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ESTUDIOS INMUNOLOGICOS EN HAMSTERS (CRICETUS AURATUS) INFECTADOS
CON SCHISTOSOMA MANSONI (1}

Edyardo MONGE (2), Paulo M. Z. COELHO (3) & Carles A. P. TAVARES (4)

RESUMEN

Los resultados de este trabajo muestran que el hamsier (Cricetus auratus)
puede ser utilizado como un modelo experimental para estudios inmunolégicos
en la infeccidn por Schistosoma mansoni. Los datos obtenidos, relativos a inmu.
nidad concomitante, produccion de anticuerpc letal e inmunosupresion se ase-
mejan a los conseguidos en otros modelos experimentales ya establecidos. Estas
observaciones indican que el hamster, ademds de ser un hospedero satisfactorio
para el mantenimiento del pardsito en el laboratorio, puede ser considerado como
un modelo experimental alterno cuyo crecimiento y mantenimiento son relativa-
mente simples y ademds es un animal de fdcil manejo.

UNITERMOS: Esquistosomiase mansonica experimental — Hamster (Cricetus su-

ratus) — Inmunologia

INTRODUCCION

El desarrollo de un modelo experimental
para el estudio de los diferentes aspectos inmu-
nolégicos de las infecciones por Schistosoma
mansoni constituye una preocupacion de los in-
vestigadores inferesados en el control de Ia es-
guistosomiasis,

De los animales de laboratorio disponibles,
unicamente los ratones parecen ser los hospe-
deros adecuados para el estudio, en gran esca-
la, de los diversos fendmenos inmunolégicos
presentes en la esquistosomiasis. Cobayos pre.
sentan respuesta inmunoldgica semejante al
de los ratones pero no se consigue detectar
huevos en las heces de estos animales, de ma-
nera que el ciclo evolutivo del Schistosoma no
puede ser completado en esfe hospedero 1213,
Los monos, otros posibles hospederos, son di-
ficiles de sdquirir ¥ mantener, mientras que
las ratas y log conejos no son buenos hospede-

ros y la respuesta inmunoldgica es muy dife-
rente a la que ocurre en €l hombre 24,

Por esfe motivo, nos propusimos analisar
algunos aspectos inmuncldgicos en hamsters
(Cricetus auratus) infectados con 8. mansoni,
con el fin de establecer si tales animales, que
generalmente se han utilizado sélo para man-
tener 1a cepa del pardsito en el laboratorio,
pueden constituir un modelo alterno experi-
mental para la esquistosomiasis mansoni.

Pensando en lo anterior, los objetivos del
trabajo fueron observar en el hamster el de-
sarrollo de inmunidad adquirida en el curso de
1a infeccidn primaria por S. mansoni; indagar
sobre la presencia de anticuerpo letal? y su
relacidn con el desarrollo de la inmunidad pro-
tectora. También fueron contemplados en este
estudio fendémenos de inmunosupresion.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 200 hamsters machos, heterc-
gendticos, de un mes y medio a dos meses y
medio de edad cuyo peso varié entre 70 y 90
gramos, procedentes del bioteric del Departa-
mento de Parasitologia de la Universidad Fe-
deral de Minas Gerals (ICB-UFMG) y mante-
nidos con alimento y agua ad libitum.

Las cercarias de S. mansoni (cepa L.E., Be-
lo Horizonte, Brasil), obtenidas de Biomphala-
ria glabrata creados en el laboratorio, fueron
concentradas y a partir de ellas se obtuvieron
esquistosémulos in vitro segin la técnica de
RAMALHO-PINTO & col. 15,

Se infectaron 150 hamsters con 30 cerca-
rias por via transcutinea de acuerdc con la
técnica de SMITHERS & TERRY 1. Posterior-
mente cuatro grupos de 12 animales cada uno
se reinfecté con 150 cercarias a los 40, 60 y 90
dias y con 250 a los 120 dias. Para cada grupo
se empleé un grupo testigo de 12 hamsters
due sélo fueron expuestos a las dosis de 150
o 250 cercarias segiin el caso.

Catorce dias después de Ia reinfeccidn los
animales fueron sacrificados por fractura cer-
vical, recuperandose los verines por perfusion
del sistema porta empleando un aparato para
perfusion (Brewer Automatic Pipetting Machi-
ne, Mar. U.S.A)). Del maferial, recogido en un
beaker, se obtuvieron los vermes que fueron
contados en una placa de Petri bajo el estereos-
copio. Ja diferenciacion de las dos infecciones
se hasd en el tamafio y Ia morfologia de los
vermes y de acuerde con el nimero de los in-
madures recuperados, se evalio la resistencia
de los hamsters a la reinfeccidn, que se expresd
en porcentaje de reduccidn s,

Con la finalidad de estimar la accidn del
anticuerpo letal presente en el suero de hams-
ters infectados con 8. mansoni, sobre esquis-
tosdmulos de 90 minutos, los snimales reinfecta-
dos a los 40, 60, 90 y 120 dias después de la
infeccidn fueron sangrados al igual que hams-
ters no infectados los cuales se usaron como
testigos, La sangre fue obtenida del plexo re-
trorbital con ayuda de una pipeta Pasteur y el
suerc extraido por centrifugacion y mantenido
a -20°C fue usado en la determinacién de anti-
cuerpo letal, segiin la téenica descrita por TA-
VARES & col.Z, También se determindg el ii-
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tulo de anticuerpo letal mezclando los sueros
obtenidos a los 40, 60, 90, ¥y 120 dias después
de infeccion. La accidn citotdzica fue estima-
da por la determinacidn del indice de mortali-

" dad de los esquistosomulos por diferencia en

tre los muertos por €l suerc inmune mids com-
plemento y los muertos sélo por la accion del
complemento.

La evaluacién de la respuestas celular (hi-
persensibilidad retardada) fue realizada a los
45, 60 y 90 dias después de la infeccién inicial
tanto en animales infectados 0 no con 8. man-
soni, de acuerdo con la itécnica de MILLER &
col.® que usa glébulos rojos de carnero como
indicador de hipersensibilidad retardada. El gra-
do de hichazdn d elas patas fue determinado
por medio de un micrémetro ajustado a lectu-
ras de centésimo de milimetro (L.S. Starret,
Co., Gran Bretafia, lo que permitié establecer
las diferencias del edema de las patas posterio-
Tes.

Para evaluar el grado de significancia es-
tadistica, los resultados fueron sometidos a la
prueba de t de Student, a analisis de variancia
¥ de correlacién linear.

RESULTADOS

El porcentaje de adultos recuperados en
relacién al nimero total de cercarias utilizadas
en la infeccién fue establecido con base en el
total ¥y el promedio de vermes de cada sexo,
recuperados de los hamsters infectados (Cua-
dro I).

El Cuadro II contiene los promedios y
las respectivas desviaciones estdndares del ni-
merc de vermes inmaduros de S. mansoni, re-
cuperados después de la reinfeccion de los di
ferentes grupos de animales. Como se puede
observar hubo una diferencia significativa a par-
tir de los 60 dias después de la infeccién inicial
cuando comparados con los testigos.

Los porcentajes de reduccién de la carga
parasitaria estdn representados en la figura 1
Por angdlisis de variancia se verificé que la re
duccién fue significativa a un nivel de 1% en
tre 40 y 60 dias yde 0,1% entre 40 y 90y 40y
120 dias pero no lo fue entre 60 'y 90 ¥y 60 y 120
dias indicando que después de los 60 dias la re
duccidn de la carga parasitaria fue practica
mente la misma. '
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CUADRO I
Numero y porcentale de vermes adultos de Schistosoma mansoni recuperados de hamsters después de Ja infeccidn

primaria
Dias después No, de Pargsitos recuperados Promedic + D.E. Recuperacidn (%)
la. infeccidn hamsters
machos hembras
40 12 85 . 52 114 + 3,6 38,1 = 3.6
60 11 4 36 10,0 = 4,1 333 £ 4,0
90 10 66 43 10,9 = 39 36,3 > 4,0
120 12 100 E2 13,7 + 39 _ 422 % 39
Total - 45 325 183 11,3 £ 3.9 X 35 £ 3,7(%)

Los hamsters fueron Infectadcs con cerca de 30 cercarias de Schistosoma mansond.
(*) Representa el promedio y la desviacidn estandar de los porcentajes de recuperacidn.

CUADRO 1t
Verificacldn de la inmunidad c¢oncomitante en hamsters infectados inteialmente con carca ds 30 cercarias de
Schistosoms mansoni

Dias despuéds Grupo(*) No. de Fromedio de vermes inmaduros Valores de
In. infeccién hamsters recuperados 14 dias después % P(**)
- de Ia reinfeccidn Proteccién
40 A 12 ‘ 43,2 + 103 N.S.
B 11 50,0 £ 14,1 13,6
60 A 11 31 = 73 !
B 13 514 = 143 Be <o
90 A 10 283 + 86
B 1n 489 x 14,0 . 42,2 < 0,001
120 A 12 56,4 = 11,6 .
B 12 1010 = 26,0 44,2 < 0,001

La reinfeccion & los 40, 60 y 90 dias fue con cerca de 150 cercarias y & los 120 dias con cerca de 250 cercarias. (*) A
~ QGrupo experimental de hamsters gque recibieron las dos infecciones. (*) B — Grupo control de hamsters que solo
recibieron la sepunda infeccidn,

(**) Test t de Student.

60 | La figura 2 nos muestra los porcentsjes de

esquistosémulos muertos por ie accién eéitotd-
xica del suero de los hamsters con diferentes
periodos de infeccidn., La letalidad fue estadis-
ticamente menor con el suero de 40 dias de in-
feccidn cuando comparado con los sueros de 60,
90 y 120 dias (P < 0,001). Ademds hubo una di-
ferencia significativa entre 60 y 90 dias' (P <«
0,02) pero no entre los sueros de 90 v 120 dias.

b

j
i
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La concentracidn de anticuerpo letal estd
relacionada con el tiempo de infeccidn (Fig.
3). Asi, en una dilucién 1:5 el 33% de los es-
quistosémulos fueron lesionados con 1los sue
ros de 90 y 120 dias y apenas €l 22% ¥ el 16%
con los sueros de 60 y 40 dias respectivamente.
Tal observacién fue similar para los sueros di-
luidos 1:10 y 1:20. Para ésta tltima, con suero

40 60 90 120 de 40 dias, la mortalidad fue negativa, indicando

DIAS DESPUES DE LA INFECCION INICIAL  su beja concentracidn de anticuerpos; mientras

Fig. 1 — Reduccion de la carge parasitarie de Ia reinfeccién  que para los de 60, 90 y 120 dias era casi igual
de hamsters infectados inicialmente con cerca de 20 cerca- (19-21% ). E! anilisis de variancia solo. fue sig-
rias de Schistosoma mansoni. Cads puntc representa el nificativo en la comparacién del suero de 40

promedio de reduccidn de la carga parasitaria. Las [ineas N A
verticales indican la desviacién estandar de los promedics. dias de infeceién con el de 60, 90 y 120 dias, er

REDUCCION {%)
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1as siguientes diluciones: 1:5 y 1:10 con sueros
de 90 y 120 (P < 0,01) y de 1:20 con suero de
60 dias (P < 0,05), de 80 dias (P < 0,02) y con
el de 120 dias (P < 0,01),

Los hamster infectados y no infectados con
S. mansoni fueron irmunizados y posteriormen-
te probados inmunoldgicammente con gldbulos
rojos de carnero. El Cuadro III resume los re-
sultados obtenidos en estos experimentos indi-
cando una diferencia significativa sélc a los 90
dias después de la infeccidén inicial.

DISCUSSION

El hamster es un hospedero ideal para el
S. mansoni tanto en el matenimiento del pard-
sito como en €l desarroflo de modelos experi-
mentales. Por este motivo, 1o estudiamos como
posible modelo de laboratorio en la inmulologie
de la esquistosomiasis mansoni, analizando du
rante 18 sernanas diversos pardametros como la
recuperacién de vermes, la resgistencia a la rein-
feccidn, el efecto citotdxico del suero inmune
v la hipersensibilidad retardada.

Diversos autores han sefialado que el por-
centaje de vermes recuperados en el hamster
es alto en relacién al mimero inicial de cerca-
rias infectantes; nosotros logramos una recu-
peracién de vermes adultos gque alcanzd el
37,5% (Cuadro I) en concordancia con los re-
sultados sefialados por FARIA & PELLEGRI-
NO?* y WARREN & PETERS 2.

La resistencia a la reinfeccién con S. man-
soni fue demonstrada por algunos autores 2
y desde entonces, son muchas las investigacio-
nes en. este sentido dermostrando el desarrollo
d inmunidad adquirida. A pesar de esto, no se
han establecido los posibles mecanismos in-
munoldgicos, humorales o celulares, por los
cuales los animales se vuelven resistentes a la
reinfeceién 4. No obstante, los resultados sugie-
ren que anticuerpos de la classe Ig G, los eosi-
ndfilos, los neutrdfilos y los macréfagos estdn
implicados en los mecanhismos efectores de re-
sistencia y paralelamente se ha sefialado una
accidn sinérgica entre Ig G y complemento?
8in embargo, NOVATO-SILVA & col. !l gnotan
que los esquistosdmulos in vitro, adquieren pro-
teccidn confra el efecto letal de granulocitos y
complemento, con o sin anticuerpo, aunque la
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preparacién celylar presente una alta concen-
tracién de eosincfilos.

Similar a 1o observado por SMITH & col. B8,
en este estudio constatamos una reduccién sig
nificativa de la carga parasitaria por desarrollo
de resistencia a la reinfeccion (Fig. 2). SMITH
& CLEGG 7, estudiando este problema en dos
cepas de hamsters, informan que en una de
ellas sélo se presentaron niveles de proteccion
significativa en algunos de los 16 experimnentos
realizados, reduciéndose la carga parasitaria en
aproximadamente 39%. Por otro lado, cuando
esta cepa fue reinfectada a los 42 dias después
de la primera infeccién no se enconiré un ni-
vel significativo de inmunidad. Nuestros hallaz-
gos son similares pues los niveles de inmunida-
dad varisron de 35,6 a 44,2% entre los 60 y 120
dias ¥ no se observé una proteccion signficativa
a los 40 dias después de la infeccidn con 30 cer-
carias (Cuadro II).

Estos restultados también estan de acuerdo
con las observaciones de HUNTER -& col. ¢, que
indican que varias dosis inmunizanftes no son
mds efectivas que una sola con el mismo nd-
mero de cercarias y edemads, que el tiempo trans-
currido entre la infeccidn primaria y la rein-
feccién es fundamental para que se desarrolle
la resistencia. Igualmente, concuerdan con las
de LONG & col.7, en el sentido de gue la in-
munidad se adguiere de acuerdo con el desar-
rollo sexual de los vernes de la primera in-
feccidn ya que es necesaria la ovoposicidn y
ademds sefialan que el grado méximo de resis-
tencia depende de la intensidad de esa infec
cidn ¥y que se manifiesta entre las primeras seis
semanas o entre la 8* ¥ la 19.* semanas confor-
me 2l mayor o menor mimero de cercarias uti-
lizadas. En nuestro modelo se alcanzd después
de la 6. semana de infeccidn sugiriendo gque
la dosis de cercarias utilizadas en este trabajo
es adecuada para los estudios propuestos.

Entre los numerosos estudios inmunoldgi-
cos con S, mansoni, resaltan los de CLEG &
SMITHERS? quienes demostraron, en el suero
hiperinmune de monos Rhesus, la existencia de
un anticuerpo letal, de la classe Ig G y depen-
diente del complemento, gue actiia sobre los
esquistosdmulos. También fue hallado en co
nejos, ratas y ratones inmunizados con mnlti
ples infecciones por cercarias y aun en huma
nos 2, En nuesfro t-abajo demostramos por
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primera vez la presencia de este anticuerpo en
gl suero de hamsters infectados con el mismo
pardsito, el cual provocd uns mortalidad de
382% y de 334% a los 90 y 120 dias respecti
vaments, después de la infeccidn inicial (Fig.
2); andlogo a lo obtenido en ratones por TAVA-

40
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ESQUISTOSOMULOS MUERTOS (%.)

40 60 90 120

DIAS DESPUESDE LA INFECCION IMICIAL

Fig. 3 — Indice de mortalidad de esquistosémulos tratados
con suero inmune de hamsters obtenidos en diferentes pe-
riodos después de la infeccidn inicial con cerca de 30 cer-
carias de Schistosoma mansenl, El indice de mortalidad
Iue estimado por diferencia entre los esquistosémulos muer-
tos por el suerp inmune més complemento y los muertos
solo por la accidn del eomplemento. Cada punto repre-
senta el promedio del porcentaje de esquigtosémulos muer-
tos. Las lineas verticales indican la- desviacién estandar
de los promedios

RES & col.%, Adema4s, la actividad de los sue-
ros; diluidos © no, aumentd con el tiempo de
infeccidn, tendiendo & alecanzar un “plateau” al-
rededor del 90~ dia (Fig. 3); lo cual fue simi
lar a lo ohservado por PEREZ & col. ¥,

Es necesario sefialar que la aparicién del
anticuerpo letal, en el suero de hamsters, apa-
rentemente va paralela al desarrolle de la in-
munidad adquirida, 1o que podria indicar una
relacidn entre ambos fendmencs y, aunque se
ha mencionado que los factores humorales de-
sempefian un papel muy impeortante en los me-
canismos por los cuales el hospedero desarrolla
resistencia a las reinfecciones ™, no se ha po-
dido correlacionar Ia presencia de anticuerpo
letal con la inmunidad adquirida 10,1416, Noso-
tros enconiramos que a los 40 dias de infeceidn
el nivel de anticuerpo letal fue muy bajo y la
inmunidad adquirida aparentemente no se de-

40 pian or Wreccidn
I -

E5QUISTOSONULCS MUCATOR (W

OLUCIGTDEL ANTICUERPO LETAL

Fig. 3 — Titulos de anticuerpo letal en sueros de hamster
obtenidos en diferentes perfodos después de 1a infeccidn
Inicial con cerce de 30 cercaring de Schistosema mansend.
El indice de mortalidad fue estimado por diferencia entre
los esquistosomulos muertos por el suero inmune mas
complemento y los muertos sole por la emcidn del comple-
mento., Cada punto representa el promedio del porcentaje
de esquistosdmulos muerios en cada una de las diluciones

sarrollo, mientras que & los 60, 90 'y 120 dias
si se demostrs la presencia de tal inmunidad al
aumentar significativamente el indice de morta-
lidad de los esquistosémulos., Pogdemos enton-
ces inferir qu el hamster, como otros ahima-
les, es estimulado por el 8, mansoeni, producien-
do un anticuerpo citotdxico para los esguistosd-
mulos cultivados in vitre y cierto grado de re-
sistencia a Ia reinfeccidén.  Sin embargo, a pe-
sar de la estrecha semejanza entre el aumento
de la inmunidad adquirida 1y los niveles de an-
ticuerpo letal, no fue posible comprobarlo es-
fadisticamente por medio de correlacién linear.

Un aspecto de grande interés en la inmu-
nologia de la esguistosomiasis es la evasidn de
la respuesta inmune por parte del parasito, por
medio de varios mecanismos dentro de los que
se podria incluir a la inmunosupresion. En el
presente trabajo, durante la esquistosomiasis
cronica inducida en hamsters, se observd una
disminucidn de la hipersensibilidad retardada
& la inoculacién con eritrocifos de carnero, evi-
denciando una supresion de la funcionalidad de
las células T auxiliares. MOTA-SANTOS & col?
demostraron, en ratones, que los vermes adul-
tos o sus productos pero no sus huevos, eausan
una profunda alteracion en el sistema inmune
v que el fendmeno ademds, es dependiente de
la carga parasitaria puesto que no se observa en
infecciones leves antes de la ovoposicién pero
si se manifiesta a los 85 dias después de la in-
feccidn aun con una carga leve de pardsitos
Coincidiendo con esto, en el Cuadro III, se no
ta que la inmunosupresion sélo fue detectada
a los 90 dias después de la infeccidn y no fue
posible detectarla a los 60 dias después de la
primoinfeccién conirariamente a los resultados
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CUADRO III
Resccion de hipersensibilidad celular en diferentes periodos
despue's de la infeccion inicial de hamsters con cerca de
30 cercarias de Schistosoma mansoni

Dias después “hinchazén de la pata’(*) Valores de

infeceidn inicial infectados control P
45 0,27 = 0,14 0,38 * 0,10 N.S.
60 043 x 0,22 0,64 £ 0,34 NS,
30 0,38 % 0,14 0,86 + 0,27 < 0,05

(") Promedio = desviacidn estdndar de 5 hamsters
(**) Test t de Student

obtenidos por otros autores 4, probablemente
debido a un fendémeno dependiente de la car-
ga parasitaria.

Los resultados obtenidos, a la par del he
cho de ser el hamster un animal ampliamente
usado en investigacidn cientifica debido a su
pequenio porte y su fdcil manejo; indican a
este animal como un modelo alternativo inte-
resante para estudios inmunoldgicos sobre es-
quistosomiasis.

SUMMARY

Immunologic studies in hamsters (Cricetus aw
. ratus) infected with Schistosoma mansoni

The results of this investigation show that
the hamsters (Cricetus auvratus) may be used
as an experimental model for immunological
studies in Schistosoma mansoni. The data ob-
tained referring to concomitant immunity, pro-
Cuction of lethal antibodies and immunosup-
pression, resemble data from other established
experimental models,

Our observations indicate that the hams-
ter has the following advantages: 1. It is an
appropriate host for the meaintenance of 8.
manseni in the laboratory. 2. It can be consi
dered an alfernative model for easy growth and
maintenance of this parasite, 3, It is easy to
handle.
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