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RESUMEN

EI objetivo es el ensayo de la protecci6n contra la toxoplasmosis congenita
mediante la inmunidad esteril por las vias s.c. e i.v., en el modele rata.

Resultados: es posible lograr la inoculaciOn experimental de ratas Fischer por las
vias subcutanea 0 intravenosa con una capa de Toxoplasma y evitar la infecci6n
residual mediante medicaci6n supresiva. Sin embargo, unicamente la inmunizaci6n
realizada por la via intravenosa, gener6 protecci6n contra la transmisi6n congenita
experimental de la toxoplasmosis, y fue dependiente del estadio evolutivo utilizado
para desafiar..

Conclusiones: Cuando se intente generar inmunidad esteril contra la
toxoplasmosis congenita experimental en ratas mediante inoculaci6n con cepas
completas del parasito, seguida de medicaci6n supresiva para evitar la infecci6n
residual, debera utilizarse la via intravenosa, pero no la via subcutanea.
Asimismo, as necesario investigar la utilidad de la inoculaci6n oral para el mismo
prop6sito.
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SUMMARY

The goal is to test protection against congenital toxoplasmosis by means of sterile
immunity by the s.c. and i.v. routes.

Results: the immunization of rats by the s.c. inoculation of tachyzoites or
bradyzoites of complete strains of the parasite, followed by suppressive
medication, is unsuccessful. Nevertheless, it is possible to reach protection by
means oftachyzoites inoculated by the i.v. route, followed by suppressive
medication.

Conclusions: Whenever the generation of sterile immunity against congenital
experimental toxoplasmosis in rats followed by suppressive medication is the goal,
the intravenous but not the subcutaneous route should be used. Also, it is
necessary to investigate the oral inoculation for the same purpose.
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2. INTRODUCCI6N

La presente tesis guarda una raiz comun con Ia tesis defendida por la Ora. P.
Gonzalez (2007), en el sentido que en ambas investigaciones se indaga la
protecci6n contra la toxoplasmosis congenna en el modele rata, aunque mediante la
inmunidad esteril obtenida por dos metodos diferentes, como se explica al final de
esta introducci6n. Por 10 dicho, las introducciones de sendas tesis con
eonsiderablemente similares. La revisi6n bibliografica es identical Tambien, varios
de los materiales y metodos utilizados son comunes a ambas tesis.

Los resultados de investigaciones lIevadas a cabo por el equipo de investigaci6n
del Laboratorio de Toxoplasmosis de Facultad de Veterinaria, indican que en
Uruguay nacen cerea de 150 ninos toxoplasmicos anualmente (Freyre y col. 1992;
Conti y col. 1998). Algunos de ellos mueren rapidamente, en tanto que la mayoria
desarrolla lesiones de coriorretinitis ocular,o sufren retraso intelectual mas adelante.
Esta situaci6n es similar en todos los paises del globo (Freyre y Falc6n, 1989).

La prevenci6n de la toxoplasmosis humana congenita se efectua en el pais y en
el exterior generalmente en forma eventual, sobre la base de la detecci6n de la
infecci6n durante la gestacion, y el tratamiento de las madres detectadas infectadas.
Este sistema es de moderada efieacia. A ello contribuye que muchas madres
comienzan la vigilancia serologiea en etapas considerablemente avanzadas de su
gestaci6n; a que solo una parte de elias regresa para volverse a chequear
serol6gicamente, y a que con frecuencia no se interpretan correctamente los
resultados serol6gicos. Tambien es dable eonsiderar que este metoda es mas
paliativo que preventivo. pues con cierta frecuencia, cuando sa instaura el
tratamiento especifico a la embarazada, ya Toxoplasma ha causado lesiones que no
revierten con el tratamiento, s610 se detienen. Desde luego, este sistema tiene
tambien su costo econ6mica, que no es desdeliable.

Por otra parte, los ultimos estudios del equipo meneionado sobre
toxoplasmosis ovina indican que el aborto ovino toxoplasmico es responsable de
perdidas econo.micas en la industria ovina del Uruguay por un valor de 2 a 5
millones de d61ares anuales (solamente la porci6n medible de dichas perdidas)
(Freyre y cOI.,1999-b). Asimismo, la prevalencia de la infeccion del ganado ovino
en el Uruguay, que se situa en el entorno del 25%, es fuente de infecci6n humana,
cuando se consume su carne insuficientemente cocida. EI consumo de carne
ovina es importante, particularmente en el interior del pais. La prevalencia de la
infecci6n toxoplasmica ovina es de un tenor similar en otros paises productores de
lana (Freyre y Falcon, 1989).

Como alternativa ideal, se encuentra el desarrollo de una vacuna
antitoxoplasmica. Existe una vacuna con alto nivel de protecci6n contra la emisi6n de
ooquistes toxoplasmicos por los gatos, cuya aplicaci6n contribuiria a disminuir la
prevalencia de la infecci6n toxoplasmica humana y tal vez tambien la de los animales
de consumo (Frenkel y col.,1991; Freyre y coL,1993; Choromanski y col.,1994).
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Tratandose de una vacuna a Toxoplasma vivo, su aplicacion esta pendiente de que
pueda ser elaborada y distribuida en condiciones rentables. Existe asimismo una I

vacuna (Freyre,1998) que ayuda a disminuir las perdidas por el aborto ovino
toxoplasmico (Freyre y col.,1996; Freyre y col.,1997; Freyre y col.,1999-b), aunque
su eficacia es solo del 70%, y no impide la colonizaci6n fetal por Toxoplasma, de
modo que el consumo de la came asi producida continua siendo fuente de infeccion
para las personas (Dubey,1996; Freyre y col.;1996).

EI hecho de ser una vacuna viva agrega tres inconvenientes mas: que su
transporte hasta el establecimiento debe hacerse en tanques de nitr6geno, la
duracion de su viabilidad en almacenamiento es limitada, y su manipulaci6n
peligrosa para las personas.

No existen actualmente vacunas aplicables a las personas (Freyre,1998), para
prevenir la toxoplasmosis connatal (Freyre y col. 1992; Conti y col.,1998) 0 la
toxoplasmosis aguda en personas inmunodeficientes (Freyre y Falc6n,1989;
Alexander,1996; Dubey,1996; Freyre y col., 2000)

Se dispone sin embargo, de modelos animales para el estudio de la inmunidad
contra ambas situaciones, que mayormente utilizan la rata (Duquesne y col.,1990;
Dubey y Shen,1991; Dubey y col., 1991; Schoondermark y col., 1993; Zenner y col.,
1993; Roberts y col., 1994; Freyre y col., 1999-a; Freyre y col., 2000; Freyre y col.,
2004). Se han efectuado experimentos prototipicos con estos modelos, cuyos
resultados permiten ser optimistas respecto al lagro de una vacuna contra la
toxoplasmosis humana connatal asi como contra al aborto ovino toxoplasmico, aun
cuando son muy contados los ensayos efectuados con subunidades antigenicas, que
se han dado a conocer (BQllow y Boothroyd, 1991; Khan y col., 1991; Angus y
col.,2000; Nielsen y col., 2000; Velge-Roussel y col., 2000; Vercammen y col., 2000).
Sa posee considerable conocimiento acerea de los mecanismos implicados en Ia
respuesta inmune contra la infeccion toxoplasmica en animales de experimentaci6n
(Alexander,1996), 10 cual permite hacer una selecci6n primaria de los antigenos
toxoplasmicos potancialmente protectores, asi como tambien seleccionar los
adyuvantes te6ricamente mas apropiados (Khan y col., 1991).

En el Laboratorio de Toxoplasmosis sa han desarrollado modelos en la rata
para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis, tanto de la forma
congenita, como de la forma adquirida. Dichos modelos han funcionado
favorablemente a traves de sucesivos proyectos de investigaci6n ya culminados.

Existe el antecedente casi inmediato de las tesistas Dras. Laura Correa
(2004) y Ana Cardoso (2005). de ensayo de inmunidad cruzada en el modelo rata,
efectuando desafios con la fase quistica y ooquistica de Toxoplasma. En ellos se
constat6 la existencia de inmunidad cruzada en proporciones muy altas, aunque
no en forma total, debido probablemente a la utilizaci6n de dosis de desafio
excesivamente elevadas. En una tesis posterior (Gonzalez, 2007), se obtuvo
protecci6n inmune en la totalidad de las ratas inmunizadas con la cepa RH, y se
observa-por comparaei6n con las tesis anteriormente mencionadas-que esta
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proteccion esta en funci6n del tamalio de la dosis de desafio con ooquistes y
bradizoftos de tres cepas diferentes del parasito.

En la presente tesis, se indaga la protecci6n contra la toxoplasmosis
congenita en el modele rata mediante La inmunidad esteril por las vias s.c. e Lv.

La hip6tesis que sustenta al objetivo, as que se obtendra protecci6n mediante
la inmunidad esteril conferida por una infecci6n con la cepa ME-49, coartada
mediante el usa de sulfadiazina y pirimetamina. Se aproxima asi aun mas la
situaci6n experimental a la situaci6n real, al reducir el estimulo antigenico en el
tiempo y tambien en su dispersion en la econemia del huesped (por media de la
mediaci6n supresiva), asimilandose asi a la situaci6n de la aplicaci6n de un
inmun6geno a subunidad. Per atra parte, la diferencia entre las cepas RH y ME
49, es que la primera se trata de una cepa incompleta, es decir que ha perdido la
capacidad de generar quistes y ooquistes. Esta perdida conlleva seguramente la
perdida de antigenos que eventualmente pueden tener capacidad protectora. La
cepa ME-49 por el contrario, es una cepa completa, es decir, que mantiene todos
sus antigenos originales.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. EL MODELO RATA PARA EL ESTUDIO DE LA INMUNIDAD CONTRA LA
TOXOPLASMOSIS CONNATAL.

Se han empleado varias especies de laboratorio para estudiar la inmunidad
contra la toxoplasmosis connatal. EI diserio utilizado consiste en inmunizar a las
futuras madres antes de la concepci6n,. y desafiarlas durante la gestaci6n, para
luego intentar la recuperaci6n de Toxoplasma a partir de los recien nacidos. Se
constata asi la transmisi6n trasplacentaria de Toxoplasma, 0 por el contrario su
ausencia, como reflejo de la protecci6n inmunitaria alcanzada.

La especie mas utilizada en el modelo resumido, ha sido la rata (Cuadra I).
Dubey y Shen (1991), Dubey y col. (1991) Y Zenner (1999), ampliaron en un
numero limitado de animales algunos experimentos preexistentes sobre
transmisi6n connatal de Toxoplasma en ratas gestantes inmunes y no inmunes,
con las cepas Sprague-Dawley y Fischer. Los resultados en conjunto fueron: a)
No obtuvieron transmisi6n connatal de la toxoplasmosis durante el periodo cr6nico
de la infecci6n, as decir, en ratas infectadas algunas semanas antes del inicio de
la gestaci6n; b) obtuvieron transmisi6n de Toxoplasma en todas las ratas
infectadas durante la gestaci6n, independientemente de si la inoculaci6n de
Toxoplasma se hizo del 70 al 15° dia y de si se efectu6 con 104 bradizoitos 0 con
104 ooquistes de Toxoplasma; c) la infecci6n durante la gestacion de ratas no
inmunes, se transmiti6 cuando menos a 1/3 de la camada, en ocasiones a toda la
camada; d) los fetos de las ratas inmunizadas antes de la gestaci6n, quedaron
totalmente protegidos contra de~afios efectuados durante la gestaci6n.

En el Laboratoria de Toxoplasmosis del Dpto. de Parasitologia de la Facultad
de Veterinaria de Montevideo sa ha ensayado la transmisi6n de la toxoplasmosis
aguda durante la gestaci6n en ratas no inmunes. Se utilizaron las mismas razas
de ratas (Sprague-Dawley y Fischer). Se inocul6 en el mismo momento de la
gestaci6n y se emple6 el mismo bioensayo que los autores mencionados. Se
obtuvo transmisi6n en el 0 al 70 % de las ratas madres, empleando 12 cepas de
Toxoplasma de diferente patogenicidad para el rat6n, cada una en 4-14 ratas. Sa
observaron amplias variaciones individuales en la frecuencia de transmisi6n en
ratas de la misma raza que recibieron in6culos similares. En dichos experimentos,
la frecuencia de la transmisi6n no se vio afectada ni par la capa, ni par la dosis de
Toxoplasma, ni tampoco per el momento de la gestaci6n en que fueron inoculadas
(6-8 0 15 dias).

Sin duda, la raza de rata empleada tiene importancia en la tasa de
transmisi6n de Toxoplasma. Asf, se observ6 mas transmisi6n en ratas Long
Evans que en ratas Wistar. Paulino y col. (1999), obtienen tan solo 11.4 % Y 3 %

de transmision connatal en ratas Wistar y Holzman, respectivamente, inoculadas
con 102 ooquistes de Toxoplasma.

En 1999, Zenner y col. dan a conocer"nuevas aplicaciones de su modele en
rata. Producen infecciones cr6nicas en ratas (n=5 a 10) antes de la gestaci6n con
las cepas RH, 76 K Y Prugniaud. Luego las desafian durante la gestaci6n en
forma hom61oga y heter610ga (aunque no enfrentan la inmunizaci6n con RH y el
desafio con las cepas completas 76 K 6 Prugniaud). Obtienen, en todos los
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casas, protecci6n completa de las camadas (ausencia de infecci6n toxoplasmica
en elias). En ensayos subsiguientes de la misma publicaci6n, inmunizan ratas
(n=4 a 8) can extracto de taquizoftos RH en adyuvante de Freund incompleto, con
taquizoftos RH viables, con taquizoitos RH irradiados, 0 bien con antigenos de
secreci6n-excreci6n. Obtienen casi 100 % de proteccion, tambien en estos
casos. Cabe destacar, sin embargo, que en esta nueva serie de ensayos,
desafiaron con la cepa RH (cepa incompleta) y por una via que no es la natural
(puesto que por via oral los taquizoitos son inactivados por el jugo gastrieo). Este
aspecto as muy importante. Asi, por ejemplo Wilkins (1988) no consigue evitar la
infecci6n connatal (aunque sf evita el aborto) de corderos cuyas madres fueron
inmunizadas con una cepa igualmente incompleta y desafiada oralmente con la
cepa completa S89. Ello, a pesar que el ovino es una espeeie considerablemente
resistente a la infecci6n toxoplasmica, como la rata.

Se sostiene que la rata sea tambien una especie adecuada para un modelo
de estudio de inmunidad contra la toxoplasmosis connatal extrapolable a la mujer,
porque debido a su resistencia natural contra Toxoplasma, es posible inmunizarla
inclusive con cepas virulentas, sin necesidad de prevenir su muerte con terapia
sulfonamidica.

Segun Thiermann (1957) y Freyre y col.(1999-a) la rata tambien es favorable
para el modele en cuesti6n, debido a la muy baja transmisi6n connatal de
Toxoplasma_durante la etapa cr6nica de la infecci6n en esta especie.

Las investigaciones de toxoplasmosis congenita experimental se resumen en
el cuadro I.

7



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACI6N

Primeramente se determinara el metoda para coartar can sulfadiazina y
pirimitemina las infecciones toxoplasmicas inducidas par la via s.c. con una cepa
completa (ME-49) de Toxoplasma (Experiment01). Una vez en posesi6n de dicho
conocimiento, se empleara para inducir infecciones toxoplasmicas por inoculaci6n
subcutanea de taquizoitos (Experimento 2) y de bradizoitas (Experimento 3),
seguidas de medicaci6n supresiva. para asimilar la situaci6n experimental 10 mas
posible a la situaci6n real de inmunizaci6n, en que los inmun6genos actuan par
mecanismos de inmunidad esteril, en el caso de las vacunas a subunidad. Como
experimento de alternativa, frente a la eventualidad del insuceso de los
Experimentos 2 y/o 3, sa determin6 el metoda para la inoculaci6n de taquizoitos
por la via i.v., seguida de supresi6n farmacol6gica (Experimenta 4). Una vez con
este conocimiento, se intent6 la inmunizaci6n con taquizoitos via Lv., seguida de
tratamiento supresor. y su desafio con quistes y aoquistes del parasito
(Experimento 5).

4.2. DISENOS EXPERIMENTALES.

4.2.2.1. Experimento No.1. Determinaci6n de un metodo para coartar
terapeuticamente la infecci6n toxoplasmica inducida con una cepa completa
por las vias S.c (taquizoitos y bradlzoitos)

Las ratas Fischer de un grupo de 4 animales, de aproximadamente 200 9 de peso
corporal, recibieron 107taquizoitos de la cepa Prugniaud por via subcutanea, en 4
puntos distintas en el dorso. Otro grupo de 4 ratas fue inoculado con 107

taquizoitos de Is ceps ME49 por la misma via. Otro grupo de 4 ratas fue inoculado
con 107bradizoitos por la via S.C., en tanto que dos grupos mas de 9 y 5 ratas
recibieron cantidades similares de bradizoitos Prugniaud y ME-49,
respectivamente. Simultaneamente, fueron medicadas con 10 mg de sulfadiazina
s6dica y 2001J9 de pirimetamina 2 veces al dia, con un tamero. La primera dosis
fue siempre administrada previa ayuno de 12 horas. Simultaneamente, los
animales quedaron con agua de bebida conteniendo 10 mg sulfadiazina s6dica por
cc. Este esquema terapeutico responde a la informaci6n de que la vida media de
la sulfadiazina en sangre, es de 5 horas (Schoondermark, 1993), y se prolong6
durante 15 dias. Luego de cesada la administraci6n de las drogas, se deja
transcurrir 25 dias, para posibilitar la multiplicaci6n de Toxoplasma y facilitar asi un
eventual bioensayo positivo. Luego de este periado,se sacrificaron las ratas, para
realizar el bioensayo de cerebro y musculo, cada una en 2 ratones CF-1. EI
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bioensayo de cerebro se efectu6 a partir de un hemisferio cerebral por cada rata, y
el de musculo, con un miembro posterior completo, dado a comer ados ratones
ayunados 12 horas. Luego de 25 dias, se sangraron los ratones, y se practic6 la
reacci6n de AD con sus sueros.

4.2.2.2. Experimento No.2. Inmunidad esteril tras inoculaci6n con taquizoitos
de una cepa completa (ME49) de Toxoplasma por via s.c., y medicaci6n
supresiva.

En este experimento se indagara la protecci6n tras la inoculaci6n can taquizoitos
de la capa ME-49, una cepa completa de Toxoplasma par la via s.c. y
subsiguiente esterilizaci6n parasitol6gica con quimioterapia especifica. EI
esquema de inmunizaci6n y tratamiento sa hara siguiendo los mejores resultados
obtenidos en el Experimento No.1. Los desafios se haran con la cepa M7741 de
Toxoplasma. En cuanto a los estadios utilizados para desafiar, en principio se
utilizaran bradizaitos y ooquistes de Toxoplasma.. Este experimento lIeva ademas
controles de ratas no inmunizadas pero desafiadas con in6culos similares.

4.2.2.3. Experimento No.3. Inmunidad esteril tras inoculaci6n via s.c. con
bradizoitos de una cepa completa (ME49) de Toxoplasma y medicaci6n
supresiva.

En este experimento se indagara la protecci6n tras la inoculaci6n con bradizoitos
de la cepa ME-49, una cepa completa de Toxoplasma por la via s.c.y subsiguiente
esterilizaeion parasitologiea eon quimioterapia especifiea. EI esquema de
inmunizacion y tratamiento se hara siguiendo los mejores resultados obtenidos en
el Experimento No.1. Los desafios se harsn can la eepa M7741 de Toxoplasma.
En cuanto a los estadios utilizados para desafiar, en principia se utilizaran quistes
y ooquistes de Toxoplasma.. Este experimento lIeva ademas controles de ratas no
inmunizadas pero desafiadas can in6culos similares.

4.2.2.4. Experimento No.4. Determinaci6n de un metoda para coartar
terapeuticamente la infecci6n toxoplasmica inducida con una cepa completa
par la via i.v. (taquizoitos).

Este experimento de desarrollo en forma muy similar al Experimento No.1, con la
diferencia que 4 ratas recibieron 107taquizoitos ME-49 par via endovenosa,
utilizandose para ello las venas de la cola y una jeringa con aguja 27 G.

4.2.2.5. Experimento No.' 5. Inmunidad esteril tras inoculaci6n con
taquizoltos de una cepa completa (ME49) de Toxoplasma por via i.v, Y
medicaci6n supresiva.

En este experimento se indagara la protecci6n tras la inoculaci6n con taquizoitos
de la cepa ME-49, una cepa completa de Toxoplasma por la via i.v. y subsiguiente
esterilizaci6n parasitologiea eon quimioterapia especifiea. EI esquema de
inmunizaci6n y tratamiento se hara siguiendo los majores resultados obtenidos en
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el Experimento NO.4. Los desafios se harsn con la cepa M7741 de Toxoplasma. '
En cuanto a los estadios utilizados para desafiar, en principio se utilizarsn quistes
y ooquistes de Toxoplasma. Este experimento lIeva ademas controles de ratas no
inmunizadas perc desafiadas con in6culos similares.

4.3. MATERIALES.

4.3.1. Animales

Se utilizaron ratas de la raza Fischer. Se trata de una raza endogamica que
te6ricamente dara resultados considerablemente homogeneos. Se utilizarsn
ratones de la cepa CF-1, de 20 gr de peso corporal, para obtener taquizoitos y
bradizoitos de Toxoplasma, asi como para los bioensayos. Se utilizaron gatos de
la raza europea, procedentes del criadero del Laboratorio de Toxoplasmosis.

Solo se utilizaron ratas y ratones inicialmente libres de infecci6n toxoplasmica. Se
testaron muestras de suero de los animales mediante la reacci6n de aglutinaci6n
directa (AD) de Desmonts y Remington, con el uso de 2-ME (J. Clin.Microbiol.,
11 :562-568,1980). Sa interpret6 como reactivo, un animal cuyo. suero fue positivo
a la dilucion 1:64 0 mayor. La misma reacci6n se utiliz6 para' 'comprobar la
infeccion toxoplasmica (0 su ausencia) en ratones subinoculaqos con tejidos
fetales. La reacci6n de AD para toxoplasmosis ha demostrado alta sensibilidad y
especificidad en ratas, ratones y ovinos con infeccion natural y experimental a
Toxoplasma, en manos de los autores.

En cuanto al cumplimiento con la etica de experimentacion animal, se cumplio con
los preceptos de la Comisi6n de Vigilancia de la Etica en Experimentaci6n Animal
de la Facultad de Veterinaria, con la Comisi6n Honoraria de Experimentaci6n
Animal de la UDELAR, con el Decreto de Protecci6n Animal del 29.2.2000 y con la
Ordenanza sobre Uso de Animales de Experimentacion, Docencia e Investigaci6n
Universitaria del 21.12.99.

4.3.2. Cepas de Toxoplasma

Cepas usadas para inmunizar: Se utilizaron las capas ME-49 y Prugniaud, que
son capas completas (formadora de quistes y ooquistes). Esta caracteristica se
considera importante para que intervengan en la inmunizaci6n mas antigenos.

Cepas usadas para desafiar: Se utiliz6 la capa M-7741, aislada de un caso de
aborto ovino toxoplasmico en Estados Unidos.
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4.4. METODOS

4.4.1. Metodo para determinar la concepci6n de las ratas

Para lograr la concepci6n de las ratas, fueron alojadas a raz6n de 1 macho cada 4
hembras. AI dia siguiente se inspeccionaron las hembras mediante hisopado
vaginal, que permite evidenciar los espermatozoides depositados en la vagina. Su
presencia guarda correlaci6n de 800~ con la futura gestaci6n. Se repitio este
procedimiento hasta que todas las ratas necesarias quedaron cubiertas. Esta
metodologia se ha revelado como la mas eficaz en investigaciones previas de los
autores.

4.4.2. Metodo para la deteccion de la infecci6n trasplacentaria (Bioensayos).

Una vez nacidas las camadas, se subinocularon de inmediato en ratones. Para
ello se utilizaron los higados y pulmones de los neonatos. Se utilizaron los organos
de la mitad de las camadas que tenian ocho 0 mas neonatos, y de toda la camada
si esta tuvo menos de ocho neonatos. AI cabo de 30 dias, se buscaron
anticuerpos antitoxoplasmicos mediante la reaccion de AD en el suero de los
ratones receptores. Se considero que los neonatos estuvieron protegidos, cuando
las subinoculaciones de sus tejidos resultaron negativas para Toxoplasma.

4.4.4. Obtenci6n de quistes de Toxoplasma

Para la obtenci6n de quistes de Toxoplasma, se inocularon ratones
intraperitonealmente con quistes de la cepa ME49 y de las cepas de desafio. Se
utilizaron estos ratones luego de 30-60 dias de la infecci6n, como dadores de
quistes cerebrales. Los cerebros se homogeneizaron mediante pasaje en una
jeringa con aguja 19G, con 1 cc de PBS por cerebro. Para la liberacion de
bradizoitos, se digirieron con 5 mg Iml de pepsina durante 5 minutos a 370 C .Se
contaron los bradizoitos en camara de Neubauer.

4.4.5 Obtenci6n de ooguistes de Toxoplasma.

Para la obtencion de ooquistes del parasito, se inocularon gatitos recientemente
destetados, negativos a la AD para toxoplasmosis a la diluci6n de 1:64.
Procedieron del criadero del Laboratorio de Toxoplasmosis de la Fac. de
Veterinaria. Sa les suministro el cerebro de un raton con infecci6n toxoplasmica
croniea. Sa colectaron las heces de los dias 4 a 7 posinfecci6n, las que se
concentraron par el metoda de Sheather modificado, y se incubaron con agitaci6n
en 2% de acido sulfurico durante 96 hs. hasta completar la esporulaci6n. Previa
neutralizacion yenumeracion, los ooquistes fueron inoculados par boca en ratas.
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Para lograr la concepcion de las ratas, seran alojadas a raz6n de 1 macho cada 4
hembras. AI dra siguiente se inspeccionaran las hembras mediante hisopado
vaginal, que permite evidenciar los espermatozoides depositados en la vagina. Su
presencia guarda correlaci6n de BooAl con la futura gestaci6n. Se repetira este
procedimiento hasta que todas las ratas necesarias queden cubiertas. Esta
metodologia se ha revelado como la mas eficaz en investigaciones previas de los
autores.

4.4.6. Determinacion del indice de protecci6n vaccinal

EI indice de protecci6n vaccinal fue calculado de la siguiente manera (Prof. L.
Lavare110, Dpto. de Estadistica, Fac. Veterinaria de Montevideo, comunicaci6n
personal a A. Freyre, 1995):

0/0 protecci6n = 100 ( 1- a' . b )
b'.a

donde:
a': cantidad de camadas infectadas nacidas de madres inmunizadas
b: cantidad total de camadas control (nacidas de madres no inmunizadas,

inoculadas durante su gestaci6n).
b': camadas infectadas nacidas de madras control
a: cantidad total de camadas nacidas de madras inmunizadas, inoculadas durante
la gestaci6n.

4.4.7. Analisis estadistico de los resultados

Para detectar toda asociaci6n entre la transmision congenita en ratas inmunizadas
y no inmunizadas(ratas control) y las cefas de Toxoplasma utilizadas para
desafiar, se utiliz6 el test de asociaci6n de X con la correcci6n de Yates, a un nivel
de significacion de a=0.05.

4.4.8. Propuesta de un plan de analisis para la verificaci6n 0 rechazo de las
hip6tesis.

La comparaci6n de la frecuencia del pasaje congenito de Toxoplasma entre ratas
inmunizadas segun las distintas variables propuestas en este proyecto, y ratas no
inmunizadas, permiti6 concluir si las variables analizadas condujeron al
otorgamiento de una protecci6n inmunitaria satisfactoria. En general, se considera
que una proteccion vaccinal as buena cuando no menos del 80% de los animales
inmunizados quedan protegidos contra el desaffo. Este analisis permiti6 verificar 0

rechazar cada una de las hip6tesis planteadas en esta propuesta.

4.4.9. Medidas para la protecci6n biologica de las personas involucradas en
el proyecto de trabajo.

Sa aplicaron las directivas de la Organizacion Mundial de la Salud para la
salvaguardia de las personas involucradas en el presente proyecto de trabajo,
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contra el riesgo de infecci6n toxoplasmica (Organizacion Mundial de la Salud.
Informe de un comite de expertos de la OMS. Serie de Informes Tecnicos
1994).8e aplicaron asimismo las"Normas de Bioseguridad del Laboratorio de
Toxoplasmosis de la Facultad de Veterinaria," del 30 d~ abril del 2002.

5. RESULTADOS

Los bioensayos de cerebro y musculo de las 4 ratas que recibieron taquizoitos
Prugniaud por via subcutanea, resultaron negativos, asi como los de aquellas que
recibieron taquizoitos ME-49, seguido de medicaci6n supresiva (Experimento
No.1). Tambien resultaron negativos los bioensayos de los tres ensayos
realizados con bradizortos inoculados por la via s.c. (Experimento No.4). Por ello,
se procedi6 a adoptar este metodo de esterilizaci6n farmacol6gica para los
experimentos subsiguientes.

Los intentos de inmunizar ratas por inoculaci6n subcutanea de taquizoitos 0 de
bradizoitos, seguida de coartaci6n farmacol6gica (Experimentos 2 y 3), resultaron
infructuosos, segun se desprende de los datos contenidos en el cuadro II: en el
experimento 2, 3 de las 3 ratas desafiadas con ooquistes M7741 y 7 de 8 ratas
desafiadas con bradizoitos M7741 , trasmitieron la toxoplasmosis congenita a su
descendencia. En el Experimento 3, 6 de 9 ratas desafiadas con ooquistes y 7 de
9 ratas desafiadas con bradizoitos M7741 M7741 , trasmitieron la toxoplasmosis a
sus fetos.

Los bioensayos de cerebro y musculo de las 4 ratas que recibieron taquizoitos
ME-49 por via i.v., (Experimento No.4), fueron negativos para Toxoplasma, tras la
aplicaci6n de medicaci6n supresiva. Por ello, se procedi6 a adoptar este metoda
de esterilizaci6n farmacol6gica para los experimentos subsiguientes.

Se observ6 la factibilidad de obtener proteccion mediante la inoculaci6n de
taquizoftos por la via i.v., seguida de coartaci6n farmacol6gica, aunque estuvo en
funci6n del estadio de desafto usado. En el Experimento No.5, en efecto, se
obtuvo proteccion total en 7 ratas desafiadas con bradizoitos (cuadro II). Sin
embargo. la protecci6n contra el estadio ooquistico, fue nula: 2 de 3 ratas
desafiadas con este estadio de la cepa M7741 , trasmitieron la toxoplasmosis
congenita (Experimento 5, cuadro II).

Las expresiones de presencia a ausencia de proteccion surgieron luego del
analisis estadistico de los resultados, can significaci6n estadisticamente valida
para dichas expresiones.
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6. DISCUSI6N

6.1. Comparaci6n entre la proteccion conferida por la cepa RH (incompletal V
cepas completas del parasito.

La protecci6n conferida par la inmnizaci6n con la cepa ME-49 seguida de
medicaci6n supresiva (Experimento 2), fue tan pobre como la ejercida por la cepa
RH frente a similar desafio con 103 ooquistes M-7741 ( Gonzalez, 2007). Caba
preguntarse si ello no se debio a una inmunidad deficiente, vinculada can al
metoda de supresion farmacol6gica de la infecci6n primaria. Esta hip6tesis estaria
apoyada par el hecho de que los desafios can 102 ooquistes y con 104 bradizoitos,
mostraron menor proteccion en los animales del experimento 3 y parte del
experimento 5 , que tambien recibieron supresi6n farmacol6gica.

Imposibilidad de obtener imunizacion por la via s.c. can coartacion farmacologica.

La raz6n por la cual no se obtuvo inmunizaci6n por la via subcutanea
(Experimentos 2 y 3), es dificil de determinar con precision bajo las condiciones
experimentales dadas. Una hip6tesis serra que la inmediatez de la medicaci6n
supresiva de Toxoplasma impediria la raproducci6n de los organismos
inoculados, disminuyendo el estimulo antigenico. Prueba indirecta de ello seria el
hecho de que la cepa RH, inoculada par via s.c. pera sin supresi6n farmacol6gica,
fue capaz de proteger contra ambos estadios de la misma cepa M7741 , a pesar de
tener un espectro antigenico mas reducido (Gonzalez,2007). La otra hip6tesis,
muy a considerar, es que la via oral de inmunizacion saria mucho mas eficaz que
otras vias posibles, por detener al parasito en su propia puerta de entrada al
organismo. Esta hip6tesis tiene varios defensores (Bout,2002), aunque en nuestro
concepto, por mas sensata que parezca, nunca ha side demostrada.

6.2. Los taguizoitos. por via i.v.. en modalidad de infecci6n coartada
farmacol6gicamente. protegen completamente contra desafios con bradizoitos.

Esta conclusi6n sa extrae de los resultados del Experimento No.5. Es importante
destacar que la protecci6n enunciada se ejerce contra el desafio con una capa
heter6loga. La importancia de estas oconclusiones radica en que seleccionar
unidades antigenicas por su capacidad inmunogenica es aun mas facil si se puede
partir-como es al caso- de un estadio de multiplicaci6n aun mas facil en la practica
que el bradizoito: el taquizoito. Mas aun, al haberse constatado que el taquizoito
de Toxoplasma es capaz de proteger contra el bradizoito, se pueden descartar
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del arsenal a seleccionar antigenos. aquellos que sean privativos de uno u atra·:
estadio, simplificandose de esta modo la tarea de selecci6n subantigenica.

7. CONCLUSIONES

Cuando se intente generar inmunidad esteril contra la toxoplasmosis congenita
experimental en ratas mediante inoculaci6n con cepas completas del parasito.
seguida de medicaci6n supresiva para evitar la infecci6n residual, debera utilizarse
la via intravenosa. pera no la via subcutanea. Asimisma, es necesario investigar
la utilidad de la inoculaci6n oral para el mismo prop6sito.
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Cuadro I.

Ensayos de transmisi6n trasplacentaria de toxoplasma en ratas, por inoculaci6n
oral.

Referencia Cepa yestadio(1) Camadas(2) recien nacidos (2)

Dubey y Shen, 1991 (3) ooq. CT-1 9/9 23/29

Zenner, 1993 (4) q. 76K 6/6 19/54
q. Prugniaud 22/22 142/203

Dubey at ai, 1997 Ooq. VEG 4/4

Kempf et ai, 1999 q. NED 0/11 (ratas Lewis)
8/8 (ratas
Fischer)

Zenner et ai, 1999 q.76K 12/15 37/128
q. Prugniaud 22/27 116/250

Freyre et ai, 2001 q. de 13 capas 97/221 (0 a 90°A»
de transmisi6n)

Correa (2004); ooq. de 3 capas 17/31

Cardozo (2005) q. de 3 cepas 15/28

Gonzalez (2007) ooq. de 3 capas 11/23
q. de 1 cepa 4/5

(1) q. =quistes ooq. =ooquistes
(2) N° de camadas 0 de racien nacidos infectados/N° total de camadas 0 racien nacidos
investigados.
(3) Tambien usaron la via s.c. en experimentos similares.
(4) Tambien us6 la via i.p. en otros experimentos.
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Cuadro II.

Resultados de experimentos de inmunizaci6n con una cepa completa (productora
de quistes Vooguistesl de Toxoplasma seguida de medicaci6n supresiva V
posterior desaffo con bradizoitos V ooguistes del parasito.

Ex. Resulta-
~ Inmunizaci6n(1) Desafio dOS(3) Controles(4)

2 ME49 taquizoitos, s.c. 103 M7741 ooquistes 3/3 3/4
104 M7741 bradizoitos 7/8 13/17

3 ME49 bradizoitos, s.c. 102 M7741 ooquistes 6/9 6/7
104 M7741 bradizoitos 7/9 13/17

5 ME49 taquizoitos, Lv. 102 M7741 ooquistes 2/3 6/7
104 M7741 bradizoitos 0/7 13/17

(I)

(2)

(3)

(4)

Se admin istraron 107 taquizoftos 6 5 x 106 bradizoftos.

1 ml sulfadiazina 90 mg % con 0.2 mg/ml pirimetamina administradas con tomero dos veces al

dfa.

Numerador: No. de ratas que trasmitieron Toxoplasma congenitamente/total No. de ratas

estudiadas..

Ratas madre no inmunizadas que recibieron in6culos de desafio similares
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