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La explicacion de la resistencia durante
las ctapas aguda y crénica de la enferme-
dad de Chagas ?, asi como ¢] conocimien-
to de los mecanismos que fallan para que
algunos pacientes no sobrevivan la infece-
cion aguda v otros queden lesionados en
la cronica, son algunos de los puntos que
s¢ deberian dilucidar en la bisqueda de
métodos activos o pasivos para curar o im-
pedir la enfermedad. Se demostro que la
respiesta inmune del huésped opera en
Lt resistencia contra la infeccion por Try-
panosoma cruzi, comparando la infeceion
en animales irradiados ! y/o tratados con
inmunosupresores ', con la producida en
animales que no habian recibido  trata-
micnto.

Existe un cfecto protector  del suero
inmune transferido pasivamente a un ani-
mal infectado ™. Los inmunosucros pue-
den también aglutinar a los trypomastigo-
tes, dependiendo de la cepa del parasito
con que se trabaje vodel periodo de la
infeecion durante el cual se extraiga ol
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inmunosucro ?, presentando mayor efecto
aglutinante ¢l suero de raton  obtenido
despuéds de las 6 semanas del comienzo
de la infeccion ™.

Otro mecanismo de destruccion del pa-
rasito es la lisis mediada por complemen-
to*, la cual se observo con el suero de
pacientes o de animales infectados en pre-
sencia de complemento. La participacion
de los anticuerpos en la resistencia a la
infeecion ha sido estudiada con cepas de
ratones Biozzi que dificren genéticamente
en su capacidad de formar anticuerpos *.
Después de la infeecion con T. cruzi, los
ratones  que  responden mas  débilmente
presentaron parasitemias mas altas y ma-
vor mortalidad que los ratones que res-
ponden con altos niveles de anticuerpos.

En cuanto a la participacion de la in-
munidad mediada vor células en la resis-
tencia contra la infeccion chagasica, exis-
ten experimentos ue sugieren st impor-
tancia. Asi, los ratones timectomizados
neonatalmente, presentaron mayor parasi-
temia y mds rapida mortalidad que los
controles no timectomizados 1. La admi-
nistracion de suero antitimocito también
exacerba el curso de la infeecion ' con
T. cruzi. La transferencia de células lin-
foideas de bazo de ratones infectados pro-
tegio a los animales reeeptores de una in-
feceion posterior con T, cruzi 1% 1% La ca-
rencia de células T funcionales convierte
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al raton congénitamente atimico en un mo-
delo de laboratorio sumamente til, para
estudiar ¢l papel de la inmunidad cclular
en la fisiopatologia del dafio, o en la de-
fensa contra las infecciones. La mutacion
recesiva denominada “nude”, 'y simboli-
zada “nu” fue descripta en el ratén por
Flanagan 6, y llamo inicialmente la aten-
cidn por causar ausencia de pelo, acom-
pafada por un notable acortamiento del
lapso de vida ¢ inusual sensibilidad a las
infecciones.  El - posterior  descubrimiento
de que estos ratones “desnudos” poseian
un epitclio timico deficiente que los in-
capacita para inducir la normal diferen-
ciacion de los linfocitos T 1% 1 dlevo a
esta mutante a ocupar un lugar destacado
entre los animales de laboratorio. Kiers-
zenbaum y  Pienkowski demostraron que
los ratones atimicos infectados con altas
dosis de T. cruzi son mas susceptibles a
la infeccion que sus controles inmunologi-
camente competentes ® Pis,

En este trabajo se presentan los resul-
tados del scguimiento de la infeccion con
bajas dosis infectantes de 17 cruzi en ra-
tones genéticamente atimicos (nu/nu), en
comparacion con la infeccion de sus her-
manos fenotipicamente normales (nu/-4-),
de la misma camada,

Material y métodos

Animales: Se emplearon ratones de la cepa N
NI (S) portadores de o mutacion mude (nn).
El nicleo inicial de reproductores provino  del
National Institutes of Health, Small Animals Sec-
tion, Veterinary Resources Rranch, de Estados
Unidos de Norteamérica.

Los animales utilizados en este trabajo fueron
crindos en la Seccion Bioterio, Departamento de
Radiobiologia de la Comision Nacional de Ener-
gl Atomica, bajo condiciones destinadas a ase-
gurar la ausencia de patdgenos especificos. Se
utilizo para tal fin una instalacion provista  de
un flujo luminar de aire tratado con filtros abso-
lutos (H.E.P.A. 9997 % eficiencia).  Antes de
ingresar al cuarto de cria el personal encargado
del mismo se duchaba v vestia con ropa estéril,
colocandose también gorro, barbijo v guantes. Se
emplearon cajus de acero inoxidable, provistas de
lecho de viruta de madera blanca y alimento Car-
gill eu comprimidos RR. El agua se suministro
mediante botellas de vidrio de 400 mt con tapo-
nes de goma v picos de acero inoxidable: todos
es0s elementos se renovaban una vez por senu.,
La totalidad del material se esterilizaba por auto-
clave, con excepeion del alimento que se trataba
con una dosis de 2.3 megirad de radiacion gam-
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nma proveniente de una fuente de cobalto 60. El
agua luego de esterilizada se llevaba a pil 2.5
con acido clorhidrico. Para manejar los animales
se usaban pinzan de diseccion que se mantenian
sumergidas en antiséptico entre uso y uso. En
este experimento se utilizaron 20 ratones machos
de 22 a 30 dias de edad y cuya constitucion ge-
nética era nu/nu (timodeficientes) y nu/-+ (euti-
micos). Se obtuvieron apareando machos hetero-
zigotas y hembras homozigotas (nu/nu). Este
aparcamiento da un rendimiento de 30 % de ani-
males desnudos (nu/nmu) y 50 % de animales
con pelo (nuw/+).

Durante el transcurso de la infeccion por T.
cruzi los animales se mantuvieron en un cuarto
aislado que no se habia utilizado previamente con
otros animales de experimentacion. Se colocaron
5 animales por caja, protegiéndolos con tapas fil-
trantes de fibra poliéster. Las cajas se mantuvie-
ron en una campana bajo presion positiva de aire
esteribizado por filtracion, que circulaba constan-
temente produciendo aproximadamente 8 cambios
completos por hora,

Pardsitos: Se utilizaron trypomastigotes de la
cepa  Tulahuen obtenidos de sangre de ratén
Swiss, infectado sicte dias antes con 5 x 10% try-
pomastigotes  por via intraperitoneal.

L.a sangre se obtuvo por puncién cardiaca, bajo
flujo laminar y se recogié sobre heparina. El ni-
mero de pardsitos se determiné en una camara
de Malassez, de 0.8 mm? de capacidad. Para ra-
tones Swiss de 30 dias, una DL, es igual a 5 x
10% parasitos, determinada por el método Reed
v Muench 1%, La sangre conteniendo los parasitos
se diluyo en medio RPMI con 5 % de suero fe-
tal bovino.

Diseiio experimental: Diez ratones ni/nu y 10
ratones nu/+ recibieron el total de la dosis de
5 x 103 parasitos en 0.2ml de la dilucion de san-
gre, por via intraperitoneal. Se controlé diaria-
mente Ja evolucion clinica v mortalidad  de los
animales. La parasitemia se determing a los 3, 6,
7.8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 34, 37 v 40 dias des-
pués de lu infeccion, extrayendo 5 ul de sangre
de la cola a 5 ratones de cada grupo por punto
v realizando el recuento por observacion micros-
copica. Un segundo grupo de 20 ratones (10
nu/nu y 10 controles) recibio 5 parisitos  en
0.2 ml por via intraperitoneal.

Resultados

Ratones infectados con 3 x 10° pardsitos:

Desde los 7 dias post infeccion (pi), los
ratones inmunocompetentes se obscrvaron
adinamicos y con ¢l pelo erizado en con-
traposicion a los ratones nu nu, de apa-
ricncia normal. Estos signos siguicron sin
ariacion a lo largo de la infeccion y has-
ta los 14 dias pi en que muricron cinco
(30 %) de los ratones inmunocompeten-
tes; otro raton murid ol dia 19 pi y el si-
guiente a los 25 dias después de la infec-
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Fig. 1.— Niveles de parasitemia en rgtones genética-

mente atimicos (nu/nu) y controles inmunocompeten-
tes (nu/+), infectados con 5 x 1(® trypomastigotes de
T. cruzi (cada punto representa el promedio de la
parasitemia de 5 animales, a excepcidén de los dias
34, 37 y 40 pi).
& 2 desvios standard (sélo cuando la diferencia fue
estadisticamente significativa).

cion como se observa en la Figura 1. A
los 30 dias pi los tres ratones nu/+ sobre-
vivientes se mostraron recuperados. Laos
ratones nu/nu mostraron signos de exita-
cion desde el noveno dia presentando de-
caimiento y adinamia cxtrema desde ol
dia 12 pi. En el dia 14 después de la in-
feceién murieron los diez ratones inmuno-
deficientes (100 '%).

La parasitemia (Fig. 1) comenzd ya al
tercer dia (500 T. cruzi/ml) en los rato-
nes desnudos, observindose una fase lag
de 4 dias. El pico mas alto de parasitemia
(3 x 10% parasitos,/ml) sc observé al dia 14
y coincidio con la mortalidad del total
de los animales de este grupo. La parasi-
temia en los animales nu/4+ comenzd a
detectarse a los 6 dias pi (2.8 x 10#), lle-
gando al pico miximo de 4.2 x10% para-
sitos/m] en el dia 14, durante el cual mu-
rio el 50 % de los animales infectados. La
mejoria clinica de los animales sobrevi-
vientes coincidié con la negativizaciéon de
la parasitemia,

Como sc observa en la Figura 1 hay
una diferencia significativa de parasitemia
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entre ¢l grupo de ratones atimicos y sus
controles inmunocompetentes, desde ¢l no-
veno dia de la infeceidn (p < 0.001, p <
0.05 y p < 0001, respectivamente).

Ratones infectados con 5 pardsitos:

En cste grupo se observaron parasitos
en sangre de los ratones atimicos recién
a los 7 dias pi, siendo ¢l pico de para-
sitemia (1 x 107/ml) a los 16 dias pi, que
coincidio con ¢l 100 % de mortalidad de
los ratones. En cambio, ¢l 100 % de los
controles  inmunocompetentes  sobrevivie-
ron hasta los 60 dias pi con una para-
sitemia apenas detectable,

Discusion

En este trabajo s¢ corrobora que los
ratones  genéticamente  atimicos  resisten
menos la infeccién por T. cruzi, que sus
hermanos cutimicos, con las dosis utiliza-
das y segin los parametros de parasitemia
y mortalidad. El motivo por el cual sc
utilizaron 5 x 10* pardsitos para infectar
un grupo de ratones fue que se demos-
{ré previamente que para ratones Swiss
este namero  de parasitos  equivale a
1 DLgo, 2 los 14 dias pi. En este trabajo,
se demostrd que los animales nu/+ repe-
tian cste comp()rtumivnt(), micentras se'ob-
servaba en sus hermanos inmunodcficien-
tes ¢l 100 % de mortalidad a los 14 dias.
Los cxperimentos llevados a cabo reali-
zando la infeceidon con 5 parasitos mucs-
tran que los ratones nu/nu también mue-
ren en un 100 %, micentras que sus her-
manos cutimicos sobreviven en su totali-
dad hasta por lo menos 60 dias pi, fecha
de finalizacion del experimento. Estos 1l-
timos ratones (nu/-4) parecen compor-
tarsec como los ratones Swiss 't al recibir
bajo nimero de parasitos.

Schmuiiis v col. ** deseribicron una ma-
yor severidad en la evolucién de la infee-
cion por T. cruzi en ratones timectomiza-
dos al nacer. Asi obscrvaron una parasite-
mia mas alta y una sobrevida mis corta
en los ratones timoprivos, comparados con
los controles inmunocompetentes, Poste-
riormente Kierszenbaum y Pienkowski 8 bis
confirmaron estos resultados utilizando ra-
tones genéticamente atimicos, a los que
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infectaron con 50 DL;, de tripomastigotes
de la cepa Tulahuen, Ambos  hallazgos
concuerdan con los resultados que se dis-
cuten en cste trabajo, y sefalan que
la falta de  informacién proporcionada
por ¢l timo, ya sca en animales congénita-
mente atimicos o timoprivos quirargica-
mente, indica que la presencia del linfo-
cito T es decisiva para la resistencia en
la infeccidon chagasica aguda de los ra-
tones. El empleo de dosis masivas de
pardsitos para inducir una infeccion, pue-
de enmascarar ¢l efecto buscado.  Asi,
cuando se emplearon 50 DLje para in-
fectar a los ratones atimicos y a sus con-
troles, los autores ® consiguen observar una
diferencia de 5 dias en la mortalidad acu-
mulativa entre los ratones nu/nu y nu/+.

Esto sc¢ repite en nuestra experiencia
utilizando 1 Dl (5000 parasitos), mien-
tras que cn los animales inoculados con
5 parésitos la gran diferencia de mortali-
dad obscrvada permite claramente deter-
minar ¢l grupo de los animales timoprivos
de sus controles inmunocompetentes. Ade-
mas, la mortalidad de los nu/nu se obscr-
vo a los 16 dias pi, lo cual facilitara ¢l
estudio de la respuesta humoral y los
trastornos  electrocardiograficos en  estos
ratones.

En este sentido, se estin realizando es-
tudios de anticuerpos humorales, electro-
cardiogrificos e histopatologicos y se elee-
tuardn cxperimentos de transferencia de
linfocitos T en ratones timoprivos de cepas
endocriadas.

A diferencia de los resultados obtenidos
en este trabajo, los ratones genéticamente
atimicos infectados con Trypanosoma rho-
desiense, agente ctiologico de la Trypano-
somiasis Africana, presentaron menor pa-
rasitemia v menor mortalidad que sus her-
manos inmunocompetentes, también infec-
tados #, lo cual indica que existe un me-
canismo diferente de defensa en la infee-
cion por T. rhodesiense, comparado con ¢l
que se observa en la infeecién por T. cruzi.

Resumen

En este trabajo se intento dilucidar el
papel que juega la inmunidad celular en
la enfermedad del raton infectado con do-
sis bajas de T. cruzi, comparando el curso

T. CRUZI EN RATONES ATIMICOS

de la infeccion de ratones congénitamente
atimicos (nu/nu) con sus hermanos de ca-
mada fenotipicamente normales (nu/ +).
Para esto se infectaron ratones de ambos
grupos de 4 semanas de edad, por via in-
traperitoneal con 5000 ¢ 5 tripomastigotes
de sangre. El curso de la enfermedad fue
mds severo en los ratones atimicos, con
parasitemia significativamente mds alta y
promedio de sobrevida menor que en los
controles inmunocompetentes, sugiriendo
que en este caso, los linfocitos timodepen-
dientes tienen un papel importante en la
defensa contra la infeccion con T. cruzi.

Summary

Trypanosoma cruzi INFECTION IN CONGE-
NITALLY ATHYMIC MICE,

Present evidence suggests that cellulur
immunity may play an important role in
the acute and chronic T. cruzi infection
of animals and man”. Neonatal thymec-
tomy was shown to cause higher parasite-
mia levels and mortality rates in mice in-
fected with T. cruzi'®. Congenitally athy-
mic mice were shown to be more suscep-
tible to high doses of T. cruzi. The role of
T lymphocytes in the pathogenesis of T.
cruzi infection was studied by comparing
the course of the acute infection in conge-
nitally athymic (nu/nu) mice with that in
phenotypically normal littermates (nu/ - ).
The strain used was N :NIH (S) which
carries the mutant nu gene. Bloodstream
trypomastigotes of the Tulahuen strain (5 x
10% or 5 organisms in 0.2 ml) were inoculu-
ted intraperitoneally into 4-week-old mice
of two groups: 10 immunodeficient and 10
normal littermates. Al animals were hou-
sed, in standard cages with a polyester
filter cover and kept in an isolated room
for 40 days. Sterilized standard lahoratory
food and water (pll 2.5) were provided
ad libitum. Morbidity and mortality were
recorded daily. Trypanosome counts were
performed in fresh tail blood at 3, 6,7, 8,
9, 11, 12, 14, 15, 16, 34, 37 and 40 duys
dafter infection. Figure 1 shows that no pa-
rasites were found in the blood of immu-
nocompetent mice 3 days postinfection,
whereas in athymic mice a low parasite-
mia was already present (500 parasites per
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ml). Trypomastigote counts in athymic
mice increased steadily, reaching a peak
at day 14, with 3 x 10° parasites per ml,
a significantly higher number than in the
phenotypically normal littermates which
presented 4 x 1P parasites/ml on the same
day. In nude mice, the course of the di-
sease was more severe; curiously, all ani-
mals died on the 14th day. However, only
30 % of immunocompetent infected con-
trol mice died on that same day, the re-
mainder surviving  significantly  longer.
Nude mice infected with 5 Trypomastigo-
tes, also failed to recover from the infec-
tion exhibiting 100 % mortality, while con-
trol mice likewise infected showed 100 %
survival. The present experiment demon-
strates that nude mice are more suscepti-
ble than immunocompetent mice to T.
cruzi acute infection with regard to para-
sitemia  and mean survival time. Histo-
pathological studies and antibody assays
are now in progress while T-cell restitution
experiments will soon be undertaken.
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