Induccion de resistencia contra Toxoplasma gondii
en ratones NIH tratados con concanavalina A

Resumen

Se evalué el efecto de la administracién de conca-
navalina A (Con A) en ratones expuestos a Toxoplasma
gondii. Cuarenta y ocho ratones, cepa NIH (hembras
de 22 a 24 g), libres de parasitos, fueron distribuidos
al azar en ocho grupos (Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1,
D2) de seis animales cada uno. Estos, fueron inocula-
dos por via intraperitoneal (i.p.) de la siguiente ma-
nera: los de los grupos A, B y C recibieron 10, 20 y 40
ug de Con A, respectivamente, mientras que los del
grupo D recibieron 0.1 ml de solucién salina fisiolé-
gica. Todos los ratones fueron confrontados por via
i.p. con 2 LD,  DE T. gondii, cepa RH. Los de los gru-
pos Al, B1, C1 y D1 fueron expuestos al protozoario
dos dias después del tratamiento; mientras que los de
los grupos A2, B2, C2 y D2, siete dias después de éste.
Los porcentajes de animales sobrevivientes obtenidos
I5 dias después de la infeccién, fueron 16.66, 16.66,
0, 0, 33.33, 50, 16.66 y 0 para los grupos Al, B1, Cl,
D1, A2, B2, C2 y D2, respectivamente. Para corrobo-
rar los resultados obtenidos en los dltimos cuatro gru-
pos, se repiti6 el experimento, después del cual se
observaron consecuencias similares, excepto que en
el grupo tratado con 40 ug de Con A, se obtuvo una
sobrevivencia del 33.33%. Los datos obtenidos indi-
can que la inyeccién i.p. de Con A en ratones NIH
genera una proteccién parcial inespecifica contra 7.
gondii cepa RH, la cual aumenta si se aplican 20 ug
del mitégeno siete dias antes de la confrontacién.

Introduccion

Toxoplasma gondii es un parasito de casi todas las es-
pecies animales, incluyendo al hombre. La toxoplas-
mosis clinica en seres humanos estd confinada
thasicamente a individuos inmunocomprometidos y a
mujeres que contraen una infeccién primaria duran-
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te el embarazo.? La toxoplasmosis en animales domés-
ticos gestantes, como ovejas, cabras y cerdos, causa
aborto y pérdidas neonatales, principalmente en los
ovinos.? Sin embargo, la infeccién por este pardsito
en muchos animales adultos y humanos es asintoma-
tica debido a una inmunidad protectora efectiva; ésta
involucra a anticuerpos que actian extracelularmen-
te y a factores derivados de las células T que actian
intracelularmente® Con base en estudios in vivo e in
vitro se ha establecido que el macréfago activado es la
célula principal que produce inhibicién de la prolife-
racién o muerte de 7. gondii.!'* También se ha de-
mostrado que el interferén-gamma (INF-y) es el
principal factor que activa macréfagos durante la res-
puesta natural del huésped a la infeccién con T. gon-
dii."® En ovejas, se ha demostrado que los linfocitos T
CD4+ y los CD8+, asi como el INF-y desempeiian
un papel importante en la proteccién contra el para-
sito.?

Durante la toxoplasmosis aguda sintomatica, se pre-
sentan niveles deprimidos de INF-y en ratones'® y en
el hombre.!” Asimismo, en ratones infectados con Toxo-
plasma, la proliferacién de esplenocitos en respuesta
al mitégeno concanavalina A (Con A), se encuentra
deprimida y comienza al tercer dia posinfeccién, en
comparacién con ratones no infectados. La inmuno-
depresién es mds significativa en los dias siete y nueve
tanto en la respuesta proliferativa como en la capaci-
dad de las células del bazo para producir INF-y.”

Por otro lado, la Con A, administrada en altas con-
centraciones en ratones, es inmunodepresora,®!! pero
a bajas concentraciones, también puede ser mitogé-
nica para los linfocitos T murinos in vitro5’

El objetivo del presente estudio fue determinar el
posible papel protector inespecifico de tres diferen-
tes concentraciones de Con A en ratones, administra-
das dos o siete dias antes de la infeccién experimental
con Toxoplasma gondii.

Material y métodos

Animales. Se utilizaron ratones hembras de 22 a 24
g, cepa NIH, de 7 a 8 semanas de edad, libres de
parasitos.

Paydsito. Se us6 la cepa RH de Toxoplasma gondii que
ha sido mantenida por pases seriados de ratones en
el Departamento de Parasitologia de la Escuela Na-
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cional de Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico
Nacional.

Mitdgeno. Se emple6 concanavalina A (Con A), lecti-
na de Canavalia ensiformis.*

Disefio experimental

Los animales fueron distribuidos al azar en ocho
grupos (Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1 y D2) de seis rato-
nes por grupo. Los ratones fueron inoculados por via
intraperitoneal (i.p.) de la siguiente manera: los de
los grupos A, B y C con 10, 20 y 40 ug de Con A,
respectivamente, y los de los grupos D con 0.1 ml de
solucién salina fisiolégica (SSF). Todos los ratones
fueron confrontados por via i.p. con 2 LD,  de taqui-
zoitos de Toxoplasma gondii,cepa RH (1 LD, = 45 ta-
quizoitos), obtenidos del exudado peritoneal de
ratones con 48 h de infeccién. Los animales de los
grupos Al, Bl, Cl y DI fueron expuestos al proto-
zoario dos dfas después del tratamiento; mientras que
los roedores de los grupos A2, B2, C2 y D2, siete dias
después de éste. Posteriormente, se determin el por-
centaje de sobrevivencia de los ratones en un perio-
do de 15 dias (Cuadro 1).

Cuadro 1
DISENO EXPERIMENTAL UTILIZADO

Tratamiento Confrontacién con  Porcentaje de
Grupo'  (intraperitoneal)’ Toxoplasma gondii’ sobrevivencia®
Al Con A 10 ug Dos d.p.t. 16.66
Bl Con A 20 ug Dos d.p.t. 16.66
Cl Con A 40 ug Dos d.p.t. 0
D1 SSF 0.1 ml Dos d.p.t. 0
A2 Con A 10 pg Siete d.p.t. 33.33
B2 Con A 20 ug Siete d.p.t. 50
C2 Con A 40 ug Siete d.p.t. 16.66
D2 SSF 0.1 ml Siete d.p.t. 0

'Seis ratones NIH por grupo.

*Con A = Concanavalina A; SSF = Solucién salina fisiolgica.
*Dos LD, de la cepa RH; d.p.t. = dias postratamiento.
‘Determinado en un periodo de 15 dias después de la expo-

sicién a T. gondit.

Resultados

Los porcentajes de animales sobrevivientes obteni-
dos, 15 dias después de la confrontacién, fueron de
16.66, 16.66, 0, 0, (Figura 1), 33.33, 50, 16.66 y 0
(Figura 2) para los grupos Al, B1, C1, D1, A2, B2, C2
y D2, respectivamente. Los animales de los grupos
tratados con SSF, murieron entre los siete y nueve

* Sigma Chemical, St. Louis, MO.
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dias posinfeccién. Con el objeto de corroborar los re-
sultados obtenidos en los grupos tratados con Con A,
siete dias antes de la confrontacién, se llevé a cabo un
experimento mds, en el cual se utilizaron 6 ratones
por grupo. En esta prueba se obtuvieron resultados
similares (datos no mostrados), excepto que en el gru-
po tratado con 40 ug de Con A, se obtuvo una sobre-
vivencia de 33.33%.
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Figura 1. Efecto de la concanavalina A contra la infeccién por
Toxoplasma gondii en ratones NIH (seis por grupo). El tratamien-
to se aplicé por via intraperitoneal dos dias antes de la infeccién
con 2 LD,, de T. gondii, cepa RH.
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Figura 2. Efecto de la concanavalina A contra la infeccién por
Toxoplasma gondii en ratones NIH (seis por grupo). El tratamien-
to se aplic6 por via intraperitoneal siete dias antes de la infeccién
con 2 LD, de T. gondii, cepa RH.

Discusion

Los resultados obtenidos indican que la inyeccién
i.p. de Con A en ratones NIH, genera una proteccién
parcial inespecifica contra Toxoplasma gondii cepa RH,



la cual resulta mejor al aplicar 20 ug, sicte dias antes
de la confrontacién. En estudios preliminares se ob-
servé que la aplicacién i.p. de sobrenadantes de culti-
vos in vitro de linfocitos murinos, estimulados con Con
A durante tres dias seguidos en ratones susceptibles,
conferia proteccién (60-80%) contra el desafio con 2
LD,, de T. gondii cepa RH.* En este orden, se sabe
que para la iniciacién de la respuesta inmune especi-
fica son esenciales las células presentadoras de anti-
geno, particularmente los macréfagos, asi como los
linfocitos T cooperadores'? de los cuales hay dos sub-
clases: los T cooperadores 1 (TH,) y los T cooperado-
res 2 (TH,)."® Los primeros son llamados también
inflamatorios porque participan en la respuesta in-
flamatoria, producen preponderantemente interleu-
cina 2 (IL,) e interferén gamma (INF-y); mientras
que los segundos, producen bésicamente IL, e IL,."
También se ha indicado que los linfocitos TH partici-
pan en respuestas protectoras en una variedad de in-
fecciones por patdgenos como virus (VIH), bacterias
(Mycobacterium spp), protozoarios (Plasmodium spp y
T. gondii), nematodos (Trichinella spiralis), trematodos
(Schistosoma mansoni), entre otros; mientras que los TH,
generalmente estdn relacionados con la susceptibili-
dad a dichos patégenos!® En este sentido, se ha de-
mostrado que el INF-y es el principal factor que media
la resistencia contra T. gondii'® y que los anticuerpos
anti-INF-y suprimen totalmente la inmunidad, tan-
to pasiva como activa, contra T. gondii en ratones in-
munizados con la cepa vacunal TS-4."° De acuerdo
con lo anterior, la explicacién a la resistencia obser-
vada en el presente estudio probablemente se debi6
a que la aplicacién i.p. de Con A en ratones, antes de
la infeccién con T. gondii, estimulé la produccién de
linfocitos TH,, que a su vez produjeron INF-y, ade-
mas de IL2 y otras citocinas, las cuales activaron ma-
créfagos, células de importancia primordial en la
resistencia contra T. gondii.* En este sentido, se ha
sugerido que aunque los linfocitos T CD4+, produc-
tores de INF-y y de IL-2, son inducidos por la vacu-
nacién contra 7. gondii en ratones, las células T CD8+
son las principales efectoras de inmunidad contra este
protozoario in vive;® sin embargo, los linfocitos T
CD4+ parecen desempeiiar un papel sinergético en
la inmunidad inducida por vacunacién, posiblemente
debido al aumento de la sintesis de INF-y por los linfo-
citos efectores T CD8+ 2 En este orden, estudios re-
cientes sugieren la participacién de la sintesis del 6xido
nitroso (ON) en la destruccién de patégenos intrace-
lulares, de acuerdo a la siguiente secuencia de even-
tos: el INF-y activa al gene sintasa ON y regula la
produccién del factor de necrosis tumoral (TNF), es-
timulado por los agentes infecciosos;!? el TNF enton-
ces actia de manera autécrina para amplificar la
sintesis y liberacién de ON de las células sensibiliza-

*Martinez, F. Comunicacién personal, 1992.

das por el INF-y.’2 El INF-y por sf solo es insufi-
ciente para la destruccién y requiere del TNF produ-
cido por los macréfagos infectados como una segunda
seftal necesaria para la expresién de actividad anti-
microbiana.' '

Por otra parte, cabe seiialar que la infusién intra-
mamaria de Con A en bovinos productores de leche,
cerca del secado de los animales, acelera la involu-
ci6én de la glandula mamaria, lo que da por resultado
niveles elevados de factores protectores naturales.® Es
posible que los resultados obtenidos por estos investi-
gadores también se deban a la estimulacién de linfo-
citos tipo TH,.

Por otro lado, cabe hacer notar que la dosis y el
tiempo de administracién de la Con A antes de la in-
feccién son importantes. El mejor tiempo de admi-
nistracién fue de siete dias (en comparacién con dos
dias) antes de la infeccién y la mejor dosis del mitége-
no fue de 20 ug. Es probable que se necesite un pe-
riodo no menor a dos dias y no mayor a siete dias
antes de la infeccién, para estimular linfocitos TH | y
activar apropiadamente macréfagos. También es pro-
bable que la dosis de mitégeno utilizada in vivo deba
ser mayor a la empleada in vitro para inducir resis-
tencia, pero no tan grande pues se puede generar
inmunosupresién. En este sentido, se ha demostrado
que las dosis altas de Con A 'y de otros mitégenos (50
y 150 ug/animal, via 1.p.), aplicadas en ratones poco
tiempo antes de la exposicién a un antigeno timo-
dependiente, generan inmunodepresién.®!!

Los resultados obtenidos indican que es posible in-
ducir inmunidad inespecifica contra T. gondii en ra-
tones tratados previamente con Con A en porcentajes
de proteccién (50%) comparables a los obtenidos (40%)
en ratones tratados conjuntamente con azithromici-
na (un antibiético macrélido con propiedades anti-
toxoplasma) e INF-y murino recombinante, durante
10 dias después de la exposicién a un inéculo letal de
T. gondii, cepa RH.2 No obstante, cabe aclarar que es
necesario llevar a cabo més estudios para compren-
der mejor los mecanismos responsables de la resis-
tencia inespecifica observada en el presente estudio.

Los resultados obtenidos en este trabajo, en el mo-
delo ratén-T. gondii, sugieren la posibilidad de utili-
zar la Con A y otros inmunoestimulantes como
alternativa para el control de enfermedades parasita-
rias, como la coccidiosis aviar y la triquinelosis muri-
na, por ejemplo.

Abstract

The effect of Concanavalin A (Con A) inoculation
in mice on the induction of resistance against Toxo-
plasma gondii infection, was evaluated. Forty eight,
parasite free, NIH mice (females weighing 22-24 g),
were randomly distributed into eight groups (Al, A2,
B1,B2,Cl, C2,D1 and D2) of six animals each. The-
se animals were treated intraperitoneally (i.p.) as fo-
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llows: Those in groups A, B and C received 10, 20
and 40 ug of Con A, respectively; while those in groups
D received 0.1 ml of phosphate buffered saline solu-
tion. All mice were confronted i.p. with 2 LD,  of T.
gondii, RH strain. Animals in groups Al, Bl, Cl and
D1 were exposed to the protozoan two days after the
treatment with Con A; while those in groups A2, B2,
C2 and D2, seven days later. The percentages of sur-
vivors obtained- in a period of 15 days after the infec-
tion were: 16.66, 16.66, 0, 0, 33.33, 50, 16.66 and 0
for groups Al, Bl, Cl1, D1, A2, B2, C2, and D2, res-
pectively. To corroborate the results observed in the
last four groups, the assay was repeated obtaining si-
milar results, except that the percentage of survivors
was 33.33 in the group treated with 40 ug of Con A.
Data obtained indicates that Con A injected i.p. in

NIH mice induces non-specific resistance against T..

gondii. The highest protection was obtained applying
20 ug of the mitogen seven days before the exposi-
tion to the protozoan.
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