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La infeccion por Trypanosoma cruzi

en ratones gestantes induce una respuesta
inmune celular con produccion de citocinas
en sus fetos.

Maritza Alarcon?, Loredana Gonealves?, Cesare Colasante’, Sonia Araujo?,
Elio Moreno!, Mary Carmen Péres-Aguilar!.

Laboratorio de Parasitologia Experimental (LAPEX).

2Laboratorio de Inmunologia de Parasitosis (LABINPAR), Facultad de Ciencias.
3Laboratorio de Fisiologia de la Conducta, Facultad de Medicina.

Universidad de los Andes. Mérida, Venezuela.

Palabras clave: Trypanosoma crusi, respuesta inmune celular, citocinas, fetos.

Resumen. El objetivo del presente estudio fue detectar las citocinas
IFN-y, IL-4 ¢ IL-10 expresadas por células T CD4+ en tejidos de fetos de rato-
nes con infeccion chagasica aguda. Para ello, se examinaron fetos de ratones
NMRI cuyas madres fueron infectadas con 22X 103 tripomastigotes metacicli-
cos de la cepa M/HOM/BRA/53/Y de T. crusi y prenadas durante la fase agu-
da de la infeccion. Para la deteccion y localizacion de infiltrados inflamato-
rios, nidos de parasitos, antigenos de T. crusi y citocinas se emplearon las tée-
nicas de hematoxilina-cosina, peroxidasa-anti-peroxidasa e¢ inmunofluorescen-
cia indirecta. Se detectaron infiltrados inflamatorios y antigenos con nidos de
amastigotes en el musculo esquelético fetal. Células T CD4+ productoras de
IFN-y asi como depdsitos de IFN-y ¢ IL-10 fueron detectados en las secciones
de placenta, corazén y misculo esquelético de fetos de ratones infectadas,
mientras que células CD4+/IL-10+ se encontraron s6lo en masculo esquelé-
tico, adicionalmente se detectaron depésitos de IL-4 s6lo en placentas de ra-
tones sanas. Estos resultados indican que el feto es capaz de generar una res-
puesta inmune propia frente a antigenos transmitidos por su madre, lo cual
induce la secrecion de citocinas que actuando en sinergia con los anticuerpos
maternos le confieren un estado de proteccion contra la infeccion, y que la
transmisién del pardsito depende de factores especificos de cada madre, la
cual puede modificar su capacidad de controlar tal transmision ya sea a nivel
placentario o sistémico.
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Trypanosoma cruzi infection in pregnant mice induces
a cellular immune response with citokines production

in their fetuses.
Invest Clin 2011; 52(2): 150 - 161
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Abstract. The objective of this study was to detect the cytokines IFN-y,
IL-4 and IL-10 expressed by CD4+ T cells in tissues of fetal mice with acute
chagasic infection. For this, we examined the fetuses of NMRI mice whose
mothers were infected with 22X10% metacyclic trypomastigotes of the
M/HOM/BRA/53/Y strain of T. crusi and made pregnant during the acute
phase of infection. For the detection and localization of inflammatory infil-
trates, nest parasites, antigens of T. crusi and cytokines we used
hematoxylin-cosin techniques, peroxidase-anti-peroxidase and immunofluores-
cence. The immunohistochemical study revealed the presence of inflamma-
tory infiltrates and antigens with amastigote nests in fetal skeletal muscle.
CD4 + T cells producing IFN-y, as well as deposits of IFN-y and IL-10, were de-
tected in sections of placenta, heart and skeletal muscle of fetuses of mice in-
fected, while CD4+/IL-10+ was found only in skeletal muscle; in addition, de-
posits of IL-4 were detected only in placentas of healthy mice. These results
indicate that fetuses are capable of generating their own immune response to
antigens transmitted by their mother, which induces the secretion of
cytokines and that, acting in synergy with the maternal antibodies, confer
them a state of protection against infection; and that the transmission of the
parasite depends on factors specific to each mother, which may modify its
ability to control such transmission at the placental or systemic levels.

Recibido: 11-11-2010 Aceptado: 10-03-2011.

INTRODUCCION

Las estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) indican que ac-
tualmente a nivel mundial existen 10 millo-
nes de personas infectadas con Trypanoso-
ma crust y mas de 25 millones se encuen-
tran en riesgo de contraer la infeccion,
principalmente en América Latina donde la
enfermedad es endémica (1).

Aunque la transmisién vectorial de T.
crugi es la que genera la mayor cantidad de
casos de la enfermedad, la transmisién ver-
tical desde la madre infectada a su hijo ocu-
rre entre un 2% y un 8% (2). Existe consen-

so acerca de que aun cuando se interrum-
piera totalmente la transmision vectorial, la
infeccion congénita continuaria siendo un
problema de salud ptdblica hasta que las
mujeres infectadas en periodo de gestacion
disminuyan proporcionalmente, por lo que
seguiran apareciendo casos de Chagas con-
g¢énito por mas de treinta anos (3).

En la Enfermedad de Chagas, la inte-
raccion parasito-hospedador es dinamica y la
probabilidad de transmision congénita pue-
de depender de muchos factores que varian
entre los diferentes paises y las distintas
areas geograficas, presentandose diferencias
en cuanto a: la genética de la cepa, la preva-
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lencia de la infeccion por T. crusi en muje-
res en edad fértil, la tasa de transmisién, la
morbilidad y la mortalidad (4-6). Las posi-
bles diferencias en la sensibilidad de las
pruebas diagnosticas utilizadas, la virulencia
del parasito y algunos factores inmunes dis-
tintivos de las madres también pueden con-
tribuir con tales variaciones geograficas (7).

Estudios realizados tanto en humanos
como en animales experimentales han pos-
tulado que durante el embarazo la madre
desarrolla una respuesta inmune supresora,
por lo que la transferencia materno-fetal de
antigenos del parasito podria influir en la
capacidad de la progenie de responder a la
infeccion al modular positivamente su siste-
ma inmune (8, 9). El feto es generalmente
considerado como inmaduro a nivel inmune
desde el punto de vista del reconocimiento
de antigenos extranos, puesto que la pla-
centa le otorga un ambiente inmunoprivile-
giado; no obstante se ha demostrado que
los fetos infectados son perfectamente ca-
paces de desarrollar una respuesta inmune
celular linfocitaria especifica contra el pa-
rasito ya que ellos poseen el repertorio de
linfocitos capaces de ser activados al reco-
nocer antigenos extranos aun cuando se
ubiquen a nivel periférico (7, 10).

En recién nacidos congénitamente in-
fectados por T. cruszi se han observado nive-
les significativamente bajos de neutréfilos y
de monocitos pero no de linfocitos, esto
puede estar relacionado con la expansion
clonal de células T CD8+ y con la alta pro-
duccion de IFN-y en sangre de cordéon umbi-
lical (7). De igual forma, se ha determinado
que los neonatos no infectados, nacidos de
madres infectadas por T. crusi desarrollan
in ttero, una ligera activacion linfocitaria
sin polarizaciéon hacia el tipo Thl o Th2,
con una clara respuesta de células B eviden-
ciada por la producciéon de anticuerpos IgM
e IgA especificos para T. crusgi y una activa-
cién de monocitos los cuales producen cito-
cinas pro-inflamatorias (11).

Algunos autores senalan que depen-
diendo del estimulo antigénico, la produc-
cién de citocinas puede ocurrir indepen-
dientemente en la madre, en el feto y/o en
la placenta (11, 12). Otros autores han en-
contrado que en la placenta se pueden pro-
ducir diversas citocinas a excepcion del
IFN-y, lo que sugiere que el sistema inmu-
ne fetal puede producir este péptido en
respuesta a un determinado estimulo. Esto
pudiese indicar que un potente estado de
activacion celular es inducido en hijos no
infectados (y probablemente en fetos) de
madres infectadas, estimulando la produc-
cion de citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias en presencia de antigenos
del parasito (13).

Tal influencia materna en la inmuni-
dad innata y adquirida del neonato puede
tener un efecto protector, limitando de esta
forma la susceptibilidad a la infeccién con-
génita (14); sin embargo, ain se descono-
cen los factores que favorecen la transmi-
sién vertical del parasito, asi como los que
protegen a la mayoria de los hijos de ma-
dres infectadas, por lo que es importante
determinar factores adicionales que contri-
buyen con la resistencia a la infeccion.

El objetivo de este estudio fue detectar
las citocinas IFN-y, I1.-4 e IL-10 expresadas
en células T CD4+ en tejidos de fetos de ra-
tones NMRI infectadas con T. crusi y prefa-
das durante la fase aguda de la infeccion,
de esta manera podriamos comprender un
poco mas acerca de los posibles mecanis-
mos que operan ante la transmision congé-
nita por T. crusi.

MATERIALES Y METODOS

Cepa de Trypanosoma crusi

Se utilizaron tripomastigotes metaci-
clicos de la cepa de referencia internacio-
nal: M/HOM/BRA/53/Y de T. crusi aislada
de un caso agudo humano de enfermedad
de Chagas, en Brasil (15). Los parasitos se
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han mantenido mediante pases intermedios
en ninfas de Rhodnius prolixus criadas en el
laboratorio y comprobadamente sanas.

Infeccion experimental de las ninfas
de R. prolixus

Las ninfas de quinto estadio de R. pro-
lixus se alimentaron hasta la replecién so-
bre ratones con altas parasitemias y se
mantuvieron en el insectario experimental
bajo condiciones controladas de temperatu-
ra 'y humedad relativa.

Preparacion del in6culo de T. crusi

A los 30 dias de la primera ingesta san-
guinea las ninfas de R. prolixus fueron ali-
mentadas sobre ratones sanos y las deyec-
ciones fueron revisadas para la deteccion y
cuantificacion de parasitos (16), el niimero
de parédsitos se ajusté hasta obtener
22x103 tripomastigotes metaciclicos en
0,05 mL de solucion salina estéril al 0,85%.

Infeccion experimental y apareamiento

La manipulacion de los animales se lle-
v6 a cabo siguiendo el protocolo para ¢l ma-
nejo de animales de experimentacion del
FONACIT en su capitulo 2. Para esto se uti-
lizaron 24 ratones hembras NMRI (Mus
musculus) de un mes de nacidas y con un
peso promedio de 20 g, las cuales fueron se-
paradas en 4 grupos de 6 ratones cada uno,
clasificados como: infectadas y prenadas en
fase aguda de la infeccion, virgenes infecta-
das (control infectado), sanas virgenes
(control sano) y sanas prenadas (control
gestante). Dos grupos de ratones fueron
inoculadas con 22X 10° tripomastigotes me-
taciclicos de T. crusi por via intraperitoneal
(ip) v la parasitemia fue estimada a partir
de los 10 dias post-infeccion (pi) extrayen-
do 5 uL de sangre de la cola de cada raton
(16). A los 15 dias post-infeccion los anima-
les del grupo infectadas prenadas y las pre-
nadas se colocaron en jaulas individuales en
una relacion 2 hembras: 1 macho durante 3

dias y luego fueron separadas y mantenidas
con Ratarina® y agua ad libitum.

Extraccion de los fetos

Un total de 56 fetos con 20 dias de de-
sarrollo fueron extraidos de los ratones a
través de una incision longitudinal de la
membrana uterina, se lavaron con soluciéon
fisiologica y las muestras de placenta, cora-
z6n y musculo esquelético fetal fueron fija-
das en formalina neutra al 10% por 24 h,
deshidratados en alcohol isopropilico (Cien-
tifica Andina, Mérida, Venezuela), alcohol-
acetona 1:1, acetona-xilol 1:1 (Sigma, St.
Louis, USA), xilol durante 30 min cada pase
(J.K. Baker, Canada), y xilol-parafina 1:1 a
56°C durante 24 h, para ser finalmente im-
pregnados con parafina pura a 56°C por 24
h (Monoject Scientific, St. Louis, MO. USA)
y cortados en secciones de 7 um de espesor
mediante el uso de un micrétomo (Ameri-
can Optical, Model 820, Spencer, USA).

Pre-tratamiento de las secciones
histol6gicas

Los cortes seriados de placenta y teji-
dos fetales (corazon y masculo esquelético)
fueron colocados en laminas portaobjetos
(Cristaleria Madrilena CM, Venezuela) cu-
biertas con poly L-lysina al 0,01% (Sigma,
St. Louis, USA), y se sumergieron en xilol
durante 2 horas para eliminar residuos de
parafina. Luego fueron rehidratadas me-
diante pases sucesivos por una serie decre-
ciente de alcohol isopropilico de 100%,
90%, 80% y 70% por espacio de 20 minutos
cada pase, posteriormente fueron pasadas 2
veces por agua destilada durante 20 minu-
tos. Finalmente se incubaron con una solu-
cion de glicina (Promega, USA) a 100 mM
en PBS a pH 7,2 por 20 minutos con la fina-
lidad de eliminar el exceso de aldehido pre-
sente en las muestras, producto del trata-
miento de fijacion y se lavaron 2 veces con
PBS-Tween 20 (Sigma, St. Louis, USA) al
0,05% por 10 minutos.
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Deteccion de antigenos de T. cruzi

Los cortes de tejido fueron incubados
con suero normal de cabra al 30% para blo-
quear los sitios de union inespecificos. La
deteccion de antigenos de T. crusi fue reali-
zada mediante la técnica de inmunofluores-
cencia indirecta (IFI), utilizando como anti-
cuerpo primario suero anti-T. crusi produci-
do en congjo diluido 1:300 en PBS, y como
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
producido en cabra, conjugado a isotiocia-
nato de fluoresceina (FITC) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, California, USA) diluido
1:500 en PBS. Se adicion6 ioduro de propi-
dio (Molecular Probe, Inc, USA) a una dilu-
cion 1:2000 en PBS con la finalidad de tenir
ADN,; luego las muestras fueron cubiertas
con glicerina tamponada (9:1) y observadas
en un microscopio confocal (CD System,
Olympus Optical CO, Japan). En otras sec-
ciones de tejidos se evalué la deteccion de
antigenos de T. crusi mediante la ejecucion
de la técnica de inmuno-peroxidasa indirec-
ta. Para ¢llo, dichas secciones de tejidos fe-
tales fueron desparafinadas, rchidratadas y
se¢ incubaron con peréxido de hidrogeno
(H,O,) (Merck, Alemania) al 3% en metanol
(Sigma, St. Louis, USA) por 30 minutos
para bloquear la actividad de la peroxidasa
endégena. Luego fueron lavadas 2 veces con
PBS a pH 7,2 durante 10 minutos cada lava-
do ¢ incubadas con suero normal de cabra
al 30% en PBS 30 minutos. Posteriormente,
las muestras fueron lavadas 2 veces con
PBS (10 minutos ¢/u), se incubaron por
una hora en camara hdmeda con suero
anti-T. crusi producido en congjo diluido
1:300 en PBS a pH 7,2 y se lavaron 2 veces
con PBS para ser incubadas con anti-IgG de
conejo producido en cabra conjugado a pe-
roxidasa (HRP) (Sigma, St. Louis, USA) di-
luido 1:500 en PBS durante 45 minutos.
Las secciones de tejido se lavaron 2 veces
con PBS durante 10 minutos cada lavado y
se¢ incubaron en camara himeda con solu-
cion reveladora (una pastilla de 3,3- dia-

minobenzidina (DAB) y una de urea en 5 mL
de agua desionizada) (Sigma, St. Louis,
USA) durante 45 minutos. Seguidamente,
fueron lavadas con PBS y contracoloreadas
con Hematoxilina de Mayer (Sigma, St.
Louis, USA) durante una hora y finalmente
se cubrieron con glicerina tamponada (Di-
dacta C.A., Caracas, Venezuela) para ser ob-
servadas al microscopio optico (Leica DMLS,
Shanghai, China) con objetivo de 40X.

Estudio histopatolégico en los tejidos
fetales

Los cortes de 7 um de placenta, cora-
z6n y musculo esquelético fetales se colorea-
ron pasandolos durante 30 minutos por He-
matoxilina de Mayer, un pase por agua y 5
minutos por Eosina (Merck, Alemania). Pos-
teriormente los cortes de tejido se pasaron
de forma sucesiva por alcohol isopropilico al
70%, 80%, 90% y 100% por espacio de 10 mi-
nutos cada uno y tres pases por xilol de 15
minutos cada uno. Finalmente, se cubrieron
con Mar-Tex (Macrosearch C.A, Suecia) y se
observaron al microscopio 6ptico.

Deteccion de citocinas

Las secciones de tejidos (placenta, co-
raz6n y musculo esquelético), se incubaron
con saponina (Sigma, St. Louis, EE.UU) al
0,05% por 20 minutos y con suero normal
de conejo al 30% por 30 minutos, seguida-
mente fueron lavadas 2 veces por 10 minu-
tos con PBS-Tween 20. El esquema de tra-
bajo fue disenado a fin de determinar la
presencia de citocinas de manera individual
en células CD4+, de tal forma que se clasi-
ficaron los cortes de tejidos por grupos de
estudio con las siguientes combinaciones
de anticuerpos: 1) anti-IFN-y, anti-IgG-PE,
anti-CD4-FITC; 2) anti-llL4, anti-IgG-PE,
anti-CD4-FITC; 3) anti-IL-10, anti-IgG-PE,
anti-CD4-FITC.

La deteccion de citocinas se realizo
mediante la técnica de Inmunofluorescen-
cia Indirecta, utilizando como anticuerpos
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primarios: anti-IFN-y, anti-IL4 y anti-IL-10
(IgG de cabra). (Santa Cruz Biotechnology,
Inc, California, USA) diluidos 1:300 en una
solucion de PBS-BSA al 2% durante 1 horay
lavadas con PBS-Tween 20. La interaccion
fue evidenciada adicionando a los tejidos
como anticuerpo secundario anti-IgG de ca-
bra producido en conejo conjugado a PE
(Santa Cruz Biotechnology, Inc, California,
USA), diluido 1:300 e incubado por 30 mi-
nutos. Adicionalmente, las laminas fueron
lavadas 2 veces con PBS-Tween 20 por 10
minutos y la deteccion de CD4 se evidencio
mediante Inmunofluorescencia directa con
el anticuerpo monoclonal anti-CD4 conju-
gado a FITC (Santa Cruz Biotechnology,
Inc, California, USA), diluido 1:300 durante
30 minutos, finalmente la ldminas fueron
cubiertas con glicerina tamponada (9:1) y
observadas en el microscopio confocal.

Analisis estadistico

Los resultados son presentados en pro-
medios = el error estandar (EE), se realizd
un ANOVA de una via y el postest de Dun-
net para establecer si existian diferencias
significativas entre los grupos, consideran-
do como estadisticamente significativo un
valor p < 0,05. Los andlisis fueron realiza-
dos utilizando el sotware GraphPad (Graph-
Pad Prism version 5.0, San Diego, C.A).

RESULTADOS

En las secciones de placenta, corazon y
miusculo esquelético del 38% (21/56) de los
fetos de ratones NMRI infectadas con la
cepa Y de T. crusi y prenadas durante la
fase aguda de la infecciéon se detectaron an-
tigenos de T. crusi focalizados entre y sobre
las fibras musculares (Figs. 1A y 1B) asi
como a nivel del estroma, con la presencia
de un nido de amastigotes en el tejido mus-
cular esquelético de un sélo feto e infiltra-
do de células mononucleares en misculo
cardiaco (Figs. 2A y 2B).

A nivel de musculo esquelético del 17%
(10/56) de los fetos de ratones infectadas
prefiadas se evidenci6 la presencia de célu-
las CD4+/IFN-y+, depésitos de IFN-y, depo-
sitos de IL-10, asi como células CD4+/
IL-10+ y CD4-/IL-10+ (Figs. 3A y 3B),
mientras que en el 9% (5/56) de los corazo-
nes se detectaron células CD4+/IFN-y+ y
células CD4-/IL-10+. Adicionalmente, en el
41% (23/56) de las placentas del grupo de
ratones infectadas y prefiadas durante la
fase aguda de la infeccion se observaron cé-
lulas CD4+, células CD4+/ IFN-y+ y dep6-
sitos de 1L-10 (Fig. 3C, Tabla I).

Debemos destacar que en el 27%
(15/56) de las placentas de ratones NMRI
sanas prefiadas se observaron células
CD4+, células CD4-/IFN-y+ y depésitos de
IL-4. A nivel del corazén y masculo esquelé-
tico de los fetos de los ratones NMRI sanas
se detectaron tanto c¢élulas CD4+ como c¢é-
lulas CD4-/1L-10+ (Tabla I).

DISCUSION

Este estudio permite confirmar que los
fetos de ratones NMRI infectadas con T.
crugi desarrollan una respuesta inmune ce-
lular propia frente a los antigenos parasita-
rios y se reporta por primera vez la detec-
cion de citocinas y células T CD4+ en teji-
dos fetales.

La resistencia del hospedador a la in-
feccion por T. crusi depende de la respuesta
inmune innata y adaptativa (17). Durante la
primera semana de la infeccién en ratones,
T. crusi induce una respuesta inmune celu-
lar cuya activacioén se produce a través de la
induccion de IL-12 (1) e IFN-y (18), las cua-
les son citocinas que participan en la acti-
vacion de los macrétagos en la respuesta in-
mune innata. La respuesta inmune adapta-
tiva mediada principalmente por células T
CD4+ es el medio mas eficaz en el control
de la replicacion del parasito puesto que di-
chas células promueven la activacion de
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Fig. 1. Inmunofluorescencia Indirecta en tejidos de fetos de ratones infectadas con la cepa Y de T.
crugi y prenadas en fase aguda de la infeccion. A) Antigeno focalizado en el corazéon (600X),
B) Antigeno entre las fibras del musculo esquelético (600X).

Fig. 2. Secciones de corazén y masculo esquelético de fetos de ratones infectadas con la cepa Y de T.
crugi y prenadas en fase aguda de la infeccion. A) Infiltrado inflamatorio focalizado entre las
fibras del masculo cardiaco (H-E, 40X). B) Nido de amastigotes en musculo esquelético (H-E,

100X).
macrofagos y la proliferacion de células T to, mientras que las células B producen in-
CD8+ vy células B (18,19). Las células T munoglobulinas que participan en la opsoni-
CD8+ estan involucradas en la produccion zacion y la fagocitosis, asi como la lisis me-
de IFN-y y tienen una actividad citolitica es- diada por el sistema de complemento (17).
pecifica hacia las células infectadas y el con- Durante el embarazo se produce una
trol de la replicacion intracelular del parasi- supresion transitoria de la inmunidad me-
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Fig. 3. Células productoras de IFN-y e IL-10 en tejidos de fetos de ratones infectadas con la cepa Y 7.
crusi y prefiadas en fase aguda de la infeccion. A) células CD4- productoras de IFN-y en el
musculo esquelético (1800X). B) colocalizacion de c¢élulas CD4+/IL-104+ en musculo esqueléti-
co (1800X). C) células CD4+ en placenta (600X). D) Depésitos de IFN-y en corazén (600X).

diada por células, con disminucion de las
funciones de las células CD8+ y bajos nive-
les de células CD4+ y NK, con la finalidad
de prevenir el rechazo de la madre hacia el
feto (20-22). Este medio ambiente inmune,
denominado inmunosupresién fisiol6gica
puede llevar a que tanto en la madre como
en el feto se produzca un incremento en la
susceptibilidad a infecciones por organis-
mos patogenos (14).

Al ser la placenta considerada como un
organo inmunoprivilegiado, la inflamacién
placentaria representa una respuesta inmu-
ne primaria del feto a la infeccion, ya que
es la primera barrera que encuentra el para-
sito en la circulacion materno-fetal (23,
24). La presencia de antigenos de T. crusi
en placenta y musculo esquelético de los fe-
tos de madres infectadas, asi como la pre-
sencia de un nido de amastigotes a nivel del
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TABLA I
MARCADOR FENOTIPICO DE CELULAS T Y CITOCINAS DETECTADAS EN FETOS DE RATONES
INFECTADAS PRENADAS Y DE RATONES SANAS PRENADAS

Corazén Misculo Esquelético Placenta
FRIP FRSP FRIP FRSP FRIP FRSP
CD4 + 0 3,22+0,68 0 589+0,57 13,3=1,56% 3,15+0,58
IFN-y 5,77+0,98 0 4,67+0,61 0 0 0
IL-10 0 0 8,65+3,32 0 461+0,55 5,44+0,82
IL-4 0 0 0 0 0 2,11+0,36
CD4-/IFN-y+ 12,67+2,18 0 14,28+1,93 0 0 1,20+0,30
CD4+/IFN-y+ 3,61+0,60 0 2,11+0,40 0 2,55+0,41 0
CD4-/1L-10+  2,33+0,35  2,77+0,55 3,57+£0,68 4,61=0,81 0 0
CD4+/1L-10+ 0 0 8,01+2,02 0 0 0

Los resultados son expresados en promedios * ¢l error estandar (correspondientes a niimero de células por cam-
po), *p!,05 con respecto al grupo FRSP. Fetos de ratones infectadas prenadas (FRIP), fetos de ratones sanas

prenadas (FRSP).

musculo esquelético fetal es un indicativo
de que hubo transmision materno-fetal del
parasito.

Los recién nacidos y los nifios son muy
susceptibles a las infecciones, esto es gene-
ralmente asociado a la inmadurez de su sis-
tema inmune, el cual se define por una baja
capacidad para generar una respuesta in-
mune mediada por células (25). No obstan-
te, la activacion de células T CD8+ en los
recién nacidos con infeccion congénita por
T. crusi (10), o citomegalovirus indican que
esta inmadurez no es del todo absoluta
(26).

La transmision del parisito depende
de factores individuales especificos de cada
madre, la cual puede modificar su capaci-
dad de controlar tal transmision, ya sea a
nivel placentario o sistémico (7); sin em-
bargo, también influyen los factores placen-
tarios que impiden la transmision del para-
sito y la capacidad de los fetos para desarro-
llar una respuesta inmune.

En ausencia de transmision congénita,
una madre infectada por T. crusi, puede
modular el sistema inmune de su feto, indu-
ciendo una respuesta inmune tanto innata

como adquirida (11); a través de la activa-
cion de diversos tipos celulares del sistema
inmune, evidenciado por la produccion de
anticuerpos especificos por parte de las cé-
lulas B y la secrecion de citocinas por las
células efectoras T CD4+, T CDS8+, mono-
citos/macréfagos, mastocitos, células den-
driticas y NK, entre otras (27,28), siendo
las citocinas las proteinas responsables del
control de la replicacion del parasito y del
balance de la respuesta inmune en animales
infectados (29). La presencia de células T
CD4 e IFN-y en masculo esquelético fetal y
en placenta, aporta evidencia de que las cé-
lulas CD4+ propias del feto, constituyen
otra fuente de produccion de esta citocina,
las cuales pudieran activarse luego del en-
cuentro con el antigeno, ya que no existen
evidencias de transferencia de células
CD4+ de la madre al feto.

Aunque las c¢élulas CD4+ y CD8+ son
fuentes importantes de produccién de
IFN-y, experimentos in vitro sugieren que
las células NK son la principal fuente de
produccion de esta citocina durante cual-
quier fase de la infeccion por T. crusi (30),
es por ello que no descartamos la posibili-
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dad de que en los tejidos fetales donde no
se detecto el marcador fenotipico CD4,
sean las propias células NK la fuente de pro-
duccion de dicha citocina.

Algunos investigadores han reportado
que las c¢élulas CD8+ son la subpoblacion de
linfocitos T predominantes en la fase aguda
de la infeccion por T. crusi, mientras que
otros sugieren que la subpoblacién dominan-
te son las células CD4+ (30). No obstante,
(23), a través de estudios inmunohistoqui-
micos de caracterizacion de infiltrados infla-
matorios realizados en placentas de mujeres
chagasicas se ha descrito un predominio de
células CD8+ sobre otros tipos celulares
como son las células CD4+, macrofagos
CD68+/CD15+ y células NK. La escasa can-
tidad de linfocitos CD4+ detectados por es-
tos investigadores en el tejido placentario
probablemente no refleje su verdadera im-
portancia en el proceso infeccioso, ya que
los linfocitos CD4+ del fenotipo Th1, son los
principales responsables de la induccion de
la respuesta inmune protectora desarrollada
tanto en la fase aguda como en la fase croni-
ca de la infeccion por T. crusi (31), asi como
ocurre en otros modelos de infecciones por
parasitos intracelulares como Leishmania
magjor y Toxoplasma gondi.

A pesar que los efectos de la IL-10 en
monocitos/macréfagos y su capacidad para
inhibir la respuesta de tipo Thl estan bien
establecidos, cada vez hay mas pruebas que
indican que la IL-10 no puede ser conside-
rada simplemente como una citocina
anti-inflamatoria e inmunosupresora (31),
ya que existen evidencias que senalan que
esta citocina mejora la actividad citolitica
de las células CD8+ vy de las células NK fa-
voreciendo la citotoxicidad celular depen-
diente de anticuerpos (ADCC) (32); ademas
que durante el embarazo, hay niveles fisio-
l6gicos de IL-10 (10). En este sentido, aun-
que la produccion de IFN-y es necesaria
para la resistencia a la infeccion por T. cru-
%1 en ratones, la secrecion de IL-10 también

podria ser fundamental en la determinacién
de los parametros que confieren resistencia
o susceptibilidad a la infeccion dependien-
do del modelo experimental empleado (33).

La ausencia de 1L-4 en los tejidos feta-
les indica que existe una clara polarizacion
de la respuesta hacia el patrén Thl, la cual
es indispensable para la eliminacion del pa-
rasito, a diferencia de lo observado en los
ratones gestantes sanos donde si se observo
depésitos de IL-4 e IL-10 placentario, indi-
cando que en el embarazo fisiol6gicamente
normal se evidencia una respuesta inclinada
hacia el patrén Th2 a fin de evitar el recha-
zo del feto, favoreciendo de este modo la
implantacion del embrién.

La deteccion de células CD4+ en au-
sencia de coexpresion de IFN-y, 1L-10 o 1L-4
en los tejidos de fetos de ratones sanas es
un hecho 16gico; ya que la activacion de los
linfocitos y por ende la secrecion de citoci-
nas de un determinado patrén ocurre luego
del encuentro con el antigeno, lo que corro-
bora la hipétesis de que la respuesta inmu-
ne propia del feto se activa a fin de eliminar
el parasito.

El hecho de que nazcan recién nacidos
sanos provenientes de madres infectadas,
sugiere que antigenos parasitarios son
transmitidos in utero de la madre infectada
hasta su feto, induciendo una respuesta in-
mune en ellos (10). Estos antigenos po-
drian ser moléculas liberadas por los tripo-
mastigotes circulantes en sangre materna o
por los amastigotes presentes en la placen-
ta (2). Sin embargo, los mecanismos que
subyacen en la capacidad de los patdgenos
intracelulares para inducir una respuesta
inmune mediada por células in ttero atin no
han sido dilucidados (34). Es por ello que
seria de gran interés realizar futuras inves-
tigaciones en las que se detecten células T
CDS8 y células NK a fin de conocer la fuente
exacta de produccion de IFN-y, ya que en
base a la funcion principal que cumplen las
citocinas como mensajeros de comunica-
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fection, pregnancy outcome, morbidity
and mortality of congenitally infected and
non-infected newborns in Bolivia. Am J
Trop Med Hyg 2004; 70:201-209.
8.  Camus D, Carlier Y, Bina JC, Borojevic
R, Prata A, Capron A. Sensitization to
Schistosoma mansoni antigen in unin-
tfected children born to infected mothers. J
Infect Dis 1976; 134:405-408.
Carlier Y, Truyens C. Influence of mater-
nal infection on offspring resistance to-
wards parasites. Parasitol Today 1999; 11:
94-99.
10. Hermann E, Truyens C, Vega C, Even J,
Rodriguez P, Berthe A, Gonzalez E,

cién entre las células del sistema inmune,
el total esclarecimiento de las complejas in-
teracciones y el modo de accién de dichas
proteinas; asi como los mecanismos involu-
crados en la activacion de una respuesta in-
mune celular en el feto podria tener prome-
tedoras implicaciones terapéuticas.
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