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INMUNIDAD

Estructura de Neospora caninum y proteinas relevantes en la
respuesta inmune

El phylum Apicomplexa incluye todos aquellos protozoos que poseen un
Complejo Apical. EI Complejo Apical consta de uno o mas anillos polares; un
conoide formado por varios microtubulos enrollados en espiral dentro del anillo
polar y un grupo de organelas secretorias ubicadas en el extremo anterior del
parasito, que facilitan la adhesién y/o penetraciéon a la célula hospedadora. La
forma infectante (taquizoito) penetra activamente en la célula hospedadora,
determinando la formacién de una vacuola parasitéfora (VP) dentro de la cual
se ubica y se multiplica. La membrana de la VP se forma a partir de la
membrana plasmatica de la célula hospedadora. Durante su formacion se
excluyen las proteinas de membrana del hospedador, lo que impediria la
posterior unién con los lisosomas (Buxton y col., 2002). La capacidad invasiva
estaria dada por receptores especificos para el protozoo, ubicados en la
superficie celular (Hemphill y col., 2006).
Las roptrias, micronemas y granulos densos de los Apicomplexa son elementos
claves en la invasion de la célula hospedadora a través de la interaccion con
los citados receptores de la superficie celular y la liberacién de proteinas. Los
micronemas participan en el proceso de adhesién a la célula hospedadora, las
roptrias en la biogénesis de la VP y los granulos densos en la modificacién de
la VP, contribuyendo a la formacion de la red tubulovesicular.
Pasado un periodo corto se forman los quistes tisulares, en cuyo interior se
encuentran los bradizoitos, que son formas de multiplicacion lenta que pueden

ser viables durante un tiempo indeterminado.
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Actualmente se estan desarrollando pruebas de diagnostico y estrategias para
el desarrollo de vacunas con proteinas recombinantes correspondientes a
diferentes estructuras del parasito mencionadas mas arriba. Para eso se estan
tratando de expresar los genes que las codifican, como por ejemplo, proteinas
de los granulos densos (NcGRA), de las roptrias (NcROP) y micronemas
(NcMIC).

Respuesta inmune mediada por células

N. caninum es un protozoo de vida intracelular. En términos generales,
en las infecciones por parasitos de vida intracelular, la respuesta inmune
relacionada con la proteccion depende en parte, de la respuesta Th1, es decir
de los linfocitos colaboradores/ CD4 o “helper’1 (Lh1) y sus productos. Los
LTh1 son activados por epitopes expresados en la superficie de células
procesadoras y presentadoras de antigenos (macrofagos, dendriticas),
asociados a Moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
clase Il. Como consecuencia de esta interaccién se producen citoquinas que
intervienen en la activacién de los mecanismos de proteccion derivados de la
respuesta inmune mediada por células. Cuando las proteinas antigénicas se
procesan en el interior de las células, los epitopes también son presentados a
los linfocitos citotoxicos (Lc/CD8) asociados a moléculas del CMH 1.
En infecciones por protozoos Apicomplexa, como en el caso de N. caninum, la
respuesta inmune relacionada con la protecciéon es principalmente de tipo Th1
con la produccion de interferon gamma (INF-y), Interleuquina 12, Factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la presencia de células NK (también
productoras de INF-y (Hemphill y col, 2006). Algunas de estas citoquinas,
beneficiosas para intentar controlar la infeccion, resultan perjudiciales para la
unidad feto-placenta, antagonizando con el buen término de la prefiez (Quinn y
col 2002, Innes y col. 2002, Innes y col. 2005).
Los tejidos de unién feto-placenta producen citoquinas pro-gestacionales
caracteristicas de la respuesta Th2 (IL4, 5, 10), debido a los altos niveles de
progesterona. Esta hormona inhibe la produccioén de oxido nitrico, con actividad

microbicida, TNF-a y la actividad de las células NK.
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Por lo tanto es necesaria una respuesta Th1 dominante para combatir la
infeccion, dando como resultado la produccion de citoquinas inflamatorias y
perjudiciales para el feto en el inicio de la prefiez.

La determinacion de la respuesta inmune mediada por células puede realizarse
mediante la deteccion de los niveles de INF- y, o bien indirectamente mediante
la deteccidon de 1gG2, producida durante la respuesta inmune celular.

El estudio de la inmunidad mediada por células durante la prefiez en vacas
infectadas con N. caninum permitira comprender su relacion disefar efectivas

estrategias de prevencion.

Métodos de diagnéstico

Los métodos de diagnostico pueden ser directos e indirectos. Para
lograr el diagnostico definitivo es necesario el aislamiento de N. caninum.
Algunas de las lineas de ratones utilizadas con esos fines son Swiss Webster,
Balb/c endocriados e inmunodeprimidos y mas recientemente las lineas
inmunodeficientes, como los Nude mice y Knock out mice (Hemphill, 1999) y
los meriones (Meriones unguiculatus) (Dubey y Lindsay, 2000, Venturini y col.
2001). El aislamiento en meriones a partir de diferentes tejidos puede utilizarse
con fines diagnosticos. El éxito del aislamiento a partir de tejidos fetales
bovinos en cultivos celulares es muy bajo, debido a que la mayoria de los
parasitos mueren con la autdlisis de las células hospedadoras (Conrad y col.,
1993). Se suma a ello la frecuente contaminacion del cerebro de fetos

abortados.

La inmunohistoquimica contribuye con el diagnodstico histopatologico en
cerebro y corazon de fetos abortados, ya que generalmente hay muy pocos
parasitos presentes en tejidos autolisados y normalmente son dificiles de
identificar con las técnicas de coloracion de rutina (Dubey, 1999). En 1998
Campero y col. describieron por primera vez en Argentina la presencia del
protozoo por IHQ en fetos abortados (Campero y col. 1998). El reconocimiento
de los taquizoitos en los 6rganos lesionados y la eliminacion de otras causas
de abortos, asociando la utilizacion de varias pruebas de diagnodstico permitira
relacionar a N. caninum como agente causal del aborto (Dubey y Schares,
2006)
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La prueba de PCR es un valioso auxiliar para la deteccion de N.caninum en
tejidos infectados. Se han desarrollo pruebas de inmunotransferencia, con
diferentes preparaciones antigénicas, con el fin de reconocer fracciones

antigénicas con valor diagnostico.

Los métodos seroldgicos se basan en la deteccion de anticuerpos para N.
caninum e incluyen diversas técnicas de ELISA, aglutinacion y la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Bjorkman C. y Uggla A. 1999, Dubey,
2003). Esta ultima fue la primera de las técnicas utilizadas, empleando como
antigeno taquizoitos de N. caninum. Se la ha utilizado como la prueba de
referencia para el desarrollo de otras técnicas. En Argentina, se detectd el
parasito en bovinos por primera vez en 1995 utilizando la prueba de IFI
(Venturini L. y col. 1995). Existen distintos criterios con respecto a los titulos
serolégicos considerados positivos ya que es variable el tiempo de
seroconversion, luego de una infeccion. La deteccion de anticuerpos en

liquidos fetales tiene valor diagndstico.
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