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1. RESUMEN

En Uruguay naeen 150 ninos toxoplasmicos anualmente. La porci6n medible

de perdidas por aborto ovino toxoplasmico es 5 millones de d61ares anuales.

Para ef ensayo de vacunas contra fa toxoplasmosis, conviene contar con

varios modelos animales, ya que existen diferentes respuestas frente a iguales

inmun6genos. En esta tesis, sa continua refinando el modele murine de inmunidad

contra la toxoplasmosis congenita, como continu8ciOn de tesis previas referidas af

tema.

Se configur6 un metoda de diagn6stico de la gestaci6n mediante el aumento

del peso corporal" entre los 9 y 12 doles, con 10()o~ de sensibilldad, 37% de

especificidad y 80% de valor predictivo positivo. Sa determine que Is transmisi6n

congenita durante Is etapa aguda de una infecci6n por ooquistes de la cepa ME-49

en ratones Balbfc, no as posibf-e, por 10 coal" esta cepa no es apropiad"a para er
modelo. En cambio, se demostr6 par primers vez la transmision originada por

ooquistes de la cepa Prugniaud.

Como conclusiOn, se reafirma fa vafidez der modelo murine de toxopfasmosis

congenita, y sa validan un metodo original de diagn6stico de la gestaci6n util para al

modelo y Is extensi6n del usa de nuevas formas evolutivas infectantes en et mismo.



2.§UMMARY

In Uruguay, 150 babies are annually born with toxoplasmosis. The measurable

part of the losses due to sheep Toxoplasma abortion, amount to 5 million dollars,

annuaffy.

It is important to test Toxoplasma vaccines in several animal models, since

different immune responses to the same immunogen might occur. This thesis is a

continuation of previous work presented" by other students, on similar investigations

using mice as the experimental animal.

A method for the diagnosis of pregnancy in the mouse was designed, based on

the rise of the body weight between days 9 and 12 of pregnancy, with 100%

sensitivity t 37% specificity and 800/0 positive predictive value. It was determined that

an infection originated by ME-49 oocysts during pregnancy, is not transmissible to

the mouse fetuses. fnstead, it was shown for the first time, the congenital"

transmission originated by Prugniaud oocysts.

In conclusion, the validity of the murine model of congenital toxoplasmosis was

re-assessed, an original method for the diagnosis of the mouse pregnancy, useful' for

the model, was designed, and the use of new sources of infection for the model,

were tested.
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3. INTRODUCCI6N

Los resultados de investigaciones lIevadas a cabo en la Facultad de Veterinari~

indican que en Uruguay nacen carca de 150 ninos toxoplasmicos anualmente (Freyre y

cot, 1992; Conti Diaz y col, 1998). Atgunos de effos mueren rapidamente, en tanto que

Ia mayoria desarrolla lesiones de coriorretinitis ocular 0 sufren retraso intelectual mas

adelante. Esta situaci6n es similar en todos los paises del globo (Freyre y Falcon,

1989) .

La prevenci6n de la toxoplasmosis humans congenita se efectLaa en el pais y en

el exterior generalmente en forma eventual, sobre la base de Is detecci6n de Is

infeccion durante fa gestaci6n, y et tratamiento de fas madres detectadas infectadas.

Este sistema as de moderada eficacia. A ello contribuye que muchas madras comien

zan la vigilancia serolOgies en etapas considerablemente avanzadas de su gestaci6n; a

que sOlo una parte de effas regresa para votverse a chequear serotogicamente, y a que

con frecuencia no sa interpretsn correctamente los resultados serol6gicos. Tambien as

dable considerar que este metodo as mas paliativo que preventivo, pues con cierta

frecuencia, cuando se instaura ef tratamiento especifico a fa embarazada, ya

Toxoplasma ha C8usado lesiones que no revierten con at tratamiento, sOlo sa detienen.

Desde luego, este sistema tiene tambien su costo econ6mico, que no es desdeiiable.

Por ofra parte, fos ultimos estudfos de fa Facuftad de Veteri"nana sobre

toxoplasmosis avina, indican que al abarto Qvino toxoplasmico as responsable de

perdidas econ6micas en 18 industria ovina del Uruguay par un valor de 2 a 5 millones

de dofares anuafes (sol"amenle fa pordon medibre de dichas perdidas) (Freyre y cor,

1997; Freyre y col, 1999). Asimismo, la prevalencia de la infecci6n del ganado ovino

en el Uruguay, que se situa en el entomo del 250/0, es fuente de infecci6n humana,

cuando sa consume su came insuficientemente cocida. Et consumo de carne ovina

es importante, particularmente en el interior del pais. La prevatencia de la infecci6n

toxoplasmica ovina es de un tenor similar en otros parses productores de lana

(Freyre y Falcon, 1989).

Como alternativa ideal, S8 encuentra el desarrollo de una vacuna

antitoxoplasmica. Existe una- vacuna· con- alto- nivel· de protecci6n· contra.Ia emisi6n de

ooquistes toxopfasmicos por fos gatos, cuya apficaci6n contribuiria a disminuir ra
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prevalencia de la infecci6n toxoplasmica hUffltliha y tal vez tambien la de los animales

de consumo (Frenkel y Fishback, 1991; FrM1re y col, 1993; Choromanski y col, 1994).

Tratandose de una vacuna a Toxoplasma vivo, su aplicaci6n esm pendiente de que

pueda ser elaborada y distribuida en condiciones rentables. Existe asimismo una

vacuna (Freyre, 1998) que ayuda a disminuir las p9rdidas por el aborto ovino

toxoplasmico (Freyre y col, 1996; Freyre y col, 1999), aunque su eficacia es solo del

700/0, y no impide la colonizaci6n fetal por Toxoplasma, de modo que el consumo de la

carne asi producida continua siendo fuente de infecci6n para las personas (Duquesne,

1990; 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 duraci6n 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 Diaz y col, 1998) 0 la

toxoplasmosis aguda en personas inmunodeficientes (Freyre y Falcon, 1989;

Alexander, 1996; Dubey, 1996; Freyre y col, 2001).

Se dispone sin embargo, de modelos animales para el estudio de la inmunidad

contra ambas situaciones, que mayormente utilizan la rata (Duquesne, 1990;

Dubey y Shen, 1991; Zenner, 1993; Freyre, 1999; Freyre y col, 2001).

La rata ha sido la especie de elecci6n para el modelo de Is toxoplasmosis

congenita, a consecuencia de la similitud de su resistencia a la toxoplasmosis, con

la de los humanos. (DUbey y Shen, 1991; Zenner, 1993; Freyre y col, 2001; Freyre y

col, 2003). Se han efectuado experimentos prototipicas con estos modelos, cuyos

resultados permiten ser optimistas respecto al logro de una vacuna contra la

toxoplasmosis humana cannatal asi como contra el aborto ovino toxoplasmico y la

toxoplasmosis del cerdo (Pinckey, 1994; Dubey, y col, 1996), aun cuando son muy

contados los ensayos efectuados con subunidades antigenicas, que se han dado a

conocer (Duquesne, 1990; Bullow y Boothroyd, 1991; Khan y col, 1991; Angus y col,

2000; Nielsen y col, 2000; Velge-Roussel y col, 2000; Vercammen y col, 2000), 0

con organismos irradiados (Song, 1993). Se posee considerable conocimiento

acares de los mecanismos implicados en la respuesta inmune contra la infeccion

toxoplasmica en animales de experimentacion (Schoondermark Van de Yen, 1993;

Alexander, 1996), 10 cual permite hacer una selecci6n primaria de los antigenos
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toxoplasmicos potencialmente protectores, asi como tambien seleccionar los

adyuvantes te6ricamente mas apropiados (Khan y col, 1991).

Las posibilidades de lograr protecci6n contra la formaci6n de quistes tisulares

de Toxoplasma han side menos exploradas, en cambio (Bourgin y col, 1993;

Buzoni-Gatel, 1997; Debard y col, 1996).

Los modelos que ha utilizado ratas, han funcionado favorablemente a traves de

sucesivos proyectos de investigaci6n ya culminados. En estos proyectos se han

hecho inmunizaciones prototipicas (can Toxoplasma vivo) primeramente, siendo

seguidas de inmunizaciones con antigenos a subunidad, acompanados de los

necesarios adyuvantes.

Esta transici6n, natural en todD programa de desarrollo de una vacuna, ha

puesto de manifiesto ciertas insuficiencias del modelo rata, que 10 hacen impractico

a la hara de poner a prueba numerosas variables de inmunizaci6n:

1) EI modelo rata insume 10 veces mas cantidad de antigeno que un eventual

modele raton. Estos antigenos son siempre obtenidos en pequefiisimas

cantidades, luego de un laborioso proceso de separaci6n y purificaci6n.

2) Para lograr un buen efecto protector contra T. gondii. as necesario obtener una

respuesta inmune de tipo Th1. Como este tipo de respuesta depende del efecto

conjunto de los antigenos y de los adyuvantes que se incorporen. mas alta de las

predicciones te6ricas que se puedan establecer. sa hace siempre conveniente

testar mas de un adjuvante (Gupta y Siber. 1995). Ello leva a Ia muItipIicaci6n de

los grupos experimentales con animales. y a mayor necesidad de antigeno.

3) Aun cuando se piensa que Ia respuesta inrnunoI6gica de Ia rata Y del ser hwnano

frente a Ia infecci6n toxoplasmica son similares. es conveniente contar con mas

de un punto de referencia expel inentaI. antes de cornprometerse en costosos

ensayos finales de vacunaci6n. que involucren a grandes masas poblacionales.

ya Que diferentes especies animates responden diferente a los mismos

inmun6genos (Gupta y Siber, 1995).

4) Incluso dentro de una misma especie animal, diferentes cepas se comportan

distinto frente a los adyuvantes (Gupta y Siber. 1995). Trabajar con
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diversificaci6n de razas de roedores r implica mas gasto de antigeno de laboriosa

obtenci6n, y como en el caso del punta 2, multiplicar los grupos experimentales

de roedores. Cada uno de estos grupos ocupa considerabfe fugar y requiere

mana de obra para su mantenimiento en buenas condiciones..

5) Las capas de ratas ensayadas para los modeles referidos: Wistar, Long Evans,

Fischer y Sprague-Dawley han mostrado todas muy notorias variaciones

individuates de su resistencia naturat a fa toxoptasmosis (Freyre y cot, 2001a;

Freyre y cot, 2001 b).. Ella fleva a utilizar cantidades significativas de ratas per

cads grupo experimental que se forma, con el fin de neutralizar las susodichas

diferencias individuates. Cada grupo requiere entonces un mayor esfuerzo de

producci6n de antigenos especiales, mayor utilizaci6n de costosos adyuvantes

experimentales modernos, y utilizaci6n de mayor mana de obra para su

mantenimiento.

6) Finalmente, no as posible, en al modele rata, ensayar un inmun6geno en una

raza suceptible a Is toxoplasmosis, pues todas las cepas de ratas disponibles

muestran considerabte resistencia naturat 8 dicha infeccion.

Saria importante poder contar con un modelo animal suceptible, para poder

ensayar desaffos vaccinales en condiciones de alta exigencia.

Todas estas nmitaciones podran tat vez ser resueftas, utitizando cepas

endogamicas de ratones, de reciente desarrollo, que muestran ya sea alta

resistencia a ciertas infecciones, 0 bien alta susceptibiUdad (The Jackson Laboratory

Cafafog), y que han dado respuestas inmunot6gicas diversificadas frente a fos

mismos antigenos y adyuvantes (Hardegree y col, 1972; Cooper, 1994).. En el caso

de la toxoplasmosis, incluso sa ha identiflCado el gen responsable de la resistencia a

fa formacion de quistes toxoptasmicos cerebrates (Brown y cof, 1995), aunque no sa

ha efectuado hasta la fecha ningun ensayo de inmunzaci6n con capas resistentes de

ratones, para estos fines.

Como antecedentes en af estudio de fa transmisi6n congenita de fa

toxoplasmosis, mediante la reatizaci6n de un modele murino, existe al trabajo de

Roberts y col (Roberts y col, 1994) que basicamente asienta la ausencia de
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transmisi6n congenita durante el periodo er6nico de la toxoplasmosis, la protecci6n

inmune prototipica hom610ga de cepa y la factibilidad de la transmisi6n de la

toxoplasmosis aguda durante la gestaci6n. Mas cercanamente, contamos con los

resultados de los experimentos lIevados a cabo por el Sr. Fabian Safern (Trabajo

Final, Faeultad de Veterinaria de Montevideo, 2003) sugieren que en el modelo raton

la transmisi6n de la infeci6n cronies durante la gestaei6n sucede en una escala tan

moderada que no interfiere mayormente en los resultados finales, 10 cual viabiliza el

modelo. Por otra parte, no se eneontr6 aun un metodo efieaz para la dataci6n de la

gestaci6n de la ratons. Similarmente, no se ha podido demostrar si realmente

sucede la infecci6n lactogenica en ratones Balb/c infectados con Toxoplasma. Por

todos estos motivos, fue necesario continuar las investigaciones para consolidar el

modelo murino de la toxoplasmosis. Ello se lIevo a cabo con las experimentaciones

realizadas par la Br. Analia Rodriguez (Trabajo Final, Facultad de Veterinaria de

Montevideo, 2004). Los resultados sugieren que aun no se ha podido hallar un

metodo certero para la dataci6n de la gestacion de la ratona. Par otra parte, se

determino que hubo transmisi6n congenita de la toxoplasmosis hacia los neonatos

durante la etapa aguda de la enfermedad iniciada con dosis precisas de bradizoitos,

hacienda posible el usa de desafios poco exigentes, permitiendo detectar la

protecci6n conferida por antigenos de inmunogenicidad limitada. Cabe resaltar que

fue la primera vez que se realiz6 la transmisi6n congenita de una infecci6n

toxoplasmica originada por una dosis precisa de bradizoitos. Finalmente, se

determino que ratonas inmunizadas previamente (protecci6n pratatipica) antes de la

concepcion y luega desafiadas con quistes de Toxoplasma durante la gestaci6n, no

han transmitido la infeccion a su descendencia, este hallazgo, nos demostr6 que una

ratana Balble fue capaz de desarrollar una respuesta inmune efectiva contra la

infecci6n. Esto tambien viabliza el modelo murino.
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Luego de la ejecuci6n de los trabajos finales mencionados, quedaban aun los

siguientes problemas por resolver para alcanzar la optimiz8ci6n del modelo murine:

1- Hallar un metodo eficaz para el diagn6stico temprano de la gestaci6n en la

ratona.

2- Ampfiar ef espectro de realiz8cion de experimentos de protecci6n ya rogrados

mediantes infecciones desencadenadas par quistes de Toxoplasma.

Para ello era necesario determinar la transmision congenita de una infeccion

inducida por ooquistes de Toxoplasma. En caso de suceso, se podria usar dicho

estadio en futuros desafios homOfogos y heter6togos.

El presente trabajo tuvo como objetivo general continuar optimizando et

modelo murino para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis congenita.

Par otra parte, los objetivos particulares fueron: a. Ensayar al aumento de

peso corporal como metodo para diagnosticsr la gestaci6n tempranamente. Como

aspecto prefiminar para fa puesta a punta de un modeto de toxoptasmosis en ta

ralona, results esencial contar con un metoda para detectar la concepci6n

tempranamente. Esto es debido a que los desafios toxoplasmicos experimentales

deben hacerse dentro de una determinada ·venlana
no en fa gestacion (10 - 12 dias

de gestaci6n), de modo que al parasito tengs tiempo suficiente de multiplicarse en

los 6rganos internos de la ratona gestante, y passr a traves de una parasitemia

hacia fa pfacenta e invadir et feto.

Observaciones previas realizadas en 25 hembras de la raza Balb/c permiten

afirmar que por observaci6n de la dilataci6n abdominal es posible diagnosticar la

gestacion entre tos 8 y 15 dias, mayoritariamente hacia ros 15 dlas. La importancia

de anticipar at diagnostico de gestaci6n, antes de los 15 dias, as facilitar la

transmisiOn de ooquistes de Toxoplasma, que al parecer, requieren mas tiempo que

fa infecci6n con quistes para producir fa parasitemia necesaria para ef pasaje

trasplacentario. Ante la imposibilidad de realizar un diagnostico ecografico, dado que

en tres ratonas fall6 totalmente, la determinaciOn por pesaje corporal represent6 una

alternativ8 que permiti6 adefantarse unos 3 dras af metodo por difatacion abdominaf.
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Asimismo, se prefiri6 descartar inicialmente la determinaci6n de progesterona

mediante radioinmunoensayo, dadas las dificultades practicas de coordinaci6n de un

requerimiento que en el futuro seria de necesidad casi diaria; tambien se descart6

por implicar la extracci6n de sangre, proceso invasivo inconveniente en ratonas

gestantes. Esta posibilidad sin embargo, queda abierta para el futuro. Las tentativas

de los tesistas anteriores, de diagnosticar la gestaci6n por tap6n mucoso y por

colpocitologia, no resultaron auspiciosas, como ya sa expres6. Quad6 entonces por

ensayar el aumento de peso corporal, sin antecedentes en la literatura. La hip6tesis

subyacente fue que el desarrollo fetal puede traducirse en un aumento de peso

detectable en el momento requerido durante la gestaci6n (antes de los 15 dias).

Como objetivos de fondo : b.1- Determinar la transmisi6n congenita durante la

etapa aguda de una infecci6n originada por ooquistes toxoplasmicos de la capa ME-49

en ratones Balb/c. y b.2- Determinar la transmisi6n congenitadurante la etapa aguda

de una infecci6n originada por ooquistes toxoplasmicos de la cepa Prugniaud en

ratonas Balb/c y AJ.

Este ultimo objetivQ completa la factibilidad del modela murino de toxoplasmosis

congenita, y los ensayos de los tesistas que antecedieron, al testar la transmisi6n con

el otro estadio infectante de Toxoplasma en la naturaleza. La hip6tesis para ensayar

la transmisi6n de un infecci6n originada por ooquistes en 2 capas de ratones, es que

se saba de la mayor patogenicidad de este estadio cuando as inoculado par via oral.

Por ello, sa utilizaron tambien ratones de la raza AJ, cuya mayor resistencia a

Toxoplasma es conocida. En ratones Balb/c,se ensayaron 2 cepas. La hip6tesis para

ensayar 2 capas de Toxoplasma, fue que por su distinto grade de tendencia hacia la

cronicidad, podrian transmitirse congenitamente con frecuencias diferentes.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

La indagaci6n de la posibilidad del ratOn como especie para un modele murino

de toxoplasmosis congenita comienza con las investigaciones de Me Leod y col

(1988). Estos autores inmunizan ratones Swiss Webster con fa mutante TS4 de

toxoplasma por las vias subcutinea e intestinal (mediante laparotomfa)r

LamentabJemente utilizan una dosis de desafio desproporcionada en relacion al

peso corporat der raton, fo cuaf as posibfemenle fa causa de fa escasa protecci6n

contra la toxoplasmosis congenita obtenidar

Pocos alios despues, Roberts y Alexander (1992) establecen mediante

experimentos sumarios que no hay transmision congenita de fa toxoprasmosis

durante la ataps cronica en fa ratona Balb/c. Similarmente, los resultados de los

experimentos Uevados a cabo por eJ Br. Fabian Safem (Tesis de grado, Facultad de

Veterinaria de Montevideo, 2003, sin pubficar.) sugieren que en ef madefo raton fa

transmision de fa infeccion cronica durante la gestacion sucede en una escala muy

moderada. Sin embargo, Fux y col (2000) hallan que las ratonas con infeccion

toxopfasmica cronies presentsn infecuncfidad, con acentuada hipertrofia de

endometrio y miometrio, at punta que una escasa proporci6n de las hembras tienen

descendencia. Roberts y Alexander (1992) tambien demuestran la transmisi6n de la

toxoptasmosis durante fa etapa aguda en 5 de 6 ratonas gesfanles. Asimismo,

establecen Is protecci6n contra un desafio homologo en 9 ratonas. En una

publicaci6n posterior, Roberts y col. (1994) ensayan una subunidad antigenica como

inmunogeno en asle madefo.

Seguidamente, sa determina que hay una susceptibilidad aumentada a la

toxoplasmosis en la ratona pretiada y que la respuesta inmunoJ6gica es de tipo 2

dependiente (Thouvenin y cot, 1997).

Sa producen mas recientemente (Elsaid, 2001), estudios mas detallados

acerca de la utilizaci6n de distintos inmunOgenos en eJ modelo referido, sin alcanzar

una tasa absofuta de protecci6n.

En conjunto sa puede decir que hasta la ultima facha referida existen pruebas

(insuficientes) de la transmisi6n de la toxoplasmosis durante Is etapa cr6nies en la

ratons gestante; no hay ninguna evafuacion daf efecto de fa magnitud de fa dosis de
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desafio sobre la tass de transmisi6n congenita de la toxoplasmosis en al modele

murino; y las pruebas de desafio hom61ogo son francamente insuficientes en numero

de animafes ufifizados, no existiendo ningun ensayo de desafios heterofogos. La

metodologia tambien parece susceptible de sar optimizada en 10 que se refiere al

metodo de detecci6n de Is gestaci6n en la ratona.

5. MATERIALES Y METODQS

5.1. MATERIALES

5.1.1. Animales

Sa utilizaron ratones de las capas Balb/c y AJ para al modele de toxoplasmosis

congenita, por ser considerablemente resistentes a la infecci6n toxoplasmica,

particufarmente fa raza AJ (Me Leod y cof, 1988). Procedieron de The Jackson

Laboratory, Bar Harbor, ME, USA.

En la experimentaci6n con ratones Balb/c como con AJ, se enjaularon juntos

hembras y machos en una reracion 4:1 para aparearse. Cuando se detectaba que una

hembra estaba prenada, 8sta era ubicada individualmente en una jaula con un piso de

alambre de 2 mm de diametro con una separaci6n de 6 mm y suspendida a un altura

de 3 em desde ef fonda de fa caja rcajas de parici6n"), para que ros neonatos fueran

8utomaticamente separados de su madre luego del parte, previniendo cualquier

posible transmisi6n lactogenica.

los ratones se afojaron en condiciones de aisfamiento que permitieron

asegurar una minima carga microbiana, a 10 que se agrupo la esterilizacion de

jaulas, tapas de jaulas, bebederos, camas y raci6n as. como la utilizaci6n de agua

comente hervida para fos bebederos. Tambi6n se cont6 con condiciones de

humedad (50-60%) y temperatura (200e) controladas. Fueron alojados en un recinto

separado del bioterio general. Se emple6 cambia de calzada y tunica para el ingreso

af mismo.

Solo S8 utilizaron ratones inicialmente libres de infecci6n toxoplSsmica, 10 que fue
comprobado con la reaedon de aglutinaci6n directs (AD) para toxoplasmosis de
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Desmonts y Remington (Desmonts y Remington, 1980). La misma raacei6n sa utiliz6

para comprobar la infecci6n toxoptasmica (0 su ausencia) en ratones subinoculados

con tejidos de neonatos. La reseda" de AD para toxoplasmosis ha demostrado alta

sansibilidad y especificidad en ratas, ratones y ovinos con infecci6n natural y

experimental a Toxoplasma, en las investigacones dellaboratorio de toxoplasmosis de

fa Facultad de Veterinaria.

En cuanto al cumplimiento con la etica de experimentaci6n animal sa cumpli6 con

los preceptos de la Comisi6n de Vigilancia de Is Etica en Experimentaci6n Animal de Is

Facultad de Veterinaria, con fa Comision Honoraria de Experimentaci6n Animal de fa

UDELAR, con al Decreta de Protecci6n Animal del 29.2.2000 y con Is Ordenanza

sobre Uso de Animales de Experimentaci6n, Docencia e Investigaci6n Universitaria del

21.12.99.

5.1.2. Toxoplasma

Sa utilizaron las capas Prugniaud y ME-49 de Toxoplasma, que son capas

completas (formadoras de quistes y ooquistes). Esta caracteristica se considero

importante para que i"ntelVinieran mas antigenos en fa fnmuniZ8cion. Muchas otras

capas podrian cumpHr este papel, adem. de las cepas mencionadas. La via de

inoculaci6n fue Is oral, que es la via usual en Is infecci6n toxoplasmica natural.

5.2. METODOS

5.2.1. Metoda para logfer la concepcion de las ratonas

Las ratonas fueron alojadas con los machos en proporci6n 4:1, atendiendo a la

existencia de una buena intensidad luminica, regutada a 12 horas de duraci6n

mediante un temporizador.

5.2.2. Metoda para el diagn6stico de gestaci6n

No existe hasta el momento un metodo eficaz para el diagnOstico de la gestaciOn

de Ia rstana al dis +12 ( que as cuando sa hara su infecci6n con Toxoplasma). Por 10
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tanto, el diagn6stico de gestaci6n sa hizo provisionalmente mediante: - el ~&saje

corporal de la hembra. AI mismo tiempo, se determin6 el grade de eficacia de este

metoda.

Pesaje corporal: para pesar a las ratonas, se utilizo una balanza electr6nica

(Precisa, Zurich, Suiza) con precisi6n a la centesima de gramo (redondeando a la

decima de gramo). Para pesarlas, las ratonas fueron alojadas momentaneamente

dentro de una caja de plastico de tamalio apropiada. Los pesajes se realizaron a

partir del dia go de haber side alojadas las hembras can los machos. Se consider6

como indicio de gestacion, tres aumentos de peso sucesivos, no menores de 1.5

gramos en total con respecto al mayor peso que hays tenido cada ralons

diariamente, hasta ese momenta.

5.2.3. Metoda para el calculo de sensibilidad, eSDecificidad y valor predictivo positivo

del metoda de diagn6stico de gestaci6n mediante pessie corporal

Se registran los aumentos de peso corporal de 56 ratonss, los diagn6sticos de

gestaci6n y la ocurrencia 0 ausencia ulterior del parte (Cuadra I). Con estos datos,

se calcul6 Is sensibilidad, la especificidad y el valor predictivo positivo del metodo

(Tarabla, 2000).

Para el c8lculo de los dias de gestacion que tenian las ratonas cuando se hizo cads

diagn6stico de gestaci6n, se rest6 a 21 dias, la cantidad de dias transcurridos entre

parte y desafio.

5.2.4. Metoda para la detecci6n de la infecci6n trasDlacentaria (Bioensayosl

Una vez nacidas las camadas, los neonatos fueron sacrificados por dislocaci6n

cevical y se subinocularon de inmediato en ratones. Se inocularon los neonatos

completes. Se utiliz6 los neonatos de la mitad de las camadas que tuvieron oche 0 mas

neonates, y de toda la camada si tuvieron menos de acho fetes. Sa homogeinizaron en

PBS y 1000 UI de penicilina y 0.1 mg de estreptomicina en un homogeinizador de

laboratoria, de aspas. Se utilizaron 2 a 4 ratones como ~tores de los tejidos. AI
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cabo de 30 dias, sa buscaron anticuerpos antitoxoplSsmicos mediante la reacci6n de

AD en eJ suero de los ratones. Una reacci6n de AD positiva, indica Ia transmisi6n

cong8nita. La negatividad indica fa ausencia de transmisi6n.

5.2.5. Metoda para Is obtenci6n de ooguistes de Toxoplasma

Para Is obtenci6n de ooquistes del par8sito, sa usaron gatitos recientemente

destetados (de aproximadamente 45 dias de edad), de Is raza europea, negativos a la

AD para toxoptssmosis a fa difucion de 1:64. Procedieron dar criadero der laboratorio

de Toxoplasmosis de la Facultad de Veterinaria. Sa les suministr6 el cerebra da un

rat6n con infecci6n toxoplasmica cronies. Se coIectaron las heces de los dias 4 a 7

posinfeccion, fas que se concentrO por et metodo de Sheather modificado a densidad

1.15, y sa incubaron con agitaci6n en 2°~ de Beida sulfUrico durante 96 hs a 20°C,

hasta completar Is esporulaciOn. Previa neutraUzaci6n yenumeraci6n, los ooquistes

fueron inocufados per boca en ratones.

5.2.6. Medidas para la protecci6n biol6gica de las personas involucradas en et

proyecto de trabaio

Sa aplicaron las normas de Bioseguriclad del Laboratorio de toxoplasmosis,

aprobadas por Is Facultad de Veterinaria de Montevideo en abril del 2003 por el

Consejo.

5.3. EXPERIMENTOS

5.3.1. Experimento N°1: Determinacion de 18 eficacia de diagn6stico de la

conceoci6n oor aumento del PeSO corporal

Sa utiliz6 et metoda de pesaje corporal para la dataci6n de la concepcion, no

descrito en Is literatura, ya que los metodos de detecci6n utilizados por los tesistas

anteriores no resuftaron auspiciosos. Este m6todo no invasivo, se baso en fa

hip6tesis de que al desarrollo fetal puede traducirse en un aumento de peso
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detectable en at momento requerido durante 18 gestaci6n (antes de los 15 dias). Esto

nos permiti6 poder hacer el desafio toxoplasmico de modo que et parasito tuvo

tiempo suficiente para multipficarse en ros 6rganos de fa ralons gestante y a trav~s

de la sangre Hegar a la placenta e invadir af feto~

EI experimento consisti6 en colocar en jaulas ratones Balblc ByJ, hembras y

machos en una relacion de 4:1 para aparearse. las ratonas sa pesaron diariamente

a partir del dis go de haber sido alojadas con los machos. Sa considar6 como indicia

de gestaci6n, tres aumentos de peso sucesivos, no menores de 1.5 gramos en total

con respecto af mayor peso que hubiera tenido cad"a ratona diariamente, haste ese

momento.

Cuando una hembra era detectada como prenada. sa alojaba en una jaula de

parici6n. Se registraron fos pesos iniciafes y finates, S8 catcul6 ef 8umento de peso

asi como los dias de gestacion que tenia cada ratona cuando sa hizo el diagn6stico

de gestaci6n. Finalmente, sa registr6 la ocurrencia del parto 0 su ausencia, y la

fecha en que este sucedi6 (Cuadro f).

5.3.2. Experimento N° 2: Transmision congenita durante Is etapa aguda de una

infecci6n originada par ooguistes toxoplasmicos de la cepa ME-49, en ratones Balb/c

, '~;-"~:.:.,.
. .. '" ." (,?\ ' .

,", '.

"'" ~~'. '", ""..~.

",. \

.{

En este experimento sa busc6 ensayar Is transmisi6n congenita de la

toxoplasmosis durante Is etapa aguda de una infecci6n originada por ooquistes de

una cepa diferente a fas que se ha utifizado en experimentos anteriores. La ceps a fa

que hacemos referencia as la ME-49 de Toxoplasma. Para realizar este

experimento, 8 ratonas Balb/c de 20 9 de peso fueron alojadas con machos de la

misma raza en proporci6n de 4:1. A ros 12 dias de geslacion, recibieron 1tr a 1~'

ooquistes de la capa ME-49 de Toxoplasma por boca.. Luego, las hembras fueron

colocadas individualmente en cajas de parici6n. Los neonatos fueron bioensayados

inmediatamente fuego de au nacimiento.

\ ...~ '1 ', ~.- ....
", -... c .. 1 '';
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5.3.3. Experimento N°3: Transmision congenita durante la etapa aguda de una

infecci6n originada par ooguistes toxoplasmicos de la ceDa Prugniaud en ratonas

BarbIe

En al presente experimente, sa realizO la transmisi6n de Toxoplasma durante

el periodo agudo de la infecci6n en ratonas Balb/c gestantes, originada par

inocufaci'ones con dosis de ooqui"stes de fa cepa Prugniaud. Se afoj"aron ratonas

Balb/c con un macho (4:1). A los 12 dias de gestacion, fueron inoculadas par boca

con 102 0 103 ooquistes de la ceps Prugniaud. Luego, las ratonas fueron alojadas

individuafmente en cajas de parici6n. los neonatos fueron bioensayados

inmediatamente luego del nacimiento.

5.3.4. Experimento N° 4: Transmisi6n canaanite durante la ataps aguda de una

infecci6n originada por ooguistes toxoplasmicos de la caps Prugniaud en ratonas AJ

En al presente experimento, sa realiz6 la transmisi6n de Toxoplasma durante

el periodo agudo de la infecci6n Toxoplasmica en ratonas AJ gestantes, segun el

mismo diseiio der Experfmento NO 3. Se utiliz6 esta raza de rat6n ya que sa piensa

que esta tiene una mayor resistencia a la enfermedad. Sa ensayaron dosis

crecientes de ooquistes de la ceps Prugniaud.

6. RESULTADOS

6.1. EXPERIMENTO N°1

Se pesaron repetidamente 56 ratonas. Un 96.4% de elias experimentaron un

8umento de peso superior a 1.5grs, con un promedio de 4.6grs, con extremos de 0.2

a 9.6grs, y fueron diagnosticadas como gestantes.

Un 71.4% de estas ultimas, tuvieron el parto. Qtro 10.70/0 de ratonas nunca

concibieron, ni fueron diagnosticadas como gestantes (Cuadro I). Con estas datos, la

sensibiridad der metoda fue de 100%, SU especificidad 370"10, y su vafor predictivo

positivo de 80% (Cuadra 1). El diagn6stico de gestaci6n se hizo entre los dias 6 y

20, con un promedio de 12.5 dies de gestaci6n.
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Cuadro 1

Estimaci6n de la sensibilidad, 18 especificidad y el valor predictivo positivo del

metodo de diagn6stico de gestaci6n por pesaje. corporal, segun Tarabla(2000)

Parta No parte

Positivo a la

prueba 40 10

diagn6stica

Negativo a fa

prueba 0 6

diagnostica

Parto =(40+0) =40.

No parto =(10+6) = 16.

Positivo a fa prueba diagn6stica =(40+10) =50.

Negativo a fa prueba diagnostica =(6+0) = 6.

Sensibilidad =40:40 =1 =100% de sensjbilidad.

Especificidad =6:16 =0.37 = 370/0 de especificidad.

Valor Predictivo Positivo =40:50 =0.8 =80% valor predictivo positivo.
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6.2. EXPERIMENTO N° 2

Se desafiaron 8 ratonas Balb/c, 6 de elias con dosis de 102 Y las 2 restantes con

dosis de 103 ooquistes de la capa ME-49. Ninguna de las ratonas transmiti6 la

infecci6n a su descendencia (Cuadro 2).

cuadro 2

Experimento No.2: Transmisi6n congenita durante la etapa aguda de una

infecci6n orlginada por ooquistes toxoplasmicos de 18 cepa ME-49 en ratones

Balbfc

Identificaci6n Dias Dosia de Neonatos ("J

de 18 ratona concen·1 ooquistes 0 Resultado
desaf 1) de (2)

bradizoftos
Vivos Mortinatos

C-s1m 15 10z OOQ. 3 3 AD{O] (-)
B-CADO 19 102 OOQ. 1 0 AD (-)
B-s/m 15 10z ooq. 1 2 AD ~-)

C-CA 15 102
OOQ. 1 7 AD~ -)

C-DOCO 13 10z OOQ. 3 6 AD~ -)
B-CO 14 102 ooq. 0 5 AD~ -)
A-CA 15 103 00q. 0 6 AD (-)
B-CA 15 103 OOQ. 1 0 AD (-)

(1) Dias transcunidos desde la concepciOn al desafio.

(2) Resultado de la transmisi6n congenita.

(3) N0 de cachorros paridos vivos ("vivos") y mortinatos.

(4) No registrado.

(5) AD =Reacci6n de Aglutinaci6n Directs para toxoplasmosis. La positividad de esta

reacci6n indica infecci6n fetal.
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6.3. EXPERIMENTO N° 3

Se apreciO transmisi6n en 3 de 7 ratonas desafiadas con 102 ooquistes, y en 2

de 7 ratonas desafiadas con 103 ooquistes (Cuadra 3).

6.4. EXPERIMENTO N°4

De los resultados obtenidos de los ensayos con ratonas AJ, surgi6 que, 2 de 4

ratonas que recibieron 103 ooquistes, 2 de 3 ratonas que recibieron 104 ooquistes, y

2 de 2 ratonas que recibieron 105
- ooquistes, transmitieron fa infecci6n a sus

camadas. Otras 5 ratonas que recibieron 103 ooquistes, y 2 ratonas mas que

recibieron 104 ooquistes, murieron de toxoplasmosis antes del parte (datos no

mostrados).
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Cuadro 3

Experimentos N°.3 Y4 : Transmisi6n cong6nita durante 18 etapa aguda de una

infecci6n originada por ooquistes toxopl6smicos de 18 cepa Prugniaud en

ratonas BarbIe y AJ

Ratonas Dosis de Neonatos Resultado

OOQuistes ~ muertos (1)

AJl 103 3 1 -
A.l2 103 2 0 -
AJ3 103 0 1 +

AJ4 103 0 4 +

AJ5 lW 0 1 -
AJ6 104 3 0 +

AJ7 104 0 2 +

AJ8 lOS 4 0 +

AJ9 lOS 2 0 +

BALB/C 1~ 3/7 (2)

BALB/C 101 2/7

(1) Resultados de agtutinaci6n directa de ratones utilizados para at bioensayo de

neonatos.

(2) Numerador:nG- de ratonas que transmitieron fa infeccion congenitamente a su

descendencia; denominador: n° total de ratonas inoculadas.
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7. DISCUSION

EI metodo de pesaje corporal fue el de eleccion para la detecci6n de la

concepci6n, par comparaci6n al hisopado vaginal 0 al de la observaci6n del tap6n

mucoso (tesis anteriores de Rodriguez y Safern, respectivamente). Este metoda no

solo permiti6 la mayor cantidad de detecciones de gestaciones tempranas, sino que

ademas fue mucho mas eficiente que los metodos de colpocitologia 0 detecci6n del

tapon vaginal utilizados por tesistas anteriores (Safern y Rodriguez). Hemos

descubierto que este metodo, del cual no hay antecedentes bibliograficos, tiene

muchas ventajas can respecto a otros utilizados anteriormente. Es un metodo no

complicado, facil de realizar y fundamentalmente as un metodo no invasivo, una

caracteristica importante cuando se manejan capas endogamicas de ratones con

una futura gestacion, en especial la raza Balb/e la cual es muy susceptible. Es

tambien economico, si 10 comparamos con por ejemplo con tecnicas que utilizan

radioisotopos, las cuales son caras, requieren equipos especiales y son invasivas,

ya que se requiere sangrar a la ratona. Par ultimo hemas calculado que este metoda

tiene una sensibilidad de un 100%, una especificidad del 37% y un valor predictivo

positivo de un 80%. A pesar de tener una excelente sensibilidad tiene una muy baja

especificidad, 0 sea, de un numero de 16 ratonas que no parieron, solo identificamos

6 ratonas como no prenadas, las 10 restantes habian sido mal diagnosticadas como

prenadas.

Por otra parte, al tener un alto valor predidivo positivo, nos indica que existe una

elevada probabilidad que un animal positivo al diagnostico, este realmente prenado.

Con este metodo sa ha resuetto el gran problema que se ha enfrentado para Iograr

infectar la hembra a tiempo. para que el parasito tenga tiempo suficiente para

multiplicarse e infectar a los fetos y asi Iograr Ia bansrnisi6n de Ia toxoplasmosis.

Con respecto a Ia transmisiOn cong8nita durante Ia etapa aguda de una

infecciOn originada por ooqI.... tDxop'f "os de Ia cepa PruFiaud,
pudimos obseNar que dicha transmisiOn ocurriO en proporci6n apreciable con tan

solo una dosis de 1~ ooquistes. Es importante eI conocimiento de una dosis

moderada de desafio, que permita detectar inmun6genos de inmunogenicidad

limitada, que podrian pasar inadvertidos si se usaran· desafios mas severos.. Por otra

parte se lagro determinar que Ia frecuencia de Ia infecci6n congenita no parece ser
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dependiente de la dosis de ooquistes, en eI rango de 102 a 103 ooquistes de la cepe

Prugniaud par ratona. Par otro lado, los experimentos de transmisi6n de una

infecci6n toxoplasmica iniciada par ooquistes en ratonas AJ, marece una

amplificaci6n experimental, ya que Ie experimentaci6n heche can 88ta raza, nos ha

mostrado que fue posible transmitir la toxoplasmosis a su descendencia, a pesar de

que se han producido stgunas muertes. En estos experimentos, con ef estadio

ooquistico mas patogenico, sa vuelve evidente Is susceptibilidad aumentada de las

ratonas preJiadas a la toxoplasmosis. Cabe resaltar, que esta fue Is primers vez que

se reafiz6 fa transmisi6n de fa enfermedad mediante fa utitizacion de ooquistes.

Con respecto a la transmisi6n congenita durante 18 etapa aguda de una

infecci6n originada por ooquistes toxoplasmicos de la cepa ME-49, los

resuftados parecen indicar que no es posibfe fa transmi"si6n de fa infecciOn, si

utilizamos dosis desafiantes de 102 Y 103 ooquistes. Independientemente de la dosis

de la capa utilizada para infectar a la ratona preiiada, sa ha producido un elevado

porcentaje de mortinatos con respecto a los nacidos vivos. Este efecto ya fue

descripto por Roberts y col (Roberts Y col, 1994). Sa sabe que los antigenos de

Toxoplasma gondii son potentes estimulantes de la producci6n del factor de

necrosis tumoraf, una citoquina que puede inducir aborto.

8. CONCLUSIONES

En conclusion, en at presente trabajo, hemos determinado en al modele

murino, que el metoda de pesaje corporal ha detectado con eficiencia a las ratonas

gestantes antes def dia 15 de gestaci6n (12.5 dias de gestaci6n promedio) yademas

resulta econ6mico y sin complicaciones para realizarlo. Aclemas, sa demostr6 que as

posible la transmisi6n congEtnita de la toxoplasmosis con ooquistes de Toxoplasma

de fa cepa Prugniaud en ratones de tas razas Bafbfc y AJ. Es necesario continuar las

investigaciones con el objetivo primordial de consolidar al modele murine de

inmunidad contra la toxoplasmosis, por ejemplo, investigando si alguno de los 3

estadios principares der parasito as mas conveniente para conferir inmunidad

protectors.
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Cuadro I

Resultados de pesajes corporales de 56 ratonas en c6pula

PESO MAYOR OIGUAL A 1.5 GRS I
PESO INICIAL (DIA DESAFlO) RESULTADOS

DlAGN6snco
PESO PESO DIFERENOA DE FECHA DIAS

RATONA FECHA (GRS) FECHA (GRS) PESO(GRS) GESTACI6N PARTO GESTAOON

1 04-AQo 17.3 22-Aao 21.6 4.3 + 29-Ago 14
2 04-AQo 22.3 12-AQo 25.3 3 + 23-AQo 10

3 04-AQo 22.6 26-Ago 25.7 3.1 + 06..sep 10

4 lo-May 21.8 06-Jun 23.5 1.7 + 2a-Jun 7

5 15..Jun 23 27-Jun 25.5 2.7 + l1-Jul 7

6 08-Abr 17.7 17-May 23.3 5.6 + 26-May 12

7 OS-Abr 17.4 23-Mav 23.2 5.8 + 3Q-May 14

8 08-Abr 20 25-May 23.3 5.9 + (*)

9 08-Abr 20.7 25-Abr 26 5.3 + 03-Mav 13
10 08-Abr 19.5 2o-Abr 27 7.5 + 22-Abr 19

11 OS-Abr 20 17-Mav 25.2 5.2 + (*)

12 27~ay 22.2 27..)un 23.6 1.4 + 11-lul 7

13 08..Abr 17.7 23-May 24.3 6.6 + 01-Jun 12
14 08-Abr 19.2 29-Abr 26.2 7 + 04-Mav 16

15 08-Abr 19.5 29-Abr 23.6 4.1 + OS-MaY 15
16 Of3.Abr 16.6 11+1ay 25.8 9.2 + 19-May 13
17 08..Abr 13.6 30-May 20.1 6.5 + (*)

18 08-Abr 18.1 23-May 23.2 5.1 + (*)

19 08-Abr 19.1 29-Abr 28.7 9.6 + 04-May 16

20 08-Abr 19.7 30-May 23.4 3.7 + 13-Jun 7

21 08-Abr 17.6 IS-May 22.2 4.6 + 26-Jun 13
22 20..Abr 21.9 17-May 26.1 4.2 + 23-May 15

23 20-Abr 18.2 23-May 22.9 4.7 + 07·Jun 6
24 20-Abr 21.2 is-May 24.1 2.9 + (*)

25 20-Abr 23.5 ll-Mav 25.1 1.6 + 23-Mav 9
26 20-Abr 21.1 l1-Mav 23.1 2 + 23-Mav 9
27 20-Abr 20.4 26-Abr 24.1 3.7 + 04-Mav 13

28 2O-Abr 21.5 03-May 21.7 0.2 + 13-May 11

29 20-Abr 19.8 20-MaY 24.2 4.4 + 27-Mav 14
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30 20-Abr 18.6 03-Mav 22.3 3.7 + (*)

31 20-Abr 20.3 03-MaY 23.5 3.2 + 12-May 12
32 20-Abr 20.7 18-Mav 23.7 3 + (*)

33 20-Abr 18.1 03-May 21.7 3.6 + 13-Mav 11

34 20-Abr 19.8 17-Mav 26 6.2 + 23-May 15

35 20-Abr 19.9 15-Joo 24 4.1 + 27-Joo 9

36 2Q-Abr 18.5 20-Jun 22.7 4.2 + (*)

37 lS-Mar 22~4 28-Mar 31 8~6 + 07-Abr 11

38 1S-Mar 21.9 28-Mar 28 6.1 + 30-Mar 19
39 15-Mar 22..3 25-Abr 30 7.7 + 27-Abr 19

40 lS·Mar 25.1 29-Mar 27.1 2..6 + 30-Mar 20
41 lS-Mar 25 21-Mar 29.4 4.4 + 3O-Mar 12

42 15-Mar 21.9 21-Mar 25 3.1 + 31-Mar 11

43 is-Mar 24.6 21-Mar 26.9 2.3 + 13-Abr 11

44 1S-Mar 233 O+Abr 30-.4. 7-.1 + 13-Abr. 12
45 is-Mar 23.7 26-Abr 27.7 4 + (*)

46 1S-Mar 2U. 29-Mar 2.4.5 33 + Q7-Abr 12.
47 is-Mar 17.4 29-Mar 25.7 8.3 + 01-Abr 18

4.8 15-Mar 23J O+Abr 28.4 4....7 ..... (*}

49 15-Mar 22.7 l1-Abr 30 7.3 + 18-Abr 14

sa 15-Mar 23S Q4-Abr 285 5 + 13-Abr 12

51 08-Abr 15.3 OS-Jut 20 4.7 (#)

52 08.-Abr 19..2 05-1ul 22 2.8. (#}

53 08-Abr 16 OS-lui 22 6 (#)

54 08.-Abr 20..1 05-1ul 225 2..4 (#}

55 08-Abr 18.2 OS-Jut 22.4 4.2 (#)

56 2o.-Abr 1&4 05-Jul 21 2.6 (#}

(*) Ratonas diagnosticadas prenadas, que no panaron.
(#) Ratonas que no concibieron, ni fueron diagnosticadas como prenadas.

Promedio de los dias de gestaci6n al momento de hacer al diagn6stico del mismo:
12.5 dfas.
Extremos de los dras de gestaci6n al momenta de hacer el diagn6stico del mismo: 6
a 20 dias.

Promedio de la diferencia de peso (al peso at momenta de desafio sa Ie rests al
peso inicial de la ratona) de las ratonas: 4.6 gramos.
Extremos de la diferencia de peso: 0.2 a 9.6 gramos.
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