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RESUMEN

Trabajo prospectivo para investigar concentraciones
de interferon-gamma, caquectina o factor de necrosis
tumoral-alfa e interleucina-10 en el suero de embarazadas
con toxoplasmaosis latente o sin ella (n = 64) y un grupo
de control formado por no gestantes con infeccién o sin
ella (n = 64). La toxoplasmosis crénica se diagnosticé
utilizando hemaglutinacién indirecta e inmunoanalisis
enzimatico IgM e 1gG. Las citocinas fueron medidas por
técnica de inmunoanalisis enzimatico de doble anticuerpo
(ELISA). Hubo disminucién del interferon-gamma en el
grupo de embarazadas infectadas en segundo trimestre,
significativa respecto al control sin infeccién y no
significante en comparacion a controles infectados y
segundo trimestre sin toxoplasmosis.

Los descensos observados en tercer trimestre (ambos
subgrupos) no tuvieron significancia estadistica. Hubo
una sola variacion significativa para caquectina: ascenso
en las no infectadas de segundo trimestre, con respecto a
las infectadas sin embarazo. La interleucina-10 cay6
significativamente en infectadas de segundo trimestre,
con respecto a los tres grupos de no infectadas. Las
pocas variaciones encontradas se interpretan como signos
del equilibrio inmunitario caracteristico de la toxoplas-
mosis latente.
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SUMMARY

Prospective investigation of interferon-gamma,
caquectine or tumor necrosis factor and interleukin-10
serum concentrations in pregnant women with and with-
out latent toxoplasmosis (n = 64), and a non-pregnancy
control group with or without infection (n = 64). Chronic
toxoplasmosis was diagnosed with indirect hemoaglu-
tination and IGM-1gG enzymatic immunoassays.

Cytokines were measured using a double antibody
enzymatic immunoanalysis technique (ELISA). Inter-
feron-gamma concentrations fell in infected second tri-
mester pregnant women, significatively in relationship
with the nonpregnant non-infected subgroup, and non
significantly in comparison with non-infected control
and second trimester samples. Third trimester decrease
was not statistically significant. Only one significant
variation of caquectine values was observed: a rise cor-
responding to the non-infected second trimester sample.
Interleukin-10 levels significantly fell in second trimes-
ter infection, in comparison with the infected groups.
Minor changes encountered in serum cytokines concen-
trations could be interpreted as signs of the particular
immune status which characterizes chronic toxoplasmosis.

Key words: Caquectine. Cytokines. Pregnancy. Tu-
mor necrosis factor-alfa. Interleukin-10. Toxoplasmosis.

INTRODUCCION

Latoxoplasmosis es una enfermedad cuyo agente
etiolégico, el Toxoplasma gondjio Tg, puede
parasitar todas las células nucleadas (1). Al coexistir
el embarazo con la infeccién reciente, con las
reinfecciones y las reactivaciones de las infecciones
cronicas, se puede producir la afectacién congénita
del producto de la concepcién (2,3), con secuelas
gue incluyen la coriorretinitis (4,5) con severo
deterioro de la visién, la muerte fetal (6) y el parto
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pre-término, aunque se presenta también, pero con diagndstico serolégico en individuos infectados (18-
rareza, la llamada tetrada de Sabin-Feldman (4). En 20) y la participaciéon de citocinas en muridos (21-
Venezuela, los primeros casos de la enfermedad 23). En humanos se han practicado determinaciones

congénita fueron publicados por Bela Gavaler (7,8).

La respuesta inmune frente al Tg puede ser hu-
moral, medida por anticuerpos, y celular. En
hospederos inmunocompetentes con la toxoplas-
mosis latente, o infeccidén crénica asintomética, se
desarrolla una mutua tolerancia con el parasito,
estado inmune denominado premunicién, en el que
se producen anticuerpos IgG especificos y linfocitos
T memoria, que protegen contra las reinfecciones.
Pero en condiciones clinicas de ruptura del equilibrio
inmunitario, como el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida o SIDA (9,10), el cancer y los trasplantes

de citocinas séricas en no gestantes, durante la
infeccion aguda y latente (21-24), pero no se ha
evaluado su papel ante lainfeccién reciente y latente
por Tg en mujeres embarazadas. Con lainvestigacion
de los niveles séricos de algunas citocinas, se espera
contribuir a dilucidar los mecanismos inmuno-
regulatorios operantes en la infecciéon crénica
asintomatica por Tg y la influencia del embarazo.

MATERIAL Y METODOS

Se investigaron 128 mujeres entre 18 y 34 afios,

de 6rganos o tejidos, se observan reactivaciones dedivididas en 64 no embarazadas, 32 con y 32 sin

la infeccion latente, actuando el TG como un

oportunista. Uno de los modelos més estudiados de

infeccion oportunista por Tg es la encefalitis en
pacientes con SIDA (10), quienes pueden sufrir
también de miocarditis, neumonitis y hepatitis
parasitaria (11).

Durante el embarazo se hareportado cierto grado

de inmunosupresion celular y cambios cuali y
cuantitativos de los linfocitos T. Entre las 25y las

toxoplasmosis latente, y 64 embarazadas subcla-
sificadas en cuatro grupos de 16 cada uno: dos del
segundo trimestre de gestacion, coninfeccion latente
o sin ella, y dos del tercero. Los detalles sobre edad
cronolégicay gestacional de la muestra aparecen en
el Cuadro 1.

Notese que las embarazadas de tercer trimestre
tienen edad gestacional maxima de 36 semanas. Los
criterios de inclusién fueron: infeccion toxoplasmica

28 semanas de edad gestacional, la cuentalim‘ocitica'atente con examen fisico sin signos evidentes de

alcanza su nadir. Al finalizar el embarazo los
linfocitos T CD4+ estan disminuidos y los TD8+
aumentados. Las pruebas para medir el funcio-
namiento de los linfocitos vitro, como su cultivo
mixto, y el test de transformacion linfoblastica,
tiene una respuesta linfo-proliferativa disminuida
(12). En cuanto a la secrecion de citocinas,
producidas durante toda la gestacién por tejidos
intrauterinos, se describe una desviacién o
predominio de las secretadas por los linfocitos CD4
+ Th2, sobre las del inmuno-fenotipo CD4 +Thl
(13), entre ellas el interferon-gamma o IFN-la
caquectina o factor de necrosis tumoral-alfa, que

son sustancias directamente relacionadas con la

funcion anti-Tg (14-16). Por eso se ha dicho que el
embarazo normal, para proteger el aloinjerto fetal,
crea un estado de déficit de la funcion inmunitaria
celular, deteriorando la reaccidn contra agentes
patogenos intracelulares, incluido el Tg (13,17), por

cuya causa se ha descrito una mayor incidencia de

complicaciones en infecciones primarias, con
algunos casos severos (11).

Al revisar la bibliografia sobre los aspectos

inmunolégicos de latoxoplasmosis, se hace evidente

enfermedad, sin contracciones uterinas sugestivas
de embarazo amenazado o trabajo de parto, ni signos
fisicos de éste, y pruebas rutinarias de laboratorio
con cifras dentro de los limites normales: hematolo-
gia completa, creatinina, glicemia, orina completa,
hecesytest paravirus de inmunodeficiencia humana.
El diagnédstico de infeccidn latente se baso en: test
de hemoaglutinacién indirecta positiva, con IgM
negativa segun técnica de inmunoanalisis enzimatico
(ELISA) con anticuerpo de captura antitoxoplasma,
e 1gG positiva.

Las citocinas: interferdn; factor de necrosis
tumoral« e interleucina-10, se cuantificaron con
técnica de inmunoandlisis enzimético (ELISA) de
doble anticuerpo, previamente descrita (17),
empleando equipos diagnésticos dasantikine Im-
munoassay’s laboratorio ‘R and D systenislotes
nidmero 9718020, 9718021, 9724110, 9724111,
9721363 y 9521364.

Las concentraciones de citocinas, medias + error
estandar, expresadas en pg/ml, se compararon
mediante el test de ANOVA en una direccion, con
“post-testde TUKEY, tomando el 95% como indice

que la mayoria de los estudios trata sobre el de confiabilidad estadistica (p< 0,05).
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RESULTADOS Es evidente una disminucién de la concentracién
de IFN« en G4 con significacion estadistica respecto
Los resultados se expresan en el Cuadro 2. Las @ G1. No hubo cambios validos entre los grupos y el
mujeres no embarazadas aparecen a la izquierda delcontrol, o entre ellos, a pesar de que, hubo descenso
lector en los grupos G1 (negativas para toxoplas- NO significante en G5 y G6 comparados con G1, G2
mosis latente, 0 S/T) y G2 (positivas o C/T). Lasde ¥ G3.
segundo trimestre del embarazo, al centro, contienen Hubo una sola variacion significativa en TN -
el G3 (S/T) y el G4 (C/T); y las de tercer trimestre, el ascenso de G3 sobre G2 (p< 0,05). LaIL-10 tuvo
G5 (S/T) y G6 (C/T), estan al extremo derecho. descenso significativo en G4 con respecto a G1 (p<
0,01), G3 (p< 0,001) y G5 (p< 0,05).

Cuadro 1

Caracteristicas de los grupos estudiados

Mujeres sin embarazo Embarazo Normal
Caracteristicas Segundo trimestre Tercer trimestre
G1 (S/T)* G2 (CIT)** G3 (S/T) G4 (CIT) G5 (S/T) G6 (C/T)
n=32 n =32 n=16 n=16 n=16 n=16
Edad cronolégica
(afios)
X = E.E. 25,8+ 0,7 25,8+ 0,7 25,3+ 1,1 25,3+ 1,1 26,6+ 0,9 26,6+ 0,9
Rango 18 - 34 18 - 34 18 - 34 18 - 34 21-32 21-32
Edad gestacional
(semanas)
X = E.E 20,0+ 0,8 20,0+ 0,8 30,5+ 1,1 30,5+ 1,1
Rango 14 - 26 14 - 26 27 - 36 27 - 36

* Sin toxoplasmosis
** Con toxoplamosis latente.

Cuadro 2

Concentraciones séricas de IFNTNF-o E IL-10 en los grupos estudiados

Citocina Mujeres sin embarazo Embarazo normal
(pg/ml)
2° trimestre 8 trimestre
G1 (SIT) G2(CIT) G3(S/T) G4 (CIT) G5 (S/T) G6 (CIT)
INF-y 23,3+ 2,0* 19,7+ 1,9 20,1+ 2,2 14,2+ 2,02 15,0+ 0,9 14,7+ 1,9
TFN-a 16,8+ 1,7 14+ 1,2 23,9+ 2,3 21,6+ 2,7 14,9+ 1,8 17,0+ 4,4
IL-10 33,4+ 2,2 26,4+ 2,1 38,0+ 4,2 18,6+ 2,7 34,3+ 4,9 25,3+ 3,2

* Media = Error estandar de los individuos estudiados.

a Diferente significativamente del G1 (p< 0,05).

b Diferente significativamente del G3 (p< 0,05).

¢ Diferente significativamente del G1 (p< 0,01), G3 (p< 0,001) y G5 (p< 0,05).
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DISCUSION

En el embarazo normal se describe una
disminucién progresiva de los niveles de IFKR5),
beneficiosa para la evolucién del producto, pero
contribuyente a una mayor susceptibilidad frente a
la agresion de patégenos intracelulares, como el Tg.
El aumento de la expresion de esta citocina TH1
provoca alteraciones fetales por activacion de células
NK, inhibicidon del factor de crecimiento de granu-
locitos y macréfagos y dafio del trofoblasto (13,26).

Ante la presencia del parésito intracelular, el
IFN-y induce la sintesis de la indolamina-2,3-
dioxigenasa por fibroblastos y macréfagos, enzima
gue degrada el triptéfano, aminoéacido esencial para
su proliferacion (27-29), por mecanismos dependien-

tes e independientes del oxigeno. Se ha demostrado

que el IFNy tiene la capacidad de inhibir la
proliferacion de Tg por activacion de células endo-

utilizando los mismos equipos, procedentes de los
mismos fabricantes; pero esto se ha observado
también con otras citocinas como el TNF- La
disminucidn del IFNy en suero, evidente para el
grupo G4, embarazadas infectadas del segundo
trimestre, también es dificil de explicar; pudiera
haber una distribucién especial de la citocina,
reducida en la sangre, pero aumentada localmente
en los tejidos afectados, que poseen células dianas
como macroéfagos, a través de las cuales ejerce su
proteccion. Este cambio ocurrié en segundo
trimestre, mas no en el tercero. Lo Gltimo quizas se
deba a que durante el tercer trimestre, aunque bajen
los valores del INFy deben mantenerse dentro de
ciertos extremos, necesarios para proteger contra la
reactivacion y posible infecciéon transplacentaria,
paralacual hay una susceptibilidad que se incrementa
progresivamente con la edad gestacional (11).

Los resultados del presente trabajo en cuanto a

teliales de venas umbilicales humanas, a través de laconcentraciones de TFM-o arrojaron diferencias

produccién de especies reactivas de nitrégeno y de validas entre infectadas y no infectadas en ninguno
oxigeno, y por deprivacion del triptéfano (30). Esta de los tres grupos. El leve ascenso de G3 sobre G4
propiedad pudiera ser de la mayor importancia, €N Segundo trimestre, y de G6 sobre G5 en el tercero
puesto que, al localizarse los mecanismos de defensa© fueron significativos. Sélo lo fue la diferencia
antiparasitaria en el cordén umbilical, forman una €ntre G2 y G3, lo que apunta a un ascenso en
barrera contra la enfermedad congénita. EI INF- Segundo trimestre propio del embarazo, ya que ha
induce una gran variedad de cambios en la fisiologia Sido observado en material no publicado. Que esta
celular del hospedero, posiblemente por alteraciones CltOCina se mantenga sin variaciones es muy impor-

en la organizacién del citoesqueleto, como las
observadas en los filamentos citoplasmaticos, lo
que altera la vacuola “parasitophorus”, organela
esencial para la proteccion del Tg (30). Es tal la
importancia del IFNy en la respuesta inmunitaria

contra el parasito, que estudios realizados en
muridos, demuestran que la neutralizaciéon de la
citocina lleva a la muerte de los animales infectados
por una cepa habitualmente no virulenta (15,31),
reactivando la infeccién crénica por ruptura de los
quistes. El papel de INfres critico en la prevencion

del desarrollo experimental de la encefalitis por Tg,
proceso en el que también se involucran LA IL-4
(32) y la IL-12 (16). La administracion de IL-2

tante: de aumentarse podria contribuir a patologia
obstétrica (34-36); de disminuir, se alterarian los
mecanismos de defensa anti-Tg. Estd comprobado
el efecto anti-Tg del TNk sobre algunos tipos
celulares (37-39), y su capacidad, junto con la IL-1,
de activar las células endoteliales de la vena umbili-
cal para disminuir la replicacién del parasito (40),
accion ya citada del IFN{30). El tratamiento con
anticuerpos monoclonales anti-TNFinduce una
altatasa de mortalidad en ratones infectados, en fase
aguda o cronica, con cepa “avirulenta” de Tg; y la
terapia con TNFa recombinante prolonga la
sobrevida animal durante la infeccion aguda (41).
El resultado de algunos experimentos con muridos

contra la infeccién (33).

El patron de descenso progresivo de las con-
centraciones séricas de INFeon el avance del
embarazo, descrito anteriormente (25), se observé
en el presente trabajo, aunque sin significacién
estadistica con respecto al grupo testigo sin
embarazo. Los valores variaron con respecto a la
publicacidon previa (25), lo que es dificil de explicar,
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funcién micro-bicida de los macr6fagos (42). Su
liberacion puede ser de importancia en el
mantenimiento de la resistencia contra la infeccion;
sin embargo, por si solo no es suficiente activador
de los macréfagos parala destruccion o control de la
multiplicacién de los trofozoitos (16). Al respecto,
es interesante citar que, contrario a lo observado en
ratones, la actividad anti-Tg del TN&k-en cultivo

de microglia humana, ha sido poco incrementada
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por el IFNy (38).
Se ha opinado que el TN&-opera como una

sefial importante para la actividad anti-Tg del 1.

macrofago sensibilizado por el INFE42).

Los resultados de IL-10, molécula indispensable 2.

para mantener el equilibrio de la red de citocinas, al
inhibir a las pro-inflamatorias (43,44), llaman la
atencion, ya que hubo un descenso en las concen-

traciones del grupo de gestantes infectadas de g3

segundo trimestre, G4, significativamente diferentes
de los tres grupos de no infectadas, G1, G3y G5,y
con diferencia no significativa de G2 y G6. No
existen muchas posibilidades de hacer compara-
ciones sobre el tema con otros autores, ya que, hasta
donde conocemos, no hay estudios sobre IL-10 en
embarazo humano y toxoplasmosis latente. Sin
embargo, es de notar que, al describirse un modelo
de respuesta inmune al Tg durante la infeccién
cronica humana (23), se cita a Gazzinelli y col.,
quienes han demostrado que la IL-10 inhibe la
activacion de los macréfagos de raton mediada por
el IFN-y contra el Tg (45). Se ha comunicado un

aumento de la concentracién de IL-10 en los 7

sobrenadantes de cultivos de esplenocitos murinos
de 48 horas, procedentes de animales infectados,
estimulados con concanavalina-A (46). Esto podria
explicarse porque, en fase aguda, habria necesidad
de una respuesta positiva de IL-10 para regular la
inmunidad a Tg. Haque y col. (47) han sugerido que
en cultivosn vitro de sistemas murinos, los antigenos

del paréasito estimulan la liberacion de factores 9.

solubles, comolalL-10, inhibidores de la produccion
de células T estimulados por mitégenos. El
comportamiento contrario de la IL-10, observado en
la presente investigacion de la fase crénica, favorece

la activacién de macrofagos y la produccion de las 10.

citocinas Th1l, indispensables en la defensa anti: Tg:

IFN-y, TNF-a e IL-2, pero debe limitarse, puesto 11

gue un descenso exagerado de IL-10 atentaria contra
la evolucion del embarazo (13). Tal limitaciéon se
facilita por la capacidad que tiene la IL-10 de inhibir

su propio acido ribonucleico mensajero (48). 12.

Mantener la homeostasis del embarazo, evitando
alavez lareactivacién de la parasitosis, en la mujer
infectada crénicamente con Tg, depende de un

estrecho equilibrio entre multiples factores inhi- 13,

bidores del reconocimiento del feto como aloinjerto,
entre ellos las citocinas producidas por los linfocitos
CD4+Th2, como la IL- 10 y la activacién de las

proinflamatorias, secretadas por células de inmuno- 14.

fenotipo Thly, TNF-a e IL-2.
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La Gaceta Médica de Caracas hace 100 afos

“En nuestro pais el estudio de las ciencias
biolégicas no ha avanzado tanto cuanto era de
esperarse, distraida la actividad social primero en la
conquista de la independencia nacional, y luego en
la solucion del dificil problema de nuestra estabilidad
politica, con demasiada frecuencia perturbada por
el caracter violento de los partidos beligerantes.

Empero, es de justicia consignar la obra del
fundador de los estudios bioldgicos en Venezuela,
del sabio doctor José Maria Vargas, como el mayor
esfuerzo hecho entre nosotros para implantar el
progreso intelectual, en un pais que principiaba a
ensayar la vida independiente.

Vargas nos trajo de Europa un gran caudal de
conocimientos nuevos, que unidos a su superior
inteligencia 'y & suinmenso amor a la cienciay 4 su
patria, sirvieron de fundamento para crear una obra
que ha perdurado.

Vargas fue, no sélo el fundador de los estudios
meédicos, sino nuestro primer naturalista y nuestro
primer quimico. Establecié gabinetesy laboratorios;
formé colecciones y museos; escribid los primeros
trabajos biolégicos; fundd una escuela de ciencia
verdadera y elevo la Universidad de Caracas & la
categoria de instituto docente de primer orden.

Los sucesores de Vargas hicieron muy poco, casi
nada, en el sentido de continuar la obra del maestro
perfeccionandola de acuerdo con el incesante
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progreso cientifico. Uno que otro de sus discipulos
cultivaron las ciencias naturales y fisico-quimicas,
pero fueron esfuerzos aislados que en nada podian
influir en el desarrollo general de la ciencia y el
perfeccionamiento de la ensefianza. Apenas, en la
esfera de las ciencias médicas, continuaron en
actividad las catedras fundadas por Vargas y su
programa de estudios. La ensefianza adoleci6
siempre de cierto espiritu de conservatismo, que
impedia el acceso &las aulas de los grandes progresos
cientificos que conmovian &a diario al mundo
intelectual. Prevalecian: en Fisiologia, la metafisica
de Leibnitz 6 el idealismo de Kant; en Fisiologia, el
vitalismo de la Escuela de Montpellier; en Ciencias
Naturales, las doctrinas de Cuvier; la Quimica se
habia detenido en Lavoisier; la Anatomia en Bichat;
la Patologia en Williams; la Terapéutica en Trous-
seau... Ni una palabra del transformismo de
Lamarck; la teoria celular habia pasado desa-
percibida; la hipétesis de los equivalentes se tenia
en mayor estima que la teoria de la atomicidad; la
seleccién natural y la doctrina de Claudio Bernard,
no tenian aceptacion en los programas universitarios;
la doctrina bacteriologica y la antisepsia quirdrgica
se veian con desdén!... Todo eso pugnaba con la
tradicion, que a todo trance querian conservar
inc6élume nuestros maestros” Razetti L. El Siglo de
la Biologia. Gac Méd Caracas 1901;8:1-4).
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