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RESUMEN ey

El objetivo de la presente tesis fue contribuir a la optimizacion del modelo rata para
la investigacion de la inmunidad contra la toxoplasmosis congénita.

Se inocularon 18 ratas de la raza Fischer con 10* bradizoitos y otras 26 ratas con
10? ooquistes de las cepas Prugniaud, M3 y M7741 de Toxoplasma, hacia el dia 12
de gestacion. Se inocularon ratones con érganos procedentes de los recién nacidos.
Veinticinco dias mas tarde se determinaron anticuerpos especificos en los ratones
receptores. Se verificéd la transmisién congénita de la toxoplasmosis en 33 a 83 % de
las camadas nacidas. No se comprobd diferencias significativas en la tasa de
transmisién de las distintas cepas y estadios de Toxoplasma.

Estos hallazgos permiten la deteccion de antigenos incluso de moderada
inmunogenicidad en la futura investigaciéon de vacunas contra Toxoplasma, ya que
las bajas dosis utilizadas para el desafio en el presente trabajo, representan
desafios moderados. Por lo tanto, los resultados obtenidos representan un aumento
en la utilidad del modelo en cuestion.



SUMMARY

The objective was to refine the rat model of congenital toxoplasmosis, by
investigating the use of low doses for transmission of congenital toxoplasmosis.
Eigtheen rats were inoculated with 10* bradyzoites of Toxoplasma , of the strains
Prugniaud, M3 and M7741. Another twenty six rats were inoculated with 10? oocysts
of the same strains, around day twelve of pregnancy. Samples of organs from
newborn rats were inoculated in mice. Twenty five days later, specific antibodies
were tested in the recipient mice. Congenital toxoplasmosis was achieved in 33-83
% of the litters. Significant differences in the rate of transmission among the various
Toxoplasma strains and stages, were not found.

These findings allow the detection of antigens of even low immunogenicity in future
T. gondii vaccine research, since the low doses used here, represent moderate
challenges. Results obtained improve the utility of the model.



1. INTRODUCCION

La significacién de la toxoplasmosis humana

Los resultados de investigaciones llevadas a cabo por el equipo del Laboratorio de
Toxoplasmosis del Departamento de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de
Montevideo (LTFVM), indican que en Uruguay nacen cerca de 150 nifos
toxoplasmicos anualmente (Conti-Diaz y col, 1998; Freyre y col, 1992). 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 Falcén, 1989; Remington and
Desmonts, 1990). En algunas regiones del globo, como en un zona del Brasil, cobra
trascendencia la toxoplasmosis ocula. (Silveira y col., 2009).

La significacién de la toxoplasmosis ovina

Por otra parte, los ultimos estudios en el LTFVM sobre toxoplasmosis ovina indican
que el aborto ovino toxoplasmico es responsable de pérdidas econdmicas en la
industria ovina del Uruguay por un valor de 10 millones de délares anuales
(solamente la porcidn medible de dichas pérdidas) (Freyre y col 1999 a; Freyre y col
1996). Asimismo, la prevalencia de la infeccidén del ganado ovino en el Uruguay, que
se situa en el entorno del 25% (Freyre, 1998), es fuente de infecciébn 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 infecciéon
toxoplasmica ovina es de un tenor similar en otros paises productores de lana
(Freyre y Falcén, 1989).

La prevencidn vaccinal de la toxoplasmosis.

Los perjuicios explicados se pueden prevenir mediante el uso de una vacuna, tanto
en la esfera humana como en la produccién ovina, con ventajas sobre otros medios
preventivos.

Existe un método de profilaxis medicamentosa del aborto ovino, consistente en el
agregado de monensin a la raciéon (Buxton, 1987). Sin embargo, este método no es
aplicable en paises como el nuestro, en el que los ovinos son mantenidos en un
sistema de pastoreo extensivo, y el suministro de racién es excepcional. Existe
asimismo una vacuna que ayuda a disminuir las pérdidas por el aborto ovino
toxoplasmico (Buxton, 1993), pero que es altamente perfectible.

Uno de los métodos existentes para la profilaxis de la toxoplasmosis congénita
humana que viene siendo aplicado inconsistentemente segun las culturas, los paises
y cada una de sus instituciones de asistencia médica, reside en el seguimiento
seroinmunolégico de la embarazada para toxoplasmosis, y su eventual medicacion
para el caso que seroconvierta (Remington, Desmonts, 1990). Este método tiene la
desventaja de que en realidad se trata de un método de prevencién secundaria, y el
tratamiento de la embarazada muchas veces soélo limita las lesiones ya producidas



por Toxoplasma en el feto , debido a la demora en el diagnéstico de primoinfeccion
toxoplasmica de la embarazada y la instauracion del tratamiento. También es un
método cuyo éxito depende de la precocidad del ingreso de la embarazada al
sistema asistencial, circunstancia que generalmente se ve demorada en los estratos
sociales mas pobres (Conti-Diaz y col, 1998).

El otro método es el de la educacién sanitaria, cuya instalacion adecuada y eficaz no
carece de costos importantes (Remington and Desmonts, 1990), al igual que el
método anterior.

La vacunacién superaria con creces estos inconvenientes, por la certeza de su
eficacia, su bajo costo econdémico y la posibilidad de ser aplicada antes del
embarazo (Freyre, Falcén, 1989; Freyre, 1998; Nielsen, 2000; Remington and
Desmonts, 1990). Desde distintos paises se brega explicitamente por la aplicacién
de una vacuna para prevenir la toxoplasmosis congénita humana (Freyre, 1998; 06;
Nielsen, 2000), incluyendo una reuniéon de expertos de la OMS (World Health
Organization, 1994). El estado actual de los avances sobre una vacuna ha sido
descripto recientemente (Kur y col., 2009).

En la presente tesis, se indaga la optimizacion del modelo de toxoplasmosis
congénita en ratas. Tal es el objetivo general de la tesis.

El objetivo particular es determinar la transmisién de la toxoplasmosis congénita en
el modelo rata, con dosis minimas de quistes y ooquistes del parasito.

La hipotesis que sustenta al objetivo particular es que se puede lograr la
transmisién congénita de Toxoplasma, a partir de una infeccion originada por dosis
extremadamente bajas de bradizoitos y ooquistes de Toxoplasma.

Discusioén

Estas dosis representan los futuros desafios que se haran en ensayos vaccinales
contra Toxoplasma , dentro del esquema: inmunizacién pre-gestacional de las ratas,
desafio intra-gestacion, y bioensayo de Toxoplasma en las camadas recién nacidas.
Dichas dosis deben guardar proporcionalidad con respecto a las dosis infectantes
supuestamente ingeridas en condiciones naturales por las personas. Por ejemplo, de
acuerdo a Dubey y Thayer (1994) puede haber aproximadamente un quiste tisular
por cada 50 g de carne de cerdo. Asimismo, es importante el conocimiento de una
dosis que permita detectar inmunégenos de inmunogenicidad moderada, que
podrian pasar inadvertidos si se usaran desafios mas severos. Por otra parte, el uso
de un numero preciso de bradizoitos en el presente estudio se considera una ventaja
con referencia a la reproducibilidad de los resultados, ya que se sabe que el nimero
de bradizoitos contenidos en un quiste oscila desde unos pocos cientos a mil o mas
(Motomoura, Jo, 1970).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Las vacunas existentes

Existe una vacuna con alto nivel de proteccion contra la emision de ooquistes
toxoplasmicos por los gatos, cuya aplicacion contribuiria a disminuir la prevalencia de
la infeccidn toxoplasmica humana y tal vez también la de los animales de consumo.
Desde el LTFVM se ha contribuido a su refinamiento para la aprobacion por el
U.S.D.A. (Freyre y col, 1993). Tratandose de una vacuna a Toxoplasma vivo, su
aplicaciéon esta pendiente de que pueda ser elaborada y distribuida en condiciones
rentables. Asimismo esta patentada la mutante ts-4 de Toxoplasma (United States
Patent Office, 1982, Patente No. 4,473,549) , para la cual el LTFVM también ha
colaborado (Frenkel y col, 1986), pero tampoco se ha llevado a la practica porque 1)
No se ha demostrado su eficacia para proteger contra la toxoplasmosis congénita, sino
solamente contra desafios mortales con Toxoplasma , y 2) Se trata de una vacuna
viva, y se ha demostrado que tiene caracter persistente en los tejidos de huéspedes
inmunodeprimidos (Sayles y Johnson, 1996). No existe una vacuna antitoxoplasmica
de uso humano.

Respecto a la inmunizacién de ovinos contra el aborto toxoplasmico, desde la década
de los 70, se sabia que la infeccion de una oveja con Toxoplasma antes de la
concepcidn, la protegia contra el aborto, si era posteriormente desafiada durante la
gestacién (Beverley y Watson, 1971). Ello daba la pauta que eventualmente seria
posible lograr la vacunacién de las ovejas. La inmunizacién con taquizoitos de
Toxoplasma inactivados por el formol, sin embargo, no protegié a las ovejas contra el
aborto toxoplasmico (Beverley y col, 1971).

Diecisiete afios luego de estos ensayos se desarrollé una vacuna en Nueva Zelanda
contra el aborto ovino toxoplasmico que consiste en generar la inmunidad
antitoxoplasmica mediante la inoculacién de la cepa acistogénica de Toxoplasma S48
antes de la gestacion. La cepa desaparece del organismo de los ovinos vacunados 6
semanas luego de la inoculacién, y la inmunidad estéril que genera, protege contra
desafios heterdlogos efectuados durante la gestacion (Buxton, 1993). En 1988 en
Nueva Zelanda, de 29 brotes de aborto ovino toxoplasmico, 9 (31%) sucedieron en
majadas que habian sido vacunadas contra Toxoplasma (McKenzie, 1988). En
condiciones controladas la vacuna demostré aproximadamente 72% de proteccion
(corderos viables) en 64 ovejas inmunizadas, por comparacién con ovejas no
inmunizadas. No obstante, aunque muchos corderos nacieron viables, 2/3 de los fetos
de ovejas vacunadas, se infectaron in Utero con el indculo de desafio que recibi6 la
madre. La cepa vaccinal S-48 no puede generar la produccién de ooquistes en gatos.
Su efecto protector perdura por lo menos durante 18 meses. Tratandose de una
vacuna viva, puede originar la infeccidbn humana, por lo que las embarazadas y
personas inmunodeprimidas no deberian aplicarla. En 1992, se extendi6 el uso de esta
vacuna al Reino Unido (Buxton, 1993).
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También se ha ensayado la proteccion con subunidades antigénicas. Quince ovejas
inmunizadas antes de la concepcién con antigenos de superficie de Toxoplasma de 20,
32, 44 y 50 kDa incorporados a complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), vy
desafiadas a los 90 dias de gestacion, presentaron una incidencia de mortalidad de sus,
corderos que no fue estadisticamente diferente a la observada en 13 ovejas no
inmunizadas, pero inoculadas durante la gestacién (Lunden, 1995).

2.2, Los ensayos vaccinales en el extranjero

2.2.1._Los modelos vaccinales contra la toxoplasmosis

Se han empleado varias especies de laboratorio para estudiar la inmunidad contra la
toxoplasmosis connatal. También existen varios modelos, segun cémo se mida la
proteccion inmune. Existen modelos de proteccion contra desafios mortales de
Toxoplasma, contra la formacion de quistes cerebrales del parasito, y contra la
transmisién de la toxoplasmosis congénita. Lo cierto es que esta ultima situacién es
por lejos la mas importante, tanto en la oveja como en la mujer. El disefio utilizado
consiste en inmunizar a las futuras madres (ratonas, ratas, hamsters, cobayas) antes
de la concepcién, y desafiarlas 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.

2.2 2. El uso del raton para el modelo de toxoplasmosis congénita.

La indagacién de la posibilidad del ratbn como especie para un modelo murino de
toxoplasmosis congénita comienza con las investigaciones de Mc Leod y col (1988).
Estos autores inmunizaron ratonas Swiss Webster con la mutante ts-4 de
Toxoplasma por las vias subcutanea e intestinal (mediante laparotomia).
Lamentablemente utilizaron una dosis de desafio desproporcionada en relacion al
peso corporal del ratéon. Ello fué posiblemente la causa de la escasa proteccion
obtenida. Pocos anos después, Roberts y Alexander (1992) establecen que no hay
transmision congénita de la toxoplasmosis durante la etapa cronica en la ratona
BALB/c. Similarmente, los resultados de los experimentos llevados a cabo por F.
Safern (2003) en su tesis ejecutada en el LTFVM, sugieren que en el modelo raton la
transmision de la infeccidn crénica durante la gestacion sucede en una escala muy
moderada. Roberts y Alexander (1992) demuestran la transmision de la
toxoplasmosis durante la etapa aguda en 5 de 6 ratonas gestantes . Asimismo,
establecen la protecciéon contra un desafio homélogo en 9 ratonas. En una
publicacién posterior, Roberts y col (1994) ensayan una subunidad antigénica como
inmundgeno en este modelo, con buenos resultados, aun cuando no han confirmado
ni expandido sus resultados al presente. Seguidamente, se determina que hay una
susceptibilidad aumentada a la toxoplasmosis en la ratona prefiada, y que la
respuesta inmunoloégica es de tipo 2- dependiente (Roberts y col, 1994).

Se producen mas recientemente estudios mas detallados acerca de la utilizacién de
distintos inmunégenos (todos derivados de la cepa RH) en el modelo congénito,
(Thouvenin y col, 1997; Elsaid y col , 2001; Letscher-Brou y col, 2001, Mohamed y
col , 2003;), pero la investigacién de Roberts y col. en 1994 continua siendo la unica
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que ha dado resultados auspiciosos. En los estudios de Mevelec y col. (2005),
directamente no se impidio la transmision vertical del parasito. Letscher-Brou y col.
(2001) sélo estudian 3 y 6 camadas, y determinan 50% de reduccion de la infeccién
neonatal, 6 50% de aumento de la misma, dependiendo de la cepa de ratones
utilizada. Thouvenin y col. (1997) sélo estudiaron 5 ratones, y no desde el punto de
vista de la proteccion, sino de la respuesta inmune humoral y celular . En la
investigacion de Elsaid y col. (2001) , se obtuvo en el mejor de los casos 39% de
infeccion neonatal . Subsiste la duda si estos resultados negativos se deben al
empleo de dosis desproporcionadas de desafio vaccinal, o a la necesidad de utilizar
simultdneamente mas antigenos como inmunégenos. También se ha ensayado la
inmunidad contra la toxoplasmosis adquirida en el modelo murino ( Gigley y col.,
2009).

2.2 3. Inmundgenos ensayados

Se posee considerable conocimiento acerca de los mecanismos implicados en la respuesta
inmune contra la infeccién toxoplasmica en animales de experimentacion (actualizados por
Nielsen y col, 2000). Esto permite hacer una seleccion primaria de los antigenos
toxoplasmicos potencialmente protectores, asi como también seleccionar los adyuvantes
tedricamente mas apropiados (Gupta y Siber, 1995). A ello se suma el conocimiento
detallado de la proteémica de los antigenos toxoplasmicos (Ma y col., 2009)

Asi, estos estudios se han efectuado mediante distintas metodologias: vacunas
genicas (o a DNA) ( Nielsen y col, 2006), utilizando vectores (Caetano y col, 2006), por
aplicacion oral (Cong y col, 2005), empleando productos de células dendriticas (Dimier-
Poisson y col , 2003), o empleando diversos adyuvantes como hidréxido de aluminio
(Martin y col, 2004) u oligodeoxinucleotidos (CPG) ( EI-Malky y col , 2005) , o utilizando
proteinas recombinantes derivadas de distintos organelos de Toxoplasma (Dziadek y
col, 2009). Los resultados de proteccion han mostrado tasas bajas o nulas, con la
excepcion de las inmunizaciones prototipicas, realizadas experimentalmente con
Toxoplasma totalmente viable, que dejan infeccion residual en los tejidos de los
animales vacunados, y son por lo tanto, inaplicables en la practica, aunque brindan
informacién provechosa.

Durante cierto periodo, el uso de |la mutante toxoplasmica ts-4 parecié promisorio
para conferir proteccidon, al menos contra desafios letales en especies de laboratorio
(Elwell y Frenkel, 1984). Sin embargo, la demostracion de que esta mutante puede
perdurar en el organismo de ratones medianamente inmunodeprimidos (Sayles y
Jonson, 1996) , ha frenado el entusiasmo por efectuar mas ensayos con ella.

La inmunizacién con vacunas génicas, la tecnologia mas avanzada hasta ahora
utilizada, no ha dado sin embargo, tasas de proteccion superiores, y por lo tanto, no
han sido utilizadas en la practica ( Angus y col,2000). En general en el campo de la
vaccinologia, los convincentes resultados preclinicos impulsaron las vacunas de ADN
a la fase de ensayos clinicos para varias enfermedades humanas, a saber, la
infeccién por el VIH, malaria, influenza, hepatitis B y cancer. Si bien se demostré la
inocuidad y la respuesta inmunitaria humoral y celular, en general, la potencia ha
sido desalentadora (Liu, 2004).

12



Sin embargo, |a utilizacién de taquizoitos toxoplasmicos irradiados con rayos gamma
ha dado excelentes resultados de proteccion vaccinal. Existen importantes

antecedentes que dan cuenta de las altas tasas de proteccion que se pueden
obtener mediante la inmunizacion con taquizoitos toxoplasmicos gamma irradiados
en ratones, incluso los obtenidos en el LTFVM (Freyre y col, 2006b). También se ha
ensayado este inmundgeno con resultados favorables en cerdos (Dubey y col 1998).
No obstante, en todos estas investigaciones, la protecciéon se ha demostrado contra
desafios letales, o bien contra la formacion de quistes toxoplasmicos cerebrales.

E! principio rector de estos ensayos es aplicar una dosis de rayos gamma tal que no
mata a Toxoplasma, permitiendo su ingreso a la célula huésped, lo cual desencadena
una reacciéon inmune muy similar o idéntica a la suscitada por el parasito por completo
viable, pero coartando definitvamente su capacidad de multiplicacion , y
extinguiéndose rapidamente de los tejidos del huésped , con lo cual no deja infeccién
residual. Al igual que en el caso de la mutante ts4, la razén que explica la elevada
tasa de proteccion obtenida con Toxoplasma irradiado, y cuya aplicacién ocasiona una
clara diferencia cualitativa con respecto a los demas métodos explicados, es que con
ellos dos se exponen todos los antigenos del parasito al sistema inmune del huésped
vacunado.

2.3. Los avances a cargo del Laboratorio de toxoplasmosis de la Facultad de

Veterinaria de Montevideo.

En materia de inmunidad contra la toxoplasmosis, los avances nacionales han
estado representados por las investigaciones llevadas a cabo en el LTFVM, ademas
de importantes aportes locales sobre otros aspectos de la enfermedad, a cargo de
otros equipos de investigacion nacionales, referidos por Conti-Diaz y col (1998), por
ejemplo.

El modelo raton para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis congénita se
ha venido perfeccionando en el LTFVM, a través de sucesivas tesis de grado ya
defendidas y plasmadas en una publicacion (Freyre y col, 2006a). Los resultados de
los experimentos llevados a cabo por Safern (2003) sugieren que en el modelo
raton, la transmision de la infeccidon toxopldsmica cronica durante la gestacion
sucede en una escala tan moderada que no interfiere mayormente con los
resultados finales, lo cual viabiliza el modelo (de lo contrario, no se podria inmunizar
previo a la gestacion prototipicamente con cepas vivas y desafiar durante la
gestacién ). Por otra parte, se determind que hubo transmisiéon congénita de la
toxoplasmosis durante la etapa aguda de la enfermedad iniciada con dosis precisas
de bradizoitos (datos pasibles de ampliacién) (Gonzalez, 2003). También se
demostré en la misma tesis , que las ratonas inmunizadas previamente con cepas
completas (proteccidén prototipica) antes de la concepcién y luego desafiadas con
quistes de Toxoplasma durante la gestacion, no transmitieron la infeccién a su
descedencia. Posteriormente, se disefid un método para el diagnéstico de la

gestacion en la ratona, basado en el aumento de peso corporal entre los dias 9y 12
de gestacion, con 100% de sensibilidad, 67% de especificidad y alto valor predictivo
positivo. También se demostré la transmisién originada por ooquistes de la
Prugniaud de Toxoplasma (experimento a expandir), pero no con ooquistes de la
cepa ME-49 (Bacci, 2005). Actualmente se investiga en el LTFVM sobre la
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inmunidad cruzada entre la cepa RH, utilizada para inmunizar ratonas (con terapia
sulfonamidica simultanea), y cepas de Toxoplasma se utilizan como desafios
gestacionales, en sus formas quisticas y ooquisticas.

Maés recientemente, en el laboratorio citado se ha demostrado la influencia del
tamafo de la dosis de desafio para que se haga patente o no, la capacidad
protectora por parte de la cepa RH de Toxoplasma en el modelo congénito en ratas
(Freyre y col, 2006c). También se ha demostrado la proteccion cruzada de la cepa
RH en el modelo congénito en ratas, frente a desafios con quistes y ooquistes
toxoplasmicos de cepas del parasito pertenecientes a linajes genéticos diferentes, y
procedentes de distintas areas geograficas. También se ha contribuido al estudio de
la inmunidad contra la toxoplasmosis adquirida en el modelo rata (Freyre y col,
2001,a,b,c; Freyre y col, 2004; Freyre y col, 2006b).

Recientemente, en el LTFVM se demostrd prototipicamente la posibilidad de
inmunizar corderos contra la formacion de quistes tisulares de Toxoplasma lo que
haria seguro el consumo de carne ovina desde el punto de vista de la toxoplasmosis,
de traducirse estos resultados preliminares en un recurso practico.

Las ultimas investigaciones se hicieron en el marco del Proyecto PDT 78/01,
intitulado “Ensayos preclinicos sobre una vacuna contra la toxoplasmosis congénita
humana y ovina”. Se disefid una vacuna inactivada que demostré proteccion en los
modelos murino BALB/c y cobayo, de toxoplasmosis congénita. La vacuna tiene
prolongada vida de almacenamiento. Esta disefilada para ser aplicada
experimentaimente en tres dosis con quince dias de separacion entre ellas, y la
proteccion inmune que confiere en el modelo cobayo, es de al menos diez meses.
La vacuna fue disefiada de modo que sea farmacéuticamente apta para su
aplicacion en humanos y ovinos.

2.4. El modelo rata para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis
connatal

La rata ha sido la especie mas utilizada en el modelo de transmisién congénita
(resumido en el punto 2.2.1). Dubey y Shen (1991), y Zenner (1999), ampliaron en
un numero 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
infeccién, es decir, en ratas infectadas algunas semanas antes del inicio de la
gestacion; b) obtuvieron transmisién de Toxoplasma en todas las ratas infectadas
durante la gestacion, independientemente de si la inoculacién de Toxoplasma se
hizo del 7° al 15° dia y de si se efectué con 10* bradizoitos o con 10* ooquistes de
Toxoplasma; c) la infeccion durante la gestacion de ratas no inmunes, se transmitio
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.
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En el LTFVM se ha ensayado la transmisién de la toxoplasmosis aguda duranfe i3
gestacion en ratas no inmunes. Se utilizaron las mismas razas de ratas (Sprague-
Dawley y Fischer). Se inoculé en el mismo momento de la gestacion y se empleé 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 inéculos similares. En dichos experimentos, la frecuencia de la
transmision no se vio afectada ni por la cepa, ni por la dosis de Toxoplasma, ni
tampoco por el momento de la gestacion en que fueron inoculadas (6-8 o 15 dias)
(Freyre y col, 2001a). También se demostré la baja frecuencia de la transmision
congénita de Toxoplasma en ratas gestantes portadoras de una infeccién crénica
con el parasito (Freyre y col, 1999b). Estos hallazgos complementan Ias
conclusiones internacionales obtenidas a partir del mismo modelo, ya referidas.

Sin duda, la raza de rata empleada tiene importancia en la tasa de transmisién de
Toxoplasma. Asi, se observé mas transmisién en ratas Long Evans que en ratas
Wistar. Paulino y col. (1999), obtienen tan sélo 11.4 % y 3 % de transmision
connatal en ratas Wistar y Holzman, respectivamente, inoculadas con 10? ooquistes
de Toxoplasma. En 1999, Zenner y col. dan a conocer nuevas aplicaciones de su
modelo en rata. Producen infecciones crénicas en ratas (n=5 a 10) antes de la
gestacién con las cepas RH, 76 K y Prugniaud. Luego las desafian durante la
gestaciéon en forma homodloga y heterdloga (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 infeccion
toxoplasmica 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 secrecion-excrecion.
Obtienen casi 100 % de proteccién, 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 desafiadas oralmente con la cepa completa S89. Ello, a
pesar que el ovino es una especie considerablemente resistente a la infeccién
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
(Zenner 1993, 1999), 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 muy baja transmisién connatal de Toxoplasma
durante la etapa crénica de la infeccion en esta especie.
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Las investigaciones de toxoplasmosis congénita experimental se resumen en el
cuadro 1

3. Cuadro1.

Ensayos de transmision trasplacentaria de Toxoplasma en ratas, por inoculacién
oral.

Referencia Cepa y estadio” Camadas®  recién nacidos
Dubey y Shen, 1991®  ooqg. CT-1 9/9 23/29
Zenner, 1993 ) q.76K 6/6 19/54

q. Prugniaud 22/22 142/203
Dubey Yy col, 1997 o0oq. VEG 4/4
Kempf y col, 1999 q.NED 0/11 (ratas Lewis)

8/8 (ratas Fischer)

Zenner y col, 1999 g. 76K 12/15 37/128
g. Prugniaud 22127 116/250
Freyre y col, 2001 g. de 13 cepas 97/221 (0 a 90% de transmision)

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

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

(3) También usaron la via s.c. en experimentos similares.

(4) También usé la via i.p. en otros experimentos.

16



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. DISENO EXPERIMENTAL

Experimento N°1
Determinacion de la trasmision congénita de Toxoplasma iniciada por dosis minimas
de bradizoitos y ooquistes.

En este experimento, 44 ratas gestantes fueron inoculadas con 10°
ooquistes (26 ratas) y con 10* bradizoitos (18 ratas) de las cepas Prugniaud, M3 y
M7741 de Toxoplasma, al dia 12 de gestacién. Al nacimiento, el higado y los
pulmones de los neonatos fueron bioensayados en ratones. Veinticinco dias mas
tarde, los ratones receptores fueron sangrados, y se investigaron anticuerpos
especificos para Toxoplasma en sus sueros.

4.2. MATERIALES.

4.2.1. Animales

Se utilizaron ratas de la raza Fischer. Se trata de una raza endogamica que
tedricamente daria resultados considerablemente homogéneos. Se utilizaron 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,
obtenidos por donacion.

Sélo se utilizaron ratas , ratones y gatos inicialmente libres de infeccion
toxoplasmica. Se testaron muestras de suero de los animales mediante la reaccion
de aglutinacién directa (AD) de Desmonts y Remington (1980), con el uso de 2-ME .
Se interpretdé como reactivo, un animal cuyo suero fuera positivo a la dilucién 1:64 o
mayor. La misma reaccion se utilizé para comprobar la infecciéon toxoplasmica (o su
ausencia) en ratones subinoculados con tejidos de neonatos. La reaccién de AD
para toxoplasmosis ha demostrado alta sensibilidad y especificidad en ratas, ratones
y ovinos con infeccidbn natural y experimental a Toxoplasma, en manos de los
investigadores de esta linea (Freyre y col, 2006, a,b,c ; Freyre y col., 2001a,b; Freyre
y col., 1999 ab, ).

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

4.2.2. Cepas de Toxoplasma

Se utilizaron las cepas M-7741, aislada de un caso de aborto ovino toxoplasmico en
Estados Unidos; la cepa M3, aislada de un caso de aborto ovino en Escocia, y la

17



cepa Prugniaud, aislada de un caso de toxoplasmosis congénita mortal en Limoges.
Fueron caracterizadas por Freyre y col (2006 a,b,c,d). Se seleccionaron estas cepas
sobre |la base de su diversidad de origen geografico y huésped, lo que puede
asegurar la heterogeneidad del desafio.

4.3. METODOS

4.3.1.Método para el diagnostico de gestacién de |a rata

Para lograr la concepcion de las ratas, se alojaron a razén de 1 macho cada 4
hembras. Al dia siguiente se inspeccionaron las hembras mediante hisopado vaginal
embebiendo el hisopo en NaCl 0.9%, y observando a 100 x el exudado vaginal
recogido sobre un portaobjetos. Este método permite evidenciar los
espermatozoides depositados en la vagina. Se repitid este procedimiento hasta que
todas las ratas quedaron cubiertas. Este método fue posible porque las ratas no
copulan durante las horas de luz, y en el bioterio del Laboratorio de Toxoplasmosis
se mantiene un régimen de luz de 7 a 19 horas. Por lo tanto, el esperma eyaculado
en la vagina por la noche, pudo ser puesto de manifiesto cada manana siguiente. Si
las ratas copularan con luz, no se podria garantizar que fuera posible observar el
esperma, a veces hasta 24 horas mas tarde de sucedida la copula. Nueve dias
luego de la obsevaciébn de esperma en cada rata, se pesaron las ratas
presuntamente concebidas al dia 9 y luego al dia 12 de la supuesta gestacion.
Aquellos animales con una diferencia de peso mayor de 6g, fueron considerados
como efectivamente gestantes. La gestacién fue confirmada con el nacimiento de la
descendencia. Ese método fue puesto a punto por C. Telechea (2012), en una tesis
anterior.

4.3.2._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
organos de la mitad de las camadas que tuvieron ocho 0 mas neonatos, y de toda la
camada si ésta tuvo menos de ocho neonatos. El higado y el pulmdn de cada recién
nacido fueron homogeneizados por pasaje 10 veces en una jeringa de 3cc., provista
de una aguja 19 G, con 2 cc de NaCl 0.9% en agua. Cada homogeneizado fue
inoculado i.p. en 2 ratones . Al cabo de 30 dias, se buscaron anticuerpos
antitoxoplasmicos mediante |la reaccién de AD en el suero de los ratones receptores.
Se consideré que los neonatos estuvieron protegidos, cuando las subinoculaciones
de sus tejidos resultaron negativas para Toxoplasma.

4.3.3._Obtencién de quistes de Toxoplasma

Para la obtencibn de quistes de Toxoplasma, se inocularon ratones
intraperitonealmente con quistes de cada una de las cepas mencionadas. Se
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utilizaron estos ratones luego de 30-60 dias de la infeccién, como dadores de’
quistes cerebrales. Los cerebros se homogeneizaron mediante pasaje en una jeringa
con aguja 19G, con 1 cc de PBS por cerebro.

4.3.5. Liberaciéon de bradizoitos viables.

Para este proposito, se utilizd el método de Freyre (1995). Los quistes fueron
separados del tejido nervioso mediante 10 minutos de centrifugacion a 3.500 rpm en
solucion 20% de dextran, y luego digeridos con pepsina. Los bradizoitos resultantes
fueron neutralizados con bicarbonato 5% y enumerados en una camara de
Neubauer Fueron inoculados a la dosis de 10 * bradizoitos por animal.

4.3.6 Obtencidn de ooquistes de Toxoplasma.

Para la obtencién de ooquistes del parasito, se inocularon gatitos recientemente
destetados, negativos a la AD para toxoplasmosis a la dilucion de 1:63. Procedieron
del criadero del Laboratorio de Toxoplasmosis de la Fac. de Veterinaria. Se les
suministré el cerebro de un ratén con infecciéon 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 agitacién en 2% de acido sulfurico durante
96 hs. hasta completar la esporulacion. Previa neutralizacién y enumeracion, los
ooquistes fueron inoculados por boca en ratas, a la dosis de 100 bradizoitos por
animal.

4.3.7. Analisis estadistico de los resultados

Las comparaciones de las tasas de transmision entre cepas dentro de dosis y
viceversa, se hicieron mediante el test exacto de Fisher o el test X? de
homogeneidad, segun el tamafio de las respectivas tablas de contingencia. En
todos los casos el nivel de significacidn utilizado fué alfa= 0.05.

4.3.8. Medidas para la proteccién biolégica de las personas involucradas en el
proyecto
de trabajo.

Se aplicaron escrupulosamente las directivas de la Organizacién Mundial de la Salud
para la salvaguardia de las personas involucradas en el presente proyecto de
trabajo, contra el riesgo de infeccion toxopiasmica (Organizacibn 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

Experimento N° 1:
Transmisién congénita con dosis minimas de bradizoitos y ooquistes de
Toxoplasma.

resultados del experimento sobre el uso de dosis minimas (umbral) para la Los
transmisién congénita de Toxoplasma en ratas, se exponen en el cuadro No.2.
Cuatro de nueve, seis de ocho y seis de nueve ratas Fischer transmitieron la
infeccion a sus fetos, tras la inoculacién oral de 10% ooquistes de las cepas
Prugniaud, M3 y M7741, respectivamente. Dos de seis, cinco de seis y cuatro de
seis ratas Fischer transmitieron la infeccion a su descendencia, cuando recibieron
10* bradizoitos de las cepas Prugniaud, M3 y M7741, respectivamente. No
hubieron diferencias de transmisién entre cepas, dentro de dosis, que fueran
estadisticamente significativas (P= 0.1 a 0.8, segun los grupos). Tampoco existieron
diferencias de transmisién entre dosis segun estadios, dentro de cepas, que fueran
estadisticamente significativas (P=0.1 a 1, segun los grupos).

6.Cuadro 2

Resultados de la transmisién congénita tras la inoculacién de ratas Fischer
gestantes con dosis minimas de bradizoitos y ooquistes de 3 cepas de Toxoplasma.

EPAS DE TOXOPLASMA

Bradizoitos Ooquistes
Prugniaud M3 M7741 Prugniaud M3  M7741
Dosis
10? 4/9 6/8 6/9
10* 2/6 5/6 4/6

(1) Numerador: No. de ratas que transmitieron la infeccién congénita
Denominador: No. total de ratas inoculadas.
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7. DISCUSION

Una dosis de 10 brazidoitos de Toxoplasma fué suficiente como para que entre 1/3
y algo mas de 2/3 (dependiendo de la cepa de Toxoplasma) de las madres
inoculadas hicieran la transmisién congénita (cuadro 2). La dosis de 10% ooquistes de
Toxoplasma fue suficiente para que, al menos con las cepas de Toxoplasma
investigadas, se produjeran tasas de transmisiéon de casi 50% y superiores (cuadro
2), que se consideran suficientes a los fines experimentales en los grupos control
de transmision. No es confiable desde el punto de vista de la repetibilidad de los
experimentos, ensayar dosis menores de 10 ooquistes. De modo que estas dosis
mencionadas para bradizoitos y para ooquistes, pueden considerarse las dosis
minimas ( o “dosis umbral”’) que aseguran un disefio experimental eficiente para el
futuro ensayo de inmundgenos en el modelo de inmunidad contra la toxoplasmosis
congénita.

En cuanto a unificar la transmisidn congénita en la camada (globalmente) o
desagregarla por cada recién nacido, es nuestra opinion que primariamente es
suficiente con expresar los resultados por camada. Los resultados individuales por
neonato, pueden dar una idea mas aproximada de la potencia de la proteccion
materna. En nuestra opinidn, la expresion de los resultados por camada revela si la
proteccion materna alcanzé o no para impedir la parasitemia o una intensidad tal de
parasitemia que conduce a la invasion fetal. Que los fetos resulten efectivamente
colonizados por Toxoplasma, dependeria de factores ajenos a la respuesta inmune,
tal como la integridad de la barrera mecanica que se interpone entre la circulacion
materna y la fetal. También puede depender de factores relacionados con la
resistencia innata de los recién nacidos a Toxoplasma . En este sentido, cabe
mencionar el experimento de Guerrero y col. (1995), en el que sélo se vieron quistes
toxoplasmicos en el 20 al 80% de los frotis por aposicién de ratas de la cepa Wistar
de 1 dia de nacidas,cuyas madres habian sido inoculadas con 10° a 10’ ooquistes
de Toxoplasma. Queda pendiente la pregunta, si los fetos en sus ultimos dias de
gestacién, seran diferentes en este respecto, a los neonatos.

Finalmente, cabe mencionar que no se investigd la influencia del dia de inoculacién
durante la gestaciéon de la rata, puesto que Dubey y Shen (1991) ya determmaron
que no hay diferencias en la tasa de transmision entre 7 y 13 dias con 10* ooquistes
de la cepa CT-1 por via oral.

Como conclusion, puede afirmarse que se han cumplido los objetivos de la tesis, al

haber identificado la magnitud de dosis umbral para la transmision de la
toxoplasmosis en el modelo toxoplasmosis rata.
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En ofras tesis realizada en la Facultad de Veterinaria de Montevideo (Lopez L 2007,
Telechea,C..) , se ha tratado un aspecto complementario de los objetivos indagados
en esta tesis, al determinar que las ratas de la raza Fischer, son capaces de montar
una respuesta inmune que brinda proteccién considerablemente homogénea contra
el desafio con varias cepas de Toxoplasma. , tras su imunizacion prototipica con la
cepa RH virulenta. Entre estas tesis, mas los trabajos internacionales resefiados, se
puede decir que el modelo rata Fischer para el estudio de la inmunidad contra ia
toxoplasmosis congénita, se encuentra casi totalmente configurado. Resta estudiar
la eventual significacion de la transmision lactogénica en el modelo, asi como los
organos de eleccidn para realizar el bioensayo.
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