasitemias del gruupo control son
significativas A: p£ 0.005; ¥: p¢ 0.01 o C: p< 0.05, prueba de

Mann—-Whitnev-Wilcoxon.



BlLas diferencias con la mortalidad acumulada del grupo control

son significativas (p< 0.05 prueba exacta de Fisher).



TABLA VII
TRANSFERENCIA DE RESISTENCIA POR CELULAS DE BAZO DE RATONES

BALB/c CRONICAMENTE INFECTADOS CON TRYPANOSOMA CRUZI ENRIQUECIDAS

EN LINFOCITOS T

CELULAS RELACION PARASITEMIAX10 = MORTALIDAD
TRANSFERIDAS B/T tESM (21dpi) ACUMULADA 40p1
Control de infec. 1.90 88 + 21 (18) 15732
Lana de nylon 0.14 14 £ 6 (1o)e 0/5 ~
Panning anti Ig6 0.09 29 +* 7 ( 6)C 0/9 A
Sephadex-G10 0.40 24 * 11 ( 9P 2/10

Se transfirio células de bazo de ratones BALB/c normales
(control de infeccian) o infectados cronicamente a receptores
singeneicos virgenes. Se depleciono de células B y adherentes por
pasaje de la suspension celular por una columna de lana de nylon,
panning en un frasco recubierto con anti Ig6 o Sephadex G110,
sequn se describié en las secciones 3.12, 3.13 y 3.14., Se indica
la relacion B/T de las ceéelulas transferidas, determinada
mediante un analisis de inmunofluorescencia directa, utilizando
anti Thy 1.2 o anti IgG de raton marcados con fluoresceina.Se
transfirieron en todos los casos S5 x 107 células, y se desafio a
los animales con 50 pardsitos un dia después de la tramsferencia.

En parentesis: numero de ratones /grupo.



) La diferencia de la mortalidad acumulada con el grupo control
es significativa p<0.01 Chi cuadrado.

B) Las diferencias con las parasitemias con las del grupo control
es significativa (®:; p¢ 0.05; ©€: p¢ 0.05 o D: ps¢ 0.01 prueba de

Mann—-Whitnev—-Wilcoxon)



TABLA VIII
EFECTO DE LA DEPLECION DE DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE CELULAS T
CON ANTICUERPOS Y COMPLEMENTO SOBRE LA CAPACIDAD DE TRANSFERENCIA

DE RESISTENCIA DE CELULAS DE BAZ0 DE RATONES CRONICAMENTE

INFECTADQGS.
PARASITEMIA(Xx 10 “/ml)*ESM MORTALIDAD
DPI ACUMULADA
TRATAMIENTO (N) 13 17 20 25 dpi
Contral inf. (12) 32*15 212x61 ~ 127+33 ~ 7/12
Céis.totales (12) 6 2 g+ 3¢ 7+t 3¢ o/s6 v
anti Thyl.2 (11) 12+ ¢ 30 77 -~ 31t 9ma 0/11¢
anti Lyt2.2 (11) 11+ 3 16+ g= 24+13%® o/11v
anti Lytl1.2 ( &) 23 2 19+ 5 4+ po 0/6 ©
Se obtuvieron células de bazo de ratones BALB/c
cronicamente infectados. Se depleciond esta suspension celular

de ceélulas T totales, T colaboradoras o T supresoras/citotéxicas
por tratamiento con los anticuerpos monoclonales anti Thy 1.2,
anti Lyt 1.2 o anti Lyt 2.2 respectivamente vy complemento. Se
transfirio 1v a receptores singeneicos S5x10Y células asi

tratadas, ademads de una suspension de células de bazo tratadas

solo con complemento (Células totales). Los animales asi tratados
Yy un grupo no tratado se infectaron 24 hs mas tarde. Las
diferencias con respecto al grupo "Células totales"” () o
"Control de infeccién"' (¥®) es significativa (p20.05 prueba de

Mann-Whitney-Wilcoxon).



““)La diferencia en la mortalidad acumulada con respecto
controles es significativa (p¢ 0.05 prueba exacta de Fisher

Para mavores detalles ver la secciéen 3.15.
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TABLA IX

EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO DE ANIMALES BALB/c CON ANTI THY

1.2 SOBRE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA A CON A

LINFOPROLIFERACION x (cpm)*ESM

Tratamiento (N) CON A MEDIQ
Suero de rata 2) 252216*11935 4086158
Anti Thy 1.2 (3) 97470235627 2923+79

Se trataron animales de la cepa BALB/c con anti Thy (1.2 iv .
Tres dias después los animales fueron sacrificados y las células
de bazo obtenidas fueron cultivadas en presencia de Con A (10
Hg/ml) por 72 horas y la respuesta proliferativa medida por
incorporacion de timidina tritiada. Se incluyeron como controles
animales tratados con suero de rata normal.

La diferencia con el grupo control es significativa (p< 0.01
prueba t de Student).

Ver la seccién 3.11 para mayores detalles experimentales.



TABLA X

EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO DE RATONES BALB/c CON ANTI ASIALO

GM-1 SOBRE LA ACTIVIDAD NK.

A. CELULAS EFECTORAS DE ACTIVIDAD NK NO ESTIMULADAS.

LISIS ESPECIFICA (4) X * ESM

TRATAMIENTO (N RELACION EFECTOR/BLANCO

200:1 100:1 50:1 eS5:1
CONTROL (2) S5.4%0.4 4.2%¥0.3 0.6%0.1 -0.4%0.9
ANT1-THY 1.2 <(2) 8.5*1.5 6.7%3.3 3.3x2.2 1.3x0.2
ANTI-ASI .GM1 (2) -2.0*x1.0 -1.6*2.4 -0.7%*3.1 -1.0+0.5

B. CELULAS EFECTORAS DE ACTIVIDAD NK ESTIMULADAS CON INTERFERON IN

VITRO
LISIS ESPECIFICA (%) X * ESM
TRATAMIENTO (N) RELACION EFECTOR/BLANCO
200:1 100:1 S0:1 e95:1
CONTROL () 172 17%6 10+t 7+1
ANTI THY 1.2 (2) 24*3 26*1 19*1 11+1

ANT1-ASI.GM1 (3) 2x1 148 53 -1%x1



La actividad NK fue medida cultivando por 4 h, células de bazo
de ratones BALB/c tratados 3 dias antes con anti asialo GM--1, anti
Thy 1.2 o suero de rata como control, con células YAC-1 marcadas
con “!Cr para medir actividad NK. En la tabla XB se efectud una
preincubacion de las células efectoras con 100 U/pocillo de
interferén o-f durante 2h. N: numero de animales. Para detalles

experimentales ver seccion 3.18
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TABLA X1

EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON ANTI- NK 1.1 Y CON ANTI- ASIALU

GM-1 SOBRE LA ACTIVIDAD NK DE RATONES C57Bl/6.

LISIS ESPECIFICA (%)X * ESM

TRATAMIENTO (N) RELACION EFECTOR:BLANCO
200:1 100:1 S50:1 25:1
CONTROL (3) 22+3 17+1 8+1 3+1
ANTI NK 1.1 (3) -1%1 -2x1 1+1 3+4
ANTI A.GM1 (3) -2%1 -2t o1 3+%1

Se trataron ratones de 1la cepa C37BL/6 con anti asialo GM-1,
anti NK1.1 o suero de rata normal como control. Tres dias mas
tarde se sacrificaron los ratones y se cocultivé durante 4 horas
células de bazo de 1los mismos can células de la linea YAC-1
marcadas caon *¥1Cr para medir actividad NK. N: ndmero de
animales.

Para detalles experimentales ver seccien 3.18.
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TABLA XI1

EXPRESION DEL RECEPTOR DE INTERLEUQUINA 2 SOBRE CELULAS DE BAZO DE

ANIMALES AL DIA 4 POST INFECCION CON_TRYPANOSOMA CRUZI

Tratamiento A % unidn especifica E positivo/total
Controles -0.5%2.2 0/4

1 pardasito 11.7x4 .4 374
50 pardsitos 22.8%6.2 S/5
2x10* pardasitos 15.9%6.8 3/4

Con A 72.3

Se obtuvieron células de bazo de ratones BALB/c infectados
co los numeros de T.cruzi indicados vy sacrificados 4 dias pi.
Células (5x10~/ml) fueron cultivadas por 48 horas a 37°C vy ia
presencia del receptor de IL-2 se midioé utilizando 1 nM de
(125-11-IL-2 y 20 uM de rec-IL-2 fria (para medir asi la marca
unida inespecificamente). Para mayores detalles ver seccion
3.21. Los resultados se expresaron como:

“: Media aritmética del 4 de unidon especifica * ESM calculado de
acuerdo a la siguiente férmula :
L(cpm unida-cpm de unidén inespecifical)/ cpm unidal x 100 =

Las diferencias entre el control y 1los grupos experimentales

son significativas (p£0.05 prueba t de Student).
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s La unién especifica significativa de 125-1I-1IL-2 fue analizada
para cada muestra utilizando la prueba de t no pareada (cpm unida
ve cpm inespecifica). Los datos se muestran como el namero de
ratones que expresan el receptor de IL-2 (p<0.05) / numero de

muestras analizadas en cada grupo.
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TABLA XIII

EFECTO SOBRE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE IL-2 AL 4 DPI DEL
TRATAMIENTO CON ANTICUERPOS CONTRA DIFERENTES SUBPOBLACIONES

LINFOCITARIAS Y COMPLEMENTO.

TRATAMIENTO % UNION ESPECIFICA DIFERENCIA

SIGNIFICATIVA.

Cont.complemento 24.0 p<0.0285
anti Thy 1.2 2.5 N.S.

ant: Lyt 2.2 19.4 p<0.005
cels no adh. 42.0 p<0.005

Células de bazo de ratones BALB/c al 4 dpi fueron tratadas can
anti Thy 1.2 o anti Lyt 2.2 por 1 hora a 4°C vy luego con
complemento de conejo por 1 hora a 37°C. La deplecion de células
adherentes al pldstico se realizo incubando en frascos de plastico
2 horas a 37°C. Las células fueron cosechadas cuidadosamente y
reincubadas por otras 2 horas a 37°C. Las células asi tratadas
fueron cultivadas durante 48 h a 37°C. y el receptor de IL-2
medido por un ensayo de union utilizando '*®-]-rec-IL-2 en forma
similar a lo descripto en la tabla XI. Los resultados expresan el
porcentaje de union especifica al comparar la marca total unida
con la no unida después del agregado de una solucién 20 uM de rec-
IL-2 frio de la manera indicada en la tabla XI. &Se indica ademas
el grado de significacion de dicha unién (test de t para muestras

no pareadas).
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TABLA X1V
CINETICA DE RESPUESTA PROLIFERATIVA A CON A DURANTE LA INFECCION
CON TRYPANQSOMA CRUZI.
LINFOPROLIFERACION (cpm)
X * ESM
Grupo ConA 10ug/ml ConA Sug/ml medio
Control 282100+9800 371600+57800 4100800
4 dpi 24480025400 203700216300 33000+35900
7 dpi 360300+48000 474800161000 46400+£13600
14 dpi 198000+51800 16010024300 4100+£2200
21 dpi 42200+18900 37100+£17900 5400+x1900
Grupo ConA 10ug/ml ConA Sug/ml medio
Control 347400+18800 413300%£16900 11400+4600
14 dpi 308400+43000 193300%16900 1460013900
2l dpi 88200+192900 460026500 3300400
28 dpi 242700137000 191200+18000 59200+700
60 dpi 17280026200 218500%10500 440021600
Se cultivaron células de bazo (3.10%/pocillo) de ratones
BALB/c infectados con 9S50 ¢tripomastigotes sanguineos de la cepa

Tulahuén (n=4 ratones/grupo),al tiempo

indicado pi, o de cantroles



normales en presencia de CormA (10 o S5 pg/ml) durant
37°C ¥y se midio la incorporacion de [3®H]-timidina en
por triplicado. Se muestran dos experimentos i1ndependi

Ver la seccidn 3.11 para mayores detalles.



TABLA XV
CINETICA DE PRODUCCION DE IL-2 POR CELULAS DE BAZO ESTIMULADAS CON

CON A DURANTE LA INFECCION CON_TRYPANOSOMA CRUZI

PROLIFERACION DE CTL.L (com) X * ESM

MC agregado

DP1 (N) 10% 3%

¢) (4) 106190 * 21686 29586 * 22547
4 (4) 85305 * 13869 33357 * 3903

14 (3 13173 = 35895 4986 * 3553

21 (3) 2785 * 1738 919 * 310

28 (3) 18300 * 4521 3761 % 1410

260 (3 86833 * 19708 40366 t 16978

Control negativo (solo medio de cultivo): 378 * 44 cpm

Se obtuvieron células de bazo de ratones BALB/c infectados con
30 tripomastigotes sanguineos a los tiempos pi indicados. Estas
células fueron cultivadas (3x10¢ células/ml) en presencia de Con A
(10 ng/ml) por 48 hs a 37°C. Los sobrenadantes fueron cosechados
(MC) vy la presencia de IL-2 determinada en un ensayo de
proliferacion de células CTL.L.

Para mavores detalles ver la seccien 3.20.
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TABLA XVI

LINFOPROLIFERACION Y PRODUCCION DE IL-2 EN RESPUESTA A ANTIGENOS

DE LA FORMA TRIPOMASTIGOTE DE TRYPANOSOMA _CRUZI POR CELULAS DE

BAZ0O DE RATONES CRONICAMENTE INFECTADOS.

LINFOPROLIFERACION (cpm) X * DS

GRUPO
Tripos/ml Control (N=3) Infectado(N=6)
5.10¢ 21400 * 10400 84100 + 23700®
10+ 15100 = 2300 39097 + 83004
2.10% 13100 + 2100 23800 + 3500°
Medio 12000 * 3200 Q277 * o526

PROLIFERACION CTL.L (cpm) X * DS

GRUPO
Medio cond. Control (N=3) Infectado (N=3)
30 6310 * 2300 1460 * 280
10 2050 * 420 10950 =+ 70

Medio 1150 + 70



Se obtuvieron ceélulas de bazo de ratones BALB/c cronicamente
inectados y se realizée un ensayo de linfoproliferacion en
respuesta a las cantidades indicadas de tripomastigotes

inactivados segun se describio en la seccién 3.11. Se obtuvo
ademas el sobrenadante de cultivode 48hs de dichas células
(5.10%/ml) en respuesta a 10« tripomastigotes de cultivo
inactivados por calor , y se mididé la presencia de IL-2 por un
ensayo de células CTL.L descripto en la seccion 3.20. N: numero de
ratones /grupo. Las diferencias entre 1los grupos control e
infectados para cada dilucion de antigeno son significativas

' pl0.0006: »~ £0.0002 : D£0.025 prueba t de Student.
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TABLA XVII
CARACTERIZACION FENOTIPICA DE CELULAS DE ANIMALES NORMALES 0

INFECTADOS AL 21 DPI CON TRYPANOSOMA CRUZI DESPUES DE LA

ESTIMULACION CON CON A.

% CELULAS POSITIVAS

MARCADOR Control Infectado
Thy 1.2. 37.7 32.3
Lyt 2.2. 21.4 cl.7
L3T4% 17.6 11.8
ReceptorlL-2 24.7 1.7

Celulas de bazo (5.10/ml) de animales infectados (21 dpi) con
50 tripomastigotes sanguineos o normales fueron estimuladas con
Con A (10 pg/ml)durante 48 horas, vy teridas con los anticuerpos
monoclonales especificos contra los marcadores indicados, vy
anti-Ig6 de rata o estreptoavidina marcados con fluoresceina. Los
resul tados expresan 1 nimero de células positivas a partir del
analisis de FACS. Ver la éeccién 3.7 (materiales y métodos) para

mavores detalles experimentales.
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TABLA XVIII
NUMERQ Y AFINIDAD DE RECEPTORES IL-2 CALCULADO A PARTIR DE LOS

DATOS DE LA FIGURA 13.

Fuente de ceélulas Alta afinidad Baja afinidad
Kd(pM) nro/ceélula Kd(nM) nro/ceélula
Normal 20 481 30 81900
Infectado 19 115
Se cultivaron (5%x10¢/ml) células de bazo de animales

infectados (21 dpi) con SO tripomastigotes sanguineos o normales
en presencia de ConA (10pg/ml).Se midiéd el namero y afinidad de
receptores de IL-2 en 1las mismas en un ensayo de competencia
utilizando el ligando (!&®-]J]1-]JL-2. A partir de los datos volcados
en la figura 14 se determinéd el namero y la afinidad de los
receptores de IL-2. La afinidad esta indicada por la pendiente de
las curvas. El ndmero de receptores de IL-2 se calculo
multiplicando el punto en donde la curva corta las absisas por el

numero de Avogadro.



TABLA XIX

CAPACIDAD DE RESPUESTA PROLIFERATIVA A IL-2 DE CELULAS DE RATONEES

INFECTADOS ESTIMULADAS CON CON A.

PROLIFERACION (cpm) X * ESM

FUENTE DE CELULAS

IL-2 U/ml Normal Infectado
20 10356 * 776" 1331 * 99
e 11224 * 941~ 1035 * 78~
0.2 10877 * 435~ 750 + Q0
0 2034 * 142 720 * &%

Se generaron blastos de Con A de 48h provenientes de animales
infectados con 950 pardsitos Tulahuen al 21 dpi o normales en la
forma descripta en la seccion 3.17. Las células fueron incubadas
durante 72 horas con las concentraciones de IL-2 recombinante
indicadas vy la proliferacion celular determinada por la
incaorporacion de {*?H]I-timidina. Los datos de 1la tabla son
representativos de tres experimentos independientes.

") Las diferencias son significativas a un p<0.05 vs células no

estimuladas (prueba t de Student).



TABLA XX
EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON IL-2 SOBRE LA RESISTENCIA DE

RATONES CS7BL/&6 A LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

TRATAMIENTO (N) parasitos.10-“/ml*ESM MORTAL IDAD
DPI ACUMULADA
14 17 21 30 dpi (%)
Control (3) 83*10 102%32 161£31 60
rec-IL-2-FIA (3) 100+30 235066 30378 80
FIA (3) 12139 211+x103 no realizado 60

Ratones C57Bl/6 fueron tratados sc con 2300 U/dosis de rec-IL-2
adyuvado con Freund incompleto (FIA), PBS+ 0.1% de BSA adyuvado en
Freund incompleto, o PBS + 0.1 % de BSA los dias -t, O, 1, &4, 7.
10, 14 post infeccieon con 35S0 pardasitos Tulahueéen.

Las diferencias en mortalidad acumulada y parasitemia no sonr
significativas (prueba de Chi cuadr ado Yy Mann-Whitney
respectivamente). N: ndmero . de animales por grupo. Para mayores
detalles ver seccion 3.19.

Nota: En experiencias paralelas IL-2 no adyuvada con FIA no

progujo efecto sobre la resistencia a 1la infeccion de la cepa



TABLA XXI

LA ADMINISTRACION DE UNA SOLA DOSIS DE INTERFERON GAMMA AU
LA RESISTENCIA DE LOS RATONES CONTRA LA INFECCION POR UNA

LETAL DE TRYPANOSOMA CRUZI

Parasitemia (x107“/ml)*ESM Mortalidad
DPI acumulada
TRATAMIENTO(N) 13 17 a2l 30 pi (%)
IFN-GAMMA (7)) 104" 427V 85+17¢ o~
CONTROL (8) 35023 26*19 198+48 50
Se administraron 10® unidades de rec-inteferon gamma o

BSA en PBS comc control a ratones BALB/c 24h antes de la infe

con 30 tripomastigotes sanguineos Tulahuen. La diferencia

mortalidad con el grupo control es significativa (®: p<
prueba de Fisher Exacta). t~as diferencias de las parasitemia
el grupo control son significativas (®: p£0.02 o ¢“: pL0.05 p

de Mann-Whitnev-Wilcoxon).



TABLA XXII
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EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA A LA INFECCION CON TRYPANOSOMA CR

DEL TRATAMIENTO CON

INTERFERON ALFA -BETA.

PARTE A:
TRATAMIENTO N
CONTROL 13
1) IFN &6
2) IFN 5
3) IFN

PARTE B:
TRATAMIENTO N
CONTROL 14
a) IFN 7
b) IFN S

c) IFN S

Parasitemia (x10"“/ml)

DPI
17
61*+15 119*23
75 4812~
8~ 5713~
203+41NS

X = ESM

21

2493

102+34~

320*125

No realizado

% MORTALIDAD ACUMULADA

DPI

ee 24
S0 57
oo o
20 40
100 100

60

100



Ratones BALB/c fueron tratados 1p con ¢. 3 X1U * Uunigaaes
/dosis de interferén «-f dia por medio antes vy durante la
infeccion con tripomastigotes sanguineos de JT.cruzi.

1): desde el dia previo hasta el dia 15 pi
2): Desde el dia previo hasta el dia S pi
3): Desde el 7 al 15 dpi.

Los controles fueron inoculados con PBS-0.1%4 BSA segun el
esquema ). ©®: Las diferencias de las parasitemias con respecto al
control son significativas (p<0.05 prueba de Mann-Whitney para
diferencias de medias). Las diferencias de la mortalidad con
respecto al grupo control son significativas ¥. p:0.025, “: p£0.01

Fisher exacta)



TABLA XXIII

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON INDOMETACINA SOBRE LA RESPUESTA

PROLIFERATIVA A CON A DE CELULAS DE BAZO DE RATONES INFECTADGS AL

et DPI
LINFOPROLIFERACION (cpm) X * ESM
TRATAMIENTOS
INFECCION CONA Indometacina Indometacina Etanol Medio
10 pg/ml S pg/ml

SI SI 9559+ 1424 130952980 13612+701 18014+2825
NO S1 71901%x7013 7994724605 67500+9300 8315412420
S1 NO 10112100 1679%119 1796232 1771+60

NO NO &71+58 892+55 1235+33 1305+202

Células de bazo (3.10%/pocillo) de ratones BALB/c (n=3

infectados can S5O0 parasitos o de controles no infectados fuerc
estimuladas o no con ConA (10 ug/ml) en presencia de indometacin
en las concentraciones indicadas o de etanol a 1la mism
concentracidn que la presente en la solucién de indometacin
agregada.

Luego de 72 horas de cultivo a 37°C, se midio la respuest
proliferativa por la incorporacion de [®—-HJ-timidina.

Fara mayores detalles experimentales ver la seccion 2.11.



TABLA XXIV
EFECTO DE LA INHIBICION DE LA VIA DEL ACIDO ARAGUIDONICO SOBRE
PRODUCCION DE FACTORES SOLUBLES QUE INHIBEN LA PROLIFERACI

CELULAR DURANTE LA INFECCION CON_TRYPANOSOMA CRUZI.

PROLIFERACION DE P-81S (cpm) X * ESM

Concentracion final de MC (%)

Fuente 30% 10% 3%

Control 4456 4868 5086
Infectado 3028 3356 3830
Contr+ Indo 3873 4126 4938
Infec+ Indo 3176 2946 3503

Células de bazo de rataones BALB/c infectados (21 dpi) con

T.cruzi o controles fueron cultivadas (5.10¢ células/ml)

presencia o no de indometacina (10 pg/ml) durante 48 h a 37°C. L
sobrenadantes fueron cosechados y se midié su capacidad de inhib
la proliferacion de células de 1la linea P-8195. Para ello
cultivaron 2 x 10" células en presencia de las concentracion
indicadas de los sobrenadantes durante 24 h. Se avradio 1 nCi

{3-Hl-timidina 4 h antes de la cosecha.
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6: DISCUSION

Un osistema de inmunoproteccién experimental contra la

infeccion con Trypanosama cruzi en un modelo murino ha sido

desarrollado en nuestro laboratorio, wutilizando como inmunogeno
la fraccion subcelular flagelar (F) del pardasito (206, 207,

2e?) .

Al adyuvarse con Bordetella pertussis, la fraccioén flagelar

mostré capacidad de inmunoproteccion (207). En el presente
estudio demostramos esta capacidad utilizando para el desafio 50
tripomastigotes sanguineos. La administracien de FBp protegio a
los animales del desafio en términos de parasitemia, maortalidad vy
esplenomegalia, caracteristicas de la fase aguda de infeccion por

Trypanosoma cruzi (21). Esta proteccién fue significativa aunque

parcial, vya que se detecto parasitemia por observacion
directa en la mayoria de los ratones inmunizados y desafiados. En
estos animales los niveles de parasitemia fueron menores que en
los controles. La inmunizacien con la fraccion F no adyuvada, en
cambio, no protegio a los ratones de la infeccidn.,

Demostramos que la fraccién flagelar adyuvada con Bordetella

pertussis estimula las ramas humoral y celular de la respuesta
inmune. La presencia del adyuvante genera una respuesta de
anticuerpos especificos gque, antes del desafio, presenta mayores
niveles que la de 1los inmunizados con el antigeno sin adyuvar,
aunque despueés de la infeccion los titulos sean semejantes.

Con el cbjeto de estudiaer el papel de los anticuerpos
especificos en la proteccion realizamos experiencias de

transferencia pasiva de suero a ratones singeneicos normales.
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En nuestro modelo experimental la transferencia de anticuerpos
de animales protegidos por la inmunizacién con F-Bp no transfirio
resistencia al desafio con el pardsito. En cambio el suero de
animales cronicamente infectados fue capaz de conferir proteccién
parcial a los receptores, a pesar de que los titulos de
anticuerpos especificos eran menores. Otros trabajos muestran
la transferencia de resistencia por suero de animales infectados
cronicamente (100, 105, 118, 143, 144, 274, 270). Nuestros
resultados concuerdan con aquellos presentados por Scott vy
colaboradores en los que animales inmunizados con u4na
glicoproteina de 90 Kd de T.cruzi (213), protegidos o no de
acuerdo al adyuvante utilizado (saponina da resultados positivos)
mostraron similares niveles de anticuerpo IgG2a e IgGeb,
inmunoglobulinas asociadas a la resistencia en la infeccién con
T.cruzi (247), es decir la proteccidn conferida por este antigeno
tampoco se debia a la presencia de una respuesta inmune humoral
especifica. No deberia descartarse la posibilidad de que
anticuerpos provenientes de animales inmunizados con la fraccidén
flagelar sean capaces de transferir proteccién frente al desafio
si se consideraran periodos diferentes despues de 1la
inmunizacién, o de animales inmunizados segun un esquema
diferente.

En coincidencia con nuestros resultados, el suero de
inmunizados con epimastigotes de 1la cepa Y, adyuvados con
saponina (143) o con epimastigotes viables de la cepa Tulahuen
(187) no fueron capaces de transferir protecciéon al ratén
receptor, a pesar de que dichas inmunizaciones conferian al dador

proteccion frente a dosis letales de T.cruzi. Esto indica que a
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pesar de que antigenos de la forma epimastigote son capaces de
inducir una respuesta protectiva, los mecanismos de induccion de
respuesta humoral protectiva estan ausentes, ya sea por ausencia
o falta de procesamiento de los antigenos involucrados en esta
respuesta.

Se deberia también indicar que la fraccién subcelular flagelar
ha sido aislada a partir de la forma epimastigote de_T.cruzi. De
acuerdo a distintos trabajos en donde se correlaciona 1la
capacidad protectiva de anticuerpos con 1la presencia de
anticuerpos liticos, solo la forma tripomastigote del parasito es
capaz de generar anticuerpos liticos (119). Se ha sugerido gque la
forma tripo, pero no la forma epimastigote del pardsito contiene
un antigeno de 160 Kd, reconocida por sueros que contienen
anticuerpos liticos, pero no por sueros gue contienen anticuerpos
anti T.cruzi incapaces de ejercer lisis de formas
tripomastigotes. Este antigeno ha sido propuesto como candidato
en ensayos de inmunoproteccion (140). Es importante tener en
cuenta que si bien 1la resistencia mediada por anticuerpos
correlaciona con la presencia de anticuerpos liticos, esto no
significa que este mecanismo parasiticida sea relevante en la
resistencia contra T.cruzi.

Nuestros resul tados sugieren que la wutilizacion de
antigenos de la forma epimastigote podria no activar mecanismos
de respuesta inmune humoral asociados a la proteccion, e indican
una diferencia entre los mecanismos de resistencia presentes en
ratones protegidos por la inmunizacién con antigenos de

epimastigotes Yy los de ratones cronicamente infectados
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cuestionando la importancia de la respuesta inmune humoral en
nuestro modelo de inmunoproteccion experimental.

Los resultados presentados muestran que la inmunizacion
protectiva por FBp genera una respuesta inmune celular
especifica. Los ratones inmunizados y protegidos presentaron
reaccion cutanea de hipersensibilidad retardada, medida por la
reaccién cutanea en la almohadilla plantar. La naturaleza de esta
reaccién fue confirmada por la capacidad de las células de bazo
de transferir la reaccién cutanea. Esta respuesta celular
correlaciona con 1la capacidad de las células de bazo de animales
inmunizados con FBp de proliferar in vitro en respuesta a
antigenos del pardsito. La respuesta celular es especifica y
depende de la presencia del adyuvante, ya que 1la inmunizacidén no
protectiva (con F solo) no genera dichas respuestas.

Trabajos previos han demostrado que la inmunizacion con
antigenos del pardsito da 1lugar a una respuesta de inmunidad
celular e hipersensibilidad retardada (2, 27, 137, 211, 213). La
relacién entre presencia de respuesta inmune celular y actividad
protectiva de un inmundégeno contra la infeccidn con T.cruzi que
demostramos, concuerda con resultados obtenidos utilizando otros
antigenos del paradsito (213, 216). Debemos destacar que

B.pertussis ademds de ser capaz de inducir respuestas mediadas

por células T, es administrada de rutina en la vacunacién contra
la tos convulsa, es decir se trata de un adyuvante inocuo en
vistas a su utilizacion en el ser humano, en comparacion con
adyuvantes tales como Freund completo o incompleto, generalmente

utilizados en modelos de inmunizacion experimental.
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La inmunizacioén con F-Bp inhibe la generacion de la fase de
inmunosupresidén presente en la fase aguda de la infeccién con el
pardsito, hecho que fue demostrado por la presencia de respuesta
de hipersensibilidad retardada vy por la presencia de respuesta
linfoproliferativa a ConA, ausentes en animales no inmunizados o
inmunizados con antigenos no protectivos.

Nuestros datos sugieren una relacion causa efecto entre la
proteccién por inmunizacién con antigenos vy la capacidad de
evitar la inmunosupresion especifica e inespecifica. Podria
ocurrir que la depresion de 1los mecanismos especificos e
inespecificos de respuesta inmune resultara en una reduccion de
la capacidad del animal infectado para desarrollar o expresar
respuestas protectivas. La relacion entre la resistencia a la
infeccién y los niveles de supresidén de la respuesta inmune
humoral ya habia sido sugerida (250). Por otro lado una repetida
estimulacién antigénica con GRC antes de la infeccién con T.cruzi
puede evitar la supresidn de la respuesta a este antigeno durante
la fase aguda . La manipulacion experimental para neutralizar la
inmunosupresion generalizada que la infeccion produce podria ser
ventajosa para el huesped. La protecciodn obtenida por la
inmunizacion podria expandir ceélulas T no sensibles a los
mecanismos de inmunosupresion, o bien podria activar mecanismos
involucrados en 1la proteccion que, a través del control de la
parasitemia, y la consiguiente disminucién de carga antigénica
podrian intervenir en la restauracion de las respuesta inmune
especifica e inespecifica. Sin embargo una real evaluacion de 1la

importancia de la inhibicion de la fase de inmunosupresion no
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puede realizarse debido al desconocimiento del valor adaptativo
de la misma en la evolucioén de la infeccion.

Los datos sugieren ademas la importancia de los mecanismos
efectores independientes de la presencia de anticuerpos en el
modelo de inmunoproteccidén utilizado.

El andlisis de los resultados de transferencia de ceélulas
presentados muestra gque mientras que celulas de ratones
cronicamente infectados son capaces de transferir proteccion
frente al desafio con el pardsito, el mismo numero de células de
animales inmunizados con FBp solamente tranmsfiere la capacidad de
controlar la parasitemia, indicando 11a presencia de diferentes
mecanismos o antigenos reconocidos en ambas situaciones
experimentales.

De esto se desprende 1la necesidad de desmenuzar
tanto los mecanismos de resistencia como las estructuras
reconocidas que permiten la resistencia del animal cronicamente
infectado, como una estrategia vadlida en el desarrollo de metodos
de inmunoproteccion.

El desarrollo de vacunas contra pardsitos estd muy relegada
con respecto al de vacunas contra infecciones bacterianas o
virales. Causa de ello es la mayor complejidad genética de los
‘pardsitos que significa una mayor complejidad antigénica, asi
como una mayor flexibilidad adaptativa, que e expresa en
diferentes mecanismos de evasion o escape de la respuesta inmune
del huesped. Los avances en biotecnologia que 1incluyen la
posibilidad de cultivarlos in vitro, 13 obtencion de anticuerpos
monoclonales que permiten disecar antigenicamente el parasito y

las tecnicas de ADN recombinante, son utilizadas actualmente en
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la comprension de la biologia de la infeccion parasitaria, as:
como en el desarrollo de vacunas contra pardsitos protozoarios o
helmintos.

Los resultados de los presentes y previos experimentos de
inmunoproteccién y aquellos en donde se demuestra la baja
patogenicidad de la fraccién flagelar, en comparacién con la
fraccion microsomal cuya administracién en ratones induce la
aparicien de miocarditis vy miositis (206, han estimulado
experimentos con el objeto de caracterizar antigenicamente dicha
fraccien. Para ello se han obtenido diferentes hibridomas
productores de anticuerpos anti T.cruzi a partir fusiones
utilizando células de bazo de ratones inmunizados con FBp (223).
El empleo de metodologia de ADN recombinante, por la utilizacidén
de bibliotecas de expresion ha permitido la caracterizacion de
proteinas de superficie de T.cruzi (95, 1ee, 179). EI
conocimiento de 1la secuencia de estas proteinas podria ser
utilizada para predecir regiones qQue contengan epitopes
reconocidos por células T asociadas a la proteccion. El empleo de
técnicas de biologia molecular el desarrollo de elementos de
inmunoproteccion podria tener no solo un valor acadeémico, sino
también practico debido a 1la imposibilidad de obtener grandes
cantidades de antigeno por métodos tradicionales . De esta forma
podrian obtenerse grandes cantidades de antigeno
inmunoprotectivo. Utilizando esta estrategia se han obtenido
resultados alentadores en un modelo experimental de infeccion con
Schistosoma _mansonti (11) y en los ensayos 1n vivo e in vitro

realizados con peptidos de proteinas de Plasmodium falciparum

(22, 286, 291). Sin embargo la aplicacion de estas tecnicas
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carece de sentido sin el conocimiento de los mecanismos
inmunolégicos que participan en el control de la infeccién con el
pardsito.

Los resultados presentados apoyan la investigacion y el
desarrollo en este terreno, sobretodo si tenemos en cuenta que
animales cronicamente infectados con T.cruzi, muestran una
respuesta inmune, que si bien no es esterilizante, es capaz de
inhibir o atenuar la reinfeccion por pardsitos de T.cruzi de una
cepa diferente a 1la original, es decir muestran inmunidad
concomitante. La importancia de estudiar pardmetros de respuesta
inmune celular asociados a la proteccion también se desprende de
nuestros resultados.

El papel de subpoblaciones de células linfoides en la
resistencia natural a la infeccién con T.cruzi fue analizado en
un modelo depleciéon in vivo de estas células por administracion
de anticuerpos contra marcadores presentes sobre su superficie.
La administracion de anti Thyl.2 redujo pero no eliminéd la
poblacion de células T, medido por la respuesta a ConA de células
de bazo de ratones tratados con estos anticuerpos. Trabajos
previos en donde se observa un efecto similar del anti-Thy 1.2
mostraron que a pesar de la eliminacidn incompleta de células T,
el tratamiento podia modificar el curso de wuna enfermedad
autoinmune en la que intervienen células T, Thy 1.2 positivas
(224), por 1lo qgque seguimos adelante en el estudio de 1la
resistencia de animales asi tratados. Utilizando ratones
geneticamente atimicos, estudios previos de nuestro (228) y otros
(113,105) laboratorios habian demostrado que las células T son

de importancia en la resistencia contra infecciones subletales
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con T.cruzi. Nuestros resultados utilizando ratones tratados con
anti-Thyl.2 son coherentes con tales hallazgos. El tratamiento de
ratones con anti Thyl.2 disminuye la resistencia a la infeccion
con T.cruzi, indicando que las células T juegan un papel en la
resistencia contra T.cruzi.
Las células T reconocen a un antigeno asociado a una proteina
codificada por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
Tanto las células T como las proteinas codificadas por el MHC se
dividen en dos clases: células T CD4 positivas que reconocen
antigenos asociados a moléculas MHC de clase 11, y celulas T CDS8
positivas que reconocen antigenos asociados a moléculas
codificadas por el MHC de clase 1[I. Las células T CD4 positivas
son las llamadas células helper o colaboradoras en la sintesis de
anticuerpos. Por su capacidad de sintetizar distintos tipos de
linfoquinas y por 1la densidad de marcadores de membrana, se
pueden dividir en dos subtipos. Solo una de estas subpoblaciones
participa claramente colaborando en 1la sintesis de anticuerpos
especificos. Esta subpoblacién sintetiza IL-4, 1linfoquina
necesaria para la sintesis de IgE y de IgGl, e 1IL-S que
interviene en la respuesta primaria especifica vy en la fase de
activacién vy diferenciacien de las celulas B. La otra

subpoblacion de células T CD4 positivas interviene en respuestas

inflamatorias, siendo capaz de ejercer actividad citolitica,
sintetizar IL-2, interferon T, o0 linfotoxina, y seria la
responsable de la activacion de los macrofagos para la
destruccion de los pardasitos intracelulares. Estas celulas

tambien participan en el cambio de sintesis de IgGl a IgG2a por

células B activadas por IL-4. Células de esta subclase, pueden
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ademas tener una funciodn supresora. En resumen, esta
diferenciacion funcional podria haber surgido con el objeto de
mediar diferentes tipos de respuesta inmune protectiva,
incluyendo la actividad de las celulas ctolaboradoras en la
sintesis de anticuerpos que participan en la respuesta
defensiva extracelular y las T inflamatorias activas en la
respuesta a microorganismos intracelulares.

El tratamiento in vivo con anti L3T4.6K15 depleciond a la
subpoblacion L3T4 positiva, provocando la inhibicien completa de
la induccidén de «células formadoras de anticuerpos IgM o IgG
contra GRC, que depende de células T colaboradoras. Se mostro en
trabajos previos que el tratamiento con anti L3T4 tambien
bloquea la formacion de anticuerpos contra antigenos solubles o
particulados (223, 280, 281) lo que indica que es un marcador
especifico de células T colaboradoras.

El tratamiento con anti-L3T4 también bloqueo en nuestras
manos la generacion de anticuerpos IgG especificos anti—-_T.cruzi
medidos en un ensayo de ELISA. Asi hemos demostrado in vivo que
la generacion de anticuerpos anti-T.cruzi es dependiente de
células T colaboradoras. Otros autores habian sugerido que in
vitro células T colaboradoras se activan durante la infeccidén con
T.cruzi y que estas ceélulas inducen respuestas carrier-
especificas (29. 254).

La deplecion de ceélulas L3T4 positivas por administracion
de anti L3T4 a ratones de las cepaas BALB/c o C57Bl1/6 resulta en
una mayor susceptibilidad a la infeccion.

Por otro lado se ha demostrado la capacidad de transferir

resistencia por suero de animales cronicamente infectados, 1o que
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indica un papel de los anticuerpos en 1la proteccion. En
concordancia con estos resulados ratones seleccionados
geneticamente por su baja capacidad de sintesis de anrticuerpos
(112), o tratados neonatalmente con anti IgM (263), que produce
una inhibicién en la diferenciacién de las células B, son mas
susceptibles a la infeccion con T.cruzi.

Hemos demostrado que células L3T4 positivas juegan un papel
en la resistencia y gue ceélulas del mismo fenotipo participan en
la formacién de anticueros especificos anti-T.cruzi. El conjunto
de los datos presentados con 1los recientemente discutidos
sugiere gue las células L3T4 positivas tienen un papel en la
resistencia a través de su actividad colaboradora en la sintesis
de anticuerpos asociados a la proteccioén. Sin embargo las células
T L3T4 positivas pueden mediar funciones efectoras diferentes a
la cooperacion con células B para la formaciéon de anticuerpos
especificos. Estas funciones incluyen la produccion de
linfoquinas capaces de activar células NK, macréfagos vy a otros
fagocitos v participar en la diferenciacién de células
citotoxicas CDB positivas capaces de destruir células infectadas
por T.cruzi. También ha sido decripta la actividad citotdxica
mediada por células L3T4 positivas (289). La heterogeneidad
funcional de células L3T4 positivas ha sido demostrada en un

modelo de infeccion experimental con Leishmania major, en donde

estan asociadas a la proteccién, pero tambien a la
susceptibilidad a 1la 1infeccion, estando la evolucion de la
infeccién determinada por el balance entre diferentes subclases
de ceélulas T L3T4 positivas. Recientes estudiocos en modelos de

infeccion experimental con T.cruzi han demostrado que estas
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células intervienen en la fase de activacion policlonal que
conduce a la generacién de células B productoras de anticuerpo,
asi como en la respuesta blastogénica de células B (111). En
animales cronicamente infectados, dichas células participarian en
la respuesta inmune concomitante. Clones y lineas de células T
L3T4 positivas, obtenidas de ratones en esta fase de 1la
infeccion, tienen actividad protectiva (1635). Células del mismo
fenotipo provenientes de ratones infectados cronicamente son
capaces de inducir demielinacion, en forma restricta por el
complejo mayor de histocompatibilidad (287). Dichas células son
capaces de transferir hipersensibilidad retardada a antigenos del
parasito o antigenos de nervio periferico (287). Resumiendo
nuestros resultados apuntan a la necesidad de considerar en el
desarrollo de elementos de inmunoproteccion contra el T.cruzi a
las células L3T4 positivas, tanto en su funcionalidad como en su
especificidad antigénica.

La participacion de células T, CDB positivas en la resistencia
a la infeccién contra T.cruzi no bha sido estudiada. A pesar de
ello ceélulas capaces de ejercer citotoxicidad directa han sido

descriptas en animales infectados con Trypanosoma cruzi o

pacientes chagasicos (10, 288). La participacién de dichas
células ha sido demostrada en mecanismos efectores de resistencia
en infecciones con bacterias intracelulares o protozoarios como

en el caso de Theileria parva (289). Estudios recientes de

distintos autores evidencian el papel protectivo de ceélulas CD8

positivas en la infeccion con Plasmodium vyoelii (151) vy

Leishmania major (260). La actividad de estos linfocitos al

reconocer celulas que presenten antigenos de T.cruzi asociados
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con moléculas de histocompatibilidad de clase I podria conducir a
un control de la infeccién, ya sea por 1la posibilidad de
presentar pardsitos intracelulares a mecanismos efectores de
destruccion extracelulares, o por la destruccion misma de los
pardsitos. La actividad de células T CDB positivas tambien podria

deberse a su capacidad de sintesis de IFN-t como se ha demostrado

en un modelo de inmunizacion protectiva contra Plasmodium
berghei (221). Estos trabajos tienen importancia porque al

demostrar el papel de células CDB positivas en 1la resistencia a
la infeccion con diferentes pardsitos, o bacterias intracelulares
echan por tierra el dogma de que solo antigenos endogenos (los
sintetizados por la maquinaria de wuna célula presentadora de
antigeno) pueden asociarse con moléculas de histocompatibilidad
de clase 1. Antigenos exdgenos (que incluyen bacterias, parasitos
intra y extracelulares o moléculas inmunogenicas ) segun aquel
dogma se asociarian con moléculas de histocompatibilidad de clase
Il por 1lo que solo serian reconocidas por linfocitos CD&
positivos (102).

La destruccion de 1la celula parasitada, podria ser, por

otro lado, uno de los mecanismos de 1la patogenia de la
enfermedad. El1 reconocimiento y destruccion de células que
presenten antigenos propios que comparten determinantes
antigenicos con el T.cruzi 0 que presenten en superficie
antigenos de T.cruzi liberados por la destruccion del parasito

(10, 63, 64) podria estar involucrado en la patogénesis de la
enfermedad. Se ha observado 1la presencia de antigenos del
huesped que presentan reaccioén cruzada con los del pardasito (236,

244, 246, 283). S1 bien muchos de estos trabajos se han basado en
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la capacidad de reconocimiento por anticuerpos especificos,
también ha sido descripto en 1la infeccidén con T.cruzi el
reconocimiento (41) vy destruccién de miocitos normales o células
gue presenten antigenos del pardsito en superficie, por parte de
linfocitos sensibilizados (3,10,63). La destruccioen de miocitos
normales podria producirse no solo por el reconocimiento de
antigenos del paradsito en su superficie o de determinantes
antigénicos del miocito con reaccién cruzada con los del
pardsito, sino también debido a que la destruccion de células
parasitadas conlleva la presentacion a la respuesta inmune de
antigenos propios que habitualmente no son inmunogénicos. La
actividad litica parece estar 1llevada a cabo por células T no
restrictas por el complejo mayor de histocompatibilidad (94).La
destruccion de la célula parasitada podria contribuir también a
la dispersion del pardsito en diferentes tejidos y dérganos.
Teniendo estos antecedentes en cuenta, el estudio del papel de
células T citotoxicas CDB positivas en la infeccion es relevante,
tanto desde el punto de vista de 1los mecanismos inmunes de
defensa como de la patogenia de la enfermedad.

A pesar de que las respuestas mediadas por fagocitos y
células T parecen regular muchos de los aspectos de la respuesta
inmune celular anti parasitaria, otras células pueden ser
importantes en la proteccion. Se ha demostrado en el presente
estudio que las celulas NK juegan un rol en el control del
pardsito en la fase aguda de una infeccidn con T.cruzi . En el
mismo modelo de administraciéen de anticuerpos 1in vivo hemos
utilizado dos anticuerpos diferentes que reconocen a células NK:

anti asialo GM-1 vy NK 1.1. La administracioen de estos
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anticuerpos produjo la deplecién de la actividad NK medida por 1la
lisis de ceélulas de la linea YAC-1, aun cuando los esplenocitos
de los ratones tratados fueron estimulados con interferdon «-R.

Ambos anticuerpos habian sido utilizados anteriormente en
el estudio in vivo del papel de las células NK (81,222).

Anti-asialo GM-1 es muy eficiente en 1la eliminacion de la
actividad NK, pero recientemente se ha demostrado que esta
presente, aunque en menor grado en macrofagos activados (277) vy
en células T citotéxicas (242). El antigeno NK 1.1 es un marcador
mucho mas exclusivo. Es un marcador alotipico presente en células
gque median actividad NK de ratones de la cepa C57Bl; esta
ausente de la superficie de células B, T, macrofagos vy otros
fagocitos (117,222).

En nuestras manos ratones BALB/c tratados con anti asialo
GM-1 o C57Bl/6 tratados con anti NK1.1 mostraron en nuestras
manos mayor susceptibilidad a la infeccion con T.cruzi .

Estudios previos mmostraron que la resistencia contra la
infeccion con T.cruzi no aumentaba cuando se trataban ratones
beige (deficientes en actividad NK vy con deficiencias en la
actividad de lisosomas) con tilorone, inductor de interferon de
tipo I que aumenta 1la resistencia 1la infeccidén de ratones
congeéenitos normales (98). En nuestro modelo experimental el
tratamiento con interferon «-3, gque aumenta la actividad natural
killer (72), también aumento la resistencia a la infeccion,
indicando que células NK participan en el control de 1la
infeccion. Sin embargo, se ha mostrado que ratones beige no son
mas susceptibles a 1la infeccidén con T.cruzi que los ratones

normales (86).
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Los experimentos realizados no establecen si las células NK
estan involucradas en el control de la infecciodon por su funciadn
efectora, o regulando, por su capacidad de sintesis de interferdn
T el potencial citotoxico de células fagociticas.

En el presente estudio hemos caracterizado ademas el
fenotipo de subpoblaciones células de bazo de ratones
cronicamente infectados capaces de transferir resistencia a la
infeccion. La deplecion de células B o células adherentes de las
poblaciones linfoides por adherencia a lana de nylon, Sephadex-

G10, o adsorcion a anticuerpos anti IgG de raton wunidos a un

soporte solido, no modifico la capacidad de transferir
resistencia, indicando que las células T son capaces de
transferir proteccion. La deplecién de células T de bazo por
tratamiento con anti Thyl.2 vy complemento o de las

subpoblaciones L3T4 o Lyte.2 positivas por el mismo método
tampoco elimino la capacidad de transferir resistencia, indicando
que, probablemente, las células B también median esta actividad.
Se observé una reduccien en la capacidad de transferencia de
resistencia por ceélulas de bazo deplecionadas de células T. Sin
embargo el valor de esta diferencia no es, al momento, clara.
Nuevamente surge el concepto de que la resistencia a T.cruzi se
debe a la actividad cooperativa de diferentes subpoblaciones
celulares. En conclusién, los resultados de transferencia indican
gue tanto células B, como células T (que podrian actuar como
colaboradoras en la sintesis de anticuerpos vy/o activando
mecanismos independientes de anticuerpos), median la resistencia

contra el parasito en ratones cronicamente infectados.
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La diversidad de elementos celulares y mecanismos efectores
de destruccidén que este y otros trabajos postulan, guarda una
estrecha asociacién evolutiva con las caracteristicas biolégicas
del pardsito. La condicién de pardsito intracelular facultativo

descartaria asi el control de la infeccidén por mecanismos inmunes

que actuen solamente sobre la forma extracelular
(tripomastigote). Por otro lado el T.cruzi es capaz de

parasitar células fagociticas profesionales y no profesionales
gue presentan diferencias en cuanto a la capacidad de controlar
l1a infeccion o responder a linfoquinas. En los macrofagos es
capaz de evadirse de la destruccion, escapando del fagolisosoma
al citoplasma, en donde es capaz de multiplicarse. La activacion
del macrofago por linfoguinas 1o hace capaz de destruir al
parasito intracelular. Sin embargo estos mecanismos de activacidn
no convertirian en hostiles al pardsito a fagocitos no
profesionales. En este caso podrian tener relevancia mecanismos
como ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos)
contra células que expresen antigenos del pardsito en la
superficie, citotoxicidad directa mediada por CTL (linfocitos T
CDB positivos), actividad de células T citotéxicas especificas no
restrictas por el complejo mayor de histocompatibilidad o de
células LAK o NK., Se ha sugerido ademds que miocardiocitos de
raton (celulas fagociticas no profesionales) san capaces de
inhibir 1la multiplicacion de los amastigotes intracelulares,
luego de ser tratados por linfoquinas sensibles al tratamiento a
pH 2 (192).

Esto indica que no deberia descartarse la actividad de

linfoquinas en el control de la infeccién sobre células no
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fagociticas. Por otro lado 1la induccién de la sintesis de
antigenos de histocompatibilidad de clase 1 sobre células
infectadas por accién de interferén de tipo I podria aumentar la
susceptibilidad de las células infectadas a 1la actividad de
células citotoxicas.

@Queda por discernir 1la importancia relativa de cada uno de
estos mecanismos inmunoldgicos, y elementos celulares en el
control de la infecciodon utilizando diferentes combinaciones cepa
de pardsito-cepa de huesped, asi como su posible papel en la
patogenia de la enfermedad.

Las alteraciones producidas en el huesped por la

infeccidn por T.cruzi modifican la funcionalidad de los
mecanismos efectores de la proteccion. Asi el andlisis de los

mecanismos inmunoldégicos de resistencia debe considerarse
teniendo en cuenta las alteraciones del sistema inmunolégico.
Hemos analizado en el marco de la resistencia a la infeccien las
alteraciones en 1la produccion vy respuesta a linfoquinas durante
la fase de activacién policlonal e inmunodepresién de la fase
aguda de la infeccion de ratones BALB/c.

Se observé en el presente estudio una importante
proliferacion bldstica por células de bazo de ratones en la
infeccién temprana con el pardsito (4-7 dpi), sin el agregado de
antigenos o mitdégenos al medio de cultivo. La cinética e
intensidad de la misma sugieren que existe un mecanismo
independiente del reconocimiento de determinantes antigénicos
especificos del parasito, en otras palabras un mecanismo
independiente de la seral dada por el reconocimiento de un

antigeno del pardsito a través del receptor antigeno especifico.
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La activacién policlonal en cuanto a la presencia de actividad
bldstica habia sido descripta en trabajos previos (148). Una de
las explicaciones del gatillado de 1la activacién policlonal
podria ser la presencia de estructuras mitogénicas (como
lipopolisacarido) descriptas sobre 1la superficie del pardsito
(75). Las células T y B sufren esta activacion policlonal, que
se acompana de la diferenciacién de dichas células en células
productoras de inmunoglobulinas, efectoras de citotoxicidad o
colaboradoras en la sintesis de anticuerpos (147, 148, 149, 174).

Hemos demostrado que entre el 4 Yy el 7 pi vy
concomitantemente con el aumento de la proliferacidéon celular
"espontanea”, las células de bazo producen interleuquina 2 sin el
agregado de antigenos o mi tégenos. Por deplecidén de
subpoblaciones celulares con anticuerpos monoclonales Y
complemento, vimos que las células productoras de IL-2 son
linfocitos T, Lytl.2 positivos. E1 fenotipo L3T4 positivo de la
célula T productora de IL-2 , concuerda con el determinado
anteriormente en otra situacidn experimental (197).

Ha sido recientemente descripto el papel de las células L3T4
positivas en la activacion policlonal B (149). Sin embargo esta
subpoblacion de células colaboradoras podria no sintetizar IL-2,
por lo que este trabajo se constituye en la demostracidn de la
activacion funcional de esta subclase de células Lytl.2 positivas
durante la infeccidn por T.cruzi.

Observamos que la cinética vy nivel de produccién de IL-2
varia segun la dosis infectiva utilizada. Asi, al 4 dpi ceélulas

de bazo de ratones infectados con un bajo numero de pardasitos
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sintetizan mas IL-2 que las provenientes de animales infectados
con un mayor indculo. Al B8 dpi los esplenocitos de ratones
infectados con alto numero de pardsitos no producen IL-2. Estos
resultados indican que la sintesis de IL-2, una vez iniciada,
termina mds temprano durante 1la infeccidn con altas dosis de
pardsitos.

La expresion de receptores de IL-2 fue detectada al 4 dpi en
células de bazo de ratones infectados. Por deplecion con
anticuerpos contra marcadores celulares de superficie, vimos que
esta expresion depende de la presencia de células T, Lyt 2.2.
negativas en el cultivo , y se observa en células de bazo de
ratones infectados con altas o bajas dosis de pardsitos. En el
andlisis de la expresién del receptor de IL-2 o produccién de
IL-2 por esplenocitos de ratones infectados con 1 parasito, se
deberia tener en cuenta que juntamente con 1los pardsitos, se
podrian inocular ceélulas conteniendo pardsitos intracelulares o
antigenos del pardsito, que pueden ser parcialmente responsables
de las alteraciones del sistema inmune encontradas.

La produccidon de IL-2 y la expresion del IL-2 R son muy
probablemente mecanismos mediadores de la activacién policlonal
de células T vy B que se observa en la fase temprana de la
infeccidn experimental. La IL-2 es mediador de las fases de
activacién, proliferacion y diferenciacion de células T (234).
También participa en la fase de activacién y proliferacion de
células B y puede activar el potencial citotdéxico de células NK.

La actividad NK se encuentra aumentada durante esta
etapa de 1la infeccién (B84). Las células activadas por IL-2

(lymphokine activated cells:LAK) podrian tener un papel efector
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en la destruccion del pardsito o de células parasitadas. Estas
células son efectoras de la lisis celular en forma no restricta
por el complejo mayor de histocompatibilidad (89). Con mayor
espectro y efectividad de 1lisis que las células NK, dichas
células generadas in vitro por estimulacion de células linfoides
con IL-2, han sido utilizadas para el tratamiento de ratones o
pacientes afectados con distintos tipos de tumores (89,156). No
ha sido aun estudiada 1la posibilidad de que estas ceélulas
reconozcan y destruyan células con antigenos de _T.cruzi en su
superficie, y tengan un papel relevante en el control de la
infeccidon con _T.cruzi .

Si bien la relevancia biologica de 1la fase de
activacien policlonal en la evoluciédn de la infeccidn no es
clara, wuna alteracidén tan drdstica y veloz de los componentes
celulares tiene con alta probabilidad implicancias en los
mecanismos de resistencia y patogénesis de 1l1la Enfermedad de
Chagas. Los hallazgos descriptos en el presente trabajo deberian
ser tenidos en cuenta en una eventual modulacién experimental de
esta fase con fines inmunoprofilacticos. El estudio de
consecuencias de la activacion policlonal en modelos de
autoinmunidad o de infeccioones virales son también relevantes
para encarar futuros trabajos. En este sentido se ha evidenciado
en modelos experimentales de enfermedades autoinmunes sistémicas,
no son consecuencia de una activacion de clones de células B
audtorreactivas sino de una activacidén policlonal sistémica (290).

La fase de activacion policlonal es seguida por una fase de
inmunodepresion, que es muy probablemente consecuencia de la

primera. Se ha observado en el presente trabajo que células de



169

bazo muestran una reducida capacidad para proliferar vy producir
IL-2 en respuesta a ConA desde el 14 hasta el 28 dpi. Esta
capacidad se restaura en la fase «crdnica de 1la infeccién, donde
las células también responden proliferando y produciendo IL-2 en
presencia de antigenos de tripomastigotes en el cultivo. Estos
resultados confirman trabajos anteriores que muestran con otras
combinaciones de cepa de ratén-cepa de pardsito, el defecto la
proliferacion y en la produccién de IL-2 (83, 84). Durante la
fase cronica, las células de bazo proliferaron y produjeron IL-2
en respuesta a la estimulacion con antigenos de 1la forma
tripomastigote de T.cruzi.

Durante la fase aguda, el agregado de IL-2 fue incapaz de
restaurar la respuesta linfoproliferativa a Con A (16, 83),
indicando que la falla no se debe solamente a la falta de
produccien de 1la 1linfoquina, sino también a un defecto en la
respuesta a la misma.

En el presente trabajo se muestran resultados que pueden
explicar esta incapacidad de respuesta a IL-2: Una deficiente
expresion de los receptores de IL-2 por células de bazo de
ratones infectados (21 dpi), luego de la estimulacién con Con A.
Esta deficiencia fue confirmada en diferentes protocolos
experimentales: en un ensayo de competencia utilizando el ligando
IL-2 recombinante iodinado, en un andlisis de
inmunofluorescencia por FACS utilizando un anticuerpo monoclonal
anti el receptor de IL-2 murino, asi como en ensayos funcionales.

Receptores de alta y baja afinidad presentes en la
superficie celular son capaces de unirse a IL-2 (235). EIl

andlisis de Scatchard de los resultados del ensayo de competencia
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muestra una deficiente expresiéon de los IL-2R de alta y baja
afinidad. Cuando se detectaron receptores , la afinidad de los
mismos fue semejante a la de los expresados por células de
animales normales. El andlisis mostré que en algunos animales se
produce la eliminacién total de receptores de baja afinidad y la
reduccién de los de alta afinidad, mientras que en otros no hemos
detectado ningun tipo de receptor, lo que sugiere que en este
sistema, los receptores de baja afinidad serian los primeros en
ser modulados por efecto de la infeccidn. Su eliminacién total
seria sequida por 1la eliminacion de los receptores de alta
afinidad, ya que también son constituyentes de este complejo. Una
modulacién diferencial de ambos tipos de receptores, ha sido
sugerida en la respuesta a antigenos o a IL-2 (138).

El ensayo funcional de esta deficiencia de expresién
fue llevado a cabo midiendo la respuesta proliferativa a IL-2,
por blastos de ConA de 48h, provenientes del cultivo de células
de bazo de ratones infectados (21 dpi) o no. Los blastos de
animales infectados mostraron una menor respuesta proliferativa a
IL-2 que los de provenientes de animales controles. Se considersd
que las células estimuladas por IL-2 fueron blastos debido a que
la capacidad de proliferacidén de las mismas en respuesta a ConA ,
si bien estd disminuida, no estd ausente. Ademds el analisis
fenotipico de las células estimuladas por Con A no muestra una
reduccion del componente T entre los esplenocitos provenientes de
ratones infectados. Este andlisis fenotipico realizado utilizando
anticuerpos contra marcadores de superficie, confirma que la
deficiente expresion de IL-2R no se debe a la eliminacién de las

subpoblaciones de células T. Sin embargo, existe una discordancia
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con otros autores que describen una variacién en la composicién
de subpoblaciones 1linfoides durante la infeccidén con JT.cruzi
(108). La ausencia de reducciéon de las poblaciones T del bazo de
animales infectados también fue descripta en ratones infectados
con la cepa Y o CL (84).

Recientemente se indice que la infeccion con
Trypanosoma brucei causaba una deficiencia en la expresion del
receptor de IL-2 (233), lo que sugiere que se trataria de un
mecanismo comun en por lo menos algunas infecciones parasitarias.

La deficiencia en 1la produccién de IL-2 y en la
expresiaon de su receptor podrian deberse a alteraciones
provocadas por la infeccion, sobre la capacidad de activacion de
las células T. Esta alteracion podria ser directa, debido a 1la
actividad de proteasas (20) o glicosidasas (355) existentes en el
pardsito sobre receptores de 1los linfocitos T (por ejemplo el
receptor a Con A o el IL-2R), o indirecta por modificacien de la
capacidad funcional de enzimas como la proteina quinasa C, la
fosfodiesterasa o la caldmodulina, involucradas en 1la activacién
celular (97). La actividad de células o factores supresores
también podria explicar la deficiencia en la respuesta inmune
celular. Andlisis realizados por dilucidn limite indican que la
inmunodepresién se debe tanto a una falla en 1la funcionalidad de
células T como a 1la presencia de células o factores supresores
(B4). LLa elucidacion de 1los niveles en Jlos que la capacidad
funcional de las células T se encuentra bloqueada podria
estudiarse mediante el uso de algunos activadores celulares tales
como el forbol miristil diacetato (PMA), el iondforo de calcio, o

de sondas de ARN mensajero del receptor de IL-2. Experimentos en



172

este sentido podran elucidar si el defecto descripto es inherente
a la funcionalidad celular, debido a 1la falta de receptores al
mitégeno en la superficie de la célula T, a un defecto en la
transduccién de la sefal, o una falla en una fase posterior a la
transduccién de la sefal. Es improbable que el defecto observado
se deba al bloqueo en la diferenciacien de los precursores de
las células T que responden a ConA , ya que hemos detectado
marcadores presentes en células T diferenciadas sobre
esplenocitos de ratones infectados en la fase aguda de infeccién.

La falta de respuesta a ConA, produccion de IL-2 vy
expresion del receptor ha sido detectado en modelos
experimentales de enfermedades autoinmunes. Al igual que en
nuestro modelo el significado biolégico de este defecto en el
contexto de la enfermedad se desconoce. La aparicion de
anticuerpos autorreactivos es independiente de este defecto, que
se expresa aproximadamente al mismo tiempo que los sintomas
clinicos de la enfermedad (292).

Hemos detectado la presencia de factores solubles liberados
por células de bazo de animales infectados durante la etapa de
inmunodepresion, de PM aproximado entre S5O0 y 150 Kd (determinado
por filtracién molecular en HPLC), capaces de inhibir la
proliferacién de células CTL.L. Estos factores actdan en forma
dosis dependiente y no compiten con la IL-2 por su receptor
celular. Son factores téxicos selectivos, ya que algunas lineas
celulares no son afectadas por su actividad.

Recientemente, se observéd la presencia de factores solubles
capaces de inhibir la induccion de reacciones de

hipersensibilidad retardada, en sobrenadantes de cultivos de
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células de bazo de ratones infectados al dia 28 pi (130). Estos
factores tampoco fueron antigeno especificos. En coincidencia con
nuestros resultados, los autores muestran que este factor(es)
tiene un PM de entre 30 y 460 Kd, y presenta también actividad en
forma agregada (131).

Estudiamos el efecto de los productos de la via de la
ciclooxigenasa sobre 1la depresion de la respuesta a ConA y la
produccién de 1los factores inhibitorios de 1la proliferacien
celular. Los resultados presentados indican que la respuesta a
Con A en la fase aguda de la infeccidn no se restaura por el
bloqueo de 1la via de 1la ciclooxigenasa. Por aotro lado, los
factores descriptos que bloquean 1la proliferacién celular estan
presentes cuando se agrega indometacina al cultivo, sugiriendo
que las prostaglandinas no estarian implicadas en la sintesis de
los mismos. Confirmando resultados previos, se descartaria un
efecto supresor por las prostaglandinas liberadas por los
macrofagos en la inhibicién de la respuesta a Con A (84, 107).
Sin embargo, no debe descartarse el papel de las prostaglandinas
en otras fases o mecanismos inmunoloegicos que actuan durante 1la
infeccion (34).

El suero de raton normal presenta factores capaces de
inhibir la proliferacién de lineas celulares dependientes de IL-2
(82). En el presente trabajo se confirman estas observaciones.
Ademads, demostramos que el suero de ratones en la fase de
inmunodepresion (21 dpi) tiene aumentada la capacidad de inhibir
la proliferacién de la linea CTL.L, dependiente de IL-2. El
aumento de esta capacidad inhibitoria habia sido descripto en

sueros de ratones infectados experimentalmente con Plasmodium
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berghei y Plasmodium yoeliji (128), y en sueros de pacientes de

SIDA (62). Estos experimentos no aclaran si los factores séricos
supresores presentan la misma naturaleza que los factores
liberados por esplenocitos de animales infectados.

Si bien este y otros trabajos demuestran la presencia de
factores solubles con capacidad supresora, no se conoce el papel
in vivo de estos factores. Experiencias en las que se determine
in vivo el efecto bioldgico de los factores purificados o la
utilizacién de anticuerpos con capacidad de neutralizar in vivo
o in vitro su actividad, podrdan elucidar el papel de estos
factores en 1la evolucien de la infeccion y en particular su
imoportancia en la generacion de la fase de inmunodepresion. La
demostracien de factores supresores solubles o fallas en la
funcionalidad celular, pueden explicar no solamente 1la falta de
respuesta a un mitégeno sino la inmunodepresion especifica en la
fase aguda de la infeccién en un momento en que grandes
cantidades del pardsito, pero también de compoenentes celulares
propios son expuestas al reconocimiento inmune.

Estudiamos la relevancia in vivo , y en el contexto de la
resistencia a la infeccion, de los hallazgos observados in vitro.

La administracien in vivo de IL-2 no aumentd la resistencia
a la infeccién experimental.

La administracion de IL-2 por diferentes vias, en
presencia o no de adyuvante incompleto de Freund, y en diferentes
cepas de ratones, no tuvo efecto sobre 1a susceptibilidad del
ratén a la infeccidn. Las experiencias in vitro detalladas
previamente , asi como la falta de respuesta a IL-2 descripta por

otros autores (83) pueden justificar esta falta de respuesta a
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dosis de IL-2 que tienen actividad biolegica en otros modelos
experimentales (262). En contraposicion con estos resultados
Choromansky y Kuhn (S1), han mostrado que la administracion de
dosis de IL-2 menores a las utilizadas en el presente estudio
tiene un efecto protectivo.

Experimentos in vitro habian mostrado la incapacidad de
IL-1 de restaurar la respuesta proliferativa a Con A de células
de bazo durante la fase aguda de la infeccién por T.cruzi (83).
Vimos que la administracién de IL-1 no aumento la resistencia a
la infeccion.

En contraste con estos resultados, la administracién de
interferéan T dia por medio del -1 al 14 pi disminuyo la
susceptibilidad a la infeccién en términos de parasitemia y
mortalidad. Este efecto fue dependiente de la dosis de interferan
administrada. Ademas la administracion de una sola dosis de 108
unidades de interferdn T, dosis capaz de activar macréfagos in
vivo (160), 24 h antes de la infeccidn, también produjo un efecto
protectivo. Estos resultados coinciden con aquellos presentados
por Plata y colaboradores (181), asi como con experiencias de
administracion de interferdn en 1la infeccidn experimental con
Leishmania donovani o TJoxoplasma gondii (161,141). EI1
interferén-tr es capaz de activar la capacidad tripanocida de
macrofagos (182, 279). La destruccion del parasito por el
macrofago activado por interferén + depende de la produccion de
radicales libres de oxigeno (279). En el caso de la infeccién con
T.gondii el interferdn T es mediador de mecanismos de control
del pardsito, ya que la administracien in vivo de anticuerpos

mononclonales anti interferén 1, resulta en un aumento de
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susceptibilidad al parasito (243). En un modelo de infeccian
experimental de ratas con Plasmodium berghei el tratamiento con
anti interferen T resulté en 1la perdida de la irnmunidad
protectiva adquirida por la infeccién con pardsitos inactivados
por irradiacion (221).

Asi, si bien la respuesta a IL-2 es deficiente la respuesta a
interferén T resulta en 1la activacién anti tripanosomal de
células de animales infectados. Sin embargo, no existen estudios
del efecto del tratamiento con interferén v utilizando diferentes
esquemas, dosis o vias de administracion. Nuestros resultados
apoyan esta linea de investigacién, cuyos resultados podran abrir
las puertas a una eventual utilizacién de esta linfoquina en la
inmunoterapia de la infeccién, o como acompanante de
quimioterapia en el enfermo de Chagas agudo o congénito.

En nuestras manos, la administracion de interferdn «-@
también protegio a los ratones de la infeccidn experimental con
T.cruzi. A diferencia de los resul tados presentados por
Sonnenfeld y colaboradores (240), que describen la proteccién en
términos de parasitemia solamente, 1la administracién de esta
citoquina dia por medio del dia -1 al 13 pi protegid a los
ratones en términos de parasitemia y de mortalidad.

Estos trabajos indican la actividad de células NK en la
modulacien de 1la resistencia a la infeccidn por interferaon de
tipo I (98). El1 interferdén a—-@3 también protege al inocularse
entre el dia previo y el dia 3 pi, pero no después del dia S pi,
indicando la intervencidn de células NK en las etapas tempranas
de la infeccién. Ademds se ha demostrado ge los ratones mutantes

en el locus BXH-2 que presentan susceptibilidad a la infeccion
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con T. cruzi a niveles comparables con los de animales atimicos,
carecen de produccién de interferén de alfa/beta en la fase
temprana de infeccién, a pesar de que los titulos de anticuerpos
especificos son similares a 1los de 1los ratones congénicos
normales (26&4).

En resumen, se han caracterizado pardmetros de respuesta
inmune celular y subpoblaciones celulares intervinientes en la
resistencia y se ha relacionado estos elementos con las
alteraciones de la respuesta inmune inducidas por la infeccian.
Se ha comenzado con la caracterizacion a nivel molecular vy
celular de dichas alteraciones sobretodo en el compartimiento T
del sistema, tratando de elucidar su papel en el contexto de la
resistencia a la infecciodn. El presente trabajo indica una
relacion entre 1la resistencia y 1las alteraciones del sistema
inmune que se registran durante 1la infeccién por Trypanosoma
cruzi. Indica ademds que la resistencia a la infeccién esta dada
por la actividad de diferentes células y mecanismos inmunolégicos
en forma sinérgica, tanto en ratones normales como participando
en mecanismos de inmunidad concomitante.

@Queda por aclarar 1la importancia relativa de las
distintas alteraciones descriptas en células T de ratones
infectados en la resistencia a 1la infeccidén, 1la relacidén que
presentan las mismas con 1la patogénesis de la Enfermedad de
Chagas, y sobre todo el papel adaptativo de las mismas en el
contexto de la relacidn huesped-pardsito.

Se ha demostrado que la respuesta inmune celular es modulada
tanto por la infeccion como por la inmunizacion con antigenos del

pardsito. La caracterizacion de pardmetros de respuesta inmune
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celular y su relacién con la proteccién, apoya investigaciones
tendientes a 1la busqueda de elementos de inmunoproteccieon e
inmunoterapia, ademds de resultar en una mayor comprension de la

biologia de la infeccién con ITrypanosoma cruzi.
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7: CONCLUSIONES

1. La inmunizacion con la fraccién F-Bp de T.cruzi genera una
respuesta inmune celular especifica que depende de la presencia
del adyuvante vy que esta asociada con el grado de proteccion

que confiere dicha inmunizacieén.

2. Células de bazo vy suero de animales cronicamente infectados
transfieren resistencia a 1la infeccion con el parasito. La
poblacion de esplenocitos enriquecidos en células T también
transfiere proteccidén. Esplenocitos de animales inmunizados con
F-Bp, transfieren capacidad de controlar la parasitemia, pero no
la mortalidad mientras que el suero no transfiere resistencia a

pesar de los altos titulos de anticuerpos especificos.

3. La inmunizacion con F-Bp impide la generacién de una fase de
inmunodepresidn caracteristica de 1la infeccién con Irypanosoma

cruzi.

4, La deplecion de células T colaboradoras, inhibe la generacidén

de células formadoras de anticuerpos especificos contra antigenos

de Trypanosama cruzi en animales inmunizados con los mismos.
Asimismo esta deplecion aumenta significativamente 1la

susceptibilidad a la infeccion experimental.
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S. Las células con actividad NK participan en la resistencia
natural contra la infeccién experimental. La deplecién de dicha
poblacién celular aumenta la susceptibilidad a 1la infeccién de

los ratones.

6. Durante la fase de activacién policlonal inducida por la
infeccian experimental, en correlacion con la proliferacien
celular, células T, Lyt 1.2 positivas, producen IL-2, sin el
agrregado de antigenos o mitdgenos al cultivo. Esta produccion
depende de la dosis infectiva utilizada. Células T, Lyt 2.2

negativas expresan durante esta etapa al receptor de IL-2.

7. En etapasg tardias de la fase aguda de la infeccién se observa
un estado de inmunodepresion. En correlacién con una disminuida
respuesta linfoproliferativa a Con A, hay una baja produccidn de
IL-2 en respuesta al mitégeno. También durante esta fase, las
células de bazo presentan bajos o nulos niveles de expresion del
receptor de IL-2 en respuesta a ConA. El1 andlisis de Scatchard
muestra la desaparicion de receptores de baja afinidad y la
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ABREVIATURAS:

Acs: Anticuerpos

ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
ADN: Acido desoxirribonucleico

Ag: Antigeno

ARN: Acido ribonucleico

BSA: Albumina sérica bovina

BSS: Solucién salina balanceada

Con A: Concanavalina A

CPM: cuentas por minuto

DPM: desintegraciones por minuto

DS: Desviaciéon estandar de la media

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico

ESM: Error estandar de la media

F:Fraccién flagelar de epimastigotes de T.cruzi.
FACS: Separador de células activado por fluorescencia
GRC: Eritrocitos de carnero

HPLC: Cromatografia liquida de alta presién

HT: Homogenato total de epimastigotes de T.cruzi
IE: Indice de estimulacidn

IFN: Interferén

IL-1: Interleuquina 1

IL-2: Interleuquina 2

IL-2R: Receptor de interleuquina 2

Mc: Fraccidn microsomal de epimastigotes de T.cruzi
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidads

PBS: Buffer fosfato salino pH:7.2

PFC: Células formadoras de placas

RPMI: Medio completo para cultivo de células

SF: Solucion fisioloegica

SFB: Suero fetal bovino

Tdr: Timidina tritiada
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