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La respuesta granulomatosa en animales infectados con Schistosoma mansoni es atribuida a
la presencia del huevo y aunque los gusanos adultos co-existen en el sistema porta hepatico,
el papel en la inmunopatologia no esta claro. Se evalu6 la respuesta celular hepatica en
ratones Balb/c infectados unisexualmente (UNI) con cercarias de S. mansoni, mediante
histologia convencional, inmunofluorescencia para CD4+ y CD8+, inmunohistoquimica e
inmunomicroscopia electrénica para macréfagos activados. Los resultados muestran que la
infeccién UNI produjo un infiltrado hepatico con una area de 33, 9 + 18, 86 um? (media + DE),
constituido por macréfagos, linfocitos, plasmocitos y escasos eosinéfilos. En la infeccién
bisexual, la composicion celular fue similar pero mas intensa con un area de 195,6+ 74,4 um>.
Las células CD4+ y CD8+ en el higado se ubicaron entre 2 y 4 cel/ pm? cerca del gusano y
distante en forma difusa o en grupos, en ambas condiciones de infeccién. Los macréfagos
activados se ubicaron alrededor de los gusanos y en donde se deposita el pigmento
esquistosomal. Los resultados sugieren que el gusano adulto es capaz de inducer una
respuesta inflamatoria hepatica en ausencia del huevo, la cual debe jugar un papel importante
en la respuesta producida contra el huevo y tiene implicaciones en la patogénesis de la
esquistosomiasis murina.

RESUMEN
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ABSTRACT

Schistosoma mansoni: hepatic cellular response of unisexually-infected Balb/c
mice

The granulomatous response in animals infected with Schistosoma mansoni is attributed to the
host reaction against the eggs, although the role of the adult worm is still controversial. The
hepatic inflammatory response was studied in BALB/c mice unisexually (UNI) infected with
cercariae of S. mansoni by histopatology, immunofluorescence, immunohistochemistry and
immunoelectronmicroscopy. The size of inflammatory infiltrate in liver of UNI infected mice,
mean + SD (33,9 + 18, 86 pm?), the cells present included macrophages, lymphocytes,
plasmocytes and few eosinophils. CD4+ and CD8+ cells in UNI infected mice were observed ( 2
to 4 cells/um?®) close to the worms and two patterns, either diffuse or in clusters in distant
zones, in UNI and bisexual infections (BIS). The activated macrophages were observed close to
worms and to schistosomal pigment. The results suggest that the adult worm is capable of
inducing hepatic inflammatory response without granuloma formation, which elicit a significant in
vivo macrophage and lymphocyte infiltrate, with probable implications in the pathogenesis of the
murine schistosomiasis.
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INTRODUCCION

En humanos la esquistosomiasis es una enfermedad de evolucion crénica
producida por el trematode digenético Schistosoma mansoni. La morbilidad se
atribuye a la presencia de huevos en el higado e intestino, donde se produce
una reaccién inflamatoria que da origen a la formacién del granuloma (1), y
ésta se asocia a las complicaciones clinicas como fibrosis e hipertension
portal (2). La participacién del gusano adulto en la respuesta immune y en la
formacién del granuloma en el hospedador infectado es poco conocida, aunque
la obstruccién de la microcirculacion hepatointestinal y la estimulacion del
sistema inmunoldgico, como consecuencia del recambio tegumentario parecen
jugar un papel importante (3, 4). La esquistosomiasis murina ofrece una
alternativa para el estudio de la inmunopatologia, asi como para conocer la
participacion de los estadios del paréasito y su interaccién con el hospedador.
La respuesta granulomatosa en ratones con infeccién unisexual, a los que se le
inocularon huevos para simular la condicion de una infeccion natural sugieren
que el gusano participa activamente en la patogénesis de la infeccién (5 ). Por
otra parte, las células T (CD4+), de las subpoblaciones Th2 parecen ser
importantes (6, 7).

La co-existencia de gusanos y huevos en el hospedador infectado dificulta
identificar el nivel de contribucién de cada estadio en la patologia. De ahi que
la infeccién unisexual es una alternativa para evaluar la participaciéon del
gusano adulto en la respuesta del hospedador (5 ). En el presente trabajo se
identificaron componentes de la respuesta celular hepatica en ratones con 8
semanas de infeccién unisexual con S. mansoni.
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MATERIALES Y METODOS

Animales. Ratones BALB/c machos de 8 semanas, se infectaron con cercarias
de S. mansoni, via subcutanea (1h a temperatura ambiente); estos ratones se
dividieron en 3 grupos de 10 ratones cada uno: grupo control no infectado,
grupo con infeccion unisexual (UNI) y grupo con infeccion bisexual (BIS). Los
ratones fueron infectados con 100 cercarias a través de la cola (8). Las
cercarias obtenidas de caracoles Biomphalaria glabrata aislado Puerto Rico se
usaron para la infeccion de los ratones. Los caracoles se infectaron con un
miracidio y 10 miracidios para obtener cercarias de un sexo o de ambos sexos,
respectivamente (9, 10).

Respuesta celular inflamatoria. A 8 semanas de infeccién, los higados de
diez ratones de cada grupo fueron fijados con formalina al 10% en PBS (150
mM, pH 7, 2). Se incluyeron en parafina para realizar cortes de 5 um que se
tineron con hematoxilina-eosina.

Morfometria. Se obtuvo el &rea promedio del infiltrado inflamatorio en campo
de 400X (0,0014 pm? ) a partir de 10 campos microscépicos. La media se
estimé en 10 ratones por grupo, con la ayuda de un micrometro ocular y los
datos se expresaron como la media + DE.

Deteccion de macrofagos activados. Secciones hepatica de 5 um de cada
grupo (n=10) fueron colocadas en laminas portaobjetos tratadas con poli-L-
lisina y procesadas por la técnica de la avidina-biotina-inmunoperoxidasa (11) .
Los cortes fueron incubados con el anticuerpo policlonal anti-MOMA-2 de rata
(Serotec, NC, USA) en un dilucion 1:25 en PBS (100mM, pH 7,4) por 45 min a
temperatura ambiente. Luego del lavado con PBS, se adiciond el anticuerpo
secundario biotinado 1gG anti-rata diluido 1:100 en PBS (Serotec, NC, USA),
y se incubd por 45 min a temperatura ambiente. A las laminas lavadas en PBS
se les adicioné 3-amino-9-etil-carbazol, se tineron con hematoxilina de Mayer
y se hizo montaje en gelatina glicerinada. En el control negativo, el anticuerpo
primario se reemplazé por PBS. Las observaciones se realizaron en un
microscopio Zeiss con camara digital Casio QVE-04.

Linfocitos CD4+ y CD8+. Secciones de tejido hepatico se incubaron con el
anticuerpo monoclonal anti-CD4+ y anti-CD8+ conjugado a FITC (SIGMA)
diluido en azul de Evans 1:2 (0,2 % in PBS, 150 mM pH 7, 4), 30 min a 37°C.
Las laminas se lavaron con PBS, se montaron con glicerina (1:9 en carbonato
de sodio 60 mM, pH 9), y examinadas al microscopio UV. Como control
negativo el anticuerpo monoclonal se sustituy6 por azul de Evans. El recuento
de CD4+ y CD8+ se hizo en cinco muestras por grupo y los resultados se
expresaron en células marcadas por pm?.

Inmunolocalizacién ultraestructural de macréfagos. Cortes de tejido
hepéatico (n=5) fueron fijados con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al
0,1% en PBS (100 mM, pH 7,4), se deshidrataron en etanol de 50, 60 y 70% por
30 min y se embebieron en la resina LR-WHITE (SIGMA). Se empleé la técnica
de post-inclusiébn con el mismo anticuerpo primario empleado en la
inmunohistoquimica (12). El anticuerpo secundario consisti6 en un anti-lgG
conjugada a oro coloidal de 10 nm (KPL). Las secciones ultrafinas se
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observaron en un microscopio electrénico de transmisiéon Philips CM10 a 75
kV.

RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso granulomatoso inducido por los huevos de S. mansoni, en el
hospedador vertebrado, esta ampliamente documentado (2, 13), y es el

producto de una dinamica de eventos en la maduracién del miracidio y de una
intensa respuesta celular por parte del hospedador (14), en tanto que la
respuesta celular al gusano adulto y sus productos esta poco documentada.

En el presente estudio, se observdé una respuesta celular hepatica en ratones
con infeccién unisexual, caracterizada por un infiltrado inflamatorio de
macréfagos, linfocitos, plasmocitos y escasos eosinéfilos, en zonas donde se
deposita el pigmento esquistosomal o sobre el gusano (Fig 1A), con un area
de infiltrado de 33, 9 + 18,8 pm?. Los infiltrados inflamatorios también se
observaron alrededor de capilares sinusoidales (Fig 1B)

UNI BIS CONTROL

HA&R

Chd+

CDR+

-2

MOy

Figura 1. Secciones hepéticas de ratones Balb/c. Respuesta inflamatoria en ratones con infeccién
unisexual por Schistosoma mansoni (A), con infeccidn bisexual (B) y ratones no-infectados (C). Tefnidos
con H&E. Inmunoreaccién para CD4+ y CD8+ en infeccion unisexual (D y G), en la infeccién bisexual (E
y H) y en ratones no-infectados (F e I), respectivamente. Inmunolocalizacion de MOMA-2 en sitios
cercanos al pigmento esquistosomal (J, cabeza de flecha, asterisco), en la periferia del granuloma en la
infeccion bisexual (K, cabeza de flechas) y en ratones no-infectados (L). En A-C, Barra= 50 um, en D-l,
Bar= 25 um, en J-K,Barra=10pumyen L, Barra=16 um.
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Mientras que en la condicion de infeccion natural, con ambos sexos del
parasito (BIS), se evidenci6 gran cantidad de huevos con el miracidio
preservado, y una reaccién granulomatosa con predominio de macréfagos,
linfocitos, neutr6filos segmentados, células gigantes y epitelioides (Fig 1C);
con un area de 195, 6 * 74,43 um?. Se observaron escasos eosinéfilos en
ambos grupos experimentales. En contraste, en los ratones no infectados las
secciones hepéticas mostraron un aspecto normal (Fig 1D).

El proceso inflamatorio observado en la infeccién UNI sugiere que el gusano
adulto estimula una respuesta celular mediada constituida por los mismos
tipos celulares a la inducida en la condicion de infeccion BIS o que en los
primeras semanas de la infecciéon se estimule la produccién de mediadores
relacionados con estas células. Esta respuesta previa debe tener participacién
en la respuesta granulomatosa que se produce contra el huevo en la infeccion
natural, como lo sugiere el hecho de que las células identificadas en la
infeccién UNI coincidan con las identificadas en desarrollo de la respuesta
granulomatosa, puesto que las células epitelioides y gigantes multinucleadas,
observadas en la infeccién natural, constituyen un producto de la ruta de
activacion de los macréfagos, via mediadores solubles (15). La similitud en la
composicidon celular del infiltrado hepatico en ambas condiciones de infeccién,
podria explicarse en base a que el gusano adulto en su maduracién, module la
proliferacion celular hacia una respuesta exacerbada durante la formacion del
granuloma, en la infecciéon natural (16) y corroboran estudios de la respuesta
celular sobre huevos inoculados en ratones con infeccion unisexual, los cuales
reportan que los gusanos provocan una sensibilizacion que contribuye al
desarrollo de una respuesta celular inducida por huevos inoculados
intraperitonealmente, caracterizada por la formacion de granulomas grandes
(5, 17).

La escasa presencia de eosinofilos en este estudio, contrasta con la observada
en la infeccion natural de otro estudio, que reporta entre la semana 6 y 8 de
infeccion, 3.299 y 4.545 eosiné6filos por mm? en los granulomas hepéaticos (18).
Esta diferencia cuantitativa, podria estar determinada por la zona del tejido
hepatico evaluada, ya que la distribucién celular en el tejido en las fases de
maduracion e involucion del granuloma difiere de manera considerable, asi
como la localizacién del infiltrado en sitios cercanos a la porta o Iébulos
hepéaticos (14, 19). Por otro lado, los factores genéticos asociados a las
especies murinas empleadas pueden estar involucrados en el tipo de respuesta
celular que se presente (20).

La inmunorreactividad de células T, CD4+ en secciones hepéaticas de ratones
con infeccion UNI, fue difusa en zonas alrededor de los gusanos y de pigmento
del parasito (Fig 1D), el patron de distribucién fue irregular y focalizado en

grupos celulares. La distribucion de <células T, CD8+ mostré6 wuna
inmunorreactividad similar, pero con mayor intensidad (Fig 1G). En la infeccién
bisexual (BIS), la inmunorreactividad para CD4+ y CD8+ se observ6é en capas
internas del granuloma, cercanas al huevo (Fig 1Ey 1H), en similar intensidad.
En ratones no infectados, la reaccion fue escasa y dispersa para ambos tipos
celulares (Fig 1F). En las dos condiciones de infeccion la cantidad de ambos
tipos celulares se ubicaron entre 2 y 4 células/um?, no se observaron
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diferencias estadisticamente significativas entre la infeccién natural y la
unisexual (p= 0,6).

La identificacién de los macréfagos activados, en higado de ratones con
infeccion UNI evidencia una importante inmunoreactividad alrededor de los
gusanos y en el pigmento esquistosomal (Fig 1J), mientras que en la infeccién
BIS, la inmunorreaccién se ubic6é en las capas externas del granuloma, areas
fibréticas del infiltrado inflamatorio y en células hepaticas cercanas al
granuloma asociadas al pigmento esquistosomal (Fig 1K. En los ratones no-
infectados no se observé activacion (Fig 1L).

Figura 2. Inmunolocalizacién de
macrofagos en secciones hepaticas
alrededor de gusanos (A, flechas cortas), en
la infeccién unisexual, alrededor de huevos
de Schistosoma mansoni (B, asterisco), en la
infeccién bisexual y en secciones de ratones
no-infectados (C). En A, Bar= 0.5 um, in B,
Bar= 0.3 um and in C, Bar= 0.4 um.

La inmunomicroscopia electrénica no
mostré diferencias con la inmuno-
histoquimica, en relacién con la
activacion de macrofagos en la
infeccién unisexual (Fig. 2A), pero en
la infeccion BIS el marcaje fue mas
intenso  alrededor del huevo vy
especificamente en las zonas
conocidas como capa de Reynolds y
menor reactividad en sitios distantes
al huevo (Fig 2B). No se observo
marcaje en el tejido de ratones no
infectados (Fig. 2C).

Estos resultados reflejan activacion especifica de macro6fagos hepaticos por los
gusanos adultos, no sélo al inicio de la infeccién, sino que el estimulo parecer
ser sostenido durante la fase crdénica como se aprecia en la infeccién natural.
En relacion al huevo el inmunomarcaje ultraestructural indica que la activacién
de macréfagos puede ubicarse también en las capas internas del granuloma en
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asociacion con la cascara del huevo a nivel de la capa de Reynolds (21), lo que
sugiere que dicha activacion puede ser inducida ademéas de los antigenos
solubles del huevo, por elementos inertes de la cubierta.

La poblacion de linfocitos CD4+ en respuesta a un antigeno determinado se
puede diferenciar en subpoblaciones Th1 y Th2. Las células Th1 productoras
de IL-2 son el principal factor de crecimiento y diferenciacién de células T,
CD8+ a linfocitos T citoliticos y se asocian a procesos infecciosos mediados
por células fagociticas, mientras que la subpoblacion CD4+ son mediadoras de
procesos alérgicos, infecciones helminticas e inhiben la activacién de los
macrofagos producto de respuesta Th1 (22). En la infeccion por Schistosoma,
se demostr6 que los antigenos solubles del gusano estimulan a la célula de
Kupfer y tienen un efecto inhibitorio sobre las respuesta Th1, mientras que los
huevos parecen inducir respuestas Th2 (23, 24). La existencia de linfocitos T,
CD8+ y CD4+ en proporciones muy similares en la infeccion UNI, podria
sugerir que el gusano adulto estimula ambos tipos de respuesta. Por otra parte,
algunos investigadores sefialan que los huevos inducen una anergia de célula
T, CD4+ y CD8+ durante la infeccién crdnica (25) y esto podria explicar, en el
presente estudio, la similitud en el contaje en ambos grupos de infeccion.

En el estudio anterior, la proliferacion de células aisladas del bazo de ratones
con infeccidén unisexual frente a mitogenos como la PHA y LPS in vitro, refleja
inmunosupresion acentuada inducida por el gusano (26). No obstante, nosotros
observamos diferentes tipos celulares en el infiltrado hepatico asociados a la
presencia del gusano adulto en Ila infeccién UNI, indicando que la
inmunosupresién asociada a elementos estimuladores de la respuesta innata,
como son los lipopolisacaridos bacterianos y lectinas no reflejan la respuesta
especifica de las células de un determinado tejido frente a antigenos de
gusano in vivo.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que los gusanos adultos son
capaces de inducir una respuesta inflamatoria hepatica en ausencia del huevo,
con un infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos y macréfagos activados
contribuyendo de forma independiente a la patogénesis de la esquistosomiasis.
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