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ACTIVACION DE CELULAS SUPRESORAS DE LA RESPUESTA
DE HIPERSENSIBILIDAD TARDIA EN RATONES BALB/c INFECTADOS
O VACUNADOS CON LEISHMANIA MEXICANA PIFANO/

HILDA A. PEREZ, MILAGROS HENRIQUEZ & MERCEDES DE LA ROSA

Los ratones BALB/c inmunizados SC con promastigotes no viables de Leishmania mexi-
cana pifanoi, desarrollaron respuestas de hipersensibilidad tardia (RH T) contra el pardsito. En con-
traposicion, los ratones BALB/c infectados cronicamente ¢on L.m. pifanoi y aquéllos inmunizados
IV con una dosis supradptima de pardsitos muertos, mostraron inhibicion de la RHT. La supresion
de la RHT en los animales infectados, estuvo precedida por un estado transitorio de inmunidarl
celular, manifestado durante la fase inicial del desarrolio de las lesiones (4-12 semanas). La inhibi-
cicn de la RHT observada en los animales infectados o inmunizados con dosis supraoptimas, fue
causada por un mecanismo activo, transferible a receptores singénicos a través de las células esplé-
nicas de los donantes suprimidos. La poblacion de células supresoras fue no adherente a ‘nylon’”,
sensible al tratamiento con un suero anti-timocitos de raton y C’, y de accion espec ifica sobre la
RHT contra antigenos leishmdnicos. Se propone que la ocurrencia de celulas T supresoras de la
RHT en los animales infectados cronicamente o inmunizados con dosis supraoptimas, €s causada
por el exceso de carga antigénica. Esta tltima, en el caso de los animales infectados, secundaria a

una falla primaria en el control inmunologico de la poblacion parasitaria.

Palabras-clave: células supresoras — hipersensibilidad tardia
— ratones BALB/c — Leishmania mexicana pifanoi

En trabajos anteriores comunicamos la acentuada susceptibilidad genética de los ratones
BALB/c a la infeccion con parasitos del complejo Leishmania mexicana (Perez, Arredondo & Gon-
zilez, 1978; Pérez, Labrador & Torrealba, 1979; Arredondo & Pérez, 1979). Luego de la inocula-
cibn con 1 x 102 — 1 x 10% amastigotes, estos animales muestran lesiones progresivas con metas-
tasis frecuentes. La respuesta de hipersensibilidad tardia (RHT) contra el parasito es negativa
en los animales infectados crénicamente, observandose ademds conspicuas modificaciones de la
respuesta inmune, entre las que destaca la activacion de células supresoras inespecificas con carac-
teristicas de macrofagos (Arredondo & Pérez, 1979; Bolivar, 1982 : Pérez & Bolivar, 1985a, 19835b).
En esta oportunidad comunicamos ¢l hallazgo de células T supresoras (Ts) de 1a RHT contra anti-
genos leishmanicos, en ratones BALB/c infectados y en aquelios inmunizados con dosis supraopti-
mas de parasitos muertos.

MATERIALES Y METODOS

Parasito. Utilizamos el aisiado AMP obtenido de un caso de leishmaniasis cutanea difusa
(LCD), (Deane et al., 1966). El aislado AMP presenta caracteristicas bioldgicas e inmunologicas del
complejo L. mexicana (Pérez, Arredondo & Gonzalez, 1978 Petralanda et al., 1980), dado su
origen lo referiremos como L. mexicana pifanoi (Medina & Romero, 1962; Lainson & Shaw,
1973). Detalles concernierites a la obtencion de este aislado (Deane et al., 1966) y a su manteni-
miento en nuestro laboratorio (Pérez, Arredondo & Gonzdlez, 1978) ya han sido descritos.

Hospedadores e infeccion. Se utilizaron ratones BALB/c, hembras, con edades compren-
didas entre 10-12 semanas, suministrados por el bioterio del IVIC. Grupos de 20-30 animales fue-
ron inoculados subcutineamente (SC) con 1 x 105 amastigotes del aislado AMP de L.m. pifanoi
(Pérez, Arredondo & Gonzilez, 1978), las lesiones s¢ examinaron cada 15 dias y su tamafio se
determin® utilizando un calibrador de precision, con 0,05 mm de apreciacion (Schnelitaster, Kro-

plin, Alemania).
Antigenos.

Promastigotes no viables. Se obtuvieron cultivos de promastigotes del aislado AMP de
L.m.pifanoi en medio LIT, preparado segun Castellani, Ribeiro & Fernandes (1967), suplemen-
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'tado con 10% de suero fetal de bovino (SFB, Grand Island Biological Co., N.Y ., GIBCO) y esteri-
lizado por filtracion a través de una membrana “Millipore” de 0,22u (Millipore Corp., Mass.). Los
cultivos se cosecharon en su fase exponencial y los pardsitos se lavaron 5X con solucion salina esté-
ril {(NaCl 0,85%). La concentracion de parasitos se determiné mediante recuento en camaras y
previo ajuste a la concentracion deseada, la suspension de pardsitos se calentd a 800C durante 15
min. y se guard6 a 40C hasta su uso (Pérez & De La Rosa, 1985).

Eritrocitos de carnero. Obtenidos a partir de sangre fresca de carnero recogida en solu-
cion de Alsever, suministrada por el bioterio del IVIC. Los eritrocitos de carnero (EC) se lavaron
4X con solucion salina estéril y se suspendieron al 10% (v/v) en dicha solucion.

Inmunizacion v ensayo de la reaccion de hipersensibilidad tardia. Con la finalidad de pro-
vocar RHT contra promastigotes no viables de L.m. pifanoi los ratones se inmunizaron segun
protocolo previamente establecido (Pérez & De La Rosa, 1985) que describimos de manera sucin-
ta. Varias dosis de promastigotes muertos por calor se inyectaron SC en la base de la cola o1V en
una de las venas caudales. Siete dias después, la RHT se evocd en la almohadilla plantar (AP),
inyectando SC 1 x 107 parasitos muertos contenidos en una volumen no mayor de 50ul. Para
provocar RHT contra EC, 50u! de la suspension de EC se inyectaron SCen la base de lacolay a
los 5 dias, la RHT se evocé en la AP (Pérez, Bolivar & San Blas, 1984). En todos los casos la RHT
se determiné a las 24h después del reto, midiendo el grosor de la AP con un calibrador de precision
(Crowle, 1959; 1975). Los resultados se expresan como el porcentaje de incremento de la AP
(% 1AP) que recebio el reto con respecto a la testigo o el porcentaje de supresion (% S), calculados

segun las formulas:

Grosor de la AP inyectada — Grosor de la AP no inyectada

% IAP = x 100
Grosor de 1a AP no inyectada

Respuesta de] control positivo — Respuesta del grupo experimental
%S = x 100

Respuesta del control positivo

Los datos obtenidos fueron objeto de andlisis estadistico mediante la prueba de la ¢ de “*Student™.
El nive] de significacion establecida tue de p < 0,03.

Tratamiento con ciclofosfamida. Se utilizé esta droga en su forma comercial, Endoxan-
Asta adquirida de la casa Asta Werke A.G. (Alemania). La droga disuelta en solucion salina esteril
se administrd por via IP en dosis de 200 mg/kg de peso corporal, empleando siempre soluciones de

preparacion reciente.

Transferencia de células. Los donantes de células se sacrificaron por fuxacion cervical y
sus bazos se separaron asépticamente. Las células esplénicas se dispersaron en solucion salina
balanceada (SSB), triturando suavemente los bazos en un homogeneizador de vidrio (Corning
Glass Works, Corning, N.Y.). Seguidamente la suspensioén celular se dejé sedimentar durante 10
min. en bafio de hielo para separar los grumos celulares, se transfirio a un tubo conico de 15mly
se centrifugd a 180x g durante 10 min. Después de descartar la fase liquida, el taco celular se
dispers6 en SSB y la suspension celular se ajustod a la concentracion requerida, previo recuento en
cdmara. La transferencia de las células a ensayar se hizo bien de manera sistémica mediante inyec-
cion IV o localmente en el sitio de inyeccidon del antigeno. Cuando la transferencia fue sistémica,
la RHT se evocéd inmediatamente por reto SC en la AP. En los ensayos de transferencia local, la
dosis inmunizante de antigeno y las células se inyectaron SC en la base de la cola y la RHT se

evocod después de siete dias.

Tratamiento con suero anti-6. A tal efecto obtuvimos en conejos un suero anti-timocitos
de raton (ATR), siguiendo el procedimiento descrito por Joostes et al. (1968), dicho suero fue
absorbido y probado conforme a procedimientos publicados (James et al., 1970; Jooste et al.,
1968). Para realizar el ensayo de lisis, 300.000 celulas esplénicas se mezclaron (viviv) con dilucio-
nes de suero ATR (previamente inactivado) y de C (suero fresco de conejos no inmunizados).
Luego de 90 min. a 370C, el grado de lisis se determiné segun la proporcion de células capaces de
excluir €l azul de tripano. Bajo las condiciones referidas, dituciones 1:100 del suero ATR seleccio-
nado para este trabajo, resultaron liticas para 35% de los linfocitos esplénicos, provocando una
reduccion de 90% en la linfoblastogénesis estimulada por Concanavalina A y ningun efecto sobre
la respuesta a lipopolisacéarido de £. coli. Los ensayos de linfoblastogénesis se hicieron segun proce-




RATONES INFECTADOS O VACUNADOS CON LM PIFANOI 431

dimientos descritos anteriormente (Pérez, Arredondo & Genzdlez, 1978; Arredondo & Pérez,
1979; Pérez, 1980; Pérez & Bolivar, 1985a, b).

Técnicas de separacion de poblaciones celulares. Las células esplénicas de animales infec-
tados, inmunizados o controles, se separaron segun su adherencia a la lana de “nylon” de acuerdo
a las metodologias comunicadas por Julius, Simpson & Herzenberg (1973) y por Trizio & Cudko-
wicz (1974), que describimos sucintamente. Trescientos millones de células viables contenidos en
alicuotas de 2ml de SSB suplementada con 5% de SFB (SSB-SFB), se colocaron sobre €} tope de
una columna de lana de “nylon” (Leukopak, Fenwal Labs. Inc., Deerfield, I11) empaquetada, has-
ta el nivel de 6 ml, en una jeringa plastica de 10ml. Luego de 45 min. a 379C, las células T no
adherentes a “nylon” se recogieron en 20 ml de SSB-SFB. La columna se lavd con 100 ml de 55B-
SFB y se procedio a separar las células adherentes a “nylon”, presionando y comprimiendo con
pinzas 1a lana de “nylon”. Ambas poblaciones de células, adherentes y no adherentes a “nylon”,
fueron lavadas por centrifugacion suave, contadas y ajustadas a la concentracion requerida.

RESULTADOS

Respuestas de hipersensibilidad tardia en ratones BALB/c inmunizados con promasti-
gotes no viables. La RHT se examiné a los siete dias de 1a inmunizacion SC en la base de la cola.
Previamente determinados el intervalo Optimo entre la inmunizacion y el reto y la dosis Optima
de reto para evocar la RHT. Al comparar las respuestas de los animales inmunizados con respecto
a los controles que recibieron unicamente la dosis de reto, solo observamos RHT éptimas en los
animales inmunizados con 3 x 108 parasitos, dosis menores (3 x 107 — 3 x 1096) resultaron sub-
Optimas, aunque la RHT fue significativa (p < 0,001); dosis de 3 x 10° parasitos dieron res-
puestas sin significado estadistico (Tabla I). Cuando los animales fueron inmunizados por la ruta
IV, solo las dosis comprendidas entre 5 x 108 y 5 x 107 parésitos estimularon 6ptimas RHT.
Dosis menores (5 x 104 — 5 x 10%), resultaron subdptimas y dosis de 5 x 108 — 5 x 10%, pro-
vocaron inhibicién de la RHT (Tabla I). Conforme a lo comunicado anteriormente (Pérez & De
La Rosa, 1985), el estudio de la cinética de la RHT durante las 72 h siguientes al reto, reveld méxi-

mos valores a las 24 h aun elevados a las 48 h (Tabla II).

TABLAI

Respuestas de hipersensibilidad tardia (RHT) en ratones BALB/c inmunizados con promastigotes no viables de
Leishmania mexicana pifanoi

Dosts inmunizante Ruta % IAP *(Media * DEM,n =35)

de promastigotes
3x10s SC 10,0 £ 4,2
3x10¢ SC 482 +1,6
3x107 SC 60,5 * 3,4
3x10° SC 96,5 3,4
5x104 v 32,1 £5,0
5x10% v 37,8 £8.,5
5x109 v 60,0 9,6
5x107 v 54.0*93
5x10° [V 28,0 £ 4,0 I
5% 107 v 30056 TT

Control de reto —— 17,2 6,3

* La RHT se expresa segun el Porcentaje de incremento de la almohadilla plantar (% IAP), luego del reto con
1x107 promastigotes muertos.

Ty TT significativamente menores (p < 0,001) que en los animales inmunizados IV con 5x10¢ promastigotes.

Respuestas de hipersensibilidad tardia en animales infectados. En un estudio anterior (Pé-
rez, Arredondo & Gonzdlez, 1978) notamos que a las 18-20 semanas de infeccidn, los ratones
BALB/c no mostraban RHT contra el pardsito. Sin embargo, al evaluar la RHT a lo largo de la
infeccion encontramos una RHT significativa a las 4-12 semanas de infeccidn, cuando las lesiones
eran apenas detectables o todavia pequefias, pero posteriormente y coincidiendo con un incremen-
to acelerado en el tamafio de las lesiones, la RHT resulté gradualmente inhibida. La RHT que
encontramos a las 16 semanas fue de una magnitud significativamente menor (p < 0,001) que la
determinada a las 12 semanas, no obstante los valores todavia eram significativos (p < 0,001) con
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respecto a los controles de reto; pero a partir de las 18 semanas no fue posible evocar RHT especi-
fica en los animates infectados. Los datos presentados en el Tabla III permiten una comparacion

entre el curso de las lesiones y aquel de 1a RHT.
TABLAIL

Cinética de la respuesta de hipersensibilidad tardia (RHT) post-reto en animales inmunizados* con Leishmania
mexicana pifanoi

Porcentaje de incremento de la almohadilla plantar (Media *tDEM,n=5)""

Tiempo después del reto
Controles Inmunizados
24 h 16,0 £4,3 105,3 £6.,0
48 h 88150 97,1 £9.1
72 h 7.1 £30 343 £ 8.3

* Inmunizacién practicada subcutdneamente en la base de la cola con 1x107 promastigotes muertos.

£+ 4 RHT se expresa segun ¢l porcentaje de incremento de la almohadilla plantar, luego del reto con 1x107 pro-
mastigotes muertos.

TABLA III

Comparacion entre el curso de las lesiones y de la respuesta especifica de hipersensibilidad tardia (RHT) en rato-
nes BALB/c infectados con Leishmania mexicana pifanoi™

Tiempo de infeccidn % AP % ITL
(semanas) (Media T DEM;n =3) (Media * DEM;n =35)

4 37.1 2.2 1s+ 2,3

8 492 +5,2 101+ 22,8
12 53,4 £3,2 358 67,2
16 38,6 £2,5 530+ 122.8
18 14,8 £6,6 698 *161,2

Control de reto 12,9 £3,1

* Animales inoculados con 1x10% amastigotes y retados a los intervalos indicados con 1x10? promastigotes
muertos inyectados subcutineamente en la almohadilla plantar de la pata sana. La RHT se expresa segun el por-
centaje de incremento de la almohadiila plantar (% 1AP) después del reto; el curso de la infeccion de acuerdo al

porcentaje de incremento en el tamano de la lesion (% ITL).

Células supresoras de la respuesta de hipersensibilidad tardia en animales infectados. 1La
expresion y posterior inhibicién de la RHT contra el parasito, sugirio la participacion de un meca-
nismo activo supresor de la RHT de los animales infectados. Por otra parte, la posibilidad de provo-
car RHT contra el parasito en ausencia de infeccion, ofrecid un sistema util para investigar dicho
mecanismo. La Fig. 1, permite comparar la RHT de animales inmunizados SC con parasitos muer-
tos (Grupo 1) y de aquellos que recibieron conjuntamente con los parasitos inmunizantes: la trans-
ferencia local de 1 x 107 células esplénicas normales (Grupo 2) o un nimero similar de células
esplénicas obtenidas a las 18 semanas de infeccion (Grupo 3). Los receptores de células de animales
infectados mostraron una inhibicién significativa (p < 0,001) dela estimulacion de la RHT contra
el pardsito, mientras que la RHT de los grupos 1 y 2 fue de magnitud similar. Cuando titulamos la
actividad inhibitoria de la RHT ejercida por las células esplénicas de animales infectados, compro-
bamos que ain 1 x 105 células esplénicas, Grupo S, eran suficientes para suprimir significativa-
mente (p << 0,001) la estimulacion de RHT contra el parasito (Fig. 1). La actividad supresora de
la RHT presente en ¢l bazo de los animales intectados pudo vincularse a la poblacion de células
no adherentes a “nylon”, ya que la transferencia local de esa poblacion celular produjo una supre-
sion de la RHT (54,5% S) todavia mayor que la ejercida por las células esplénicas totales (35,5% S),
mientras que la RHT de los animales que recibieron células adherentes a “nylon’’ fue similar a la
de los receptores de células normales (Tabla IV). Por cuanto la poblacién de células esplénicas no
adherentes a “nylon”, comprende fundamentalmente a los linfocitos del tipo T, presumimos la
participacion de estas células en la supresion de la RHT aqui referida. Dicha presuncion fue apoya-
da por las experiencias que nos mostraron niveles comparables de RHT, entre los controles recep-
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tores de células normales y aquellos receptores de células esplénicas infectadas, tratadas con suero
ATR (Tabla IV).

CELULAS ., RIAP

au (N M
GRUPO TRANFERIDAS ? ? ? {;_":- r.l:) ? ?

2  1.6x107 CEC e

3 1exIO' CEl [ /3
a 1exi08cel 4]
5 1.6xI09CEl [/

Fig. 1: efecto supresor de las células esplénicas de animales infectados cronica-
mente (18 semanas) sobre la estimulacion de la respuesta de hipersensibilidad
tardia (RHT), estimulada por la inmunizacion SC en la base de la cola con
1 x 107 promastigotes muertos, La RHT se expresa segun el % de incremento
de la almohadilla plantar (% JAP) luego del reto con 1 x 107 promastigotes;
se presenta la respuesta de los animales inmunizados y retados (Grupo 1} y de
aquellos que recibieron, ademds de la inmunizacion, la transferencia local de
células esplénicas controles {CEC) (Grupo 2) o células esplenicas de animales
infectados (CEI), (Grupos 3-5). Reto practicado a los siete dias de inmuniza-
cion. Media * DEM, n = §.

TABLA IV

Respuestas de hipersensibilidad tardia (RHT) en animales receptores de diferentes subpoblaciones de células
esplénicas provenientes de animales singénicos infectados crénicamente con Leishmania mexicana pifanoi

Donante Poblacion celular % [AP (Media TDEM, n =6)*
Controles Células totales 40,0 X 2.4
Infectados™** Células totales 256226 (355 T
Células
no-adherentes
a ‘“‘nylon” 18,2 £ 3,5 (54,5)
Células adherentes
a ‘‘nylon™ 35,629 {(11,0)
Tratadas con suero
ATR TF +C 42,5 6,2

* La RHT se expresa segun el porcentaje de incremento de la almohadilla plantar (% [AP).

* % (Células retiradas 19 semanas después de la infeccion y transferidas localmente con la dosis inmunizante de
antigeno. Todos los animales recibieron 2x107 células del grupo correspondiente.

T Los numeros entre paréntesis indican porcentaje de supresidbn con respecto a la respuesta de los animales que
recibieron células totales de animales controles.

']' T ATR = suero anti-ttmocitos de raton obtenido en conejos.

Hallazgo de células supresoras en el bazo de los ratones BALB/c inmunizados por vialV
con altas dosis de pardsitos muertos. Varios autores han resefiado 1a activacion de células Ts de la
RHT en animales inmunizados con dosis supradptimas de antigeno (Claman, Miller & Moorhead,
1980; Liew, 1977), fue de nuestro interés averiguar si la inhibicién de la RHT observada en los
animales inmunizados con altas dosis de pardsitos muertos, tenia relacion con células Ts. Teniendo
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en cuenta la sensibilidad de estas células a la ciclofosfamida (Ci), (Schwartz, Askenase & Gershon,
1980; evaluamos el efecto de la administracion IP de Ci, 200 mg/kg peso, 48h antes de la inmuni-
sacion IV con 1 x 107 — 1 x 108 parasitos muertos. En ambos casos, la RHT de los animales
pretratados con Ci resultd significativamente aumentada con respecto a los controles sin trata-
miento (p < 0,001) (Fig. 2). Nuevamente recurrimos al ensayo de transferencia local para inves-
tigar el posible efecto supresor de las células esplénicas de los animales inmunizados IV con dosis
supradptimas. La Tabla V, muestra la RHT de animales controles y de aquellos que habian recibido
la dosis inmunizante de antigeno conjuntamente con células esplénicas de animales inmunizados
con alta dosis (5 x 108 parisitos). En este uitimo caso observamos una inhibicidn notoria (p <
0,001) de la estimulacion de la RHT contra el parasito, comparada con la RHT de los receptores de
c&lulas normales. El efecto supresor en cuestion, disminuy6 significativamente (p < 0,001) cuan-
do, previamente a la transferencia, las células esplénicas de los animales suprimidos fueron tratadas
con suero ATR y C’ (Tabla V). Por otra parte, la transferencia local de células esplénicas de anima-
les inmunizados IV con altas dosis de parasitos, no interfirio la estimulacion de RHT contra EC,
no obstante su capacidad para suprimir la RHT contra antigenos parasitarios (Tabla VI).

|O0—
8O
o 60
<
X a0k I
I 1
20

O T8 8 7 7

Log,, dosis de parasitos

Fig. 2: efecto acrecentante del tratamiento con ciclofosfamida (Ci), sobre la
respuesta de hipersensibilidad tardia (RHT) de animales inmunizados IV con
dosis supradptimas de pardsitos no viables. La Ci (200 mg/kg de peso) se admi-
nistré [P, 48 h antes de la inmunizacion. La RHT se expresa segiin el % de incre-
mento de la almohadilla plantar (% IAP) luego del reto con 1 x 107 promas-
tigotes muertos, practicado a los siete dias de inmunizacion. {0J), sin tratamien-

to; (m) tratados con Ci. (Media + DEM.n = 6).

Efecto de las células supresoras sobre la expresion de la respuesta de hipersensibilidad
tardia contra el parsito. Las experiencias referidas anteriormente (Tablas V y V1), indicaban que
la inmunizacién IV con altas dosis de parasitos no viables, propiciaba la estimulacion de células
Ts de la induccion de la RHT contra antigenos leishmanicos. Los siguientes experimentos tuvieron
la finalidad de averiguar si esa actividad supresora era extensiva a la expresion de la RHT. Dicha
respuesta es transferible a receptores normales, mediante la inyeccion IV de células esplénicas,
retiradas a los siete dias de la inmunizacidon SC con parasitos muertos. Como se¢ observa en la Tabla
VII, la RHT resulto significativamente diferente (p < 0,001) entre los animales que recibieron
células esplénicas de animales inmunizados SC {Grupo 2) v aquellos receptores de células de ani-
males inmunizados IV con altas dosis de parasitos (Grupo 3), comportandose estos ultimos como
los controles (Grupo 1), receptores de células esplénicas de animales normales. Sin embargo, la
expresion de la RHT observada en el Grupo 2, pudo ser impedida por la transferencia simultanea
de células procedentes de donantes suprimidos (Grupo 4) (Tabla VII). Estas células, muy eficien-
tes en suprimir la expresion de la RHT contra antigenos leishmanicos, no suprimieron {a RHT
transferida por las células esplénicas de donantes inmunizados SC con EC (Tabla VIII).
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TABLA V

Efecto de la transferencia local* de células esplénicas de donantes suprimidos, sobre la induccion de la respuesta
de hipersensibilidad tardia (RHT) contra Leishmania mexicana pifanoi

Donantes de células Tratamiento de las celulas % JAP (Media T DEM, n=6)**
- — 100,2 £5,0
Controles _ 98.4 +5.0 T
Inmunizados 46,597 (52,7

Suero ATR 'H'
mas C’ 81,8 2,0 (16,00}

*  (élulas retiradas 7 dias después de la inmunizacion 1V con $x10°8 parasitos muertos, todos los animales
recibieron 1,6x10°7 células.

*+ La RHT se expresa de acuerdo al porcentaje de incremento de la almohadilla plantar (% IAP), luego del reto
con 1x10°7 promastigotes muertos.

T Los numeros entre paréntesis indican el porcentaje de supresion calculado con respecto a la respuesta de los
animales receptores de células controles.

T T ATR = suero anti-timocitos de ratdn obtenido en conejos.

TABLA VI

Efecto de la transferencia iocal de células espiénicas de donantes suprimidos*, sobre la respuesta de hipersensibi-
lidad tardia (RHT) estimulada por la inmunizacion SC con promastigotes muertos (P) o eritrocitos de carnero
(EC)

Donantes Inmunizacion Reto % IAP (Media * DEM, n=6)*"*
SC con! con:
Control Ix10°7 P P 860+ 6,8
Control 2x10°8 EC EC 97.2%11.0
Inmune 1x10°7 P P 391 2.0
Inmune Z2x10°8 EC EC 86,51+ 10,0
_ _ P 83F 6,2
— — EC 6,21 1,0

*  (élulas retiradas 7 dias después de la inmunizacion I'V con 5x108 P.

**  TLa RHT se expresa de acuerdo al porcentaje de incremento de la almohadilla plantar (% 1AP) de animales
retados con 1x107 P o 1x102 EC.

DISCUSION

Aunque anteriormente referimos la ausencia de RHT en ratones BALB/c infectados con
el aislado AMP (Pérez, Arredondo & Gonzilez, 1978), carecfamos de evidencias experimentales
que sustentaran una explicacion para tal supresion. Los resultados que presentamos en este trabajo,
muestran que la inhibicién de la RHT observada en los animales infectados cronicamente, responde
a un mecanismo supresor activo, transferible por sus células esplénicas y muy eficiente en suprimir
la estimulacion de RHT contra el paréasito. Por cuanto la supresion observada reside en una pobla-
cion celular no adherente a “nylon”, sensible al tratamiento con un suero ATR mas C' y con
accion especifica sobre la RHT contra antigenos leishménicos, creemos que en los ratones BALB/c
cronicamente infectados con L.m. pifanoi, ocurre la activacion de células Ts de la RHT con espect-
ficidad antigénica. Al respecto Howard, Hale & Liew (1981) reportaron, que en el caso de ratones
BALB/c cronicamente infectados con Leishmania tropica, la supresion de la RHT es mediada por
una poblacion de células Ts especificas.
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TABLA VII

Efecto supresor de las células esplénicas de donantes suprimidos™ sobre la expresion de la respuesta de hipersen-
sibilidad tardia (RHT) contra Leishmania mexicana pifanoi

Grupo Células transferidas % IAP (Media T DEM, n =6)**
1 5,0x1077CC 27.0+2.5
2 2.5 x 1077 CAICS 79,5 £6,3
3 2.5x 1077 CAILV 289 6,1
4 2.5 x 1077 CAISC mas
2,5 x 1077 CAIlV 32,7+4,9 (58,8) T

*  Donantes inmunizados siete dias antes con 5x10% promastigotes muertos.

**  La RHT se expresa de acuerdo al porcentaje de incremento de la almohadilla plantar (% [AP) luege del reto
con 1x107 promastigotes muertos.

CC = Células de animales controles.
CAISC = Células de animales inmunizados SC con 1x107 promastigotes muertos.

CAIIV = Células de animales inmunizados IV con 5x10# promastigotes muertos.
Porcentaje de supresion.

TABLA VI

Inhabilidad de las células supresoras de donantes suprimidos de interferir la expresion de la respuesta de hipersen-
sibilidad tardia (RHT) contra eritrocitos de carnero

Grupo Celulas transferidas % [AP (Media T DEM, n=6)*
50x 107 CAC 15,6 £ 1,4
2,5x 107 CAIEC 48,3 £5,1
3 2.5 x 107 CAIEC mas
41,040

2.5 x 107 CAIP

* La RHT se indica segun al porcentaje de incremento de la almohadilla plantar (% [AP) de animales retados
con 1x108 eritrocitos de carnero.

CAC = células de animales no immunizados

CAIEC = células de animales inmunizados SC con 2x108 eritrocitos de carnero y retirados a los § dias de inmu-
nizacion.
CAIP = células de animales inmunizados IV con 5x10® promastigotes muertos y retiradas a los 7 dias de inmu-
nizacion.

Obviamente, los datos presentados en este trabajo, no permiten profundizar el andlisis del
mecanismo supresor observado. La RHT es mediada por, al menos, dos subpoblaciones de células
T efectoras (Van Loveren & Askenase, 1984; Van Loveren et al., 1984) v la supresion de la RHT
descrita para algunos antigenos parece depender de la accion concertada y secuencial de vanas
subpoblaciones de células Ts: Tsl, Ts2 y Ts3, cada una de ellas productora de mediadores solubles
con diferencias en su especificidad, cinética y mecanismo de accion (Sunday, Benacerraf & Dort,

1981; Okuda et al., 1984; Usui et al., 1984).

Una comparacion entre el curso de las lesiones y aquél de la RHT, pone de manifiesto que
1a inhibicion de la RHT en los animales infectados es siguiente a un estado transitorio de inmuni-
dad celular. Este ultimo, propio de la fase inicial de la infeccion a tiempo que las lesiones son aun
pequefias, mientras que la inhibicion de la RHT coincide conla fase de desarrollo acelerado de las
lesiones, cuando presumimos un aumento considerable de la carga antigénica. Es posible que el

incremento de los antigenos parasitarios, siguiente a la multiplicacion incontrolada de los parasitos,

L4

semeje la condicion de exceso de carga antigenica que conduce a la induccién de células Ts de la
RHT (Claman et al., 1980). Este argumento recibe mayor apoyo si consideramos que la inmuniza-
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cion TV con un nimero elevado de pardsitos muertos, también provocd la activacion de células Ts
similares, en su efecto, a las encontradas en los animales infectados cronicamente. Cabe recordar
ademis que en hospedadores relativamente resistentes a L. fropica (Preston, Behbehani & Du-
monde, 1978) o L. mexicana (Pérez, 1980), 1a inoculaciéon con un numero elevado de parasitos,
produjo lesiones de desarrollo acelerado con tendencia a la cronicidad y supresion de la respuesta

celular contra el parasito.

La RHT observada en los ratones BALB/¢ infectados (fase temprana) y en los inmuniza-
dos con pardsitos muertos, también amerita nuestra consideracion por su significado en la relacion
parasito-hospedador. En primer lugar, corroboramos que la acentuada susceptibilidad genética de
los ratones BALB/c a la inoculacion con parasitos del complejo L. mexicana, no depende de una
incapacidad de estos animales para responder inmunoldgicamente a los antigenos parasitarios
(Arredondo & Pérez, 1979). En segundo lugar, confirmamos que parasitos eventualmente asocia-
dos a la LCD, poseen el potencial antigénico para estimular una respuesta inmune del tipo hiper-
sensibilidad tardia (Pérez, Arredondo & Gonzalez, 1978).

De mayor trascendencia es establecer la funcion de la RHT en la inmunidad protectora
contra el pardsito y en la patogenia de la enfermedad. En nuestros animales infectados observamos
que aunque la RHT estaba presente, no fue suficiente para detener la multiplicacion de los parasi-
tos, siendo evidente ademas que en ausencia de infeccidn el exceso de carga antigénica fue causal
de activacidon de células Ts con especificidad similar a las halladas en los animales infectados. Lue-
go, en estos ultimos la supresion de 1a RHT podria ser un evento secundario a una falla primaria en
el mecanismo inmune que controla la poblacidn parasitaria.

Se ha hecho casi un dogma el relacionar la RHT y 1a curacion de las lesiones causadas por
los parasitos Leishmania, quiza porque muchos estudios concuerdan la RHT con la remision de las
lesiones y no son escasos los que sefialan correspondencia entre lesiones persistentes y RHT nega-
tivas o débiles, revisado por Pérez, 1982. Sin embargo, ningun trabajo ha podido demostrar la ver-
dadera relacion que existe entre ambos fendmenos. Recientemente, Liew, Howard & Hale (1984),
refieren una disociacion entre la RHT y la inmunidad protectora conferida por la inmunizacion
con promastigotes irradiados de L. tropica. Otros autores (Titus et al., 1984), comunicaron que
una poblacion de células T con especificidad antigénica para L. tropica, careciO de efecto protector
contra la infeccidn, no obstante su capacidad para transferir RHT contra el parasito. Es dificil,
pues, precisar la funcion de la RHT en la inmunidad anti-Leishmania, problema prioritario para
esclarecer en investigaciones futuras.

La informacion que presentamos aqui, conjuntamente con trabajos anteriores (Arredondo
& Pérez, 1979; Bolivar, 1982; Pérez & Bolivar, 1985a, b), nos llevan a concluir que en los ratones
BALB/c, la infeccidon con parasitos del complejo L. mexicana conduce a un estado de supresion
inmunolodgica, que cuenta con la participacion de al menos dos poblaciones de células supresoras:
células Ts con especificidad antigénica y macrofagos supresores de accion inespecifica. La contri-
bucion de estas células a la patogenia de la enfermedad es por ahora un enigma,

SUMMARY

A T suppressor cell population that specifically shut down delayed hypersensitivity
responses (DHR) to the parasite was found in both BALB/c mice chronically infected with Leish-
manig mexicana pifanoi and in naive mice which had received a single IV supraoptimal dose of

killed parasites.

At the early phase of infection mice exhibited a transitory state of cell-mediated immuni-
ty against the parasite that was abrogated when lesions reached their accelerated phase of growth.
Results suggest that in both infected and high-dose immunized mice, the activation of T suppressor

cells of DHR is related to antigen overload.
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