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RESUMEN

Multiples estudios han establecido los mecanismos de respuesta inmune innata frente a la infeccién por
Chlamydophila abortus. Sin embargo, poco se conoce en relacion al papel que desempefia la inmunidad es-
pecifica en la respuesta primaria frente a la infeccion clamidial. El objetivo de este estudio ha sido valorar las
lesiones histopatoldgicas que provoca la infeccion por C. abortus en el bazo, utilizando un modelo de infec-
cién intraperitoneal por C. abortus en ratones deplecionados de linfocitos T CD4* y/o T CD8*. Los animales
deplecionados de linfocitos T CD8* mostraron una mortalidad del 100% al dia 12 post infeccion, mientras que
los deplecionados de T CD4* y los doble deplecionados no mostraron mortalidad y la morbilidad fue escasa
en comparacion con el grupo control no deplecionado. Los animales no deplecionados y deplecionados de
linfocitos T CD8* mostraron una desorganizacion del parénquima esplénico al dia 6 p.i., aunque la cantidad de
antigeno clamidial detectada fue similar en todos los grupos. Los animales deplecionados de linfocitos T CD8",
mostraron un nivel de apoptosis significativamente superior en comparacion el resto de grupos. Estos resultados
sugieren que la subpoblacion de linfocitos T CD8* es esencial para la resolucion de la infeccion clamidial y que
su falta produce una exacerbacion de la respuesta inmune Th1 promovida por los linfocitos T CD4*, con lo que
podrian ejercer una funcién reguladora de la respuesta adquirida frente a la primoinfeccién por C. abortus.
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ABSTRACT

Several studies have stablished the innate immune response mechanisms against Chlamydophila abortus
infection, but little is known about the role of the cellular immunity in C. abortus primary infection. The pur-
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pose of this work was to study the histopathological changes caused by C. abortus infection in the spleen in a
murine intraperitoneal infection model in mice depleted of CD4* T and/or CD8"* T cells. CD8* T depleted mice
showed 100% mortality rates at day 12 post infection (p.i.). In contrast, CD4* T and CD4* T /CD8* T depleted
mice showed no mortality rates at day 12 p.i. and morbidity was lower than that in non depleted control group.
CD8* T depleted mice and non depleted control mice showed a splenic parenchimal disorganization at day 6
p-i., and immunohistochemical C. abortus antigen detection revealed that all groups showed similar antigen
distribution. CD8* T depleted mice showed significant high rates of apoptosis. This results suggest that CD8*
T cells are essential for resolution of clamidial infection. The lack of this subpopulation leads to an exacerbate
Th1 immune response caused by CD4* T cells. CD8* T cells could act as an immune regulatory subpopulation

against C. abortus primary infection.
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INTRODUCCION

Chlamydophila abortus (formalmente deno-
minada como serotipo 1 de Chlamydia psitta-
ci), es una bacteria intracelular obligada Gram
negativa (Everett et al., 1999) responsable del
aborto enzodtico de los pequefios rumiantes. En
muchos paises europeos esta enfermedad es una
causa importante de abortos en las cabafas ga-
naderas de ovino (Buxton y Henderson, 1999;
Kampinga et al., 2000) provocando graves pér-
didas econdmicas debido a la pérdida del corde-
ro y de la produccion lactea del animal que ha
abortado. Es también un agente zoondsico que
puede provocar abortos a mujeres embarazadas
que entran en contacto con animales infectados
(Buxton, 1986; Longbottom y Coulter, 2003).

Clasicamente los modelos murinos se han
utilizado para el estudio de los mecanismos
inmunitarios implicados en la respuesta frente
a la infeccion por este patdgeno, (revisado de
Kerr et al. 2005), al provocar en el raton abortos
a término con un cuadro patogénico y lesional
similar al observado en el hospedador natural
(Buendia et al., 1998).

Aunque la respuesta inmune innata es im-
portante para el control de la infeccidon clami-
dial (Buxton et al., 1990; Buendia et al., 1998;
2004; Montes de Oca et al., 2000), la resolucién
completa de la misma requiere la intervencién
de la respuesta inmune adquirida mediada por
linfocitos T (Ramsey et al., 1988; McCafferty,
1990), y por gamma interferén (y-IFN), cito-

quina de efecto clamidiostdtico que contribuye
al desencadenamiento de la respuesta Th1 (Mc-
Cafferty et al., 1994; Yang et al., 1996; Perry et
al., 1997; Del Rio et al., 2001). Sin embargo,
la importancia relativa de cada subpoblacién de
linfocitos T depende de la especie de la familia
Chlamydiaceae. De esta manera, se ha demos-
trado la importancia de la subpoblacién de lin-
focitos T CD4* en la resolucion de la infeccién
por C. trachomatis (Morrison et al., 1995; Kelly
y Rank, 1997; Morrison et al., 2000), mientras
que la subpoblacién de linfocitos T CDS8* es
esencial para la resolucidon de las infecciones
por C. pneumoniae (Penttila et al., 1999; Rot-
tenberg et al., 1999) y por C. abortus (Buzoni-
Gatel et al.,1992; Martinez et al., 2006), especie
en la que esta subpoblacion linfocitaria desa-
rrollarfa una funcién reguladora de la respuesta
promovida por los linfocitos T CD4* (Martinez
et al., 20006).

Muiltiples estudios han utilizado el higado y
bazo para el estudio de las lesiones histopatol6-
gicas provocadas C. abortus en modelos muri-
nos de infeccién intraperitoneal al ser 6rganos
diana para el desarrollo de la infeccién (Buen-
dia et al. ,1998; 1999). Aunque Martinez et al.
(2006) estudiaron las variaciones en la evolu-
cién de la infeccién por C. abortus mediante la
deplecion de las supoblaciones de linfocitos T
CD4* y T CD8*, realizaron dicho estudio eva-
luando las lesiones hepaticas en los animales
deplecionados. Sin embargo, no hay estudios
previos relativos a la evaluacion de las lesiones
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inmunohistopatoldgicas esplénicas provocadas
por la infeccién por C. abortus en animales de-
plecionados.

El objetivo de este trabajo es el estudio de
las lesiones inmunohistopatolégicas en la evo-
lucién de la infeccion clamidial en un modelo
murino de deplecién de linfocitos T CD4*y/o T
CD8* frente a la primoinfeccién por C. abortus
en el bazo.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

En este estudio se utilizaron ratones hembra
C57BL/6 (H-2°) considerada como la linea de
ratones mas resistente frente a la infeccién cla-
midial (Del Rio et al., 2001). Los animales, de
8 semanas de edad, fueron adquiridos de Harlan
UK Limited (Blackthorn, UK) libres de virus y
patégenos comunes de acuerdo a los exdmenes
realizados por los proveedores.

El experimento se realizé atendiendo dos
pardmetros: estudio del efecto de la deplecién
de linfocitos T CD4* y/o T CD&8* en la evolu-
cién de la infeccién por C. abortus mediante el
analisis de la morbilidad y la mortalidad, y ana-
lisis de las lesiones provocadas por el patégeno
mediante el estudio inmunohistopatolégico de
los bazos de los animales estudiados.

Para realizar el experimento se utilizaron
112 ratones que fueron divididos en 4 grupos de
28 ratones/grupo. Tres grupos fueron deplecio-
nados mediante la inoculacién de anticuerpos
monoclonales (AcMo), respectivamente, frente
a linfocitos T CD4*, linfocitos T CD8 y un gru-
po sometido a una doble deplecién de linfocitos
T CD4* y T CD8*. El dltimo grupo se utilizd
como control no deplecionado de infeccion.

Para establecer las variaciones en la mor-
bilidad y mortalidad que la deplecién de las
diferentes subpoblaciones de linfocitos pudiera
provocar, se utilizaron 32 ratones (8 animales
de cada grupo), siendo pesados diariamente
para establecer la pérdida de peso (morbilidad),

y manteniéndolos en observacién para evaluar
el porcentaje de mortalidad de los diferentes
grupos hasta el dia 18 post infeccién (p.i.), mo-
mento en el que se sacrificaron los supervivien-
tes.

Para el andlisis inmunohistopatolégico de
los bazos, se utilizaron 80 ratones (20 anima-
les de cada grupo), que fueron sacrificados en
subgrupos de 4 animales los dias 3, 6, 10, 14
y 18 p.i.

Todos los experimentos fueron aprobados
por el Comité de Bioética de la Universidad
de Murcia.

Microorganismo e infeccién

Los animales fueron infectados utilizando la
cepa AB7 de C. abortus, aislada a partir de un
aborto ovino (Salinas et al., 1995). La bacteria
fue cultivada en embrién de pollo y valorada
mediante el recuento de Unidades Formadoras
de Inclusion (UFIs) en células McCoy siguien-
do el procedimiento descrito por Buendia et al.
(1999), siendo posteriormente alicuotada y con-
servada a —80°C hasta el momento de su uso.

Los ratones fueron infectados mediante
inoculacién intraperitoneal de 10° UFIs de C.
abortus en 0,2ml de solucién 0,1M de tampén
fostato salino (PBS), pH 7,2.

Deplecion in vivo de linfocitos T CD4* y T
CD8*

Los AcMo utilizados para la deplecién in
vivo de los animales, fueron obtenidos a par-
tir de células de hibridoma de los clones GK
1.5 (anti-CD4) y 2.43 (anti-CDS), adquiridos
de la American Type Culture Collection a par-
tir del liquido ascitico de ratones homocigé-
ticos (Harlan) estimulados con pristano a los
que se les inyectd 107 células de hibridoma.
Los anticuerpos fueron concentrados por pre-
cipitaciéon con sulfato de amonio a saturacion
seguido de una didlisis y filtracién utilizando
un filtro de 0,22 um de didmetro de poro. Pos-
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teriormente, los anticuerpos fueron purificados
por cromatografia con una columna de proteina
G (Sigma, Madrid, Espafia) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La concentracion
proteica fue estimada mediante el método de
Lowry modificado utilizando el procedimien-
to del 4cido 1-bicinconinico y sulfato de cobre
(Sigma). Para los experimentos de deplecion in
vivo se utilizé una IgG2a de rata (Sigma) como
control de isotipo.

Para la deplecion in vivo de linfocitos T
CD4* y T CD8* se inyectd via intraperitoneal
0,5 mg del AcMo anti-CD4 y/o anti-CD8 di-
luidos en 0,2 ml de PBS durante 3 dias conse-
cutivos, administrando las siguientes dosis una
vez cada 3 dias. La infeccién se realizé al 5°
dia de comenzar la deplecién. La eficacia de la
misma fue evaluada en el momento del sacrifi-
cio mediante citometria de flujo de esplenoci-
tos en suspension, siguiendo el método descrito
por Montes de Oca et al. (2000), utilizando un
AcMo anti-CD4 (clon CT-CD4) y un AcMo
anti-CD8 (clon CT-CDS8) ambos obtenidos de
Caltag Laboratories (Burlingame, CA, USA).

Toma de muestras y procesado

Los animales fueron sacrificados por inha-
lacion de CO, en atmosfera saturada, agente in-
halatorio recomendado para el sacrificio huma-
nitario de roedores, de acuerdo al Real Decreto
1201/2005 de 10 de Octubre.

Se fij6 la porcion craneal de bazo en for-
malina al 10% tamponada en PBS para su es-
tudio inmunohistopatolégico y determinacién
del grado de apoptosis celular, mientras que la
porcién caudal se utilizé para la obtencion de
esplenocitos en suspension, para evaluar la efi-
cacia de la deplecion en los distintos modelos
mediante analisis por citometria de flujo.

Inmunohistopatologia

Las muestras de bazo de los animales sacri-
ficados fueron fijadas en formalina tamponada

al 10% en PBS durante 48 horas. Las muestras
ya fijadas fueron deshidratadas e incluidas en
parafina a 56°C, cortandose secciones de 4 pm
de las muestras incluidas.

Las secciones fueron tefiidas con la técnica de
hematoxilina-eosina (H-E) para examen histopa-
tolégico. Paralelamente se realizé una técnica in-
munohistoquimica para comprobar la presencia
de antigeno clamidial en secciones por parafina,
descrita previamente por Buendia et al. (1999),
utilizando un anticuerpo policlonal (AcPo) frente
a C. abortus (Abcam, Paris, Francia).

La apoptosis celular se puso de manifiesto
mediante la técnica TUNEL (DeadEnd™ colo-
rimetric TUNEL system (Promega Corporation,
Madison, WI, USA)) en las secciones de bazo
de 4 animales de cada grupo infectados al dia
6 p.i., evaluando su incidencia en cada bazo de-
terminando el nimero de células positivas pre-
sentes en 20 campos de 17000 um?. Realizado
el contaje, se calcul6 la media para cada raton.
Para evaluar el grado de significacién entre los
diferentes grupos se realizé un test de analisis
de varianza (ANOVA).

Los experimentos fueron repetidos dos veces
para asegurar la repetibilidad de los resultados.

RESULTADOS

Eficacia de la deplecion de las subpoblaciones
linfoides

Se confirmé que los bazos de los animales
deplecionados de las subpoblaciones linfocitarias
tenfan menos del 10% de linfocitos TCD4* y/o T
CD8* en comparacién con el grupo control.

Efecto de la deplecion de las subpoblaciones
linfocitarias en la evolucion de la infeccion
por C. abortus

Mortalidad

La infeccién por C. abortus en los grupos:
no deplecionado, deplecionado de linfocitos T
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CD4* y sometidos a doble deplecién no provo-
c6 mortalidad durante toda la experiencia. Sin
embargo, el grupo de ratones deplecionados de
linfocitos T CD8* comenzé a registrar cifras de
mortalidad a partir del dfa 6 p.i., llegando a un
100% de muertes en el grupo al dia 12 p.i.

Morbilidad

La sintomatologia que presenté a partir del
dia 1 p.i. el grupo de ratones infectados con
C. abortus y no deplecionados, se caracterizo
por un sindrome febril con apatia, letargia, pelo
erizado, conjuntivitis y pérdida de peso, siendo
utilizado este pardmetro como factor cuantitati-
vo de la morbilidad (Fig. 1).

El grupo control sufrié una progresiva pér-
dida de peso hasta el dia 7 p.i., momento en el

cual comenzaron a remitir los sintomas, logran-
do una recuperacién completa del peso corporal
al dia 10-11 p.i. El grupo de ratones deplecio-
nados de linfocitos T CD4* experimenté una
pérdida de peso similar a la de los animales del
grupo control hasta el dia 5 p.i., momento en
que comenzaron a remitir los sintomas y ganar
peso hasta la completa recuperacion al dia 9-10
p-i. El grupo de ratones deplecionados de linfo-
citos T CD4* y T CD8" experiment6 un inicio
de la sintomatologia y pérdida de peso similar
al grupo de animales deplecionados de linfo-
citos T CD4* hasta el dia 7 p.i., momento en
que estos animales no experimentaron pérdida
de peso, aunque tampoco lograron recuperar su
peso original durante toda la experiencia.

El grupo de ratones deplecionados de linfo-
citos T CD8* mostré una pérdida de peso mas

Pérdida de peso (g)
w

12 15 18

Dias P.I.

OND B CD4D O CD8D F1CD4/8D

Figura 1. Evolucién de la pérdida de peso de los distintos grupos de animales frente a la infeccion
por C. abortus. Los cambios en el peso corporal fueron registrados diariamente en los grupos de
animales control no deplecionados (ND), deplecionados de linfocitos T CD4* (CD4D), T CDS8*
(CD8D) y sometidos a doble deplecién CD4/CDS8 (CD4/8D). Datos expresados como la media de
las pérdidas de peso registradas por grupo (8 animales/grupo), con una desviacion estdndar para

8 ratones.
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Figura 2. Cuadro lesional de secciones de bazo de ratones infectados con C. abortus y sacrificados
a los 6 dias p.i. Ratones control no deplecionados (a), ratones deplecionados de linfocitos T CD4*
(b), ratones deplecionados de linfocitos T CDS8* (¢) y ratones sometidos a una doble deplecién de
linfocitos T CD4*y T CD8* (d). Los grupos de ratones control no deplecionados (a) y depleciona-
dos de linfocitos T CD8* (¢) mostraron una evidente desorganizacion de la arquitectura esplénica,
mientras que en el grupo deplecionado de linfocitos T CD4* (b) y el grupo sometido a doble de-
plecion (d) se mantuvo la arquitectura del érgano. a, b, ¢ y d H-E x50.
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Figura 3. Presencia de antigeno clamidial en secciones de bazo de animales infectados con C.
abortus y sacrificados a los 18 dias p.i. Ratones control no deplecionados (a), deplecionados de
linfocitos T CD4* (b) y animales sometidos a una doble deplecién de linfocitos T CD4*y T CD8*
(¢). Los animales deplecionados (b y ¢) presentaron mayor cantidad de antigeno clamidial en com-
paracién con el grupo control no deplecionado (a) localizado en el drea marginal de la pulpa roja.
a, b y ¢ AcPo anti-C. abortus. ABC-hematoxilina x100.
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manifiesta del dia 3 al dia 7 p.i., momento que
coincide con el comienzo de las muertes de los
animales de este grupo.

Inmunohistopatologia

El andlisis histopatolégico de los bazos con
la tincién de H-E, no revel6 cambios histopa-
toldgicos evidentes a los 3 dias p.i. en los ani-
males control no deplecionados ni en los deple-
cionados, detectdndose pequefios acimulos de
PMNs en las proximidades de las vainas linfoi-
des periarteriolares y areas préximas a la céap-
sula esplénica. La inmunohistoquimica frente a
antigeno de C. abortus mostr6 células inmuno-
reactivas, principalmente PMNs y macréfagos,
en el drea marginal y en la pulpa roja.

Al dia 6 p.i., los bazos de los animales no
deplecionados (Fig. 2a) presentaron una eviden-
te alteracién de la arquitectura del parénquima

esplénico, con una pérdida de definicién entre
pulpa roja y pulpa blanca. Esta pérdida de de-
finicion se debid a la presencia de un infiltra-
do difuso de PMNs y macréfagos en la pulpa
roja, mientras que los grupos deplecionados
de linfocitos T CD4* (Fig. 2b) y el sometido
a doble depleciéon (Fig. 2¢) no presentaron esa
desorganizacién. Los animales deplecionados
de linfocitos T CD8* (Fig. 2d), presentaron le-
siones histopatoldgicas similares a las del grupo
control no deplecionado.

La inmunohistoquimica confirmé la presen-
cia de antigeno clamidial en todos los grupos,
localizdndose en la pulpa roja y drea marginal,
y no se observaron diferencias ni en la cantidad
ni en la distribucién del antigeno.

Con la tincién de H-E los bazos de los ani-
males sacrificados a los 10 y 14 dias p.i. no
presentaron lesiones histopatoldgicas evidentes,
pero se localizé antigeno clamidial en las dreas

35
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Figura 4. Numero de células apoptéticas presentes en el parénquima en secciones de bazo al dia
6 p.i. de los distintos grupos de animales. Se observd que el grupo de animales deplecionados de
linfocitos T CD8* (CD8D) present6 un elevado ndimero de células apoptdticas en comparacién con
los grupos control no deplecionado (ND) y deplecionado de linfocitos T CD4* (CD4D), mientras
que el grupo sometido a doble deplecion (CD4/8D) mostré un leve incremento en comparacion con
el grupo control. Los resultados muestran la media del niimero de células positivas registradas en
los bazos de cada grupo (4 animales/grupo), con una media y desviacion estandar para 4 ratones.
El asterisco (*) indica diferencias significativas entre el grupo control y el grupo deplecionado.
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marginales de la pulpa roja en todos los grupos,
aunque en mayor cantidad en los animales deple-
cionados en comparacién con el grupo control.
De la misma forma, los animales sacrifica-
dos al dia 18 p.i. no registraron lesiones histo-
patoldgicas evidentes, presentando muy poca
cantidad de antigeno en el drea marginal en los
grupos control no deplecionado (Fig. 3a) y de-
plecionado de linfocitos T CD4* (Fig. 3b). Los
bazos del grupo de animales sometido a doble
deplecién presentaron cantidades moderadas de
antigeno con la misma localizacién (Fig. 3c).

Analisis de la apoptosis celular

Paralelamente, se analizé en qué medida
la deplecion de linfocitos T CD4*, T CD8* o
ambas subpoblaciones provocaba cambios en
el grado de apoptosis celular, un mecanismo
de defensa frente a la infeccién por patégenos
intracelulares. Para evaluar estos cambios en
los distintos grupos deplecionados, se utilizé la
técnica TUNEL al dia 6 p.i., dia previo al inicio
de las muertes en el grupo de ratones deplecio-
nados de linfocitos T CDS8*.

Los animales deplecionados de linfocitos T
CD8* registraron un aumento significativo en el
nimero de apoptosis celulares en comparacién
con el resto de grupos (Fig. 4), localizandose
estas principalmente en la zona marginal y pul-
pa roja. El grado de apoptosis registrado en los
animales deplecionados de linfocitos T CD4*
fue inferior en comparacién con el resto de gru-
pos, mostrando los animales sometidos a doble
deplecién un leve incremento de apoptosis en
comparacién con el grupo no deplecionado.

DISCUSION

En este trabajo se han analizado las lesiones
inmunohistopatolégicas que presenta el parén-
quima esplénico en un modelo murino no ges-
tante de deplecion de linfocitos T frente a la
infeccion por C. abortus, utilizando ratones de
la linea C57BL/6.

La similitud del cuadro inmunohistopatolé-
gico observado en los cuatro grupos de animales
al dia 3 p.i., sugiere que el control temprano de
la infeccion clamidial es dependiente de la res-
puesta inmune innata, como previamente des-
cribieron Buendia et al. (1998; 1999; 2004).

Sin embargo al dia 6 p.i. el curso de la in-
feccién y el cuadro histopatolégico variaron en
funcién de la subpoblacién linfoide deplecio-
nada.

La baja morbilidad y la ausencia de morta-
lidad observadas en el grupo de animales de-
plecionados de linfocitos T CD4* sugiere que
la infeccién curs6 de un modo menos severo en
este grupo, logrando la resolucién de la infec-
cion al dia 18 p.i. La ausencia de alteraciones
en la arquitectura del parénquima esplénico, asi
como el bajo nimero de apoptosis detectado
avalan esta afirmacién. Estos resultados sugie-
ren que la subpoblacién de linfocitos T CD4*
no es esencial para la resolucion de la infeccion
clamidial, si bien su falta provocaria un ligero
retraso en la resolucion de la misma, como de-
muestra la presencia de mayor cantidad de an-
tigeno clamidial en los bazos de estos animales
en comparacién con el grupo no deplecionado
los dias 10 y 14 p.i. Este resultado contrasta con
los obtenidos en modelos murinos de infeccién
por C. trachomatis (Kelly y Rank, 1997; Mo-
rrison et al., 2000), en los que esta subpobla-
cion es esencial para la resolucién del cuadro
infeccioso.

Sin embargo la deplecién de linfocitos T
CDS8* cursé6 de un modo mds severo, como
muestra la elevada morbilidad y el 100% de
mortalidad registrados. Aun cuando se observé
un grado de desorganizacién del parénquima
esplénico similar al del grupo control, en este
grupo se detecté un incremento significativo
en el grado de apoptosis celular que podria ser
debido al efecto de una multiplicacién incontro-
lada del microorganismo. Ojcius et al. (1998),
mediante estudios in vitro, describieron la ca-
pacidad de C. psittaci para inducir apoptosis de
las células infectadas. No obstante, no parece
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probable que el alto grado de apoptosis detecta-
do sea debido exclusivamente la excesiva mul-
tiplicacion de la bacteria puesto que todos los
grupos presentaron una cantidad similar de an-
tigeno clamidial al dia 6 p.i. con la misma loca-
lizacién. En conjunto, los resultados obtenidos
en este grupo indican que la subpoblacién de
linfocitos T CD8* es esencial para la resolucion
de la primoinfeccién, y que su falta, provoca
un agravamiento general del cuadro clinico y
lesional que padecen los animales. La impor-
tancia de esta subpoblacién para la resolucion
de infecciones clamidiales ha sido descrito para
varias especies del género Chlamydophila, tan-
to en un modelo de infeccién secundaria por
C. abortus (Buzoni-Gatel et al., 1992), como
en modelos murinos de infeccién provocados
por C. pneumoniae (Yang et al., 1996; Penttila
et al., 1999).

Hipotéticamente, deberia esperarse un agra-
vamiento del cuadro clinico y lesional en los
animales sometidos a una doble deplecién de
linfocitos T CD4 y T CDS. Sin embargo en
este grupo de animales la infeccién cursé de un
modo poco severo, como lo demuestra la ausen-
cia de mortalidad, aunque no lograron recuperar
su peso corporal durante toda la experiencia.
Los hechos mds llamativos lo constituyen la
ausencia de desorganizacién del parénquima
esplénico y unos niveles similares de apoptosis
en comparacién con el grupo control, aunque
la inmunohistoquimica revel6 moderadas canti-
dades de antigeno clamidial en el drea marginal
de la pulpa roja. La cantidad de antigeno encon-
trada y la falta de recuperacién de peso corpo-
ral de los animales durante toda la experiencia
sugieren que la falta de las subpoblaciones de
linfocitos T, necesarias para la resolucién cla-
midial, induce a una cronificacion de la infec-
cién. Otros modelos de deplecién también ob-
servaron este resultado utilizando diferentes es-
pecies de Chlamydia. McCafferty et al, (1994)
observaron elevados niveles de aislamiento al
dia 5 p.i. en ratones atimicos infectados con C.
psittaci en comparacién con un grupo control

de ratones timicos, y Rottenberg et al., (1999)
observaron que ratones deplecionados de lin-
focitos T CD4* y T CD8* e infectados con C.
pneumoniae presentaban aislamiento positivo al
dia 60 post infeccion.

Comparando estos resultados con los obte-
nidos en los otros grupos se advierte que la
severidad del cuadro clinico y lesional no se
refleja en aquellos grupos de animales deple-
cionados de linfocitos T CD4*. Se podria, por
tanto, sugerir que en ausencia de linfocitos T
CD8" se pudiese producir una exacerbacion de
la respuesta de los linfocitos T CD4* que pro-
vocase un agravamiento del cuadro inflamatorio
que padecen los animales. Los estudios realiza-
dos por Liesenfeld ez al., (1996) y Gavrilescu
y Denkers (2001), en un modelo de infeccion
aguda por Toxoplasma gondii, establecieron
que una excesiva respuesta provocada por los
linfocitos T CD4* se traducia en un incremen-
to muy elevado de la sintesis de y-IFN, una
citoquina que, a pesar de ser esencial para la
resolucién de la infeccién clamidial por su po-
deroso efecto clamidiostatico (Rottenberg et al.,
2002), multiples estudios han establecido que
a elevadas dosis puede tener efectos citotdxi-
cos induciendo la apoptosis celular (Dijkmans
et al., 1990; Morita et al., 1995; Kano et al.,
1997). Martinez et al. (2006), establecieron en
un modelo murino de infeccién por C. abortus
que durante la respuesta inmune celular la sin-
tesis de y-IFN era en su mayoria CD4-depen-
diente, por lo que los dafios histopatoldgicos
observados en los animales deplecionados de
linfocitos T CD8* podrian estar provocados por
una excesiva sintesis de esta citoquina produci-
da por los linfocitos T CD4".

Una interesante hipdtesis estableceria una
funcién adicional de la subpoblacién de linfo-
citos T CD8* como elementos reguladores de
la subpoblacion de linfocitos T CD4*. Diversos
estudios han establecido la presencia de pobla-
ciones de linfocitos T CD8* con funciones re-
guladoras de los linfocitos T CD4* a través de
varios mecanismos:
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Interaccién con las células APC a través del
complejo mayor de histocompatibilidad tipo I
(CMH-I), induciendo la inhibicién de la sintesis
de moléculas coestimuladoras de los linfocitos
T CD4* (Liu et al., 1997).

Liberacién de citoquinas, como IL-6 o la
IL-10, impidiendo la proliferacién de los lin-
focitos T CD4* (Filaci et al., 2001; Gilliet et
al., 2002).

Induciendo la destruccion de linfocitos T
CD4+, ya sea por un mecanismo de reconoci-
miento especifico de cadenas TCR VS o pép-
tidos derivados del CMH-Ib (Qa-1) (Jiang et
al., 1995), o bien por un mecanismo Fas/FasL
dependiente (Noble et al., 1998).

Nuestros resultados muestran que los linfo-
citos T CD8* constituyen la subpoblacién esen-
cial para la resolucién de la infeccién por C.
abortus, y que ademds de la funcién citotdxica
que desempefian, podrian ejercer una funcién
reguladora en la respuesta inmune frente a este
patégeno. Son necesarios mds estudios para
desentrafiar el mecanismo regulador de esta
subpoblacién linfoide para el control de la re-
solucién clamidial, informacién muy valiosa de
cara a la elaboracién de vacunas efectivas frente
a la infeccién natural.
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