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neste grupo, hemoculturas seriadas foram feitas usan-
do matode moditicado, usando meio LIT {liver infusion
trypotose), que consiste basicamente de lavagem e
processamento rapido do sangue dos pacientes, e cul-
tive por até 4 meses, Hemoculluras assim processadas
foram positivas em 94% dos pacientes nds tratados
{Rev. Soc.Bras. med Trop, 1994) e em apenas 13% dos
146 tratados (pelo Prof. Cangado). Todos os pacientes
negativos pelos testes de anticorpos liticos &/ou na
ELISA com antigenos purificados foram negativos pe-
las hemoculturas seriadas. A clonagem e
sequenciamento recentes do antigeno alvo do anticorpo
litico, a GP160, denominado icomplement regulalory
proteini (Morrs et al.1996) devera permitir o uso de
peptideos  sintéticos em lestes mais simples o
comercializaveis em “kils® facilitando o controle de cura
& teste de novos medicamentos anti- T.cruzi. A terapéuti-
ca ambulatorial dos cerca de 20 milhies de pacientes
chagasicos assintomaticos é urgente para evitar
aposentadorias precoces, implantes de marca-passos,
a outras cirurgias dispendiosas, considerando que a
vasta maioria de pacientes sio carentes e dependem do
sistema publico de saude coletiva. Auxilio financeiro-CNPg
{Bolsas para AUK & GK).

MR13.Alguncs aspectos de |a serclogia convencional
en la fase aguda y crénica de la enfermedad de
Chagas. LUQUETTI, A.D.; TAVARES, S.B.N,;
OLIVEIRA, R.A. Y RASSI, A

Lahoratorio de Pesquisa da doenga de Chagas,
Fac. Medicina, Universidade Federal de Goias,
POBox 1031, CEP 74001-970 Goiaria, Brasil.

Mucho se ha escrilo sobre la serologia en la enfer-
medad de Chagas. En |a época actual se ha dado énfa-
sis a nuevas tecnologias, en especial con el empleo de
antigenos purificados, recombinantes y peptidos sintétl-
cos por diferentes métedos. Este hecho genara angus-
fia en los laboratoros de ruting que nunca llegan a al-
canzar la tecnologia de punta, la que demanda, ademas
de aparatos especiales, un costo siempre mayor, El
motivo de asta presentacion es llamar la atencion para
ciertos aspeclos de la clasica serologia convencional,
ulilizando anligencs lotales, por las técnicas clasicamente
disponibles. Presentamos resullados obtenidos con 62
suerns provenientes de pacientes en la fase aguda de
la enfermedad, asi como 100 sueros de pacientes crani-
cos, bien caracterizados clinicamente y con examan
parasitolégico (xenodiagndstico) positive an el momento
de la obtencidn del suero. El primer aspecto se relacio-
na a la serologia en la fase aguda, existiendo discusion
sobre la frecuencia de IgM anti-T.cruzi. En nuestra
casuistica ancontramaos titlulos de 1/5 o mayores por IFl
an el 93.5 % (58/62) de los casos, lo que viene a de-
maostrar la utiidad de esta técnica. El segundo punio se
refiere a la presencia de anticuerpos 1gG anti- T.cruzi
durante la fase aguda. Las mejores técnicas para su
dateccion fueron la HAI y la IF], siendo que, con la téc-
nica inmunoanzimatica , en general obtuvimos resultados
negativos con evolucion de la enfermedad de hasta fres
samanas, En varios pacientes fue detectada IgA anti-
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T.cruzi v presencia de factor reumatoide. En relacidn a
los sueros en la fase cronica, con xenodiagnéstico posi-
fivo, es importante resaltar que en 3100 todas las técni-
cas (asi como el emplec de antigenos recombinantas)
fueron negativas, hecho ya conocido por los especialis-
tas. Los restantes 97 sueros tuvieran titulos positivos por
ELISA, IFI, v HAI, con titulos wvariables, constituyendo
un perfil particular para cada paciente, de importancia
fundamenlal para la correcta interpretacién del eventual
sequimiento seroldgico post-tratamiento. Otro aspecto fue
el hallazgo de IgM anti- T.cruzi en los sueros de pacien-
les cronicos (10 %) estando asociado a veces a la pre-
sencia del factor reumatoide (FR). La IgA especifica fue
encontrada en el 6 % de los sueros, sin relacion con FR.
Por ultimo nos gustaria llamar la atencion sobre la im-
portancia de la comecta conservacion da los sueros. En
diferentes exparmentos constatamos pérdida sensible de
anticuerpas eén sueros conservados a temperaturas su-
perores a (-) 12%, principaimente, en ELISA & IFI. Esta
disminucion fue sismpre menos importante en la HAI
Esta pérdida de reactividad también se aplica al uso de
antigenos recombinantes. Para el seguimiento de pacian-
tes tratados, es fundamental conservar en buenas con-
diciones de almacenamiento una muestra del suero ori-
ginal, antes del tratamiento. Este suero sera &l punto de
partida para todo tipo de comparacion, y podra ser
incluido en los exparimentos cada vez que S8 recoge una
nuava muestra. En los casos tralados durante la lase
aguda, y con examenes parasiloldgicos secuenciales
negativos, la serologia se negativiza alrededor del ano
hasta tres afios, en nuestra experiencia. En los caso crd.
micos de larga evolucidn, verificamos la existencia de tres
grupos diferentes: aguellos con exdmeanas parasitoldgicos
y serologicos positivos, indicando fracaso terapéutico, los
que presentan xenodiagndstico seriado negativo con
serologia persistentemente positiva y aquelios con
serologla oscilante. Estamos estudiando un grupo de pa-
cientes cronicos no tralados, para verificar el grado de
oscilacion temporal en los titulos, para una mejor inter-
pretacion de aquel dltimo grupo. En este senlido,
monitorear la presencia de anticuerpos dal paciente con-
tra determinados antigenos recombinantes o por otros
métodos como la guimicluminiscencia o la lisis mediada
por complameanto, puade acortar &l tiempo de observa-
cion. Concluimos que la clasica serologia convencional,
hian manejada, puede dar excelentes resultados para un
comecio diagndstico serologico. Para el seguimiento de
tratados, una combinacidn de técnicas podria dar mejor
resultado. Basta aplicar la lécnica comecta para cada cir-
cunstancia.

Inmunomodulacion en T. cruzi

MR14. Efecto de la inmunointervencion sobre los
niveles de citoquinas en la infeccion experi-
mental. BEATRIZ BASSO. "

Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Na-
cional de Cordoba

Ha sido demosirado que las ciloguinas regulan la ini-
ciacion y el mantenimiento de la respuesta inmunea. Asi-



mismao, ellas intervienen en la seleccion del tipo de res-
puesta y los mecanismos efectores que intervienan en
la resistencia a los patégenos. Sin embargo, ciertas
citoguinas, cuandg se producen &n exceso, pueden ra-
sultar perjudiciales. Es decir que todo dependa del ba-
lance de citoquinas presentes en el hospedador infec-
tado. Hasta el presente se han descripto tres lipos de
células T cooperadoras: THO, TH1 y TH2. Debido a los
importanles electos regulatorios que ejercen entre si
estas dos Gltimas poblaciones, como asi lambién a la
estimulacién antigénica repeatitiva que caracteriza a las
infecciones microbianas, las enfermedades infecciosas
a menudo presentan respuestas dirigidas preferen-
cialmenta hacia uno u otro fenotipo, TH1 o THZ, con la
sintesis de citoguinas derivadas de cada una de ellas.
Esta siluacion tiene profundas implicancias en la resisten-
cia o sensibilidad a determinadas infecoiones. Por ejem-
plo, en infecciones por Leishmania major y Candida
albicans existe un predominio de la progenie TH1, que
protege al huésped, resclviendo la enfermedad y, cuan-
do predominan las citoquinas sintetizadas por TH2 la en-
fermedad es progresiva. En cambio, en infeccionas por
Trichurs frichura la respuesta TH2 es protectora y la TH1
inmunopaldgena. Por otra parte, &l shock séptico esta
asociado con incremantos sistémicos de citoquinas, gque
incluye TMFalfa, IL1 & IL6. El excesivo aumenic de la
concentracion serica da ellas induce una respuesla
inflamatoria descontralada, perjudicial para al organismao.
Sin embargo, en la respuesia inmune especifica estos
mediadores cumplen importantes funciones en la
limitacion vy eliminacion de las infecciones, coma asi tam-
bigén en el aumento de la resistencia del hospedador.

En estudios realizados en nuestro laboratonio obser-
vamos que, en la infeccidn experimental por Trypa-
nosoma cruzi, exisle un marcado aumento de las
citoguinas pro inflamatorias como TNFalfa e ILE, acom-
panado de IFNgamma e IL10, durante el periodo agu-
do de la infeccien, gue llevan a la muerte del animal.
Sin embargo, cuando los ratones son inmunizados con
Trypanosoma rangell [no patégeno para el hombre) pre-
vio al desafio con formas virulentas de T. cruzi, se ha
observado una modulacion en la sintesis y liberacion de
eslas citoquinas, con un adecuado balance antra las mis-
mas, cuyo resultado es la resolucion de la infeccién. En
&l periodo crdnico IFNgamma permanecid aumentado, con
nomalizacion dal rasto de las citoquinas, incluida IL10.
En contraste, en los animales sin inmunizar que lograron
pasar a la cronicidad, los niveles de IL10 permanecieron
elevados. El balance en la sinfesis de IFNgamma e IL10
en este asquema expernimental, durante el periodo croni-
co, podria estar asociado con el controd de la infeccién
por parte del sisterma inmune, estableciéndose un aquili-
brio huésped-parasito, sin consecuencias perjudiciales
para &l animal infeclado. Asi, en la Enfermedad da Chagas
exparimantal, &l balance de los mediadores inflamatorios
¥ de las ciloquinas en general estaria también relacio-
nado con la severidad o resolucidn da la infeccion.

Un conocimiento mas amplio del rod que juega la in-
duccién o supresion de la sintesis de citoquinas por los
microorganismos quizas pueda hacer posible disefios de
estrategias de vacunacion basados en una adecuada
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modulacion de citoquinas, que pusdan suprimir la pa-
tologia tisular asociada a la infeccion,

MR15.Antigenos parasitarios en la modulacién de la
respuesta inmune contra el Trypanosoma cruzi,
ADRIANA GRUPPI

Inmunologla Dto Bioguimica Clinica - Fac Cs
Ouimicas - UNC - Agencia Postal 4 CC 67 5000
Cordoba. E-mail: agruppi & bioclin.uncor.edu

La fase aguda de la infeccion con Trypanosoma cruzi
cursa con una importante activacion policlonal de linfocitos
T y B coexistente con inmunosupresion. Estos fencme-
nos representan una estrategia del parasito para invadir
al huésped. La infeccidn con T.cruzi produce activacion
de clones de linfocitos B especificos para el parasito como
asi también una indiscriminada activacion de olros clones
con la consecuente produccion de anticuerpos especifi-
cos para el T.cruzi y para otros antigenos, algunos de los
cuales pueden ser componentes del huésped. Uno de los
desafics del estudio de la enfermedad de Chagas es la
identificacion de antigenos parasitarios y de componan-
tes del sistema inmune gue participan en la induccidn de
activacion policlonal, como asi también conocer los me-
canismos que permitan explicar la coexistencia de acti-
vacion policional @ inmunosupresion.

Hemos observado que una fraccion antigenica de pl
7-9 obtenida del citosol de epimastigotes del T.cruzi (de-
nominada Fl) induce la proliferacion y diferenciacion de
células B murinas normales. Fl es capaz de expandir pro-
porcionalmente las dos subpoblaciones de linfocitos B:
CDS+ y CD5-. La inmunoglobulina predominantemente
producida por las células B estimuladas con Fl, luego de
& dias de cultivo, fue IgM reactiva con actina, mioglobina,
miosina, anhidrasa carbdnica y tirogicbulina, pero no con
Fl. Ademas, hemos detectado un incremento de IgG1
y no se detectaron modificaciones en los niveles de
IgG2 e IgG3. Este perfil de anlicuerpos se correlaciono
con los niveles y lipos de citoguinas detectadas, por
ELISA, en los sobrenadantes de cultivo de las células
estimuladas con Fl como: IL-4, IL-10, IL-6 a IFNy. Mo
se delectd IL-2. La ausencia da IL-2 se correlaciona con
la falta de proliferacién de linfocitos T luego del esti-
mulo con Fl. Estudiamos comparativamente la respuasia
de CMB da ratones infectados con tripomastigotes (Tp)
del T. cruzi (Tulahuén) frente a Fl. La respuesta
linfoproliferativa trente a F| fue significativamente dis-
minulda respecto de sus controles normales. En funcion
de estos resullados y para tratar de dilucidar los aven-
tos que permilan explicar la coexistencia de activacian
policlonal & inmunosupresion, analizamos la respuesta
de CMB de ratones inlectados con dosie de 500 a
100000 parasilos, oblenidas a distintos tiempos
postinfeccion (pi), frente a mitdégenos de células T
{ConA) y células B (LPS). Las CMB de los animales
infectados con mayor numero de Tp tanto en & dia 8
u 11 pi presentan una respuasta linfoproliferativa basal
y frente a mitdgenos muy disminuida, desde las 24 hs
de cultivo, gue se coralaciona con la presencia de cé-
lulas activadas, agregadas, con caracteristicas de inma-
durez y fragmentacién de DMA. En cambio, en el dia 8
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pi la proliferacion basal de CMB de animales infecla-
dos con bajas dosis de Tp esta aumentada y el pico de
activacion es precoz respects de los animales normales.
Esta cinética de respuesta acelerada nos lleva a detec-
tar supresidn en los tiempos (3 dias da cultivo) habitual-
mente estipulados para medir proliferacion frente a estos
mitogenos. Estos resultados nos indican gue bajas
parasilemias inducen cierto grado de activacion en los
linfocitos que les parmiten prolifarar espontaneameante y
responder precozmenta a un mitdgeno; mientras gue en
los animales infectados con mayor numero de parasitos
las células se sobreactivan in vivo perdiendo la capaci-
dad de proliferar; probablemente debido a una muerte
celular programada (apoptosis) inducida por activacion.
Esta eliminacion de clones, nos permitiria explicar la das-
aparicion de la poblacién de anticuerpos reactivos ¢on Fl
que se observa durante la fase cronica de la enfermedad
da Chagas, pero que asla presente en la fase aguda de
la misma (Zufiga y col 1996, Reunién Anual SAPYEP),
Abrahamsohn y col (1995, J Immunol 155(8)3955) demos-
traron que la falta de respuesta producida durante la fase
aguda da la infeccién con el T. cruzi se debe a una gran
produccién de dxido nitrico como asi también a una dis-
minucion en la expresion de antigenos claze |l del MHC
sobre macrofagos. Trabajos racientes (Cell Immunol
178{1)1,1997; Cancer Res 57(10)1823,1997; J Immunal
158(10)4696,19397)) demuestran que el dxido nilrico es
capaz da actuar sobre los linfocitos conduciéndolos a la
apoplosis.

Estos datos analizados en conjunto nos sugiaren que
durante la fase aguda de la infeccion con el T. cruzi se
produce una importante activacidn policional producida,
entre otros elementos, por antigenos parasitanos
mitogénicos y que, cuando estas células activadas se
encuentran nuavamanta con el antigeno o mitdgenos no
parasitarios son capaces de ir a la apoplosis ya sea a
través de una muerte celular inducida por activacién o
por factores solubles liberados durante el proceso de ac-
tivacion.

MR 16.TNF-a in murine Trypanosoma cruzi infection.
¥. CARLIER", C. TRUYENS', F. TORRICO', A,
ANGELO-BARRIOS' and W. BUURMANE,

'"University of Brussels (Belgium) and *University
of Limburg (Maaslrichl, The Netherlands).

High levels of circulating TNF protein {monitored by
ELISA) weare found in male BALB/c mice acutely infectad
with T. cruzi, parallefing the kinetics of parasitasmia, though
circulating bicactive TNF (monitored using Wehi cell
bicassay) was nol delected. Indeed, the plasma of acutely
infected mice displayed high amounts of sTNF-RI and Il
and of inhibitory activities against bicactive standard TNF
(Wehi cell bicassay). indicating a possible neutralization
of TNF biological activity by sTNF-R in blood.

Since circulating levels might not reflect the tissular
situation, the productions of TNF and TNF-R were also
studied in peritoneal and spleen macrophages harvested
from T.cruzi infected mice. Though both TNF-R were
detected, bicactive TNF could be also found in the
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supematants of cells collected during the acule phase
of infection. LPS-stimulation of such cells increased tha
preduction of bioactive TNF without efiect on that of
TNF-RII, indicating that the macrophages of T.cruzi-
acutely infected mice produced bicactive TNF and wara
primed for such production.

The role of endogenously produced bicactive TNF
was studied by injecting TNF-neutralizing mAl (TM3),
during the first 2 weeks of infection. Whereas this
treatment reduced the levels of circulating TNF,
parasitagmia and mortality of mice were considarably
increased. The cachexia associated to the acute
T.cruzi infection in mice (characterized by a weight loss
of 20% mainly due to a body fal depletion} was also
reduced by half after administration of TNF- neutralizing
maAb.

Ahogether, these results suggest that T.cruzi infection
modulates the biological activity of endogenous TNF by
regulating the production of sTNF-R and that the bioactive
TNF available in vivo has a protective role against T.cruzi
infection as well as a detrimantal effect in inducing
cachexia in mice.

MR17.Inmunopatalogia asociada a la expresion de
moléculas de adhesién. SUSANA A, LAUCELLA.

Instituto Nacional de Parasitologia, Dr. Mario Fatala
Chabén, Av. Paseo Coldn 568, 1063 Buanos Airas.,

Uno de los aspeclos caracteristicos de la forma cro-
nica de la enfermedad de Chagas es el desarrolio de una
cardiomiopatia inflamatoria persistente gue puade culmi-
nar en una insuficiencia cardiaca y muerte. En la géne-
sis de la lesidn inflamatoria, la interaccion entre células
inmunocompetentas, el endolelio, la malriz extracalular y
los tefidos blancos serian importantes en la avalucién de
la enfermedad. El reconocimiento de antigenos del
parasito por el sistema inmune del huésped resulta en la
libaracion de ciloquinas y otros mediadoras inflamatorios
que juegan un papel preponderante an la activacion de los
mecanismos electoras tripanocidas pero que podrian tam-
bién crear el madio adecuado para el desarrolio de |a
patologia. Una da las formas en que actian eslos media-
dores inflamatorios es regulando los niveles de distintas
maoléculas de adhesion celular (MAC). En el sistema in-
muna, las MAC controlan la interaccion celular requarida
para la activacion de linfocitos por antigenos extrafios, y
dirigiendo la migracidn y localizacion de leucccitos hacis
los sitios de inflamacion. Se han aislado tambien formas
solubles de varias MAC cuya liberacion es afeclada po
los mismos estimulos que inducen la expresion de las
formas celulares. La importancia de las MAC en la enfer-
medad de Chagas se sustenta en diversa evidencia ex
perimental. Durants la etapa aguda de la infeccion muring
con distintas cepas del Trypanosoma cruzi hemos de
mostrado que la expresion de la molécula de adhesior
intercetular 1 (ICAM-1) es inducida en miccardiocitos er
forma paralela a la acumulacion de linfocitos infiltrantes
y citoguinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-1
Asimismo, los niveles solubles (s-ICAM-1) se encuentrar
aumentados en el suero. Estos resullados sugiaren Iz



