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RESUMEN

El objetivo es el ensayo de la proteccién contra la toxoplasmosis congénita
mediante la premunicion y mediante inmunidad esteéril por la via oral.

Las inmunizaciones orales con una cepa completa , no seguida de medicaciéon
supresiva, brindan 100% de proteccion. Cuando la inmunizacién se hace con
medicacion supresiva, hay alta proteccién contra el estado homélogo (bradizoitos),
pero no contra el estado heterélogo (ooquistes).

Seria preferible en futuras investigaciones, el empleo de inmunizaciones orales
con Toxoplasma, aun seguidas de medicacion supresiva, como medio de lograr
proteccion contra la toxoplasmosis congénita experimental en la rata, a las
efectuadas por otra via, debido a su tasa de proteccion muy elevada.

Con el uso de la premunicién, el modelo responde a semejanza de lo que ocurre en
la naturaleza, donde las mujeres y las ovejas inmunes no trasmiten la toxoplasmosis
congénita. En condiciones de inmunidad estéril, el modelo parece aplicarse con
resultados mas aleatorios.




SUMMARY

The goal is to test protection against congenital toxoplasmosis by
means of premunition and sterile immunity by the oral route.

Oral immunizations with a complete strain, not followed by
suppressive medication, are 100% protective. When immunization is
followed by suppressive medication, there is a high level of protection
against the homologous stage (bradyzoites), but not against the
heterologous stage (oocysts).

With premunition, the model resembles the situation in nature,
where immune women and ewes do not transmit congenital
toxoplasmosis. When sterile immunity is tested, the results are not so in
agreement with the natural events.
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La presente tesis guarda raices comunes con las tesis defendidas por las Dra. P.
Gonzalez (2007) y L. Lopez (2007) (sin publicar), en el sentido que en dichas
investigaciones se indaga la proteccién contra la toxoplasmosis congénita en el
modelo rata. Por lo tanto, las introducciones de las tesis referidas son
considerablemente similares. La revisién bibliografica es idéntica. También, varios
de los materiales y métodos utilizados, son comunes a todas ellas.

Los resultados de investigaciones llevadas a cabo por el equipo de investigacion
del Laboratorio de Toxoplasmosis de Facultad de Veterinaria, indican que en
Uruguay nacen cerca de 150 nifios 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 situacion es similar en todos los paises del globo (Freyre y Falcon, 1989).

La prevencion de la toxoplasmosis humana congénita se efectia en el pais y en
el exterior generalmente en forma eventual, sobre la base de la deteccion de la
infecciébn durante la gestacién, y el tratamiento de las madres detectadas infectadas.
Este sistema es de moderada eficacia. A ello contribuye que muchas madres
comienzan la vigilancia serolégica en etapas considerablemente avanzadas de su
gestacion; a que sblo una parte de ellas regresa para volverse a chequear
serolégicamente, y a que con frecuencia no se interpretan correctamente los
resultados serolégicos. También es dable considerar que este método es mas
paliativo que preventivo, pues con cierta frecuencia, cuando se instaura el
tratamiento especifico a la embarazada, ya Toxoplasma ha causado lesiones que no
revierten con el tratamiento, sélo se detienen. Desde luego, este sistema tiene
también su costo econdémico, que no es desdefiable.

Por otra parte, los Ultimos estudios del equipo mencionado sobre
toxoplasmosis ovina indican que el aborto ovino toxoplasmico es responsable de
pérdidas economicas en la industria ovina del Uruguay por un valor de 2 a 5
millones de délares anuales (solamente la porcion medible de dichas pérdidas)
(Freyre y coi.,1999-b). Asimismo, la prevalencia de la infeccién del ganado ovino
en el Uruguay, que se sitia en el eptorno del 25%, es fuente de infeccidén humana,
cuando se consume su carne insuficientemente cocida. El consumo de carne
ovina es importante, particularmente en el interior del pais. La prevalencia de la
infeccién toxoplasmica ovina es de un tenor similar en otros paises productores de
lana (Freyre y Faicén, 1989).

Como alternativa ideal, se encuentra el desarrollo de una vacuna
antitoxoplasmica. Existe una vacuna con alto nivel de proteccién contra la emision de
ooquistes toxoplasmicos por los gatos, cuya aplicacién contribuiria a disminuir la
prevalencia de la infeccion toxoplasmica humana y tal vez también la de los animales
de consumo (Frenkel y col, 1991; Freyre y col.,1993; Choromanski y col.,1994).
Tratandose de una vacuna a Toxoplasma vivo, su aplicacion esta pendiente de que




pueda ser elaborada y distribuida en condiciones rentables. Existe asimismo una
vacuna (Freyre,1998) que ayuda a disminuir las pérdidas 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 colonizacion fetal por Toxoplasma, de
modo que el consumo de la came asi producida contintia siendo fuente de infeccién
para las personas (Dubey,1996; Freyre y col.;1996).

El hecho de ser una vacuna viva agrega tres inconvenientes mas. que su
transporte hasta el establecimiento debe hacerse en tanques de nitrégeno, la
duracién de su viabilidad en almacenamiento es limitada, y su manipulacion
peligrosa para las personas.

No existen actuaimente vacunas aplicables a las personas (Freyre,1998), para
prevenir la toxoplasmosis connatal (Freyre y col. 1992; Conti y col.,1998) o la
toxoplasmosis aguda en personas inmunodeficientes (Freyre y Falcon,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 logro de una vacuna contra la
toxoplasmosis humana connatal asi como contra el aborto ovino toxoplasmico, aun
cuando son muy contados los ensayos efectuados con subunidades antigénicas, que
se han dado a conocer (Billow y Boothroyd, 1991; Khan y col., 1991; Angus y
col.,2000; Nielsen y col., 2000; Velge-Roussel y col., 2000; Vercammen y col., 2000).
Se posee considerable conocimiento acerca de los mecanismos implicados en la
respuesta inmune contra la infeccién toxoplasmica en animales de experimentacién
(Alexander,1996), lo cual permite hacer una seleccion primaria de los antigenos
toxoplasmicos potencialmente protectores, asi como también seleccionar los
adyuvantes teéricamente mas apropiados (Khan y col., 1991).

En el Laboratorio de Toxoplasmosis se han desarrollado modelos en la rata
para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis, tanto de la forma
congénita, como de la forma adquirida. Dichos modelos han funcionado
favorablemente a través de sucesivos proyectos de investigacion ya culminados.

Existe el antecedente casi inmediato de las tesistas (Correa, 2004) y
(Cardoso, 2005), de ensayo de inmunidad cruzada en el modelo rata, efectuando
desafios con la fase quistica y ooquistica de Toxoplasma. En ellos se constato la
existencia de inmunidad cruzada en proporciones muy altas, aunque no en forma
total, debido probablemente a la utilizacion de dosis de desafio excesivamente
elevadas. En una tesis posterior (Gonzalez, 2007), se obtuvo proteccién inmune
en la totalidad de las ratas inmunizadas con la cepa RH, y se observa-por
comparacion con las tesis anteriormente mencionadas-que esta proteccion esta en
funcién del tamafio de la dosis de desafio con ooquistes y bradizoitos de tres




cepas diferentes del parasito. En la tesis inmediatamente anterior a la presente (L.
Lépez, 2007), se identificoé la dificultad para instalar una inmunidad estéril
protectora cuando se empled la via subcutanea en ratas, pero se logré proteccion
utilizando la via intravenosa de inmunizacion.

El objetivo de la presente tesis es el ensayo de la proteccion contra la
toxoplasmosis congénita obtenida mediante la premunicién y mediante inmunidad
estéril por la via oral.

La hipétesis que sustenta al objetivo, es que se obtendra proteccion
mediante la inmunidad estéril conferida por una infeccion con la cepa ME-49
efectuada por la via oral, coartada mediante el uso de sulfadiazina y pirimetamina.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

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. El diseiio utilizado consiste en inmunizar a las
futuras madres antes de la concepcién, y desafiarias durante la gestacion, para
luego intentar la recuperacion de Toxoplasma a partir de los recién nacidos. Se
constata asi la transmisién trasplacentaria de Toxoplasma, o por el contrario su
ausencia, como reflejo de la proteccién inmunitaria alcanzada.

La especie mas utilizada en el modelo resumido, ha sido la rata (Cuadro ).
Dubey y Shen (1991), Dubey y col. (1991) y Zenner (1999), ampliaron en un
namero limitado de animales algunos experimentos preexistentes sobre
transmision 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 transmision connatal de la toxoplasmosis durante el periodo crénico
de la infeccidn, es decir, en ratas infectadas algunas semanas antes del inicio de
la gestacion; b) obtuvieron transmision de Toxoplasma en todas las ratas
infectadas durante la gestacidn, independientemente de si la inoculacion de
Toxoplasma se hizo del 7° al 15° dia y de si se efectud con 10* bradizoitos o con
10* ooquistes de Toxoplasma; c) la infeccién durante la gestacion de ratas no
inmunes, se transmitid cuando menos a 1/3 de la camada, en ocasiones a toda la
camada; d) los fetos de las ratas inmunizadas antes de la gestacion, quedaron
totalmente protegidos contra desafios efectuados durante la gestacion.

En el Laboratorio de Toxoplasmosis del Dpto. de Parasitologia de la Facuitad
de Veterinaria de Montevideo se ha ensayado la transmision de la toxoplasmosis
aguda durante la gestacion en ratas no inmunes. Se utilizaron las mismas razas
de ratas (Sprague-Dawley y Fischer). Se inocul6 en el mismo momento de la
gestacion y se empled el mismo bioensayo que los autores mencionados. Se
obtuvo transmisién en el 0 al 70 % de las ratas madres, empleando 12 cepas de
Toxoplasma de diferente patogenicidad para el ratén, cada una en 4-14 ratas. Se
observaron amplias variaciones individuales en la frecuencia de transmision en
ratas de la misma raza que recibieron indculos similares. En dichos experimentos,
la frecuencia de la transmisién no se vio afectada ni por la cepa, ni por la dosis de
Toxoplasma, ni tampoco por el momento de la gestacién en que fueron inoculadas
(6-8 0 15 dias).

Sin duda, la raza de rata empleada tiene importancia en la tasa de
transmision de Toxoplasma. Asi, se observd mas transmisién en ratas Long
Evans que en ratas Wistar. Paulino y col. (1999), obtienen tan sélo 114 %y 3 %
de transmisién 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 modelo en
rata. Producen infecciones cronicas en ratas (n=5 a 10) antes de la gestacién con
las cepas RH, 76 K y Prugniaud. Luego las desafian durante la gestacién en
forma homéloga y heteréloga (aunque no enfrentan la inmunizacion con RH y el
desafio con las cepas completas 76 K 6 Prugniaud). Obtienen, en todos los




casos, proteccion completa de las camadas (ausencia de infeccién toxopléasmica
en ellas). En ensayos subsiguientes de la misma publicacién, inmunizan ratas
(n=4 a 8) con extracto de taquizoitos RH en adyuvante de Freund incompleto, con
taquizoitos RH viables, con taquizoitos RH irradiados, o bien con antigenos de
secrecién-excrecién. Obtienen casi 100 % de protecciéon, también 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 gastrico). Este
aspecto es muy importante. Asi, por ejemplo Wilkins (1988) no consigue evitar la
infecciéon connatal (aunque si evita el aborto) de corderos cuyas madres fueron
inmunizadas con una cepa igualmente incompleta y desafiada oralmente con la
cepa completa S89. Elio, a pesar que el ovino es una especie considerablemente
resistente a la infeccion toxoplasmica, como la rata.

Se sostiene que la rata sea también 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 también es favorable
para el modelo en cuestion, debido a la myy baja transmisién connatal de
Toxoplasma_durante la etapa cronica de la infeccion en esta especie.

Existe el antecedente casi inmediato de las tesistas Dras. (Correa, 2004) y
(Cardoso, 2005), de ensayo de inmunidad cruzada en el modelo rata, efectuando
desafios con la fase quistica y ooquistica de Toxoplasma. En ellos se constaté la
existencia de inmunidad cruzada en proporciones muy altas, aunque no en forma
total, debido probablemente a la utilizacion de dosis de desafio excesivamente
elevadas. En una tesis posterior (Gonzalez, 2007), se obtuvo proteccién inmune
en la totalidad de las ratas inmunizadas con la cepa RH, y se observa-por
comparacién con las tesis anteriormente mencionadas-que esta proteccién esta en
funcién del tamafio de la dosis de desafio con ooquistes y bradizoitos de tres
cepas diferentes del parasito. Finalmente, en una tesis inmediatamente anterior
(Lopez, 2007) (sin publicar), se concluye que no se puede suscitar proteccion por
medio de la inmunizacién subcutanea con cepas completas del parasito, seguida
de medicacion supresiva, pero si utilizando la via intravenosa.

Las investigaciones de transmision congénita experimental se resumen en el
cuadro |.




4. MATERIALES Y METODOS
4.1. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Esta serie de experimentos destinados a revelar la importancia de la inmunizacion
entérica, comienza por 3 experimentos enteramente prototipicos, en los que se
inmuniza por la via oral, sin supresién farmacoldgica: Experimento 1 (inmunizacion
con ooquistes ME-49), Experimento 2 (inmunizacién con bradizoitos ME-49), y
Experimento 3 (inmunizacibn con bradizoitos Prugniaud, a los efectos
comparativos con la cepa ME-49). Como estos experimentos dieron resultados
auspiciosos de proteccion, se realizé el Experimento 4, para determinar un método
para suprimir farmacolégicamente la infeccion realizada por via oral, de modo de
estudiar solamente la inmunidad entérica, sin presencia de la inmunidad general
(sistémica). Una vez logrado este método, se realiz6 el Experimento 5
(inoculaciéon oral de bradizoitos con supresién y desafio homoélogo de cepa y
estadio). Como este experimento dio resultados auspiciosos, se intenté el desafio
heterélogo de cepa y de estadio toxoplasmico en el Experimento No.6.

4.2. DISENOS EXPERIMENTALES.

4.2.1. Experimento No 1. Proteccién tras la inmunizacién oral con ooquistes
ME49, sin medicacién supresiva, seguida de desafio con ooquistes M7741

Las ratas de este experimento fueron inmunizadas con 10° ooquistes de la cepa
ME49. Dos meses mas tarde, fueron puestas a copular, y al dia 12 de la
gestacion, fueron desafiadas con 10°0oquistes de la cepa M7741. Se mantuvieron
controles de transmision (ratas gestantes infectadas durante la gestacion, pero no
inmunes a ella previamente). Los recién nacidos fueron bioensayados en ratones.
Veinticinco dias mas tarde, se practico la reaccion de AD sobre el suero de los
ratones receptores. Un resultado negativo se interpreté como presencia de
proteccidn vaccinal, y viceversa.

4.2.2. Experimento No.2. Proteccién tras la inmunizaciébn oral con
bradizoitos ME49, sin medicacién supresiva, seguida de desafio con
ooquistes y bradizoitos M7741

Las ratas de este experimento fueron inmunizadas con 200 quistes de la cepa
ME4S. Dos meses mas tarde, fueron puestas a copular, y al dia 12 de la
gestacién, fueron desafiadas con 102 ooquistes y con 10* bradizoitos de la cepa
M7741. EI resto prosiguido como en los experimentos anteriores, y con los
controles respectivos.




4.2.3. Experimento No. 3. Proteccién tras la inmunizacién oral con
bradizoitos Prugniaud, sin medicacién supresiva, seguida de desafio con
bradizoitos M3 y bradizoitos M7741.

Las ratas de este experimento fueron inmunizadas con 200 quistes de la cepa
Prugniaud. Dos meses mas tarde, fueron puestas a copular, y al dia 12 de la
gestacion, fueron desafiadas con 10* bradizoitos M7741 y con 10* bradizoitos de
la cepa M3. EI resto prosiguié como en los experimentos anteriores, y con los
controles respectivos.

4.2.4. Experimento No. 4. Determinacién de un método para coartar
terapéuticamente la infeccién toxoplasmica inducida con una cepa completa
por la via oral (bradizoitos).

Las ratas Fischer de un grupo de 4 animales, de aproximadamente 200 g de peso
corporal, recibieron 107 bradizoitos de la cepa ME49 por via subcutanea, en 4
puntos distintos en el dorso. Luego de transcurridas 12 horas, fueron medicadas
con 10 mg de sulfadiazina sédica y 200ug de pirimetamina 2 veces al dia, con un
tomero. La primera dosis fue siempre administrada previo ayuno de 12 horas.
Simultaneamente, los animales quedaron con agua de bebida conteniendo 10 mg
sulfadiazina sédica por cc. Este esquema terapéutico responde a la informacion
de que la vida media de la sulfadiazina en sangre, es de 5 horas (Schoondermark,
1993), y se prolongé durante 15 dias. Luego de cesada la administraciéon de las
drogas, se dejé transcurrir 25 dias, para posibilitar la multiplicacién de Toxoplasma
y facilitar asi un eventual bioensayo positivo. Luego de este periodo,se
sacrificaron las ratas, para realizar el bioensayo de cerebro y musculo, cada uno
en 2 ratones CF-1. El bioensayo de cerebro se efectué a partir de un hemisferio
cerebral por cada rata, y el de musculo, con un miembro posterior completo, dado
a comer a dos ratones ayunados 12 horas. Luego de 25 dias, se sangraron los
ratones, y se practico la reaccion de AD con sus sueros.

4.2.5. Experimento No.5. Proteccion tras la inmunizacién oral con bradizoitos
Prugniaud, con medicacién supresiva, seguida de desafio con bradizoitos
homélogos.

Este experimento es similar al experimento No.3. La diferencia es que la
proteccion se busca tras la inoculacion de las ratas con quistes de la misma cepa
de Toxoplasma, pero con subsiguiente a esterilizacidn parasitolégica con
quimioterapia especifica, y el desafio se hace solamente con bradizoitos, esta vez
homélogos. Este experimento conlleva controles de transmisién en ratas no
inmunes.




4.2.6. Experimento No. 6. Proteccién tras la inmunizacién oral con
bradizoitos ME49, con medicacién supresiva, seguida de desafio con
ooquistes y bradizoitos M7741.

Este experimento es similar al Experimento No. 1. La diferencia con respecto al
Experimento No. 1 es que la proteccidén se busca tras la inoculacién de las ratas
con quistes de la misma cepa de Toxoplasma, pero con subsiguiente a
esterilizacién parasitolégica con quimioterapia especifica. Este experimento
conlleva controles de transmisién en ratas no inmunes.

4.3. MATERIALES.
4.3.1. Animales

Se utilizaron ratas de la raza Fischer. Se trata de una raza endogamica que
tebricamente dara resultados considerablemente homogéneos. Se utilizaran
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 iniciaimente libres de infeccion toxoplasmica. Se
testaron muestras de suero de los animales mediante la reaccién de aglutinacion
directa (AD) de Desmonts y Remington, con el uso de 2-ME (J. Clin.Microbiol.,
11:562-568,1980). Se interpreté como reactivo, un animal cuyo suero fué positivo
a la dilucién 1:64 o mayor. La misma reaccion se utiliz6 para comprobar la
infeccién toxoplasmica (o0 su ausencia) en ratones subinoculados con tejidos
fetales. La reaccién de AD para toxoplasmosis ha demostrado aita sensibilidad y
especificidad en ratas, ratones y ovinos con infecciéon natural y experimental a
Toxoplasma, en manos de los autores.

En cuanto al cumplimiento con la ética de experimentacion animal, se cumplié con
los preceptos de la Comisi6én de Vigilancia de la Etica en Experimentacion Animal
de la Facultad de Veterinaria, con la Comisidn Honoraria de Experimentacion
Animal de la UDELAR, con el Decreto de Proteccion Animal del 29.2.2000 y con la
Ordenanza sobre Uso de Animales de Experimentacién, Docencia e Investigacion
Universitaria del 21.12.99.

4.3.2. Cepas de Toxoplasma

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

Cepas usadas para desafiar: Se utilizaron las cepas M-7741 y M3, aisladas de
epizootias de aborto ovino toxopldsmico en Estados Unidos y Escocia,
respectivamente.
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4.4. METODOS
4.4.1. Método para determinar la concepcién de las ratas

Para lograr la concepcion de las ratas, fueron alojadas a razén de 1 macho cada 4
hembras. Al dia siguiente se inspeccionaron las hembras mediante hisopado
vaginal, que permite evidenciar los espermatozoides depositados en la vagina. Su
presencia guarda correlacion de 80% con la futura gestacion. Se repiti6 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. Método para la deteccion de la infeccién 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 érganos
de la mitad de las camadas que tenian ocho 0 mas neonatos, y de toda la camada
si ésta tuvo menos de ocho neonatos. Al cabo de 30 dias, se buscaron
anticuerpos antitoxoplasmicos mediante la reaccién de AD en el suero de los
ratones receptores. Se considerd que los neonatos estuvieron protegidos, cuando
las subinoculaciones de sus tejidos resultaron negativas para Toxoplasma.

4.4.4. Obtencién de quistes de Toxoplasma

Para la obtencibn 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 infeccion, 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 /mi de pepsina durante 5 minutos a 37° C .Se
contaron los bradizoitos en camara de Neubauer.

4.4.5 Obtencién de coquistes de Toxoplasma.

Para la obtenciéon de ooquistes del parasito, se inocularon gatitos recientemente
destetados, negativos a la AD para toxoplasmosis a la dilucion de 1:.64.
Procedieron del criadero del Laboratorio de Toxoplasmosis de la Fac. de
Veterinaria. Se les suministré el cerebro de un ratén con infeccién toxoplasmica
crénica. Se colectaron las heces de los dias 4 a 7 posinfeccion, las que se
concentraron por el método de Sheather modificado, y se incubaron con agitacion
en 2% de &acido sulfurico durante 96 hs. hasta completar la esporulacion. Previa
neutralizaciéon y enumeracion, los ooquistes fueron inoculados por boca en ratas.
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4.4.6. Determinacién del indice de proteccién vaccinal

El indice de proteccién vaccinal fue calculado de la siguiente manera (Prof. L.
Lavarello, Dpto. de Estadistica, Fac. Veterinaria de Montevideo, comunicacion
personal a A. Freyre, 1995):

% proteccibn = 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 gestacion).

b’: camadas infectadas nacidas de madres control

a: cantidad total de camadas nacidas de madres inmunizadas, inoculadas durante

la gestacion.

4.4.7. Andlisis estadistico de los resultados

Para detectar toda asociacion entre la transmisiéon congénita en ratas inmunizadas
y no inmunizadas (ratas control) y las cepas de Toxoplasma utilizadas para
desafiar, se utilizo el test de asociacion de X? con la correccién de Yates, a un
nivel de significacién de a=0.05.

4.4.8. Propuesta de un plan de anélisis para la verificaciéon o rechazo de las
hipétesis.

La comparacion de la frecuencia del pasaje congénito 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 proteccién inmunitaria satisfactoria. En general, se considera
que una proteccién vaccinal es buena cuando no menos del 80% de ios animales
inmunizados quedan protegidos contra el desafio. Este analisis permitié verificar o
rechazar cada una de las hip6tesis planteadas en esta propuesta.

4.4.9. Medidas para la protecciéon biolégica de las personas involucradas en
el proyecto de trabajo.

Se aplicaron las directivas de la Organizacion Mundial de la Salud para la
salvaguardia de las personas involucradas en el presente proyecto de trabajo,
contra el riesgo de infeccién toxoplasmica (Organizacion Mundial de la Salud.
Informe de un comité de expertos de la OMS. Serie de Informes Técnicos
1994).Se aplicaron asimismo las’Normas de Bioseguridad del Laboratorio de
Toxoplasmosis de la Facultad de Veterinaria,” del 30 de abril del 2002.
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5. RESULTADOS

Los resultados se hallan resumidos en el Cuadro No. Il.

5.3.1. Proteccion por inmunizacioén oral sin coartacion farmacoldgica.

Los ooquistes de la cepa ME-49 administrados por la via oral, sin medicacion
subsiguiente, protegieron totaimente a 10 ratas contra la transmision congénita
originada por el desafio con 10° ooquistes M7741 en el Experimento No.1.
Similarmente, los bradizoitos de la misma cepa, administrados por la misma via,
sin medicacién subsiguiente, protegieron totalmente a 5 ratas contra la
transmision congénita originada por el desafio con 10° bradizoitos de la cepa
M7741 (Experimento No.2), y casi totaimente contra 10? ooquistes M7741
(Experimento No.2). Algo similar sucedié con la inmunizacién conferida por
bradizoitos Prugniaud suministrados por la via oral, sin medicacién subsiguiente a
4 ratas desafiadas con 10? ooquisres M7741 (Experimento No.3), y a 7 ratas
posteriormente desafiadas con 10* bradizoitos de la cepa M3 (Experimento No.3).
Las expresiones de presencia o ausencia de proteccion surgieron luego del
andlisis estadistico de los resultados, con significacion estadisticamente valida
para dichas expresiones.

Los bioensayos de cerebro y musculo de las 4 ratas que recibieron bradizoitos
ME-49 por via oral (Experimento No. 4) resultaron negativos,. Por ello, se
procedié a adoptar estos métodos de esterilizacidbn farmacolégica para los
experimentos subsiguientes.

5.3.2. Proteccion por inmunizacién oral con coartacién farmacolégica

Una vez en conocimiento de los resultados anteriores, se intentd la inmunizacion
seguida de coartacion farmacolégica. Asi, la inmunizacion con bradizoitos
Prugniaud por la via oral, seguida de coartacion farmacolégica, protegi6
totaimente a 6 ratas contra el desafio inducido por 10* bradizoitos Prugniaud
(Experimento No.5). Similarmente, la inmunizacién oral con bradizoitos de la cepa
ME-49, seguida de coartacion farmacolégica, protegié a 4 de 5 ratas contra el
desafio inducido por 10* bradizoitos de la cepa M7741, y a 1 de 3 ratas contra el
desafio con 10? ooquistes M7741 (Experimento No.6).
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6. DISCUSION
6.1. Sobre los resultados de los experimentos de premunicién (Nos. 1 a 3).

Los resultados experimentales aqui obtenidos demuestran que es posible obtener
proteccion total mediante infecciones plenamente desarrolladas (no coartadas con
medicacién) de las cepas ME-49 y Prugniaud de Toxoplasma, contra desafios
heterblogos, tanto de cepas como de estadios toxoplasmicos. En efecto:
obsérvese que la proteccion fue heteréloga de cepa (Experimentos Nos. 1 y 2,
cepa ME49 contra cepa M7741, y Experimento No. 3, cepa Prugniaud contra
cepas M7741 y M3). Pero también existi6 firme proteccion de estadios
heterdlogos (bradizoitos ME49 contra ooquistes M7741, en el Experimento No.2).

6.2. Sobre los resultados de los experimentos de inmunidad estéril (Nos. Sy
6).

Mas significativamente, en el presente trabajo, fue posible obtener proteccion
contra la toxoplasmosis congénita en el modelo rata, mediante infecciones
coartadas con medicacion, contra desafios homoélogos y heterélogos, cuando
menos de dos cepas toxoplasmicas. Resta ensayar la proteccion heteréloga de
estadios en este disefio. La conclusién senalada es muy importante, al estar el
método de inmunizacién empleado, muy cercano a la tecnologia vaccinal, por
tratarse de una descarga antigénica limitada en el tiempo. Secundariamente,
estas conclusiones adelantan que se podran estudiar antigenos de bradizoitos con
el fin de detectar una o mas subunidades antigénicas suficientemente
inmunogénicas como para integrar una vacuna antitoxopldsmica. El hecho que
se pueda partir del estadio bradizoito es una conclusién auspiciosa, dada la mayor
facilidad para obtener este estadio experimentaimente, en contraposiciéon a la
dificultad que habria implicado trabajar con cantidades masivas de ooquistes
toxoplasmicos, para los mismos fines.

6.3. De los resultados de proteccion observados en la presente tesis, contra
la proteccién por las vias subcuténea e intravenosa en una tesis anterior.

De la comparacion de los resultados de proteccion por inmunizacion sin
medicacién supresiva, obtenidos en esta tesis, con los resultados obtenidos en la
tesis de (Lépez, 2007) (sin publicar), surge que la tasa de proteccién por
premunicién (presente tesis) es muy superior a la obtenida por inmunidad estéril
(Lopez, 2007) (sin publicar). Ello es razonable de esperar, por cuanto en la
premunicion subsiste el estimulo antigénico constante del parasito vivo, en estado
de infeccion residual. Esta ultima situacién, sin embargo, no se halla mas que al
inicio de |a estrategia para el logro de una vacuna, por cuanto la infeccion residual
como medio de proteccién vaccinal, no es admisible en animales de consumo ni
en humanos.

En el mismo marco comparativo, pero refiriéndose a la inmunizacion seguida de
medicacién supresiva, se ha producido un adelanto en la presente tesis con
respecto a la anterior (Lopez, 2007) (sin publicar). En efecto: en el experimento 5
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desafio homélogo de cepa y de estadio. En el experimento 6, sin embargo, hubo
proteccién heterdloga de cepa (cepa ME49 contra cepa M7741), aunque no de
estadio (bradizoitos ME49 contra ooquistes M7741).

Estos resultados superiores de proteccién con respecto a los de la tesis anterior,
muy probablemente se deban al uso de la via oral, que activa el compartimento
linfocitico intestinal, presentando antagonismo a los organismos toxoplasmicos de
desafio en su propia puerta de entrada al huésped.

7. CONCLUSIONES

Seria preferible en futuras investigaciones, el empleo de inmunizaciones orales
con Toxoplasma, aun seguidas de medicacion supresiva, como medio de lograr
proteccion contra la toxoplasmosis congénita experimental en la rata, a las
efectuadas por otra via, debido a su tasa de protecciébn muy elevada.
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Cuadro |I.

Ensayos de transmisién trasplacentaria de foxoplasma en ratas, por inoculacion

oral.
Referencia
Dubey y Shen, 1991 ®

Zenner, 1993 @)

Dubey et al, 1997

Kempf et al, 1999

Zenner et al, 1999

Freyre et al, 2001

Cepa y estadio!” Camadas®

0oq. CT-1

q. 76K
q. Prugniaud

0Ooq. VEG

q. NED

q. 76K

q. Prugniaud

g. de 13 cepas

Correa (2004); 00q. de 3 cepas

Cardozo (2005) q. de 3 cepas

Gonzélez (2007) 00q. de 3 cepas
q. de 1 cepa

(1) q. = quistes 00q. = ooquistes

9/9 23/29
6/6 19/54
22/22 142/203
4/4

0/11(ratas Lewis)

8/8 (ratas

Fischer)

12/15 371128
22/27 116/250

97/221 (0 a 90%
de transmisién)
17131

15/28

11/23
4/5

(2) N° de camadas o de recién nacidos infectados/N° total de camadas 0 recién nacidos

investigados.

(3) También usaron la via s.c. en experimentos similares.
(4) También usé la via i.p. en otros experimentos.
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Cuadro |l.

Resultados de Experimentos de inmunizacion oral con cepas completas
Toxoplasma por la via oral, con o sin medicacién supresiva, y desafio con
bradizoitos U ooquistes del parasito.

Exp Medicacion Resulta- Contro
No. lmmunizacién!? Supresiva® Desafio dos™ les™
1 MEA49 ooquistes no 10° M7741 ooquistes 0/10 3/4
2 MEA49 bradizoitos no 10> M7741 ooquistes 1/12 6/7
10* M7741 bradizoitos 0/5 13/17
3 Prugniaud bradizoitos no 10* M7741 bradizoitos 0/4 13/17
10* M3 bradizoitos 0/7 8/12
5  Prugniaud bradizoitos si 10* Prugniaud bradizoitos 0/6 8/12
6 MEA49 bradizoitos si 10* M7741 bradizoitos 1/5 13/17
10 M7741 ooquistes 213

@ 10° ooquistes 0 200 quistes administrados con tomero. Cuando se us6 mediacidn supresiva, se
administraron 5 x 10 bradizoitos por rata.
(2) 1 ml sulfadiazina 90 mg % with 0.2 mg/ml pirimetamina suministrados con tomero 2 veces al dia.
(3) Numerador: No. de ratas que transmitieron 7oxoplasma congénitamente / No. total de ratas
estudiadas.
(4)Ratas madre no inmunizadas, que recibieron inéculos de desafio similares
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