
:Modero :Murino de Inmunidadcontra fa

q'o~opfasmosis Conaénita.

I- (])atación de fa Concepción por q'apón :Mucoso,
Producción de ~istes, Transmisión Lactogénica y

q'ransmisión Crónica.

CEstuarante: (}3r. Pa6ián Safem.

'Tutor: rp,oj. )IOdo. (])r.jI{varo Preyre, (j). cr.

Año: 2003.

009TG
Modelo murino d

11111111111111111111111111111111111111111111111111 11111
FV/26147



Trabljo Final.

Datos del estudiante responsable.

Nombres y Apellidos: Fabián Federico safem Langer.

Cédula de identidad: 3.044618-3.

Teléfono y fax: 7109118.

E-mail: ffsl@adinet.com.uy

Datos del Tutor.

Nombres y Apellidos: Alvaro Freyre Me Call.
~Teléfono y fax: 6221696.. fax: 6280130-.----...-.---.....-.------.--.------.---..-.-

Datos del trabajo final.

Título: Modelo murino de inmunidad contra la toxoplasmosis congénita.
Datación de la concepción por tapón mucoso, producción de quistes,
transmisión laetogénica y transmisión crónica.

Duración (meses): 12

Disciplina: Veterinaria.

Subdisciplina: Parasitología.

TESIS: MODELO MURIND DE INMUNIDAD CONTRA LA TOXOPLASMOSIS CONGÉNITA



Indice

Resumen.

1. Introducción.

2. Materiales V métodos.

2.1. Materiales.
2.1.1. Animales.

2.2. Método para la detección de la infección trasplacentaria (Bioensayos).

2.3. Método para la obtención de quistes toxoplásmicos, su numeración e
infección de nuevos ratones.

2.4. Medidas para la protección biológica de las personas involucradas en el
proyecto.

2.5. Experimentos.

2.5.1. Experimento N°1: Datación de la concepción. Determinación
de la eficacia del método de detección del tapón mucoso.

2.5.2. Experimento ND2: Optimización de la obtención de quistes
toxoplásmicos.

2.5.3. Experimento N°3: Interferencia de la infección lactogénica.

2.5.4. Experimento N°4: Transmisión congénita durante la etapa crónica
de la toxoplasmosis.

1

2

3

3
3

5

s

5

6

6

6

7

7

3. Resultados. 7

3.1. Experimento N°!. 7
3.2. Experimento N°2. 8
3.3. Experimento N°3. 8
3.4. Experimento N°4. 8

4. Discusión. 12

5. Conclusiones. 13

Referencias. 14

TESIS: MOl)ELC) MlJRlNü DE INM"LrNTDAl) C()NTRA LA T()XOPIASM()SlS Ct)N(J}~.NITA



Resumen.

Para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis congénita, es necesario contar

con modelos animales. En el presente trabajo, se efectuaron diversos experimentos para

refinar un modelo murino.

El primer experimento que se realizó, consistió en hallar un método que permitiera la

datación de la gestación de las ratonas. El método analizado consistió en la visualización

del tapón mucoso (vaginal). No resultó útil para la datación de la gestación, al contrario

de lo afirmado por otros autores. Subsiste la necesidad de encontrar un método eficaz

para la datación de la gestación.

, Respecto a la producción de quistes cerebrales en ratones DM2 y e57 con infección

toxopJasmica crónica, necesarios para realizar las infecciones experimentales, surgió que

las combinaciones más favorables cuando se necesitan dadores con gran cantidad de

quistes son de 4 quistes en DM2 o 35 quistes en e57. En cambio, cuando se necesita

disponibilidad de ratones para inoculacón en sucesivos días, conviene más utilizar ratones

de la raza e57 inoculados con dosis más bajas de quistes toxoplasmicos.

Un diseño experimental de la toxoplasmosis congénita en ratones Balb/c, comprendiendo

el uso de madres adoptivas, como fue efectuado por otros investigadores, resultó

impracticable en nuestras manos. Esto se debió a que 9 de 13 madres canibaJizaron a los

neonatos que les fueron ofrecidos para anodrizar. Por lo tanto, no se pudo así concluir si

la transmisión lactogénica puede interferir con la interpretación de los resultados de la

transmisión congénita.

La tasa de transmisión de Toxoplasma de una madre con una infección crónica de

Toxop/asma a sus fetos, es muy baja. Esto confirma los resultados de otros

investigadores, y viabiliza el modelo murino de toxoplasmosis.
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1. Introducción.

La rata ha sido la especie de elección para el modelo de la toxoplasmosis congénita, a

consecuencia de la similitud de su resistencia a la toxoplasmosis, con la de los humanos.

(Dubey y Shen, 1991; Zenner et al, 1993, 1999; Freyre et al, 2001, 2003).

Es importante además, contar con más de un modelo para testar inmunógenos, ya que

ha sido encontrado repetidamente que diferentes especies animales tienen respuestas

inmunes divergentes al mismo inmunógeno (Gupta y Siber, 1995). En este sentido, para

este propósito se testaron otras especies, particularmente los ratones Balb/c (Roberts y

Alexander, 1992; Roberts et al, 1994; Thouvenin et al, 1997; Elsaid et al, 2001).

Sin embargo, el modelo murino se halla todavía lejos de su consolidación. Así, es todavía

necesario un método con alta eficacia para la datación de la concepción. Este es un punto

importante en la metodología, ya que la transmisión de una infección toxoplásmica es más

frecuente cuando la inoculación con bradizoítos es llevada a cabo dentro de los días 10-15

de gestación (Roberts y Alexander, 1992; Roberts et al, 1994; Elsaid et al, 2001). También

es necesario investigar la transmisión lactogénica de Toxop/asma durante la etapa aguda

de la infección. Esta clase de transmisión podría entorpecer la interpretación de los

resultados de transmisión congénita de futuros experimentos. Asimismo, conviene ampliar

los antecedentes experimentales existentes, en el sentido de determinar si existe

transmisión congénita de Toxop/asma durante la etapa crónica de la infección. Esta

circunstancia podría ser inconveniente cuando se usan inmunizaciones prototípicas con

Toxoplasma antes de la gestación, transcurriendo el estado crónico durante la preñez. El

eventual pasaje congénito de toxoplasmas utilizados para inmunizar, en vez de los zoítos

usados para desafiar, claramente oscurecería la interpretación de los resultados. También

se hace necesario optimizar las cantidades de quistes toxoplásmicos que se obtienen por

cada ratón al que se le ha inducido una infección toxoplásmica crónica. Estos quistes son

necesarios para la inmunización vIo el desafío de animales en el modelo de toxoplasmosis

congénita en el ratón.

TESIS: MODELO MURINO DE INMUNIDAD CONTRA LA TOXOPLASMOSIS CONGÉNITA
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De acuerdo a lo expresado, el objetivo general del presente trabajo fué optimizar el

modelo ratón para el estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis congénita.

Los objetivos particulares fueron: 1. Determinar la eficacia del método del tapón

mucoso, para la datación de la concepción en la ratona. 2. Optimizar la obtención de

dadores crónicos de quistes de Toxoplasma. 3. Indagar la transmisión lactogénica de

Toxop/asma durante la etapa aguda de la infección. 4. Investigar la transmisión congénita

durante la etapa crónica de la infección.

2. Materiales y métodos.

2.1. Materiales.

2.1.1. Animales.

Se utilizaron ratones Balb/c By] (y ocasionalmente la raza AJ) de 18 gramos para los

experimentos de transmisión de la toxoplasmosis; ratones Balb/c DM2 y e57 J/BL6 de 18

gramos para los experimentos de producción de quistes toxoplásmicos y ratones CF-l de

20 gramos para los bioensayos respectivamente. Se importaron del Laboratorio Jackson,

Main Harbor, Michigan. Los ratones Balb/c ByJ fueron elegidos a causa de resultados

favorables en experimentos previos de toxoplasmosis congénita con ellos (Roberts y

Alexander, 1992; Roberts et al 1994; Thouvenin et al, 1997; Fux et al, 2000; Elsaid et al,

2001). Los ratones AJ fueron seleccionados por su resistencia a la toxoplasmosis. Los

ratones Balb/c DM2 y e57 J/BL6 fueron elegidos por su mayor susceptibilidad a la

toxoplasmosis.

Se enjaularon juntos, ratones Balb/c ByJ, hembras y machos (4:1), para aparearse.

Cuando se detectaba que una hembra estaba preñada, era enjaulada individualmente en

una caja con un piso hecho de alambres de 2 mm de diámetro con una separación de 6

mm, y suspendida a una altura de 3 cm desde el fondo de la caja, para que los recién

nacidos fueran automáticamente separados de su madre al momento del parto,

TESIS: MODELO MURINO DE INMUNIDAD CONTRA LA TOXOPLASMOSIS CONGÉNITA
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previniendo así cualquier transmisión lactogénica de la toxoplasmosis. Estas cajas fueron

denominadas "cajas de parición".

Los ratones se alojaron en condiciones de aislamiento que permitieron asegurar una

mínima carga microbiana, mediante la esterilización de jaulas, tapas de jaulas, bebederos,

camas y ración. Se utilizó agua corriente hervida para los bebederos. También contaron

con condiciones de humedad (50% ) Y temperatura (200 e) controladas. Fueron alojados

en un recinto separado del bioterio general. Se empleó cambio de calzado y túnica para el

ingreso al mismo.

Los ratones recibieron un suplemento polivitamínico (Dayamineral, Laboratorios ABBOT),

0.5 mi de la presentación jarabe, por litro de agua corriente hervida. En instancias

posteriores, este suplemento se integró por aspersión a la ración.

Los ratones estaban libres de infección toxoplásmica, lo que fué comprobado con la

reacción de aglutinación directa (AD) para toxoplasmosis de Desmonts y Remington

(1980).

En cuanto al cumplimiento con la ética de experimentación animal se cumplió con los

preceptos de la Comisión de Vigilancia de la Etica en Experimentación Animal de la Facultad

de Veterinaria, con la Comisión Honoraria de Experimentación Animal de la UDELAR, con la

Ordenanza sobre Uso de Animales de Experimentación, Docencia e Investigación

Universitaria del 21.12.99.

Toxoplasma.

Se utilizó la cepa Prugniaud de Toxoplasma en los experimentos para inmunización y para

desafío. Elegimos esta cepa porque otros autores (Zenner et al, 1993, 1999; Freyre et al,

2001, 2003) ya la habían usado en experimentos de transmisión congénita en la rata;

además, esta cepa se mostró adecuada en experimentos previos no publicados del .--.
.....fj ......~\'~ ' ....

Laboratorio de Toxoplasmosis, en ratones Balb/c. ~;, "=:~~l'\~,

¡ r'/ ,.{,' /' .>(\ .....
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2.2 Método para la detección de la infección trasplacentaria (Bioensayos).

Una vez nacidas las camadas, los recién nacidos fueron sacrificados por dislocación

cervical. Se utilizó los fetos de la mitad de las camadas que tuvieron ocho o más fetos, y

de toda la camada si tuvieron menos de ocho fetos. Se homogeinizaron en PBS y 1000 UI

de penicilina y 0,1 mg de estreptomicina por mi en un homogeinizador de laboratorio, de

aspas. Los homogeneizados se inocularon i.p. en 2 a 4 ratones por camada. Al cabo de 30

días, se buscaron anticuerpos antitoxoplásmicos mediante. la reacción de aglutinación

directa CAD) en el suero de los ratones. Se consideró que los fetos estuvieron protegidos,

cuando las subinoculaciones de tejidos de recién nacidos resultaron negativas para

Toxop/asma.

2.3 Método para la obtención de Quistes toxoplásmicos, su numeración e infección

de nuevos ratones.

El método para obtener los quistes cerebrales fue el descrito por Freyre et al (2001). Se

procedió a la apertura de la bóveda craneana de un ratón al que se le indujo previamente

una infección toxoplásmica crónica, y se extrajo una pequeña muestra (1/20) de su

cerebro. Dicha muestra se colocó sobre una lámina portaobjetos y se cubrió con un

cubreobjetos, realizando así un aplastado. Se observó al microscopio a 200 x la presencia

o ausencia de Quistes toxoplásmicos. Sí se encontraban suficientes quistes (=5 o más) se

procedía a homogeinizar ese cerebro en jeringa con 1 ce de solución de PBS. A partir de

ese homogeinizado se tomó una alícuota con pipeta automática de 25 microlitros, y se

procedió a contar al microscopio la cantidad de quistes contenidos en ese volumen.

2.4 Medidas para la protección biológica de las personas involucradas en el

proyecto.

Se aplicaron escrupulosamente las directivas de la Organización Mundial de la Salud para

la salvaguardia de las personas involucradas en el presente proyecto de trabajo, contra el

TESIS: MODELO MURINO DE INMUNIDAD CONTRA LA TOXOPLASMOSIS CONGÉNITA
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riesgo de infección toxoplásmica (Organización Mundial de la Salud. Informe de un comité

de expertos de la OM5. Serie de Informes Técnicos 1994), así como las Normas de

Bioseguridad del Laboratorio de Toxoplasmosis (Opto. Parasitología, faca de Veterinaria de

Montevideo).

2.5. Experimentos.

2.5.1. Experimento N°!: Datación de la concepción.

Determinación de la eficacia del método de detección del tapón mucoso.

Se utilizó el método de la detección del tapón mucoso o tapón vaginal para la datación de

la gestación. Este método se basó en la afirmación que el tapón vaginal es un indicador de

apareamiento (Foster et al, 1983). Se alojaron ratonas y machos juntos en relación 4:1.

Se inspeccionó la presencia del tapón vaginal cada 12 horas. Luego que se confirmó la

monta por el método precedente, se alojó las hembras individualmente en cajas

separadas, y se registró el parto.

2.5.2. Experimento N°2: Optimización de la obtención de quistes toxoplásmicos.

La estrategia de este experimento consistió en determinar la mayor dosis de quistes de

Toxoplasma que, suministrada por vía intraperitoneal a los ratones, originara la mayor

cantidad de quistes cerebrales. También era necesaria la sobrevivencia de la mayor

cantidad de ratones durante los 30 días subsecuentes, plazo razonable para que exista

disponibilidad de ratones dadores de quistes. Se comenzó por dosis de 4 quistes por ratón

por vía intraperitoneal, y se fue aumentando en sucesivos experimentos. Se midió y

comparó estos resultados en ratones Balb/c DM2 y e57 J/BL6.

• • 0- •••~_.• ••• ._•• •••••• • •__._ •••_._. ~ __ • ___..._ •.••••• __. ••. "__ ~_
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2.5.3. Experimento N°3: Interferencia de la infección lactogénica.

Se alojaron ratonas Balb/c con un macho (4:1). A los 12 días de gestación, fueron

inoculadas por boca con 103 o 104 bradizoítos de la cepa Prugniaud de Toxop/asma, y

alojadas individualmente en cajas de parición. Los recién nacidos se bioensayaron y

reemplazaron por recién nacidos de una madre no inoculada. Los recién nacidos

anodrizados se bioensayaron 3 días después. Este será el lapso que podrían quedar

lactando los recién nacidos antes de ser subinoculados, si la infección lactogénica no

interfiriera. Esta dilación permitiría mayor comodidad de trabajo durante la semana. En

especial, permitiría sortear la inoculación de recién nacidos en fines de semana.

2.5.4. Experimento N°4: Transmisión congénita durante la etapa crónica de la

toxoplasmosis.

Las hembras Balb/c fueron inoculadas por boca con 104 bradizoítos de la cepa Prugniaud

de Toxoplasma. Cuarenta y cinco días después, fueron alojadas con un macho (4:1).

Cuando estaban preñadas, eran alojadas individualmente en cajas de parición. Los recién

nacidos se bioensayaban en ratones, inmediatamente luego del nacimiento.

3. Resultados.

3.1. Experimento N°1.

Treinta ratonas Balb/c se examinaron por el metodo del tapón mucoso. El mismo permitió

la detección de la gestación en el 30% de ellas. En las hembras restantes, la presencia de

un tapón mucoso no fue seguida de gestación. El veinte por ciento de los tapones

mucosos se observaron solamente en una de las dos inspecciones diarias. Cuatro de cinco

ratonas AJ presentaron tapones mucosos, y resultaron subsecuentemente preñadas.

:.=- ':"=__::-:"-:-.~:~.:"._.:.'_.:.:::.:=..:.=..=:=.-=.::::::=.=:- ~ . a_ ••. ~ .~__--_- ---••___=__=====_==.:..:.-.=.:=:.:..:..=.:..:..:..=_"':".:..::._- ..
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3.2. Experimento N°2.

Los resultados del experimento: "Optimización de la obtención de quistes toxoplásmicos",

están resumidos en la tabla 1. Se obtuvo una buena producción de quistes cerebrales (100

a 300 quistes por ratón) en todas las ocasiones, y muy buena producción de quistes (más

de 300 quistes por ratón) en 2 de las combinaciones de razas y dosis efectuadas.

3.3. Experimento N°3.

Los resultados del experimento: "Interferencia de la infección laetogénica", están

resumidos en la Tabla 2. Los neonatos de las madres no infectadas fueron anodrizados

solamente por 4 de las 13 madres en lactación infectadas con Toxop/asma. Ninguna de

ellas transmitió Toxoplasma por la leche, a los cachorros adoptivos, aunque 2 de ellas

transmitieron la infección a sus fetos, vía trasplacentaria. Las 9 madres restantes

canibalizaron a los neonatos que les fueron ofrecidos para anodrizar.

3.4. Experimento N°4.

Los resultados del Experimento: "Transmisión congénita durante la etapa crónica de la

toxoplasmosis", están resumidos en la Tabla 3. Se puede apreciar que hubo transmisión

de Toxop/asma durante la etapa crónica de la infección en 2 de 10 camadas. Debe

destacarse además, que ocurrieron mortinatos en 4 de 8 camadas, de las cuales

Toxop/asma no fue aislado.

TESIS: MODELO MURINO DE INMUNIDAD CONTRA LA TOXOPLASMOSIS CONGÉNITA
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Tabla 1.

Experimento 2. Optimización de la Obtención de quistes toxóplasmicos.

Raza N° ¡noc. Dosis (2) Salud (4) Quistes(3) Sobreviven %Sobrv. Días de

(1) sobrev.

DM2 7M 4 R MB 2 28 38

DM2 11 H 4 B B 5 82 38

e 57 5M 8 B B 4 80 81

e 57 3H 10 B B 2 67 44

e 57 19 M 35 R MB 4 21 81

(1) M: machos) H: hembras.

(2) N0 de quistes administrados vía Lp por ratón.

(3) B: 100 a 300 quistes por ratón. MB: más de 300 quistes por ratón.

(4) Efecto de Toxoplasma sobre la salud de los ratones inoculados que sobrevivieron.

--".- ---_ .._-~---_ ..._----- ===:====-============... --_.---~----------- -------~--==-----_:..::::-..:::::::::....-._-_:~..:.--:
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(1) Resultados de aglutinación directa de ratones utilizados para el bioensayo de neonatos.
(2) No registrado.
(3) No hecho.
(4) No anodrizados.

•5) Neonatos nacidos de madres inoculadas con Toxoplasma.
(6) Neonatos nacidos de madres no inoculadas, anodrizados durante 3 días por madres

inoculadas.
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Tabla 3.

Experimento N°4. Transmisión congénita de una infección toxoplásmica en

ratonas Balb/c, por inoculación oral con 104 bradizoítos de la cepa Prugniaud de

Toxoplasma efectuada 45 días antes de la concepción.

Ratona
N°

Neonatos Resultado(l)
vivos muertos

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

nr(2)

2
nr
O
3
O
4
O
4
6

nr
2
nr
4
O
3
O
3
O
O

+

+

(1) Resultados de aglutinación directa de ratones utilizados para el bioensayo de neonatos.
(2) No registrado.
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4. Discusión.

El método del tapón mucoso para la datación de la concepción no fue útil. Este

método no permitió una cantidad apreciable de detecciones de gestaciones de 12 días de

duración, sino que además condujo a errores diagnósticos de gestación. Este es además

un método invasivo, una característica importante cuando se manejan cepas endogámicas

de ratones. Es necesario continuar investigando para resolver este diagnóstico

eficientemente.

Respecto a la producción de quistes en ratones con infección crónica, se obtuvo

cuando menos buena producción de quistes en todas las combinaciones de razas y dosis

infectantes. Las combinaciones más productivas fueron dosis de 4 quistes en ratones DM2,

de los que sobrevivieron 28% durante 38 días, y dosis de 35 quistes en ratones e57, de

los que sobrevivieron 21% durante 81 días. En particular en la raza e57 se advirtió la

relación directa entre la dosis infectante y el porcentaje de ratones que sobrevivieron.

Como conclusión, cuando la necesidad de quistes para inocular es muy grande, convienen

las últimas combinaciones mencionadas. Por el contrario, cuando existe la necesidad de

repetidas inoculaciones en distintos días, resultan más adecuadas las dosis infectantes

menores, que aseguran mayor porcentaje de ratones sobrevivientes, durante períodos

más prolongados.

Aunque la transmisión lactogénica de Toxoplasma fue negativa en cuatro madres,

dos de las cuales transmitieron congénitamente la infeción a su propia descendencia,

estos resultados no pueden considerarse concluyentes, debido a que se investigó un bajo

número de ratonas. El anodrizamiento en ratonas Balb/c resultó ser extremadamente

difícil, aún cuando los neonatos fueron empapados con gotas de la orina de la futura

madre adoptiva; por lo tanto, el experimento fue descontinuado. Esto confirma además, la

dificultad para ejecutar el diseño experimental de Roberts y Alexander (1992) y de Elsaid

et al (2001), involucrando el anodrizamiento de los fetos recién nacidos por madres no

infectadas, para prevenir la transmisión lactogénica, y la mayor praeticidad del método de

la jaula con piso falso en el presente estudio.
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Es importante testar la transmisión de Toxoplasma en el modelo ratón, durante la

etapa crónica de la infección, para que se puedan ejecutar ensayos de protección

prototípica usando Toxoplasma vivo como inmunógeno. Este aspecto fue previamente

investigado por Roberts y Alexander (1992). Ellos no encontraron transmisión o

mortinatos. Además, Fux et al (2000) observaron hipertrofia del endometrio y del

miometrio en ratonas Balb/c inoculadas con Toxoplasma antes de la concepción, y sólo 2

de 49 hembras parieron. No se observó transmisión congénita. Las divergencias con el

presente trabajo (transmisión 20% ) se deben probablemente al hecho de Que fueron

utilizadas diferentes cepas de Toxoplasma. No pensamos que un 20% de transmisión de

Toxoplasma sea un impedimento para el modelo ratón, siempre que se usen controles

apropiados en futuros experimentos.

s. Conclusiones.

En conclusión, en el presente trabajo, hemos encontrado en el modelo ratón, que la

transmisión de la infección crónica durante la gestación sucede en una escala tan

moderada que no interfiere mayormente los resultados finales. Todavía no hemos podido

definir un método eficaz para la datación de la gestación de la ratona. según otros

autores, no sucede la infección lactogénica en ratones balb/c infectados con Toxoplasma,

pero nosotros no hemos podido comprobar ese extremo. Se determinó además, la mejor

combinación de razas de ratones y dosis de Toxoplasma para obtener quistes del parásito,

según las distintas necesidades. Es necesario continuar las investigaciones para consolidar

el modelo murino de toxoplasmosis.

===========-===:::-::=======-===== -----.=~.~:::-------_.::::=-_--::.--..::.---:._---
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