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‘Lorsque jétlais dans ma cause premiere, je navais point de
Dieu...; je me voulais moi-meme et ne voulais rien d' autre, ce que jélals,
Je le voulais, et je me tenais libre de Dieu el de toutes choses.. Cést
purquol nous supplions Dieu deétre aéiivrés de Dieu, et de concevoir la
veérité et d'en jouir éternellement, I ol je voluiais ce que Jétails ce que
Je voulals...”

"Cuando estaba yo en mi causa primera, no tenia a Dios..: me
queria a mi Mismo Y no queria nada Mas: era lo que queria, y queria lo
que erq, y estaba iibre de Dios y de todas las cosas... Por eso suplica-
mos a Dios que nos libre de Dios, y que concibamos la verdad y goce-
mos eternamente de ella, alli donde los Gngeles supremos, la mosca y el
aima son semejantes, alli donde yo estaba y donde queria eso que era
y era eso que queria...*

Meister Eckhardt, sermon Deat! pauperes spiritu.

(Jullo Cortazar, Rayuela. Cap.70)
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Toxoplasma gondii s un pardsito intracelular que infecta aves y mamiteros. Es
el agente causal de la toxoplasmosls, infeccidn que puede alectar de manera impor-
tante a individuos inmunosuprimidos, En fetos humanos la infeccién transplacentarla
por este coccidio provoca defectos congénitos que desembocan en secuelas neurol6-
gicas severas, mientras que en individuos con SIDA la toxoplasmosis es una de las
enfermedades oportunistas mds frecusntes.

Con el propésito de caracterizar la respuesta inmune generada por la utlliza-
cién de una vacuna viva, ratones BALB/c fueron inoculados con la cepa mulante
termosensible is-4 de T. gondil y posteriormente retados con ia cepa virulenta RH.
Los resultados de este experimento muestran que ia vacuna confiere a los ratones
una inmunidad protectora frente al reto con una cepa altamente virulenta como lo es
la AH. Se desarrolid un modslo de transferencia adoptiva de células de bazo inmunes
para conocer el papel de la respuesta celular hacla ia infeccion. De los resultados
encontrados se deduce que fa transferencia adoptiva de las células inmunes no se
acompafia de una transterencla de proteccién hacla la cepa virulenta. Se discuten las
posibles causas en la obtenclén de estos resuitados.



I. Introduccion.

1 Caracteristicas generates del pardsito

Toxoplasma gondii es el parésito Intracelular obligatorio responsable de la
toxoplasmosis, infeccién que puede afectar a casi todos los vertebrados de sangre
caliente. Fue descrito inicialmente por Nicolle y Manceaux en 1909 [50], qulenes lo
aislaron del roedor africano Ctenodactylus gondi del cual tomaron el nombre
especifico. El género Toxoplasma proviene del grlego toxon que significa arco y
plasma que quiere decir forma, haciendo referencia a la silueta caracteristica del

taqulzolto (Fig. 1).

Figura 1. Micrografia electrénica de barrido de taquizoitas e Toapiasma gandn La flecha sefala el
conoide extendido en uno de fos taquizoitos (tomado de {12}



€l pardsito se clasifica como sigue [11,12,41]:
Phylum: Apicomplexa.
Clase: Sporoasida.
Subclase: Coccldiasina
Orden: Eimeriorina
Familia: Eimerildae 1
Género: Toxoplasma

Especie: gondii

T. gondil posee una fase de reproduccién sexual enteroepiteilal circunscrita a ia
famlila de ios felinos que fungen como hospederos definitivos, y una fase asexual que
ocurre en los hospederos intermediarios {(as/ como en céiulas no intestinaies del
hospedero definitivo). Este coccidio presenta tres estadios caracter(sticos, que son el

taquizolto, el bradizofto y el esporozoito.

Taqulzoito, o endozoito o trofozoito, son los términos utiiizados para describir
al estadio de rdpida proliferacion encontrado durante la fase aguda de ia infeccion
(Fig. 1). Mide 2-4 x 4-7 um. Sl bien T. gondii es eucarionte con aparato de Golgi,
rbosomas, mitocondrias y reticulo endopldsmico, requiere de un habitat Intraceluiar

para su sobrevivencia y multiplicacién. Las estructuras que lo caracterizan son: tunica

1 En cuanto a su clasificacién en familias y en subfamilias hay opinlones divergentes que han

clasificado a eate coccidio como miembro de las familias Eimeridae, Sarcocystidae o Toxoplasmatidae.
He adoptado la clasificacién propuesta por Levine (1877) y por Dubey y Beattie (1988),
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o pelicula formada por 3 membranes, citossqueleto subpelicular compuesto por 22
microtabulos, conoide anterior protractil, 4 a 8 roptrias que terminan en el conoids,
micronemas cercanos a las roptrias, y granulos densos distribuidos en el citoplasma
{Fig. 2) [63,80]. Su movimiento en espiral poco usual, la protrusién de! conoide y la
secrecldn de factores de las roptrias (factores facilitadores de penetraclén),

permiten al pardsito su entrada a la célula hospedera.

Figura 2. Dlagrama esquematico del taquizolto, C, conolde; ER, reticulo endopldsmico; GB, Aparato de
Golgl; 'M, membrana interna; L, lisosomas; M, mitccondria; Mi, microporo; N, niicleo, OM, membrana
externa; R, roptria, (lomado de [12]).

Se ha demostrado en macréfagos que mientras el pardsito no se encuentre
opsonizado con anticuerpos se genera una vacuola parasitdfora. Sin embargo no hey
unién de lisosomas a su membrana, nl se acidifica la vacuola (el taquizolto es sensible

a los camblos de pH) {31]. Este forma de evasién a los mecanismos de defensa de



las células del hospedero, es compartido con otros parasitos intracelulares como
Mycobacterlum tuberculosls, Chlamydia psittaci y Legionella pneumophila [3). Una vez
dentro de la célula hospedera el taquizoito se reproduce por endodiogenia, variante

de Ia fisidn binaria.

El término bradizoito es usado para definir al estadio de proilferacién lenta de
T. gondii. €l bradizoito procede de! taquizofto, st bien se desconoce el mecanismo de
transtormacion. La vacuola parasitéfora llena de bradizoftos da origen al quists,
forma infectiva usualmente presente en la Infeccién crénica (latente). Al igual que los
taquizoitos, los bradizoltos contienen vacuclas citoplasmaticas. Son relativamente
‘resistontes a pepsina y tripsina, 1o cual puede ser ja causa de que aun cuando la
pared quistica se rompa, resistan el jugo gastrico después de la infeccién [80]. Los
quistes generalmente se encuentran en miscuio esquelético y cardiaco permaneciendo
frecuentemente dentro de la célula hospedera, con o cual no estdn expuestos al
sistema inmune del hospedero. Se ha especulado que esta sea la razén por la cual no
hay una respuesta Inmune celular contra los quistes [14]. El bradizolto es el Unico
estadio capaz de iniclar una fase de diferanciacién sexuai en e} hospedero definitivo
para dar origen al esporozofto infectivo. Asi mismo es considerado como una posible

fuente de recrudecencia de ia infeccién en individuos inmunosuprimidos.

Por itimo, el esporozoito es el estadlio infectivo tormado como resultado de ia

asporulacion de un cigoto fertilizado dentro del coquiste, que es excretado en la



heces del telino. Mide aproximadamente 2x8 um. Se ha comprobado que los ooquistes
son resistentes a dlcalls y detergentes comunes de laboratorlo, Por otro lado se

encontrd que en condiciones favorables de humedad y temperatura han permanecido

viables hasta por un afo [14].

©

2 Ciclo de vida.

El ciclo se inicia con la ingestién de bradizoftos o esporozoftos por parte del
hospedero definitivo (cualquier miembro de la familla Felldae) {Fig. 3). En el epitelio
intestinal del feiino el pardsito prolifera por esquizogonia y posterlorments ocurre ia
gamstogonia, Una vez que los gametos han sido formados se fusionan para producir
un cigoto que se rodea por una pared quistica y es excretado en las heces como
ooquiste. Ya en el ambiente, el cigoto se divide en dos esporoblastos binucleados y
esporula bajo clertas condiclones de humedad y temperatura para productr medlante
una divislén esquizogonica 8 esporozoftos y dos cuerpos residuales, y se vuelve

intectivo.

Cuando el hospedero intermedlario inglere un ooquiste esporuiado su pared es
digerida, liberando a los esporozoftos que inmediatamente infectan a las céiuias
intestinales para posteriormente diseminarse por torrente sanguineo. Ei pardsito
ahora en forma de taquizofto, estadlo caracteristico de una infeccién aguda, aparen-
temente entra a ia célula por un receptor de laminina de la misma célula hospedera

{32). Esta podria ser ia razén de que pueda invadir a casl cualquier célula nucleada
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(se ha comprobado que tamblén entra a eritrocitos pero no proilfera). El coccidio
forma una vacuola parasitéfora que no as acidificada, ni se tusiona con los lisosomas,
por fo que el pardsito no es eliminado, Se reproduce por una variante asexual
denominada endodiogenia. Algunos taquizoftos se diferencian en bradizoftos, estadio
en el que |a veiocidad de reproduccién es menor a ia observada en los taquizoitos; ios
bradizoftos forman los quisies y pueden permanecer a lo largo de la vida del hospede-
fo produciendo una infeccién crénica latents. El ciclo se cierra cuando el hospedero

definitivo inglere quistes u ooquistes [14).
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Figura 3. Ciclo de vida de Toxop/asma gondii. (Modificado de un esquema de {12}).
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3 Mecanismos de transmisién de T. gondil.

Los mecanismos de transmisién intra e interespecies se resumen en la figura 4.

Como resultado de este proceso se genera la toxoplasmosis adquirida o congénita.

La toxoplasmosls adquirida ocurre usuaimente por la via oral al ingerir carne
cruda o mal cocida con quistes de toxoplasma (carnlvorismo) asi como agua o
verduras con ooquistes (contaminacién fecal). También puede ocurrir en el caso de

transplante de 6érganos, si este Ultimo proviene de una persona crénicamente

/_\ /\ e
OTROS QUISTE

ANIMALES, e HOMBRE

Figura 4. Macanismos de transmisién de T. gondil. (Modilicado de un articulo de Krick y Remington,
1978).

infectada.

La toxoplasmosis congénita se produce cuando una madre se infecta con el
pardsito durante el curso dei embarazo. El coccldio atraviesa fa placenta e Infecla ai

feto provocando en éste efectos clinicos variables que dependen del momento de la
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infeccion [54].
4 Toxoplasmosis humana

Al Igual que ocurre con otras infecciones, los sintomas de la toxoplasmosis
incluyen un ampiio espectro de manifestaciones clinicas que van desde una inteccién
asintomédtica, hasta enfermedades con manifestaciones clinicas severas que'en
individuos inmunodeficientes pueden tener tasas de mortalidad elevadas. La infeccién.

humana es de dos tipes: toxoplasmosis congénita y adquirida.
4.1 Toxoplasmosis congénita o neonatal

La toxoplasmosis congénita o neonatal ocurre cuando una mujer se Infecta por
primera vez durante ei curso del embarazo, Al cruzar {a placenta, el pardsito infecta
tambidn al feto, ocasionandoie una se;ie de efectos clinicos que aparentemente estén
relacionados con 8l momento de la infeccién: mientras mas temprana ocurra, mds
graves serdn las consecuencias. Aigunas evidencias sugieren que ia infeccion puede
dar lugar a abortos espontineos, aunque esto no es conciuyente. Por otro iado, se
sabe que si la infeccién fetal ocurre después del tercer trimestre dsta generaimente es
asintmética a! momento del nacimiento pero se pueden presentar secueias afios mas
tarde. Los sintomas usualmente observados en la infeccién congénita son retinocorol-
ditis, tiebre, ictericia intensa, hepatoespienomegalia, hidrocefaiia, microcefalia, trastor-

nos psicomotores u ofios dafos en el SNC y calcificacion intracraneal {7, 27).



4.2 Toxoplasmosis adquirida

En Individuos Inmunocompetentes la infeccién primaria es segulda por una
respuesta inmune que usualmente controla la infeccidn. La inteccién, en la mayor pare
de tales individuos, es asintomatica y parsiste en forma de quistes de por vida.
Cuando hay sintomas, estos son vagos e indefinidos @ incluyen pirexia, encetaiomielitis
midigica, fintadenopatia, retinocorolditls grave (con uveitis posterior) y pérdida de
peso [23). Sin embargo se reconoce que e mayor porcentaje de personas infectadas

son asintométicas,

Si el sistema inmune dsl pacisnte presenta algin tipo de perturbacién que altere
sus funclones, entonces puede ocurrlr una reactivacion de la infeccidn crénica. Esto es
particularments importante en individuos Inmunosuptimidos, a consecuencia de
tratamientos médicos espaciticos (por sjemplo, en casos de teraplas de transplan-
tes) o entermos con el sindrome de inmunodeficiencla adquirida (SIDA), ya que la
Infeccién puede diseminarse facilmente con consecuenclas fatales. Frecuentemente
estos pacientes presentan encefalllis. Cuando ocurre una infeccién fuiminante dise-
minada, tamblén se pueden encontrar sintomas como erupcidn, fiebre aita, hepatitis

miocarditis y neumonitis {24).

5 Diagnéstico

En vista de que no existen sintomas caracteristicos que permitan diagnosticar



taclimente la enfermedad, se ha hecho uso de pruebas seroldgicas para evidenciar la
presencia de anticuerpos anti- Toxop/asma. Las pruebas que actuaimente se utilizan
son: aglutinacién de latex, hemaglutinacién, ELISA (enzime linked Immunosorbeit

assay), inmunofiuorescencia y Sabin-Feldman.

La vaioracién de anticuerpos especificos en el suero del paciente puede
proporcionar algunos indiclos en reiacién al tiempo de ocurrencia de la infeccién. Por
ejemplo, se sabe que después de una infeccidén primaria, los primeros anticuerpos que
aparecen son de clase IgM; poco mds tarde se sintetizan anticuerpos 1gG, que se
pueden seguir detectando afios més tarde (Figura 5). Las IgM usuaimente dejan de
detectarse despuds de 4 a 6 meses, de manera que su prasencla indica una infeccién
recients o en curso [55]. Sin embargo, existen evidencias que sugieren que se pueden
detectar igM anti-Toxoplasma meses o Incluso afios después de la intecclon iniclal, por
lo cual este Isolipo no se considera como un indicador absoluto de la fase aguda de

la infeccidn [75).

De todos los procedimlentos anteriormente menclonados, el mds intormativo
para ei diagnoéstico preliminar puede ser una combinacién de pruebas de ELISA para
1gG e IgM, que permite diagnosticar infecciones agudas y crénicas. Para &l diagnéstico
definitivo se utiliza la prusba de Sabin-Feldman, que mide el titulo de anticuerpos anti-
Toxoplasma fijadores de complemento. Originaimente esta prueba implicaba ia tincidn

del pardsito con azul de mefileno una vez que habia sido expusesto al suero del
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paciente [57]. Actuaimente la prueba se ha modificado para observarse en microsco-
pla de contraste de fases. Este procedimiento ha mostrado muy pocos resultados

falsos negativos, por lo que es la pruaba de relerencia.

) Production of antibodies in toxoplasmosis L. ,
Acute infection Chranic infection

/
‘.
uzio&t’é-'“
period » -
- S ol I\T.l TI-T 1 i i i
™ 2w im 2m 34 58 8 Wy 2y 3 oy

Figura 8. Cindlica de la produccién de anticuerpos anti-Toxoplasma. Anticuerpos IgM (—— — -},
detectables por la prusba IFA-lgM, alcanzan su titulo méximo a las pocas semanas después de la
infeccion y pusden deciinar a las pocas semanas (~ — — — -} o persisiic por meses {(—- — -}. Anticuer-
pos 196G { ) detectables por las pruebas Sabin-Feldman o IFA convencional, alcanzan su méximo
titulo & los 2 meses, permaneciendo constante por mases o afos y después declinan, persistiendo
usualmente como un pequefio titulo de por vida (w=semanas, m= meses, y= ahos). (Tomado de [38))

6 Respuesta inmune a T. gondil

Actuatmente muchos de los mecanismos implicados en la respuesta inmune
hacia T. gondii han sido estudiados de manera extensiva. Ello ha permitido reconocer
que esla respuesta es muy compleja debido a la gran cantidad de componentes
Involucradas en ella. De manera general, se sabe que ia infeccién con este coccidio

induce una respuesta humoral y celular. Se ha probado que tos anticuerpos anti-
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Toxoplasma contieren sélo una proteccion parciai a la infeccién mientras que la
inmunidad mediada por células juega un papel primordial como factor de resistencia

en el hospedero afectado [16, 54].
6.1 Inmunidad Humoral

Aun cuando ia toxoplasmosis da lugar a una respuesta inmune humoral, uno de
ios principaies argumentos para cuestionar ef papel de los anticuerpos como protago-
nistas en la resistencla hacla ta Infeccién es que el habitat intracelular de este proto-
zoario in vivo, lo protege de los efectos de fos anticuerpos circulantes y del comple-
mento [54]. Sin embargo, se ha podido demostrar en ratones que la transferencia
pasiva ds suero con altos tituios de anticuerpos antl-T. gondii confiere, a los animales
inoculados, una proteccién parcial contra la infeccién [16]. Los anticuerpos usual-
mente detectados son IgM e IgG. Un estudio muy interesants (8], mostré Ia presencia
de anticuerpos IgM, 1gG e IgA en suero, leche y secreciones Intestinales de ratdon,

después de una infeccion oral con una cepa no virulenta formadora de quistes.

" A continuacién se detallan algunas evidenclas experimentales de aspectos
funcionaies de anticuerpos especificos anti- Toxoplasma. Con respecto a la igM, Se ha
encontrado que estos anticuerpos naturaies aisiados de suero humano, aumentan ia
actividad fagocitica de neutréfilos a taquizoitos in vitro [37). Los autores suponen
que los anticuerpos 1gM opsonizan al pardsito, faciiitando ta eliminacién del coccidio

por estas céluias.
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En relacién con los anticuerpos IgA, se sabe que son abundantes en secreciones
y que estdn relacionados particularmente con la proteccién de superficies mucosas
constituyendo la primera iinea de defensa inmune dei hospedero contra cuaiquier
organismo ajeno [74]. Mack y McLeod {43] encontraron que podian reducir la
infecclén de enterocitos de intestino delgado de rata por T, gondii, en presencia de
anticuerpos IgA1 aistados de suero de leche materna de mujeres infectadas. En un
estudio posterior[48] se reporté la presencia de anticuerpos IgA anti-P30, antigeno
de superficie mas abundante del taquizolto, en secreclones intestinales de ratones
infectados perioraimente. Es conveniente mencionar sin embargo, que el antigeno P30
ostd presente Unicamente sobre ia superficle del taquizoito y no en bradizoitos y
esporozoitos {29, 30) con lo cual el anticuerpo, de ejercer algiin efecto, Unicaments lo

tendria durante e! proceso de diseminacion.
8.2 Inmunidad Celular

La respuesta medlada por células a T. gondil es el principal componente de la
Inmunidad del hospedero a este pardsito. Se ha demostrado la hipersensibilidad
retardada en ratones y humanos cronicamente infectados y se ha observado una
aparente correiacion entre el desarrolio de la hipersensibilidad y ei aumento en el tituio
de anticuerpos anti-Toxoplasma [16, 31]. En hamsters y cobayos, la transterencia de
fracciones completas de bazo y nddulos linfaticos de animales crénicamente infecta-

dos a animales virgenes, contiere a estos Gitimos, proteccldn frente a un reto ietal con

13



la cepa RH [31, 61]. En contraste, con este tipo de transferencia en el modelo murino,
sdlo se ha demostrado proteccién contra cepas de virulencia moderada [51, 61,

69).
6.2.1 Papel de los linfocltos T CD4+ y CD8+

En general se reconoce que las infecciones parasitarias se encuentran frecuente-
mente asocladas a la estimulacién preferencial de algunos subtipos de linfocitos T. Si
bien la razén de que asf ocurra no ha sido del todo esclarecida, existen suflclentes
evidencias experimentales que apuntan en esa direccién. Eilo ha conducido de manera
casi inevitable a modificar ei papel que de manera tradicional se les ha asignado a las
células CD4+ como cooperadoras, y a las CD8+ como células citotéxicas/supresoras.
Esto ha sido posible después de reconocer que la citotoxicidad no es una funclén
reservada a las células CDB8+; que los subtipos T pueden caracterizarse en funcién de
Su produccién de linfocinas, y que la supresidn de las funciones efectoras, observada
frecuentemente durante una enfermedad parasitica crénica, es un reflejo de ia

produccién diferencial de citocinas [59).

De acuerdo a las linfocinas producldas, los linfocltos CD4+ se han dividido en
céluias Th1 y Th2. Las células Th1 producen Interferén-gama (IFN-y), interleucina-2
(IL-2) y factor de necrosls tumoral (TNF-B). As/ mismo se favorece inmunidad
mediada por células, y la produccién de IgG2a en ratén. Las células Th2 producen IL-

4, IL-5, IL-6 e IL-10, y particlpan en la regulacién de la sintesis de IGE y en la eosinolilia.
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Algunas cltocinas como la IL-3, TNF-a y el factor de estimulacién de macrétagos y

granulocitos (GM-CSF) son secretados en cantidades similares por ambos subtipos.

La mayoria de las células CD8+ producen IFN-y. Estas células, ademds de tener
una actividad citotoxica caracteristica, juegan un papel activo en la regulécién de ia
respuesta inmune. Evidencias muy recientes indican que se pueden distinguir dos
subtipes de linfocitos CD8+: céluias tipo 1 y tipo 2. Los linfocitos T CD8+ tipo 1 son
citotdxicos, y estan restringidos al MHC clase |. Las células T CD8+ tipo 2 secrelan

‘ {FN-y, IL-4, IL-5 e IL-10 y estdn restringidas al MHC clase Ii {33].

Diversos estudios han confirmado que los linfocites T CD4+ y CD8+, estdn
Implicados en la respuesta inmune protectora a 7. gondii. Un trabajo [69] mostré que
la transterencia adoptiva de células de bazo de ratén inocuiado con una cepa no
virulenta de T. gondil Inducia, en ios animales receptores, una proteccidn contra una
infeccion subsecuente. Si las células transferidas eran pretratadas con anticuerpos
monoclonales antl-CD8 y complemento, se eliminaba dicha proteccién. Por otra parte
si se pretralan con anticusrpos anti-CD4, se disminuia parcialmente la actividad
. protectora de las céiulas T inmunes. Las evidencias experimentales lievaron a los
autores a concluir que el sublipo CDB8+ es el principal responsable de ia resistencia
hacla la infeccién producida por este coccidio, y que las células T CD4+ participan en

menor medida. Resullados simitares fueron reportados en [12].

El papel de estos dos subtipos celulares en el control de la Intaccion ha sido
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demostrado en [51]. Los autores mostraron que la translerencla adoptiva de células
CD4+y CD8+ proveniantes de ratones infectados con quistes dei pardsito inhibfa ia
formacién de quistes en el cerebro de los ratones receptores. También er_\common
que se inducia un aumento en ei tituio de IgG1 e igG2a. Sus estudios les permitieron
conciuir que si blen las células CDB+ son las principales células involucradas en la
resistencia a 7. gondii, las céluias CD4+ juegan un pape! importante durante la fase
aguda de la infeccidn. Ei papei de los linfocitos T CD4+ y CD8+ en ia prevencion de la
(oactlvaclén de la infeccién crénica iatente fue demostrado en (18] mediante el uso
simultdneo de anticuerpos monocionaies anti-CD4 y anti-CD8. Asi mismo encontraron
que ambos subtipos producian IFN-y, pero que sélo las células CD4+ producian IL-2 en
respuesta a los antigenos del pardsito. Por otra parte, estudios recientes demuestran
que la transferencia adoptiva de una clona de lnfocitos T CDB8+, que proiifera en

respuesta a P-30 o0 SAG-1, confiers proteccion contra una infaccidn letal {36].

Una de las funciones que cldsicamente se les ha asignado a las céiulas T CD8+
es la actividad cltotdxica. Por ejemplo, s ha demostrado que céiulas de bazo de
ratén inocuiado con una cepa mutante de T. gondii, son capaces de lisar in vitro
células de mastocitoma y macréfagos infectados con el pardsito, actividad restringi-
da por el MHC | [20, 66). Sin embargo, existen reportes que hablan de la existencia de
clonas T CD8+ murinas y humanas especificas de P30, secretoras de IFN-y e IL-2
capaces de llsar taquizoitos extraceiulares in vitro sin-restriccién aparente por el MHC

| [34,35).
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6.2.2 Macréfagos

De manera general se sabe que los macréfagos participan en reacciones
inmunitarias como céiulas presentadoras de antigenos (APC); son las céiulas efecto-
ras por excelencia en la resistencia en contra de agentes infecciosos y contra
tumores, intervienen en respuestas Inflamatorlas, regulan la respuesta celular y

reparan el dafio ocasionado por los procesos inflamatorios [73).

Uno de los mecanismos de defensa inespeciticos asoclados a ia Infeccién con
Toxoplasma tiene que ver con la activaclén de macréfagos [68]. Un estudio realizado
en 1985 [63]) demostré que la activaclon de macréfagos /n vitro daba fugar a dos
mecanismos de eliminacién Intraceiular del pardsito, que podian ser dependientes o
independientes de productos del metabolismo oxidativo. Los autores encontraron
ademds que esta actlvidad tamblén Inhibla la repiicacién de aquellos organismos que

sobrevivian ia actividad microbicida inicial,

Se ha demostrado que el IFN-y es la linfocina respdnsable de la proteccién
contra T. gondil. EI mecanismo de accién es medlante la induccién de ia actividad
microbicida de los macréfagos. Black y cols. [4] reportaron que al Incubar macré-
fagos alveolares cbn IFN-y recombinante /n vitro, se inhibia ia replicaclén intraceiular de
T. gondil. Encontraron resultados andlogos ai administrar esta citocina in vivo. Por
otra parte, en un estudio [47] se menciona que ias células T activadas son capaces

de estimular tanto el metabolismo oxidativo como la actividad antimicrobiana de
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macréfagos a través de la liberacién de IFN-y.

6.2.3 Células NK y LAK

Las evidencias que actualmente existen en relacion al papsl de las células NK
como mediadores de una actividad protectora contra T. gondy, indican que ésta se
efectia a través de la produccién de IFN-y. Sher y cols. [62] trabajando con ratones
con inmunodeficiencia severa combinada (ratones SCID), esto @s, ratones sin células B
ni T, encontraron que podfan inducir 1a produccién de IFN-y por ias células NK in vitro,
Esta respuesta requeria de la presencla de células adherentes y de TNF-a. Un estudio
similar {26} mostré que en estos ratones, la infeccién con Toxoplasma indujo un
aumento tanto en 108 niveles de IFN-y como en ia actividad de las céiulas NK. Ambos
astudios colnclden en sefalar que una produccién temprana de IFN-y por parte de
astas células. podria activar mecanismos de defensa no especificos como macréfa-
gos. Esta actividad secretora de las células NK lamblén podria jugar un papel
importante en la seleccién del subtipo CD4+ originado después dei contacto inlicial con
8! pardsito. Segin Sher y cols, {63), hay pruebas experimentales de que el IFN-y
promueve la expansién de células Thi y suprime la proiiferacién de las Th2, con lo que
su presencia temprana como producto de las células NK, podria favorecer el desarro-
flo de linfocitos Tht y la produccién de las citocinas asociadas a la.inmunidad mediada

por células.

Por otra parte, en 1986 se publicd un trabajo [21) que prueba que células NK
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de ratén Intectado son citotéxicas hacla taquizoitos extracelularas in vitro. Los
autores plantean que esta actividad podria ocurrir in vivo, actuando como factor de
resistencia a la infeccién durante Ia fase aguda de ia enfermedad. Un estudio pubiica-
do recientemente {26}, mostré que no hay actividad citotéxica de céluias NK prove-

nientes de ratones SCID hacia céluias infecladas /n vilro,

En relacién a las células LAK (células “asesinas” activadas por linfocinas), un
estudio realizado por Subauste y cols. [67] mostré que al Incubar linfocitos de sangre
peritérica de donadores seronegativos a Toxoplasma con IL-2. Encontraron precurso-
1es y electores de céiulas LAK con actividad citotéxica antl-Toxoplasma que eran
linfocitos T y céluias NK. Caracteristicamente estas células‘ LAK mostraron propieda-

des adherentes.

8.3 Citocinas

Muchas funciones de las células T se encuentran mediadas a través de la
produccién de una serie de proteinas conocidas comunmente con el nombre de
cltocinas. Estas se encuentran involucradas en fenémenos de crecimiento celular,
Inflamacién, inmunidad, diterenclacidn y reparacién {22). El papel que desempedan -
estas citocinas én la respuesta inmune a la toxoplasmosls ha sido profusamente
Investigado [1]. Ello ha permitido reconaocer su importancia como reguladores de la

respuesta inmune celular hacla este pardsito.
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6.3.1 Interferén-y

Esta citocina ejerce diversos efactos sobre una gran variedad de células
inmunocompetentes, destacando su papel como activador de monocitos y macréfa-
gos. Ademds, se sabe que funciona como factor regulador de la expresién de los
antigenos MHC | y MHC Ii, controla los Isotipos de inmunoglobulinas producidos por. las
células B aclivadas y puede ejercer un efecto inmunomodulador en la generacion de

otras citocinas [76}.

En 1991, Gazzinelll y cols. [17] mostraron que células de bazo de ratones
inmunizados con una cepa atenuada de T, gondii, estimuladas in vitro con antigeno de
este parasito, producian IFN-y y que estas células eran predominantemente linfocitos
T CD4+; también encontraron que era producida por linfocitos T CD8+, aunque en
cantidades significativamente menores. Raciantemente se publicé un trabajo en el que
se Iindujo la produccion dg IFN-y on células NK de ratones SCID [62]. Esta respuesta

requeria de la presencia de células adherentes y de TNF-a.

Se sabe que el IFN-y es capaz de activar a macrélagos que pueden matar al
coccidio [4]. En un estudio elaborado por McCabe y cols. [44] en e} que se administid
IFN~y murino recombinante, se demostré que esta citogina es capaz de proteger a los
animales en contra de un reto con una cepa no virulenta. Al infectar con taquizoitos
de la cepa RH macrélagos peritoneales obtenidos de los ratones inoculados con esta

citocina, se observd una Iinhibicicén de la replicacié del pardsilo. Esta actividad
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parece estar asoclada con un aumento en ia respuesta de anticuerpos hacla el
pardsito; segun los autores este efecto podria ser producto de la activacién de los
macrélagos. E.n esle sentido, estudios hechos en monocitos humanos apunian a que
esta citocing puede ser un. activador importante de la fagocitosis mononuciear y su

administracion in vivo puede activar el metabolismo oxidativo de los macrétagos [31].

La importancia de la produccién endégena de IFN-y fue examinada por Suzuki y
cols, [70]. Eslos autores encontraron que al tratar ratones infectados con una cepa
no virulenta de toxoplasma con un anticuerpo monocional anti IFN-y, se Inhibla ia
activacién de macréfagos y los animales morian, mientras que los ratones no

tratados con el anticuerpo sobrevivian desarrollando una infeccién cronica.
6.3.2 interleucina-2

La IL-2 es elaborada por células T activadas. Su funcién principal es la activa-
cién de una gran varedad de células del sistema inmune que incluyen a células T
cooperadoras y citotdxicas, células B, NK, LAK y macrdfagos. La activacién ‘de
monocitos por ia IL-2 induce fa secrecién de iL-1, aumenta ia cltotoxocidad mediada
por monocitos, promueve ia protiferacién de los precursores de macréfagos e
incrementa la tadocttosls. Por otro lado, la respuesta de las células NK a la IL-2 se

caracteriza por la produccidn de IFN-y, proliferacién, y un aumento en la actividad

citolitica [10}.
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Beaman y cols. 1], citan un trabajo'en ol que la administracién de iL-2
humana recombinante a ratones infectados con una cepa moderadaments virulenta
de T. gondii, aumenté su sobrevivencia. También se observd un aumgnto en la
actividad de las células NK y una proliferacién especifica de !Infocitos, sin embargo
osta respuesta no se acompaié de un aumento en la actividad parasiticida de ios
macréfagos. Gazzinelli y cois. [17) reportaron que céiulas de bazo de ratén vacuna-
do con una cepa atenuada dej coccidio producen iL-2 cuando son estimuiadas in vitro
con antigeno solubie de Toxoplasma o concanavaiina A, siendo estas células basica-

maente linfocitos T CD4+,
6.3.3 Otras citocinas

IL-8: Beaman y cols. {1} reportaron la existencia de aigunos estudios que demuestran
que la IL-6 aumenta la replicacién intracelular de Toxoplasma después de la invasion
de macrétagos in vitro. También mencionan un aumento en los niveles de esta citocina
durante el curso de una infeccién letal con ia cepa patégena RH. Un estudio muy
reciente {71} muestra que al tratar ratones con encefalitis toxopldsmica con un
anticuerpo monocional anti-iL-6, se reducen de manera importante los focos de
Inflamacion aguda causados por la proliferacién de taquizoltos y i nimero de quistes

on el cerebro de ios animales.

TNF-o: Segin Subauste y Remington [68], los resultados de los estudios acerca del

papel del TNF-a on la toxoplasmosis murina son contradictorios. Sin embargo,
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mencionan un reporte en el que al administrar un anlicuerpo neutralizante a ratones
infectados con una cepa avirulenta de Toxoplasma, se originaba la muerte de los
animales. Asi mismo sefialan que el TNF-a endégeno parece jugar un papel critico en la

induccion, por el IFN-y, de la actividad microbicida de los macréfagos hacia el coccidio.

iL-10 @ IL-12: Un estudio publicado recientemente [26) mostré que células de bazo
de ratones SCID Infectados o no infectados con Toxoplasma, disminuyen su capaci-
dad de produccién de IFN-y en presencia de IL-10 exdgena. Al agregar un anticuerpo
anti-iL-10 a estas células /n vitro, se aumento la produccion de IFN-y, en particular de
las células provenientes de ratones infectados. Segln los autores, esta podria ser la
primera evidencia que sugiere el papei regulatario de la IL-10 end6gena en ta produc-
clén de IFN-y por parte de células NK en la toxoplasmosis. Por otro lado encontraron
que la combinacién de IL-12 y TNF-o. induce un aumento en la produccién de IFN-y por
células de bazo, especiaimente aquéllas derivadas de ratones no infectados. Para
valorar la importancia de la iL-12 endégena, trataron a los animales Infectados con
un anticuerpo policlonal anti iL-12, provocando una mortalidad temprana. Elio permitié
a los autores suponer que esta citocina podria controlar la respuesta inmune

protectora /n vivo a T. gondi! como reguiadora de la produccidn de IFN-y por células

NK.
7 Cepaa de Toxoplasma

Una de las propiedades mds utilizadas para caracterizar a las distintas cepas
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de 7. gonadil es su virulencia, entendida como la dosis con que un animal sucumbe a la
infeccidn [64]. Generalmente se considera que sl una cepa es virulenta en ralones
deberfa serio también para olros animales [14]. Por ejemplo, se sabe que la cepa RH
es altamente virulenta para cerdos, consjos, aves, monos rhesus, ratones e inclusive
para el hombre [56), mientras que cepas como la Beverlay, C56 o la Me49 son menos
virulentas o francamente avirulentas produciendo usuaimente infacciones crénicas o

latentes.
7.1 Cepa ts-4

Actualmente la posibliidad de elaborar una vacuna contra la toxoplasmosis
parte da! hecho de que una vez que un Individuo inmunocompetente es infectado se
vueive resistente a la reinfeccién. En este sentido se ha probado el uso de vacunas
vivas 0 muertas de T. gondii para generar una respuesta inmune del hespedero
intermediario hacia el pardsito. De estas dos, la vacunacién con parasitos vivos
induce una mayor proteccién, sin embargo tiene el inconveniente de originar una
inteccién crénica que puede reactivarse posteriormente por algun efecto inmunosupre-
sor on el hospedero y dar lugar a una infeccién aguda. De ahf proviene el Interés de

encontrar organismos que al ser inoculados no generen una Infeccién cronica {25, 77).

Plefferkom [52] obluvo una serie de mutantes lermosensensiblas a partir de ia
cepa silvestre RH. Eslas mulantes se generaron por mutagénesis con la N-metil-N-

nitro-N-nitrosoguanidina, que habfa probado su utilidad como inductor de mutaciones
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termosensibles en cultivos de células de mamifero in vitro, y cultivo de los organismos
tratados a 33 °C. Sorprendentemente, una de !as siete clonas mutantes aisladas, la
is-4, no perslsilé en el huésped dos meses después de ser inoculada y tampoco se
encontraron quistes de ella. La capacidad inmunogénica de ia cepa no es aiterada y al
“Inocularla en ratones puede protegerios en contra de un reto con la cepa RH, cuya

caracteristica principal es su alta virulencla [77).

La proteccién conferida por la cepa ts-4 al reto con cepas de dislintos grados
de virulencia depende del modelo animal y de su suceptibilidad a la infeccién, de la
concentracién y nimero de dosls de inoculacién, de las vias de Inmunizacién y reto asi
como del estadio del coccldio [46]. Por ejemplo, asta vacuna ha probado su eflcacia
en ratones, hamsters y consjos [78], sin embargo en cerdos [42] y aspacies filogené-
ticamente reiacionadas al hombre como el mono Aotus lemurinus [13) no ha sido

utilizada con éxito.
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Il. Objetivos

a) Comprobar en nuestras condiciones de laboratorio que la inoculacién de ratones
con la cepa termosensible de Toxoplasma gondil ta-4 induce una respuesta inmune

capaz de protegerios de un reto con la cepa virulenta RH.

b) Desarrollar un modeio in vivo de transferencia de lintacitos anti-Toxoplasma gondii

para el astudio de la inmunidad celular protectora contra ia toxoplasmosis murina,
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ill. Métodos

A) Técnicas de Cuitivo
1 Medios de cuitivo y soluciones
1.1 Medlo para cultivos de taquizoitos y fibroblastos

El medio base utilizado para los cullivos de fibroblastos y taquizoftos fue el
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con 1 mM de piruvato de
sodio, 0.1 mM de aminodcidos no eacencialea, 50 U/mi de antibidtico (peniciiina-
estraptomicina), 2 mM de giutamina, y 10% (DMEM-10) 6 1% (DMEM-1) de suero fetal

bovino (FCS 9 doscompl‘memado (30 min., 58 °C).
1.2 Medio de cuitivo para células de bazo

Para ol ensayo de proliferacién de linfocitos T se utilizé el medio de Iscove
{iscove's Modification Eagle's Medium-GIBCO) suplementado con 0.1 mM de aminodci-
dos no escenciales, 5x10-5 M de fi-mercaptostanol, 50 U/ml de peniciiina-estreptomici-

na, 1 mM de piruvato de sodio y 10% de FCS -
1.3 Solucidn de lisis de eritrocitos

Se disuelven 2,08 g de NH.Cl, 0.25 g de KHCO,, 0.009 g de EDTA 2Na en 250
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ml de agua megapura. Posteriorments se pasa la golucién por un fiitro de 0.22 pm

(MILLIPORE) y se esteriliza en autoclave.
2 Antigeno soluble de Toxopl/asma (TSA2).

Se ajusta la concentracién de taquizoitos de la cepa Wiktor de T. gondil a 109
céiulas/s mt en PBS a 4°C . Después se sonica en un homogenizador ultrasénico (Cble-
Parmer Instruments), sobre una mezcla de hielo y etanol, dandose 10 puisos de 30
sag. a 40 W en intervalos de 30 seg. Se centrifuga a 10,000 g en un rotor JA20, 30
min. a 4 °C. Posterlormente se recupera sl sobrenadante, se esteriliza por filtracion
gobre membrana con poros de 0.22 um'y se cuantifica la concentracién de proteinas

por 8l método de Bradford. Se guardan alicuotas a -80 °C .
3 Determinacién de viabllidad de células

La viabilidad de los taquizoitos y células de bazo se determind por tincién con

azul tripano 0.2% (GIBCO) en un hemoacitémetro.
4 Congelacién de células

Para preservar las células utilizadas en este proyecto, se conservan a -200°C

en N, liquido. Se centrifuga la suspensién celular a 469 g (1500 rpm) durante 5 min.,

el botén se resuspende a la concentracién adecuada en medio de congelacién (FCS-

dimetil sultéxido, 90 :10, v: v) a 4 °C y se pasa 1 m! por vial de congelacién (COSTAR)
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previamente etiquetado. La muestra se enfria en un uitracongelador dentro de una
caja de unisel carrada hasta liegar a -70 °C y posteriormente se pasa al tanque de N

liquido, pudiendo mantenerse indefinidamente de esta manera.

5 Descongelacion de células

Para descongelar las células preservadas a -200 °C se saca la muesira
deseada del tanque de N; y se descongela en bafio Maria a 37 ‘C. Se adicionan 10 m}
del medio de cultivo completo a 37 °C correspondiente al del tipo de células desconge-
ladas, y se cenlrifuga a 46 g durante 5 min. La muestra se lava olra vez, se resuspen-

de en 5 ml de medio y se siembra.
8 Cultivo de fibroblastos

Los fibroblastos humanos utilizados para el cultivo de los taquizoitos de las
cepas RH y ts-4 fueron donados generosamente por el Dr. Lino Dfﬁz de Ledn del
Departamento de Biologia del Desarrolio del Instituto de Investigaciones Blomédicas.
Se cultivan en cajas de 25 cm2 (COSTAR) en 5 mi de medio DMEM-10, a 37 °C en
presencia de 5% de CO, hasta observar confluencia. Las células se separan con 1 mi
de tripsina-EDTA (GIBCO) a 37 °C en PBS o HBSS (Hanks' Balanced Sait Solution-

GIBCO) sin Ca++ ni Mg++ y se diluyen 1:3 en DMEM-10.
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7 Cultivo de T. gond/!
7.1 Cepa ts-4

Los taquizoftos de la cepa 15-4 se cuilivan en pasajes seriados en fibroblasios
humanos confluentes, con medio DMEM-1, Su viabilidad lue confirmada antes de cada
pasaje a fibroblastos o de su inoculacién a los ratones, y siempre fue 2 85%; €l
cuitivo se incuba a 33°C en presencia de 5% de CO, Se ha observado que los
taquizoitos proliferan més rdpido si se hace un camblo con medio fresco a los dos
dias de cultivo. Se resiembran al observar lisis de los fibrablastos con taquizoitos en

suspension,

7.2 Cepa RH

7.2.1 Cuitivo in vivo

Los taquizoitos de la cepa hH conservados hasta ei momento de su
uso a -200 °C en N, lfquido se descongelan en bafio Marfa a 37 °C, se lavan 2 veces en
PBS centrifugando a 2000 rpm durante 10 minutos y se !noculan 5-10x108 de pardsi-
tos a ratones CD1 de € a 8 semanas via i.p. en un volumen de 300 ui. Cinco dias
después se sacrifican y se hace un lavado 1.p. con 5 mi de PBS-heparina. Se recupera
la suspensién y se inocuian volimenes iguaies a otros dos ratones por la misma via. A

los dos dlas se recuperan los taquizoitos intraperitoneales por lavado con PBS y se
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hace otro pasaje /n vivo inoculando 5-10x100 pardsitos, como paso previo a su

cultivo In vitro. La cepa RH se puede mantener in vivo por pasaje cada 2 dlas,
7.2.2 Cultivo In vitro

Los taquizoftos obtenidos bor lavado de la cavidad peritoneal de ratones con
3 diag de infaccién, ae lavan con DMEM-1 y se cultivan in vitro en pasajes seriados an
fibrobiastos humanos, con el mismo meadio suplehentado. Se confirma su viabilidad
antes de cada pasaje a fibroblastos o de su inoculacion a los ratones, siendo siempre
2 85%. El cultivo se incuba a 37 °C en presencia de 5% de CO; hasta observar la lisis
de los.ﬂbroblastos. Los taquizoitos de fa cepa RH ulilizados a parir del segundo
experimento de inmunlzacién fueron cultivados en pasajes seriados hasta alcanzar el
pasaje #13 y se conservaron a -200 °C. Posteriormente se descongelan a convenien-

cia y se cultivan hasta aicanzar el pasaje #15 en que son ulllizados para el reto.
8 Obtencién de céiulas de bazo

Se sacrifican los ratones por disiocacién. Se sumergen en alcohol de 96o y se
seca ol excedente. Se coloca al animal sobre su lado derecho y con instrumental
flameado en alcohoi, se hace una incisién en la piel de lado izquierdo de aproximada-
mente 2.5 cm de largo entre la Ultima costilla y la articulacién de la cadera. Se corta
el peritoneo exponiendo el bazo y se saca suavements de la cavidad visceral. Se

corta el mesenterio y el tejido conectivo y se extras el ¢rgano colocdndolo en una
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caja de Petii con 5 mi de RPMI 1640 (GIBCO). Con una jeringa de 5 cc liena con el
mismo medio se perfunde el bazo colectando e! contenido en la caja. Se lava una vez
a 1500 rpm durante 5 min. resuspendiendo en 1.5 ml de solucién de lisis de eritrociios
por cada bazo. Se incuba otros 5 min agitando constantemente y posterior.mente se
hacen dos lavados con RPMI centrifugando en las mismds condiciones. Se resuspende

en medio de Iscove completo y se datermina viabilidad con azul tripano.
9 Ensayo de transformacién blastoide.

Después de determinar su viabllidad, las células de bazo se ajustan a una
concentracién de 106 y 2x108 células/mi y se siembran por triplicado en un volumen
de 100 pl, en pozos de placas de 96 pozos (COSTAR). Se adicionan 100 u) de TSA2 a
la concentracién adecuada diluido en medio de Iscove completo por pozo, 0 100 i de
concanavalina A (SIGMA) a 1 pg/m! en medio de Iscove completo. Se Incuba a 37 °C
con 5% de CO,. Se cosacha a los 3, 4, 5y 6 dlas de Iniciado el experimanto agregan-
do 0.5 uCi de 3H-timidina (45 Ci/mmol, Amersham) en 20 ul de medio de Iscove
compisto por pozo 18 horas antes de cosechar. Se adicona liquido de centeileo y se

mide la readioactividad en un contador §8 (Packard).
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B8) Manejo de animales
10 Ratones

Se utilizan ratones de ias cepas BALB/c AnN y CD1 mayores de 6 semanas

criados en el Bioterio dei Instituto Investigaciones Biomédicas de ia U.N.AM.

11 Inmunizacién de ratones

Se obtiene el sobrenadante del cultivo de la cepa s-4 con tequizoftos en
suspension, se centrifuga a 2000 rpm 10 min. y &l botén se resuspende en 15 mi de
PBS. Se lava en las mismds condiciones con PBS y se ajusta la concentracién de

taquizoltos a las dosis de inmunizacién. Se inaculan ratones BALB/c hembras vla i.p.
| con 2x104 taquizoftos en 100 ui de PBS, ddndose dos refuerzos més de 2x10%

taguizoftos a fos 30 y 45 dias posteriores.
12 Reto

Los taquizoftos de fa cepa RH cultivados en pasaje 15 se manipuian de manera
similar que en el apartado anterior. El reto por via s.c. se hace a los 60 dias de
Iniclado el esquema de inmunizacién. Los ratones testigo se inyectan con PBS por esta
misma vfa. La calendarizacién de eate protocolo dependi6 bésicamente de la disponibi-

fidad de las cepas de 7. gondii y de los ratones.
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13 Transferencis adoptiva de cédiulas de bazo

Se obtienen las células de bazo de acuerdo a la metodologfa previamente
descrita en el apartado 3.8. Las células se rasuspenden en HBSS y se hace la transfe-
rencia inyectando dosis de 3x308, 107 y 3x107 cé-lulas/raton via i.v., en un volumen no
mayor de 250 pl. Dos horas después de haber efsctuado la transterencia adoptiva de
células de bazo, s hace el relo por via 8.¢c con 8000 taquizoitos de la cepa RH en

pasaje 15. La condicidn de los ratones se registré diariamente durante un mes,
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IV. Resultados

1 Inmunizacién y rsto

El objetivo de este experimento consistié en probar que la Inmunizacién de
ratones con la cepa termosensible de Toxoplasma gondii ts-4, no virulenta, es capaz
de Induclr una respuesta inmune protectora contra un reto con la cepa virulenta RH,
Asi mismo se trat6 de establecer la dosis minima de reto de la cepa RH en la que los

ratones Inmunizados resistieran el reto mientras que los no inmunizados perecieran,

1.1 Primer experimento.

El primer experimento sigulé el siguiente esquema de Inmunizaclén:

inéculo
# de inmunizacién | dia
Grupo vacunado Grupo testigo
la. 0 2x10* taq, ts-4/100 pIPBS 100 4t PBS
2a. 35 2x10% tag. ts-4/100 piPBS 100 ui PBS
3. 51 2x10° tag. t5-4/100 pIPBS 100 ul PBS

Al dia 72 se hizo el reto s.c. usando 3 dosls de taquizoftos RH: 200, 2,000 y

20,000 cuyo nimero de pasaje no fue registrada. Los resultados de este experimento
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Figura 8. Efecto de i inmunizacidn y reto en ia sobrevivencia de ratones BALB/c (Experimento 1),
Lotes de cinco ratones fueron Inmunizados con ia cepa ts-4 de T. gondil, y retados posteriormente con
is cepa viruienta RH sl dia 72. A. , Tatones “inmunizados” con PBS y “retados” con PBS;

e (510006 inmunizados y “retados” con PBS. B. w—g=me , ratones inmunizados y retados con
200 taquizoitoa RH; ==Q=~= rstonas no inmunizados y retedoa 8 !s misma dosis. C. =&~ , rgtones
Inmunizados y retados con 2,000 taquizoftos RH; =~O~= ratones no inmunizados y retados a la misma

dosis. . w—gem , ratonee inmunizados y retados con 20,000 1aquizoilos RH; e fatones no
inmunizados y ratados e la misma dosis.
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se muestran en la figura 6. Los ratones inmunizados con ia cepa ts-4 sobrevivieron
durante el curso del experimento al reto con jas 3 dosis de taquizoitos RH. Todos los
ratones lestigos retados con la dosis de 2x104 taquizoitos RH murieron al dla 9; los
ratones retados con 2x103 taquizoitos presentaron un 20% de sobrevivencia,
mientras que 60% de los animales retados con 200 taquizoitos sobravivieron ai reto

con la cepa virulenta.

1.2 Segundo Experimento

Con ol propdsito de confirmar los resultados obtenidos, se repiti6 el protocolo

del experimento anterior quedando el esquema de inmunizacién como'slguo:

Inéculo
# de inmunizacién dia
Grupo vacunado Grupo testigo
1a. 0 2x10* tag. ts-4/100 plPBS 100 ul PBS
2a, 30 2x10° tag. ts-4/100 uiPBS 100 4} PBS
%, 44 [2x10° tag. ts-4/100 4iPBS 100 4l PBS

Para contar con condiciones de reto que fusran reproducibles, se escogi6é de
manera arbitraria el pasaje in vitro #15 de taquizoltos RH para este experimento y

los subsecuentes. Esto se decidié en bass a que hay antecedentes que mencionan una
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disminucion en ia virulencia de esta cepa a medida que aumenta el m]merb de pasa]é
in vitro. Con este fin se expandié la cepa RH y se congeid sn e! pasaje #13. Posterior-
mente se deséongelé y se cultivé en fibroblastos humanos hasta alcanzar el pasaje
#15, mismo que fue utilizado en todos los retos subsecuéntes. En este experimento se
hizo el reto al dfa 63 usdndose dosis de 6x102, 6x103 y 2x104 taquizoftos RH. Se

registré la condicién de los ratones dlarlamente durante un mes.

Los resultados en la figura 7 muestran que la sobrevivencia de los ratonses
Inmunizados y retados es de un 100% a lo largo del experimento, Independientements
de la dosis del reto.” Los ratones no Inmunizados y retados con las dosls de €x103y
2x104 taquizoftos RH murieron 11 dias después de haber sido retados. E! compor-
tamlento de sus curvas de sobrevivencla es idéntico pues ambos lotes decayeron a un
60% al dia 10 hasta llegar a 0% al dfa 11. Los ratones no inmunizados y retados con
la dosis de 600 taquizoftos RH sobrevivieron a lo largo del experimento. Asi mismo se
obtuvo el 100% de sobrevivencia en los lotes testigos “Inmunizados y retados" con

PBS (PBS/PBS) e Inmunizados con 1s-4 y “retados” con PBS (ts-4/PBS).

1.3 Tercer experimento

Se hizo una repeticién mds del experimento de inmunizacidn con el propésito de

detinir claramente una dosis de reto minima, en vista de lo encontrado en el lote de
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ratones no inmunizado y retado con 600 taquizoitos RH del experimento anterior. El

esquema de inmunizacién tuvo la siguiente caiendarizacién:

Inéculo
# de inmunizacién dia
Grupo vacunado Grupo testigo
a. 0 2x10* taq. ts-4/100 ulPBS 100 ul PBS
2. 30 2x10° taq. ts-4/100 uiP8S 100 i PBS
3. 45 2x10° taq. ts-4/100 P8BS 100 4l PBS

El reto se hizo al dia 80 con dosis de 2x103, 6x103 y 2x104 taquizoitos RH. En
la figura 8 se muestran los resultados de este experimento. Todos ios lotes de
ratones inmunizados y retados tuvieron una sobrevivencia del 100% a lo largo dei
experimento. La sobrevivencia en el iole de ratones no inmunizados y retados con
2x104 taquizoitos RH disminuyé a 20% al dia 8 y a 0% al dia 9. En ei iote de ratones
no inmunizados y retados con 6x103 taquizoftos RH la sobrevivencia decayé a un
80% 7 dias después del reto, s mantuvo a este nivel por un dia y bajé al 0% al dia 9.
En cuanto ai lote de ratones no inmunizados y retados con 2x103 taquizoftos RH su
sobrevivencia decayb a un 80% durante los dias 7 y 8, bajé a un 40% en el dia 9 y s8

redujo a 0% al dia 10.
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Figurs 8. Efecio de la inmunizacién y relo en la sobrevivencia de ratonea BALB/c {Experimento 3).
Lotes da cinco ratones fusron inmunizados con {a cepa 1s-4 de T. gondii, y relados posletiormanie con
la cepa virulenta RH al dfs 80. A, ==={T}== , ratonea “Inmunizados” con PBS y “ralados” con PBS;

m—p=—= , 18lON8S INMUniZados y “reiados” con PBS, B. g, ratonss inmunizados y retados con
2,000 taquizoftos RH; ==Ow== ratones no inmunizados y retados a ia misms dosis, €. ===, ratones
Inmunizadoa y retados con 8,000 laquizofios RH; ==Qw=== ratonas no inmunizados y retsdos a is misma
dosis. D. == , ralones inmunizados y retados con 20,000 laquizofios RH; Q== ratones no
inmunizadoa y relados a ia misma dosis.

41



1.4 Resumen de ios experimentos de inmunizacién y reto

Los resultados de los 3 experimentos muestran que la vacunacién de ratones
BALB/c con la cepa termosensibie ts-4 de 7. gondii les conflere una inmunldad
protectora frente al reto con una cepa altamente virulenta como o es la RH. En
todos los casos hubo un 100% de sobrevivencia de los ratones inmunizados, Indepen-
dientemente de la dosls de reto (de 2x102 a 2x104 taquizoltos). ‘Los ratones testigos
no inmunizados exhlbleron una mortalidad variable a concentraciones de reto menores

a 6x102 taquizoltos RH y una mortalidad reproducible del 100% con dosis 2 6x103

taquizoltos, tal y como se muestra en ia Tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de mortalldad de ratones no Inmunes retados con Toxoplasma

gondil RH.
Dosis taq. RH {er. Experimento 20. Experimento 3er. Experimento
200 40 ND ND
600 ND 0 ND
2000 - 80 ND 100
6000 ND 100 100
20000 100 100 100
L ]

L e e
ND: no determinado

En resumen,.se pudo demostrar la inmunidad protectorcontra una cepa
virdlenta, conferida por la cepa atenuada de 7. gondil ts-4. Asi mismo, se determiné

que 6,000 taquizoitos RH era la dosis minima a utllizar en ios subsecuentes experimen-

tos.
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2 Ensayo de transformaciéon blastoide.

El objetivo de este ensayo consistié en determinar la presencia de linfocitos T
antl-T.gondii en el bazo de los ratones Inmunizados con fa cepa ts-4 para comprobar
la presencia de células sensibilizadas al antigeno, como paso previo al experimento de
transferencla de proteccidn. En vista de que desconociamos las condiciones de
proliferaclon de las células Inmunes hacia los antigenos solubles de Toxoplasma
(TSA2), decldimos probar 3 variables: concentracidn de células de bazo, concentra-
cién de TSA2 y dia de cosecha. Los resultados de este experimento se muestran en la

figura 9 y 10,
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Figura 0. Proliferacion de las células de bazo inmunes y no inmunes inducida por Concanavalina A . Se
obtuvieron céiulas de bazo de ratén inmunizadeo con la cepa ts4 (anti-ts4) y no inmunizado (Ni) y se
incubaron en presencia de Con A 0 medio de cuilivo, a concentraciones de 1x105 y 2x105 céiulas por
pozo por 72 horas agregando 0.5 uCi de 3H-timidina a cada pozo 16 horas anles de cosachsr las céiulas.
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La figura 9 muestra los resultados del ensayo de proliferacién de las céiulas de
bazo Inmunes y no Inmunes en respuasta a Con A. Como era de esperarse solo las
células estimuladas con el mitégeno prolifaran, en comparacién con las mismas células
sin mitégeno, que incorporaron muy poca radioactividad. Las células de bazo
provenientes de ratones Inmunes y no inmunes se comportan de manera similar. Por

tanto las células empleadas estdn en condiclones que les permiten proliferar.

Las grificas A y B de la figura 10 muestran las curvas de proliferacion de
~ células de bazo de raién no inmune e inmune en presencia de TSA2 a la concentracion
de 105 céluias por pozo. La gréfica A muestra que durante los 4 dias de cosecha, las
céluias de bazo de ratén no inmunizado no proliferan en presencia del antigeno soluble
de T. gondii. La gréfica B rnuestra que las céiulas de bazo de ratén inmune proliferan
en presencia del antigeno en forma dosis-dependiente, observdndose el méximo de

proliferacion a una concentracion de TSA2 de 1 jg/mi en fos dias 4 y §.

Las gréficas C y D de la misma figura muestran las' curvas de proliferaclén de
células de bazo, no inmunes e Inmunes respectivamente, a la concentracion de 2x105
céiulas por pozo en presencia de TSA2. La gréfica C, al igual que ia A, muestra que el
antigeno no induce prolileracién en células no inmunes si blen el ruido de fondo
(proliteracion en ausencia de antigeno), es casi el doble al encontrado con 105 células
de bazo. La gréfica D muestra igual correspondencia con la B obteniendo el méximo

de proliferacion en los dias 4 y 5 a la concentracién de TSA2 de 1 ug/mi, pero con un
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pozo). 0. Células inmunas (2x105 células por pozo).
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ruido de fondo 4 veces méas allo al encontrado con 105 células por pozo. En todas
las grdficas de este experimento se observa que la curva cae cuando la [TSA2)

ajcanza 3 ug/ml, lo cual podria explicarse por un efecto toxico del antigeno.

2.1 Conclusiones de los experimentos de transformacién

blastoide.

Estos resuitados muestran que las células de bazo de ratones inmunizados con
la cepa ts-4 prolitsran en pressncia de TSA2 in vitro, lo cual se garantiza la pressncla
de células sensibilizadas al pardsito en dicho érgano. Los datos adicionales que arroja
esta seccién, concentracion de TSA2, dia de cosecha y concentracion de células de
bazo como factores que optimizan la proliferacién de células T anti- Toxoplasma, no
son particularmente relevantes para los objetivos de ssts estudio sin embargo,

pudieran ser Utiles para si montaje de la técnica de obtencién de clonas 7.
3 Transferencia de proteccién.

Este experimento se hizo con el propésito de determinar s! la transferencla
adoptiva de céiulas de bazo de donadores inmunes hacia receptorss no inmunes es
capaz de proteger a astos ultimos de un reto con la cepa virulenta RH. Los antece-
dentes encontrados .en la literatura en rsiacién a ssta ciase de sxperimentos reportan
la transfsrencla adoptiva de células de bazo por via l.v. En vista de que se tenfan

algunas limitaciones en cuanto al nimero de ratones receptores y a las dificultades
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técnicas que plantea el mismo procedimiento, se decidid probar iniciaiments ia

transferencia por via i.p.
3.1 Transferencia de proteccidén por via lp.

Los ratones donadores de bazo fueron inmunizados de ia sigulente manera:

Indculo
# de inmunizacién dia
Grupo vacunado Grupo testigo
ta. 0 2x10* tag. ts-4/100 uiPBS 100 4 PBS
2, 27 2x10° tag. ts-4/100 pIPBS 100 i PBS
3. 63 |2x10° taq. ts-4/100 uIPBS 100 4 PBS

A los 88 dias de' iniciado el esquema de inmunizacién se llevé a cabo la transfe-
rencla i.p. de 3x107, 107 y 3x108 células de bazo de ratones del grupo vacunado y del
grupo testigo, a ratones virgenas singénicos. Dos horas despuéds se hizo el reto s.c.
con 6000 taguizoitos RH y se registrd ja sobrevivencia de los ratones. Los resultados
de este experimento se muestran en las figuras 11 y 12. La figura 11 muestra el
porcentaje de sobrevivencia en ratones peﬂénclenles al grupo donador vacunado y al
grupo donador testigo, que fueron retados ai mismo tiempo que los lotes experimen-

tales. El lote de ratones inmunizados con la cepa ts-4 de T. gondil, sobrevivié al reto
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con la cepa virulenta (ts-4/reto) mientras que los no inmunizados murieron entre el
dia 9 y 10 (PBS/reto). Por tanto, ilos ratones donadores inmunizados estaban

perfectamente protegidos contra la cepa virulanta dei parasito.
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Figura 11. Porcentaje de sobrevivencia de ratones de ios grupos donadores. Lotes de 5 ratones
pertenecientes ai grupo de los donadores vacunados (ts4/reto) y al grupo de los donadores testigo
{PBS/reto), fusron retados con 6,000 taguizofios RH al mismo tiempo que los ratones receptores por
via ac,

La figura 12 muestra el porcentaje de sobrevivencia de los lotes exparimentales
a los que se les transtirié células de bazo de ratones no inmunizados e inmunizados,
respectivamente. Como se puede observar en los dos casos, log ratonss murieron
entre los dias ‘9 y 10 postaeriores al refo, incluso antes que los ratones testigo
Inyectados Unicamente con PBS (PBS/reto*). Esto significa que no hubo transferencia
de proteccién a T. dondl por las células de bazo de ratén Inmunizado. Estos resufta-
dos podrian deberse a que la via de transterencia utilizada (i.p.) no es adecuada. Por

lo tanto, se repitid este experimento haciendo fa transferencia adoptiva por via l.v.
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Figure 12. Porcentaje do sobrevivencis de ratones transferidos por vis Lp. con células de bazo de
ratén inmunizado o no inmunizado y relados via:a.c. con 8x1Q3 taquizolios de la cepa RH. Lotes de 5
ratones fueron transferidos con dosis de 0, =Q— 3, —f— 110, —{~ y 30 millones de células

—--g~= . A, Sobrevivencia de ratonas transteridos con céiuias no inmunes. B. Sobrevivencia de
ratones transferidos con céluias inmunes
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3.2 Transferencia de proteccién por via Lv.

Para comprobar si ia transferencia de proteccion dependfia de ia ruta utilizada,
se hizo una repeticién dei experimento apterior pero inoculando las céiulas de bazo

por via intravenosa (i.v.). El esquema de inmunizacién de ratones fué el siguiente:

Inéculo
# de inmunizacién dia
Grupo vacunado Grupo testigo
ta, 0 2x10* taq. ts-4/100 uiPBS 100 4l PBS
2a. 22 2 x10° tag. ts-4/100 IPBS 100 u PBS
3a. 37 2x10° taq. ts-4/100 ulPBS 100 4l PBS

Ciento velmicuat.ro dias después de iniciado el esquema de inmunizacién se hizo
la transferencla adoptiva de 107 y 3x107 células de bazo de ratén de ios grupos
vacunado y testigo a ratones virgenes singénicos. Dos horas despuéds se hizo el reto
8.c. con 6x102 taqulzdltos RH. Los resultados de este experimento se muestran en las

figuras 13 y 14,

La figura 13 muestra el porcentaje de sobrevivencia de ratones pertenecientes
a los grupos de donadores, inmunizados y no inmunizados, y retados al mismo

tiempo que los lotes experimentales. El lote de ratones inmunizados con ia cepa ts-4
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de T. gondii sobrevivié al relo con la cepa virulenta (ts-4/RH), mientras que los no
inmunizados (PBS/RH) murieron al dia 9. Esto garantiza que los donadores son

inmunes y estdn protegldos en del reto utilizado,
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Figura 13, Porceniaje de sobrevivencie de ratones de los grupos donadores. Lotes de 6§ ratones
pertenscientes ai grupo de los donadores vacunados (ts4/RH) y al grupo de los donadores testigo
(PBS/RH), fueron retados con 6,000 taquizoitos RH al mismo tiempo que los ratones receptores por via
8.C.

La grafica A de la figura 14 muestra el porceniaje de sobrevivencia de los
ratones transferidos con 107 células inmunes o no inmunes y retados e mismo dfa con
la cepa virulenta. Los ratones testigo inoculados con HBSS via v y retados murleron

al dia 8 post-reto. En los lotes experimentales transteridos con la misma
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concentracién de células Inmunes y no inmunes, ss observa un ligera retraso en la
muerte de los animales (2 dfas). En animales transferidos con céiulas inmunes y no

inmunes, la mortalldad alcanzé el 100% al dia 10.

La gréfica B de ia figura 14 muestra 8l porcentaje de sobrevivencia asoclado a
la transterencia de 3x107 da células inmunes y no Inmunes. Los ratones del !olo
testigo inoculados con HBSS y retados murieron al dia 8 post-reto; los ratones
transleridos con céiuias no inmunes murieron al dfa 9, mientras que los Inoculados

con células Inmunes murieron dos dias mds tarde que el lote testigo,

En resumen, estos experimentos muestran que no se puede conferir proteccién
contra la cepa RH a ratones virgenes por transterencla adoptiva de células de bazo
de ratones vacunados con la cepa ts-4 de T. gondii, aunque hay un ligero retraso de

la muerte en los anlmaloé transferidos.
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Figurs 14. Porcentajs de sobrevivencia de ratones transferidos por via i.v. solo con HBSS sin células

, con células de bazo de ratén Inmunizade —f¥~ y no inmunizado =@~ , que fueron retados
con 6x103 taquizoftos de is cepa RH por via s.c. A. Sobrevivencia de ratones transieridos con 10
miliones de células. B. Sobravivencla de ratones transferidos con 30 miliones de células.
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V. Discusion

Los resuitados de los tres experimentos de inmunizacién y reto confirman que
la Inoculacidn de ratones con ia cepa ts-4 de Toxopiasma gondil induce una inmunldad
protactora al reto con la cepa viruienta RH. En todos ios casos la sobrevivencia de
los ratones inmunizados fue del 100%. Los datos de mortalidad encontrados en {os
lotes de ratones no Inmunizados y retados muestran que para garantizar un 100%
de mortalidad, se tiene que utilizar una dosis minima de reto de 6,000 taquizoftos
(Tabla 1), Esto fue particuiarmente svidente en los ultimos dos experimentos, Los
resultados obtenidos son consistentes con los encontrados por Gazzinelii y cols. [17).
De hecho, el esquema de inmunizacidn empieado por estos autores fus usado como
modelo de protocolo a seguir en este trabajo. Sin embargo, eilos reportan una dosis
de reto de 2x103 taquizoitos, cantidad 3 veces menor a la hallada en nuestfos experi-
mentos. Hakim y cols. [20] también han ufilizado este mismo esquema con buenos

resuitados.

En relacion a la cepa RH de T. gondli utilizada para el reto, fue escogida
debido a que si el procedimiento de inmunizacién es efectivo en contra de esta capa,

que es aitamente viruienta, deberfa serlo para la mayoria de las otras Cepas.

Para garantizar que el procedimiento de inmunizacién empleado generara

linfocitos T anti-T. gondii, se monté un ensayo de proliferacién blastoide. Este ensayo
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in vitro mostré que las células de bazo provenientes de ratén inmunizado con fa cepa

ts-4 prolifaran especiticamente en presencia de antigeno soluble del parasito.

En vista de los resultados encontrados, era importante determinar sl la
propledad protectora encontrada en ios experimentos de inmunizacién y reto, se
conservaba al transterir células de bazo obtenidas de estos ratones hacia receptores
singénicos, Los resultados de estos experimentos musestran que no hubo transferencia
de proteccidén al reto con la cepa virulenta, por ninguna de las vias de Inoculacién
probadas (l.p. ® L.v.) en ninguna de las 3 dosis de células de bazo transteridas (3, 10
y 30 miliones). Esto pudo deberse fundamentalmente a que los ratones receptores de
células de bazo debieron de irradiarse antes de la transterencia. Un articulo publicado
en 1966 por Celada {6}, prusha que la transferencla de células inmunes a ratones
irradlados no afecta sus funciones efectoras, sin embargo, mientras menor sea la
dosis de Irradiacidn aplicada a los animales receptores, menor sera la actividad de las
céiulas Inmunes transferidas. Si bien este autor determiné dicha actividad en términos
de produccién de anticuerpos por las células plasmaticas transferidas, existe la
posibilidad de que un efecto andlogo haya ocurrido en nuestros experimentos de
transferencia, de tal suerte que hizo imposible determinar la existencia de aigin efecto
protector en contra de la cepa virulenta. En este punto es necesario aclarar que la
razén de que en nuestros experimentos no se hayan irradiado a los ratones antes de
la transterencia, e8 que existe literatura a este respecto, en este y otros sistemas,

donde no ha sldo una condicién necesaria [2, 5, 36, 40, 45, 51, 72 79)}.
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Aun cuando en apariencia la via de Inoculacién empleada no influyé en los
resultados obtenldos en los experimentos de transferencia adoptiva, la i.v. es la ruta
que ordinariamente se usa en los protocolos que involucran el traspaso de células
inmunes de un animal a otro {5, 36, 40, 51, 69, 72]. Esto se debe béslcame.me a que
esta forma de inoculacion implica el acceso directo a las vias de migracion ulilizadas
usuaimente por las céivias T y B, en su camino de un 6rgano linfoide a otro. En este
sentido, existen estudios que muestran que la recirculacién de linfocitos T marcados
con radiolsétopos © Inyectados via l.v. 88 muy rdpida: las células marcadas comlen-
zan a aparecer en los ductos linfdticos tordcicos a las 6 horas, y llegan a su concen-
tracién méxima en esta focalizacién a las 18 o 24 horas posterlores a la implanta-
clén. Cuarenta y ocho horas después, alrededor de un 50% alcanzan la linta, mientras
que e 100% lo hace hasta los 5 dias. Asl mismo se sabe que las células B también
recirculan, pero a una velocidad menor que las células T [65). Por otro lado, la
Inoculacién por la via I.p implica que ias células de bazo implantadas tendrian que
salvar muchos obstdculos como serfan la presencia de uniones intercelulares y los
tejidos subyacentes a los vasos sanguineos capliares, antes de acceder a ellos. Por lo
tanto, en ios subsecuentes experimentos se debe conservar la ruta i.v. como via de

transferenclia adoptiva de células de bazo.

Estudios publicados en ios que se ha demostrado con éxito inmunidad adoptiva
contra la toxoplamosis, han utilizado cepas distintas a ia RH al momento del reto,

como la C56 [69)], la Beveriey [51], o la cepa P (38). El hecho de que este procedi-
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misnto no funclone con la cepa RH podiia explicar, al menos en pare, los resultados
encontrados y la falta de literatura a este respecto. Por ejemplo, Suzuki y Remington
transfirieron 4x107 células de bazo de ratén inmunizado con la cepa 15-4 a ratones
singénicos virgenes no irradiados e hicleron el reto con 1x103 taquizoitos de la cepa
C56. Ningun ratén de! lote receptor murié, ocurriendo io contrario con el iote testigo
correspondients. Estos resultados indican que se puede lograr fa transterencia de
proteccién pero utilizando una cepa de Toxoplasma menos virulenta que la RH. Sin
embargo, es importante segulr utilizando esta cepa en olras condiciones experimenta-
les debido a que si se puede lograr ia Inmunidad adoptiva con elia, en teoria deberia
de ocurrir fo mismo con otras cepas Igual 0 menos virulentas. De acuerdo a lo
anterior, serfa conveniente reallzar aigunas moditicaciones ai protocolo con el

propésito de mejorar ef proyecto de transferencia adoptiva:

a) Los ratones deben ser irradiados a dosis subletales antes de recibir la transferen-
cia i.v. Suglero que la dosis sea de 500 rads de acuerdo a lo reportado por Celada

[6].

b} Propongo que ademds de contar con céiulas de ratones Inmunizados y no inmuniza-
dos para hacer la transferencia adoptiva, esta también se lleve a cabo con células de
ratén inmunizado y retado. Ello tiene el propdsito de evaluar, en los animales recepto-
res, el electo protector de ios linfocitos T o de las células de bazo inmunes que han

tenido contacto previo con la cepa viruienta antes de su transferencia a ratones
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singénicos. Otros experimentos que han utilizado prolocolos de transferencia
adoptiva simiiares ai descrito [40), han probado exitosaments e! papel protector de

{a fraccién espiénica inmune,

c) Si bien dentro de los objetivos del proyecto estd contempiado evaluar el efecto de
la transferencia adoptiva de la fraccién éomplata de las células de bazo, conslqaro
que serfa convenlente evaluar simultdneamente el papel de algun subtipo celular
Involucrado en la respuesta inmune a la toxoplasmosis. Seria interesante saber sl
existe aigin efecto protector al transferir fracciones de finfocitos T puros en vista de
la importancia de este subtipo en la respuesta inmune a ia toxoplasmosis. Ello puede
conseguirse pasando ia suspensién de células de bazo por una columna de nylon para
eliminar los macréfagos y linfocitos B. Asi mismo se puede determinar el fenotipo de
las células purificadas, por citofluorometr(a con anticuerpos especificos a marcadores’

antigénicos de linfocitos T,
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VI. Conclusiones

1. Se comprobd que en nuesiras condiciones de laboratorio, la inoculacién de los
ratones con la cepa ts-4 de Toxoplasma gondii induce una inmunidad protectora al

reto con la cepa virulenta RH.

2. Se determind una dosis minima de reto de 6000 taquizoltos de la cepa RH que
garantiza una mortalidad del 100% en el lote testigo correspondiente a los ratones

no inmunizados con la cepa ts-4.

3. Los resuitados del ensayo de transformacion blastoide demostraron que las células
de bazo de ratén inmunizado proliferan en presencia dei antigeno soluble de Toxo-
plasma, o cual ‘garanllzé que ei bazo de los ratones inmunizados con la cepa ts-4,

estdn sensibilizados a los antigenos de este pardsito,

4. La transferencia adoptiva de la fraccién compieta de células de bazo de ratén
Inmunizado con {a cepa ts-4, a dosis de 3, 10 y 30 mitiones de células, por via |.p. o

Lv. no confirié proteccién al reto con ia cepa RH.
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Vii. Perpectivas

1. Se propone seguir utilizando ia via i.v. como ruta de transferencia bajo otras
condiciones exparimentaies. Estas Incluyen la Irradiaclén previa a la implantacién de los

animales receptores, a una dosis 500 rads.

2. Se propone también realizar la transferencia adoptiva con céiulas de ratén
inmunizado y retado, con i propésilo de evaluar en los animales receptores, el efecto
de la transterencla de céiulas inmunes que provienen de animales que han tenido un

contacto previo con la cepa virulenta.

3. Por Uitimo, seria deseable evaluar ei efecto de la transferencia adoptiva de
linfocitos T purificados, dada ia Importancia de este subtipo en la respuesta inmune a

la toxoplasmosis.
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