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RESUMEN

Las pérdidas por aborto ovino toxoplasmico son de 10 millones de doélares
anualmente en el Uruguay. Suceden de 1 a 3 casos de toxoplasmosis congeénita
cada mil nifos nacidos vivos en el Uruguay. Como las secuelas perduran en
muchos casos, se acumulan las generaciones, con lo cual existiria una
subpoblacién en el entorno de las 5000 a 8000 personas afectadas de secuelas
de toxoplasmosis. Una situacion similar se da en otros paises productores de
lana, y en casi todos los paises del globo, respectivamente. La vacunacion es
un método de eleccién para la prevenciéon de la toxoplasmosis. La vacuna
existente contra el aborto ovino toxoplasmico es altamente perfectible. No
existen vacunas para humanos. En esta tesis se ensay6 la transmision
congénita de Toxoplasma en el modelo cobayo, originada por dos dosis
diferentes de ooquistes del parasito. Con ambas dosis se logré una tasa de
transmision eficiente. Dicha transmision correspondera a los futuros desafios
vaccinales, en el esquema completo de indagacién de la proteccion vaccinal. El
modelo cobayo interesa por la posibilidad de investigar la duracion de la
proteccion vaccinal, en una especie de vida fértil relativamente prolongada.



SUMMARY

The measurable losses due to toxoplasma abortion in sheep amount 10 million
dollars per year in Uruguay. 1-3 every 1,000 babies are born with toxoplasmosis
each year in Uruguay. Since many of them remain with sequelae, the
generations accumulate, and so, a subpopulation of 5,000 to 8,000 people with
sequelae of toxoplasmosis, can be calculated. Similar proportional estimations
are found in most countries of the world. Vaccination is a method of choice to
prevent toxoplasmosis. The vaccine against Toxoplasma sheep abortion is
largely improvable. There is not a Toxoplasma vaccine for humans. In the
present research, congenital transmission of toxoplasmosis in a guinea pig
model was investigated. High rates of transmission were achieved by infections
originated with two different doses of oocysts . Such transmission is the
equivalent of the challenge dose in future research on a complete schedule of
vaccinal protection in the model. The guinea pig model is interesting because of
its long period of fertility, enabling for the testing of long-lasting immunity.



INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es un protozoario perteneciente al Phyllum Apicomplexa,
con mas de 200 huéspedes intermediarios que portan la forma quistica en el
encéfalo y en la musculatura. Esta circunstancia convierte a la carne
contaminada con el parasito como una de las dos fuentes principales de
infeccion con el parasito, si es consumida insuficientemente cocida o cruda. La
otra fuente de infeccién son los ooquistes emitidos con las heces de los gatos
una sola vez en su vida. Estas formas de gran resistencia al medio ambiente
pueden ser ingeridas por los animales con las pasturas, o por el hombre, con
las verduras mal lavadas. Una vez en el interior del huésped intermediario,
Toxoplasma se disemina por todo el organismo. Aquelios animales que no
sucumben a la infeccidén , pasan a tener la infeccidon en estado latente. Esto es
importante por la reactivacion que pueden sufrir las personas que se
inmunodeprimen.

En el humano, Toxoplasma es importante por las lesiones que ocasiona al feto
en el 50% de las madres que tienen la primoinfeccion durante la gestacion; por
las lesiones de coriorretinitis, asi como por los cuadros de linfoadenitis adquirida
(transitoria), que es la forma que adopta en el 15% de las personas comunes
(no gestantes ni inmunosuprimidas). En el resto de la gente comun, la infeccion
pasa desapercibida (Dubey and Beattie, 1988; Freyre y Falcén, 1989)..

En Uruguay nacen cerca de 150 nifios toxoplasmicos anualmente (Conti-Diaz et
al, 1998; Freyre et al, 1992). La mayoria de ellos desarroila lesiones de
coriorretinitis ocular o sufren retraso intelectual mas adelante. (Freyre y
Falcon,1989; Remington and Desmonts, 1990). La prevencion de la
toxoplasmosis humana congénita se efectua sobre la base de la deteccidn de la
infeccion durante la gestacion, y el tratamiento de las madres detectadas
infectadas. Si embargo, muchas madres comienzan la vigilancia serolégica en
etapas considerablemente avanzadas de su gestacion; s6lo una parte de ellas
regresa para volverse a chequear serolégicamente, y con frecuencia no se
interpretan  correctamente los resultados seroldégicos (Remington and
Desmonts, 1990).

En veterinaria, la toxoplasmosis adquiere importancia principalmente por ser el
agente de aborto ovino infeccioso mas frecuente en Uruguay. En el Uruguay, es
responsable de pérdidas economicas en la industria ovina por valor de 10
millones de ddlares anuales (Freyre et al 1996; Freyre et al, 1999 a). Asimismo,
la prevalencia de la infeccion del ganado ovino en el Uruguay, que se sitta en el
entorno del 25% (Freyre et al, 1996), es fuente de infeccién humana, cuando se
consume su carne insuficientemente cocida (Freyre y Falcén, 1989).



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

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

La aplicaciéon de una vacuna para prevenir la toxoplasmosis congenita humana
es una idea sostenida por mucho investigadores ( Dubey y col., 1996; Freyre y
Falcén, 1989; Freyre, 1998; Innes et al, 2009; Jongert y col., 2009; Nielsen,
2002). No obstante, no hay vacunas antitoxoplasmicas aplicables a la gente,
actualmente. Uno de los métodos existentes para la profilaxis de la
toxoplasmosis congénita humana, es el seguimiento seroinmunolégico de la
embarazada para toxoplasmosis, y su eventual medicacion (Remington and
Desmonts, 1990). Se trata de un método de prevenciéon secundaria, y el
tratamiento de la embarazada muchas veces soélo limita las lesiones ya
producidas por Toxoplasma . 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 et al, 1998). Otro método es el de la educacién sanitaria, cuya instalacién
adecuada y eficaz no carece de costos importantes (Remington and Desmonts,
1990), al igual que el método anterior. La vacunaciéon superaria con creces
estos inconvenientes, por la certeza de su eficacia, su bajo costo econémico y
la posibilidad de ser aplicada antes del embarazo (Freyre y Falcon, 1989;
Remington and Desmonts, 1990; Dubey, 1996; Freyre, 1998).

REVISION BIBLIOGRAFICA:

“EL USO DE MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA INMUNIDAD
PROTECTORA CONTRA LA TOXOPLASMOSIS CONGENITA".

Los modelos vaccinales contra la toxoplamosis

El esquema basico para el ensayo de un inmunégeno experimental en animales
de laboratorio, contra la toxoplasmosis congénita, consiste en inmunizar un



grupo de hembras de la especie elegida con dicho inmunégeno, y dejar
transcurrir cierto tiempo durante el cual se establecera la inmunidad especifica.
Luego se facilita la gestacion de las hembras inmunizadas y se desafian dichas
hembras con una o0 mas cepas y uno o mas estadios de Toxoplasma por vez,
durante la gestacion. Al nacimiento, se inoculan muestras de los tejidos de los
recién nacidos en ratones adultos libres de infeccion toxoplasmica. Tras un
periodo minimo de 25 dias se sangran los ratones receptores y se determina la
presencia de anticuerpos especificos contra Toxoplasma. Si existié proteccion
vaccinal, los ratones receptores seran seronegativos.

Se han utilizado distintas especies de laboratorio para indagar la inmunidad
contra la toxoplasmosis congénita. Existen modelos de proteccion contra
desafios mortales de Toxoplasma, contra la formacion de quistes cerebrales del
parasito, y contra la transmisiéon de la toxoplasmosis congénita. Esta ultima es
la circunstancia mas relevante, tanto en la oveja como en la mujer.

El uso del ratén para el modelo de toxoplasmosis congénita.

Los primeros estudios realizados con el modelo ratén datan de 1988 (Mc Leod
et al, 1988). Esta investigadora inmuniz6 ratonas Swiss Webster con la mutante
ts-4 de Toxoplasma. Lamentablemente utilizaron una dosis de desafio
desproporcionada en relacion al peso corporal del ratén. Ello fué posiblemente
la causa de la escasa proteccion obtenida. Mas tarde, Roberts y Alexander
(1992) establecen que no hay transmisién congénita de la toxoplasmosis
durante la etapa cronica de la infeccidn en ratones. Los resultados de los
experimentos llevados a cabo por F. Safern (2003) en su tesis de la Facultad de
Veterinaria de Montevideo, sugieren que en el modelo ratén la transmision de la
infeccion cronica durante la gestacion sucede en una escala muy moderada.
Roberts y Alexander (1992) demuestran la transmisién de la toxoplasmosis
durante la etapa aguda en 5 de 6 ratonas gestantes . Asimismo, establecen la
proteccion contra un desafio homologo en 9 ratonas. En una publicacion
posterior, Roberts et al (1994) ensayan una subunidad antigénica como
inmunogeno 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 inmunoldgica es de tipo 2- dependiente
(Roberts et al, 1994).

Existen mas recientemente nuevos estudios de proteccion vaccinal contra la
toxoplasmosis congénita en ratones, que aportan nueva informacién (Thouvenin
et al, 1997; Elsaid et al , 2001; Letscher-Brou et al, 2001; Mohamed et al, 2003;
Mevelec et al, 2005), pero la investigacion de Roberts et al. en 1994 continta
siendo la unica que ha dado resultados auspiciosos.

En_Uruguay: El modelo ratén para el estudio de la inmunidad contra la
toxoplasmosis congénita se ha venido perfeccionando en el Laboratorio de
Toxoplasmosis del Departamento de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria
de Montevideo (FV), a través de un conjunto de tesis de grado ya defendidas y
plasmadas en una publicacion (Freyre et al, 2006a). Los resultados de los
experimentos llevados a cabo por Safern (2003) sugieren que en el modelo
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raton, la transmision de la infeccion toxoplasmica crénica durante la gestacion
sucede en una escala tan moderada que no interfiere mayormente con los
resultados finales, lo cual viabiliza el modelo. Por otra parte, se determiné que
hubo transmision congénita de la toxoplasmosis durante la etapa aguda de la
enfermedad iniciada con dosis precisas de bradizoitos (datos pasibles de
ampliacion) (Gonzalez, 2003). También se demostré en la misma tesis , que las
ratonas inmunizadas previamente con cepas completas (proteccion prototipica)
antes de la concepcioén y luego desafiadas con quistes de Toxoplasma durante
la gestacién, no transmitieron la infeccién a su descendencia. Posteriormente,
se disefié un método para el diagnostico de la gestacion en la ratona, basado
en el aumento del peso corporal entre los dias 9 y 12 de gestacién, con 100%
de sensibilidad, 67% de especificidad y alto valor predictivo positivo (Telechea,
2011). También se demostrd la transmision originada por ooquistes de la cepa
Prugniaud de Toxoplasma ( experimento a expandir), pero no con ooquistes de
la cepa ME-49 (Bacci, 2005). Actualmente se investiga en este centro sobre la
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.

Las ultimas investigaciones en ratones se hicieron en el proyecto “ Ensayos
preclinicos sobre una vacuna contra la toxoplasmosis congénita humana y
ovina” . Se disefié una vacuna inactivada que demostré proteccion en los
modelos murino BALB/c y cobayo , de toxoplasmosis congénita. Esta disefiada
para ser aplicada experimentalmente en tres dosis con 15 dias de separaciéon
entre ellas, y la proteccién inmune que confiere en el modelo cobayo, es de al
menos 10 meses. La vacuna fué disefiada de modo que sea farmaceuticamente
apta para su aplicaciéon en humanos y ovinos (sin publicar).

En un proyecto en curso, en el Laboratorio de Toxoplasmosis de la Facultad de
Veterinaria, se ha demostrado la capacidad protectora de los taquizoitos de la
cepa RH de Toxoplasma inactivados con etilenimina binaria (EIB) en el modelo
congenito de toxoplasmosis murina. Aparentemente, la capacidad
inmunoprotectora de los organismos asi tratados, seria muy similar a la de los
zoitos irradiados con rayos gama (experimentos del Laboratorio de
Toxoplasmosis de la Facultad de Veterinaria sin publicar).

La utilizacion del modelo rata

Dubey y Shen (1991b), y Zenner (1993), fueron los primeros en realizar
experimentos sobre el modelo rata de toxoplasmosis congenia, en el exterior.
Como consecuencia de ellos, se llegé a las siguientes conclusiones: a) No
obtuvieron transmisién connatal de la toxoplasmosis durante el periodo crénico
de la infeccion, es decir, en ratas infectadas algunas semanas antes del inicio
de la gestacion; b) obtuvieron transmision de Toxoplasma en todas las ratas
infectadas durante la gestacion, independientemente de si la inoculacion 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 infeccidn durante la gestacion de ratas
no inmunes, se transmiti6 cuando menos a 1/3 de la camada, en ocasiones a
toda la camada; d) los fetos de las ratas inmunizadas antes de la gestacion,
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quedaron totalmente protegidos contra desafios efectuados durante la
gestacion.

La raza de rata empleada tiene importancia en la tasa de transmision de
Toxoplasma. Asi, se observd mas transmisién en ratas Long Evans que en
ratas Wistar. Paulino y Vitor (1999), obtienen tan sélo 11.4 % y 3 % de
transmision connatal en ratas Wistar y Holzman, respectivamente, inoculadas
con 102 ooquistes de Toxoplasma.

Posteriormente, se realizan importantes ensayos sobre proteccion en ratas
gestantes, contra la toxoplasmosis congénita (Zenner, 1999) . Se producen
infecciones crénicas en ratas antes de la gestacion con las cepas RH, 76 K y
Prugniaud. Luego las desafian durante la gestacion en forma homologa y
heteréloga Obtienen, en todos los casos, proteccion completa de las camadas
(ausencia de infeccion toxoplasmica en ellas). En otros ensayos de la misma
publicacion, inmunizan ratas 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 proteccion,
también en estos casos.

Se sostiene que la rata sea también una especie adecuada para un modelo de
estudio de inmunidad contra la toxoplasmosis connatal extrapolable a la mujer,
porque debido a su resistencia natural contra Toxoplasma, es posible
inmunizaria inclusive con cepas virulentas, sin necesidad de prevenir su muerte
con terapia sulfonamidica. Segun Thiermann (1957) y Freyre et al (1999b) la
rata también es favorable para el modelo en cuestion, debido a la muy baja
transmisidén connatal de Toxoplasma_durante la etapa cronica de la infeccion en
esta especie.

En_la FV de Montevideo se ha ensayado la transmision de la toxoplasmosis
aguda durante la gestacion en ratas no inmunes. Se obtuvo transmisién en el 0
al 70 % de las ratas madres, empleando 12 cepas de Toxoplasma. Se
observaron amplias variaciones individuales en la frecuencia de transmisién 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 et al, 2001a). También se
demostro la baja frecuencia de la transmision congénita de Toxoplasma en
ratas gestantes portadoras de una infeccidén crénica con el parasito (Freyre et
al, 1999b).

Mas recientemente, en el laboratorio citado se ha demostrado la influencia del
tamario 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 et al, 2006c). También en la FV se ha perfeccionado el modelo
rata de toxoplasmosis congénita, describiendo un método practico y eficaz para
el diagnéstico de gestacion en esta especie, disminuyendo el numero de tejidos
de neonatos a muestrear para el diagnostico de transmision congénita (o su
ausencia), desarrollando desafios gestacionales con dosis umbral, para poder
detectar el efecto de inmunégenos con moderada capacidad inmunogénica, y
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demostrando la ausencia de transmision lactogénica para estas dosis (Vitabar,
2012). También se ha demostrado la proteccion cruzada de la cepa RH en el
modelo congénito en rata. Asimismo se ha contribuido al estudio de la
inmunidad contra la toxoplasmosis adquirida en el modelo rata (Freyre et
al, 2001 a,b ; Freyre et al, 2004; Freyre et al, 2006b).

El modelo hamster de inmunidad contra la toxoplasmosis congénita

Existen sélo dos antecedentes de toxoplasmosis congénita experimental en el
hamster en la literatura universal. En uno de ellos se comprobdé la transmision
congénita de Toxoplasma durante la fase cronica de la infeccion, aunque no es
posible saber exactamente la proporcion de esta transmision, porque los
resultados se expresaron en conjunto con la transmisiéon constatada en ratones
(De Roever-Bonnet, 1960). El otro antecedente consistié en un ensayo sobre la
proteccion de la mutante ts-4 de Toxoplasma contra desafios provocados
durante la gestacién de hamsters (Frenkel et al, 1986). En este caso cabe
consignar que la dosis de desafio utilizada fue desproporcionada en relacion al
peso corporal.

En la Facultad de Veterinaria de Montevideo se produjeron dos tesis sobre
toxoplasmosis en hamsters, cuyos resultados fueron los siguientes:

En la primera de ellas (Freyre et al, 2009) el objetivo fue indagar la utilidad del
hamster para un modelo de trasmision de la toxoplasmosis congénita. Se
diseid un método no invasivo para el diagnostico de la gestacién en hamster
con una sensibilidad y una especificidad de 70.2 y 94.7 % respectivamente
(n=168). De 32 hembras con una infecciébn toxoplasmica cronica, 3
transmitieron Toxoplasma congénitamente durante su primera gestacion, pero
no durante las gestaciones subsiguientes. Las tasas de transmisiéon congénita
de la infeccién iniciadas durante la gestacion con 2 estadios de 2 cepas de
Toxoplasma se situaron entre 33 al 100% para 76 hembras inoculadas. Sélo 1
de 17 hembras transmitié el parasito exclusivamente a través de la leche.

En la segunda tesis (Freyre et al, 2011) se aprecio proteccion casi totaimente
uniforme contra la toxoplasmosis congénita iniciada con inoculaciones con
quistes y ooquistes del parasito, pertenecientes a distintos genotipos, a causa
de que la inmunizacién Rh previa a la gestacion, tiene que ser controlada con
medicacioén si se quiere que la mayoria de los hamsters sobrevivan. También se
observé cierta transmision congénita de Toxoplasma, durante la fase crénica de
la infeccién. Por estos dos motivos, se considera al hamster como menos
practico que los modelos en la rata y en el ratéon BALB/c. Se concluyo que ia
proteccién en el modelo hamster se parece considerablemente a aquella que
ocurre en la naturaleza, donde la mayoria de las mujeres y de las ovejas
gestantes que experimentaron una infeccidn toxoplasmica previamente,
protegen a sus fetos contra una infeccidon con el parasito durante la gestacion
subsiguiente.
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El modelo cobayo de toxoplasmosis congénita

El modelo cobayo de estudio de la inmunidad contra la toxoplasmosis congénita
experimental ha sido desarrollado por Haumont et al (2000). Estos autores han
demostrado una moderada capacidad del antigeno toxoplasmico denominado
SAG-1 para proteger contra desafios toxoplasmicos gestacionales en la cobaya.
Mas importantemente, han demostrado la validez del modelo, al verificar su
suficiente capacidad para quedar inmune antes de la gestacion, y mantener
dicha capacidad durante la prefiez, y al haber logrado la transmisioén gestacional
experimental de Toxoplasma. Este modelo es considerado valioso para esta
tesis, porque aunque su gestacion dura mas del doble de la gestacion de la rata
o la ratona, la vida reproductiva del cobayo también es proporcionalmente mas
prolongada, con lo cual puede ser utilizado para comprobar la duracién de la
inmunidad por un periodo dilatado.

El equipo de Flori et al (2002, 2003) también ha hecho aportes al modelo
cobayo de toxoplasmosis congénita. Determinaron la carga parasitaria por
organos mediante la técnica de PCR cuantitativo en la descendencia de
cobayas inoculadas a los 20 o 40 dias de gestacion, y el efecto de la infeccion
congénita: 25% de sobrevivencia de neonatos cuya madre fue inoculada a los
40 dias de gestacion, contra 77% para los neonatos provenientes de madres
inoculadas a los 20 dias de gestacion ( Flori et al, 2002). En otro trabajo,
obtuvieron 84-100% de transmisién congénita cuando las madres fueron
inoculadas con Toxoplasma a los 20 y 40 dias de gestacion, respectivamente.
Determinaron que el higado, los pulmones y cerebros de los neonatos son los
organos de eleccién para el aislamiento de Toxoplasma (Flori et al, 2003).

Existen asimismo unos pocos antecedentes en la literatura de décadas
anteriores, de infeccion de cobayos con Toxoplasma , que no son citados
porque la informacién que brindan no es operativa a los fines de esta tesis.

Ensayos en corderos en la FV de Montevideo

También en la FV de Montevideo se demostré prototipicamente la posibilidad
de inmunizar corderos contra la formacién de quistes tisulares de Toxoplasma
(Freyre et al., 2009), 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 vacunas existentes

Existe una vacuna con alto nivel de proteccion contra la emisién de ooquistes
toxoplasmicos por los gatos, cuya aplicacién contribuiria a disminuir la
prevalencia de la infeccién toxoplasmica humana y tal vez también la de los
animales de consumo (Freyre et al, 1993). Tratandose de una vacuna a
Toxoplasma vivo, su aplicacion 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 también ha colaborado el Laboratorio de Toxoplasmosis de la FV
de Montevideo (Frenkel et al, 1986). Sin embargo, esta vacuna tampoco se ha
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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. 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 gestacion. Ello daba la pauta que eventualmente seria posible lograr
la vacunacion de las ovejas. La inmunizacion con taquizoitos de Toxoplasma
inactivados por el formol, sin embargo, no protegié a las ovejas contra el aborto
toxoplasmico.

No obstante, se desarrolié una vacuna en Nueva Zelanda contra el aborto ovino
toxoplasmico que consiste en generar la inmunidad antitoxoplasmica mediante
la inoculacion 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 inoculacion, y la inmunidad estéril que genera, protege
contra desafios heterdlogos efectuados durante la gestacion (Wilkins et al,
1988). En 1988 en Nueva Zelanda, de 29 brotes de aborto ovino toxoplasmico,
9 (31%) sucedieron en rebafios 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 comparacion con ovejas no inmunizadas. No obstante,
aunque muchos corderos nacieron viables, 2/3 de los fetos de ovejas
vacunadas, se infectaron in Gtero con el inéculo de desafio que recibid la madre
(Buxton et al, 1993). La cepa vaccinal S-48 no puede generar la produccion de
ooquistes en gatos. Su efecto protector perdura por lo menos durante 18 meses
(Buxton et al, 1993). Tratandose de una vacuna viva, puede originar la infeccion
humana, por lo que las embarazadas y personas inmunodeprimidas no
deberian aplicarla.

Existen excelentes actualizaciones sobre el tema (Innes, 2009; Jongert,2009).

OBJETIVOS E HIPOTESIS DE LA PRESENTE TESIS

El objetivo principal de la presente tesis fué demostrar la factibilidad de la
transmision congénita de una infeccién originada por ooquistes toxoplasmicos,
en el modelo cobayo . La hipétesis que sostiene este objetivo, es que sera
posible alcanzarlo, teniendo en cuenta la transmisiéon congénita obtenida en
cobayas inoculas con quistes del parasito, por otros investigadores (Flori y col,
2002,2003; Haumont, 2000).

El objetivo secundario es que dicha transmision sera posible con el uso de dosis
muy pequefias de ooquistes toxoplasmicos.La hipdtesis que sostiene _gste

( Telechea, 2011, Vitabar, 2012) ,
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MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Se ensayo la dosis umbral de Toxoplasma para la transmisiéon congenita
originada por ooquistes Prugniaud en la cobaya, en dos grupos de 9 hembras
cada uno, que recibieron 10° y 10° ooquistes Prugniaud por boca, durante la
gestacion. Para ello, se alojaron machos y hembras en relacion 1.6, y se
determiné el peso corporal al inicio y a la 4%, y 62 semana. Se procedi6 a la
inoculacién cuando se observo un aumento de peso corporal mayor o igual a 20
g, coincidente con la deteccion de fetos por medio de la palpacién abdominal.
Como controles de comportamiento reproductivo, se utilizaron 20 hembras y 4
machos, alojados en las mismas condiciones. Se establecié asimismo un grupo
control de performance reproductiva en cobayas no inoculadas, para el registro
de neonatos vivos/mortinatos y de eventuales abortos. Este grupo tuvo por
efecto poder relacionar, para el caso que se presentaran accidentes de la
gestacion en los dos grupos anteriores, si dicha mortalidad obedeciera a la
accion de Toxoplasma . Pueden haber otras causas de mortalidad perinatal,
como la constatada por Haumont et al (2000), presuntamente debida a
deficiencia relativa de vitamina C en la dieta.

MATERIALES

Animales

Para el modelo de toxoplasmosis congénita, se utilizaron cobayos (Cavia
porcellus) procedentes del Servicio Seroterapico del Instituto de Higiene,
Facultad de Medicina de Montevideo. Las hembras pesaban entre 570 y 916 g
al inicio de los experimentos. Se eligié esta especie, de probada adecuacion
para el modelo de inmunidad contra la toxoplasmosis congénita (Haumont et al,
2000) , por la duracion de su vida reproductiva, que permite inmunizar a los
cobayos cuando recién destetados y desafiarlos 8,5 meses mas tarde ( y mas
también). Esto no es posible con el modelo ratén o el modelo rata, debido a que
la vida reproductiva de las razas endogamicas empleadas es, en el mejor de los
casos, de 6 meses.

Se utilizaron ratones de la cepa CF-1, de 20 gr de peso corporal, para los
bioensayos de los cobayos recién nacidos. Se eligid esta cepa porque el
Laboratorio de Toxoplasmosis de la Facultad de Veterinaria ha trabajado con
ella desde 1979, y ya conoce su reaccion patogénica durante la infeccién
toxoplasmica.

Se utilizaron gatitos recién destetados obtenidos mediante donacién personal,
de la raza europea (cruzas), por ser la mas comuin y porque el Laboratorio de
Toxoplasmosis ya conoce la produccion de ooquistes toxoplasmicos en esta
raza.

Sélo se utilizaron cobayos, 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, con el uso de
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2-ME (Desmonts and Remigton, 1980). Se interpretd como reactivo, todo animal
cuyo suero fue positivo a la dilucion 1:64 o mayor. La misma reaccion se utilizo
para comprobar la infeccion toxoplasmica (o su ausencia) en ratones
subinoculados con tejidos de cobayos neonatales (bioensayos). La reaccion de
AD para toxoplasmosis ha demostrado alta sensibilidad y especificidad en
humanos, ratas, ratones y ovinos con infecciéon natural y experimental a
Toxoplasma, en manos de los investigadores de la linea (Freyre et al, 1996,
1999a,1999b, 2001a, 2001b, 2004, 2006a, 2006b, 2006d).

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

Cepa de Toxoplasma usada para desafiar

Se empleé la cepa Prugniaud de Toxoplasma. Se selecciond esta cepa porque
1) es una cepa completa (formadora de quistes y ooquistes), tal cual sucede en
la naturaleza; 2) la cepa Prugniaud fué aislada de un caso de toxoplasmosis
congénita mortal en Limoges (M.L.Dardé, comunicacién personal a A.F.).
Recordamos que la propuesta es acerca del modelo de toxoplasmosis
congénita. También, en el Laboratorio de toxoplasmosis se posee experiencia
previa con la utilizacién de la cepa Prugniaud, en cuanto a su transmision
congénita en el modelo ratén (Freyre et al., 2006a), en el modelo rata (Freyre et
al.,1999b, 2001a,2006c), asi como en el modelo hamster (sin publicar).

METODOS

Métodos para lograr la concepcion de las cobayas y diagnosticar la gestacion

Para lograr la concepcion de las cobayas, éstas fueron alojadas a razén de 1
macho cada seis hembras. La gestaciéon fue confirmada en el momento del
desafio, a la 62 semana de haber concebido, por palpacion abdominal y por
verificacion de aumento de peso corporal, con respecto a determinaciones
previas efectuadas en la 1% y 42 semana luego de haber sido alojadas las
hembras con el macho.

Obtenciéon de ooquistes de Toxoplasma.

Para la obtencion de ooquistes del parasito, se obtuvieron gatitos recientemente
destetados, negativos a la AD para toxoplasmosis a la dilucion de 1:64. Se les
suministré el cerebro de un ratdn con infeccién toxoplasmica crénica. Se
colectaron las heces de los dias 4 a 7 post-infeccién, las que se concentraran
por el metodo de Sheather modificado (Frenkel, 1977), y se incubaron con
agitacion en 2% de acido sulfurico durante 96 hs. hasta completar la
esporulacion. Los ooquistes fueron inoculados por boca en cobayas, previa
neutralizacion y enumeracion.
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Enumeracidén de ooquistes

Los ooquistes fueron suspendidos en PBS y enumerados en una camara de
Neubauer, a 400 x .

Desafio de las cobayas

Las cobayas fueron desafiadas a la 62-72 semana de gestacién, por inoculaciéon
oral de 10° ooquistes esporulados de la cepa Prugniaud. Se utilizd esta via
porque por ella transcurre la infeccion en condiciones naturales.

Método para la deteccion de la infeccion trasplacentaria mediante bioensayos.

Una vez nacidos los cobayos hijos , se subinocularon de inmediato en ratones
CF-1. Los érganos neonatales utilizados fueron higado y pulmén. Muestras de
estos 6rganos fueron homogeneizadas con un homogeneizador de tejidos con
solucién de CINa 9%o0 estéril, y subinoculadas intraperitonealmente (i.p) en 4
ratones. Al cabo de 25 dias, se buscaron anticuerpos antitoxoplasmicos
mediante la reaccion de AD en el suero de los ratones receptores de los tejidos
. Se consider6 que hubo transmision congénita, cuando las subinoculaciones de
tejidos neonatales resultaron positivas para Toxoplasma.

Analisis estadistico

Para detectar cualquier asociacion entre la transmision congénita entre cobayas
inoculadas con las dos dosis de ooquistes, se utilizé el test de homogeneidad
de X% o bien el test de Fisher a un nivel de significacion de a = 0.05.

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

Se aplicaron las directivas de la Organizacion Mundial de la Salud para la
salvaguardia de las personas involucradas en el presente proyecto de trabajo,
contra el riesgo de infeccion toxoplasmica (Organizacion Mundial de la Salud.
Informe de un comité de expertos de la OMS. Serie de Informes Técnicos
1994). Se aplicaron asimismo las “Normas de Bioseguridad del Laboratorio de
Toxoplasmosis”, aprobadas por el Consejo de la Facultad de Veterinaria de
Montevideo en abril de 2003.

RESULTADOS

Los resultados de los ensayos de transmision se resumen en los cuadros N° 1y
2.

Ocho de 9 madres inoculadas con 10° ooquistes Prugniaud transmitieron el
parasito congénitamente. La madre que no trasmiti6 Toxoplasma a su
descendencia, tuvo un mortinato, sin embargo. De 9 hembras, 5 tuvieron
descendencia sana, una hembra tuvo mitad de la descendencia sana y la otra
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mitad fueron mortinatos, dos hembras tuvieron mortinatos, y la restante hembra
aborté dos fetos. De 26 productos de la concepcién , 21 resultaron positivos a
Toxoplasma en el bioensayo (cuadro No. 1) .

Los diagnésticos de gestacion de las 9 cobayas , sobre la base de la ganancia
de peso corporal entre la 42, y la 62. semana de haber sido puestas con el
macho y de la palpacion abdominal, resultaron todos correctos. En el periodo
sefialado, el promedio de los aumentos de peso fue de 34 g, con extremos de
20 y 60 g (cuadro No.1).

Nueve de 9 madres inoculadas con 10? ooquistes Prugniaud transmitieron el
parasito congénitamente. De 9 hembras, 5 tuvieron descendencia sana, dos
hembras tuvieron parte de la descendencia sana y parte mortinato, y las dos
hembras restantes tuvieron mortinatos. De 20 productos de la concepcion |,
todos resultaron positivos a Toxoplasma en el bioensayo (cuadro No. 2) .

Como en el caso del grupo experimental anterior, los diagnosticos de gestacion
de las 9 cobayas , sobre la base de la ganancia de peso corporal entre la 42. y
la 62. semana de haber sido puestas con el macho y de la palpacion abdominal,
resultaron todos correctos. En el periodo senalado, el promedio de los
aumentos de peso fue de 61.7 g, con extremos de 6 y 98 g (cuadro No.2).

En el grupo control de 20 cobayas, sélo una tuvo un aborto. No ocurrieron
mortinatos. No se investigd la causa del aborto. Cuando la misma cobaya fue
puesta a copular nuevamente, tuvo un parto normal. No se registro la cantidad
de crias nacidas en las restantes cobayas.

No existieron diferencias significativas entre los resultados de las madres
inoculadas con 10%y 10° ooquistes toxoplasmicos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Respecto a las pruebas de transmision, el pasaje congénito de Toxoplasma
ocurrio casi en la misma proporcion, independientemente de la dosis de
ooquistes de Toxoplasma ensayadas, por lo cual se decidi® emplear la dosis
mas baja (10 ooquistes) para el desafio de la prueba vaccinal en futuros
ensayos de inmunizaciéon pregestacional/desafio intragestacional. Esta puede
considerarse la dosis umbral, puesto que no es posible obtener suspensiones
con cantidades constantes de ooquistes menores a la sefialada, maxime
considerando que la determinacion de la viabilidad de los ooquistes
toxoplasmicos es dificil, mas alla de identificar si cada uno esta esporuiado (y
por lo tanto infectante ) o no (Vitabar, 2012).

Las tasas de transmision aqui obtenidas (89% y 100%,segun la dosis de
ooquistes), guardan semejanza con las obtenidas por Flori et al. (2002), de 84%
con quistes Prugniaud orales y 86 con quistes de la cepa 76K por la misma via
(n=56). Los mismos autores obtuvieron la transmisién congénita en 11 de 13
cobayas y en 16 de 16 cobayas inoculadas con quistes de la cepa 76K por
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boca, hacia el dia 20 6 40 de gestacion, respectivamente (Flori et al, 2003).
Menos comparable resuitan los experimentos de Haumont et al (2000), con 31
de 32 camadas infectadas congénitamente, por haber utilizado la cepa RH (una
cepa de laboratorio), en su forma de taquizoito (una forma evolutiva inoperante
en la naturaleza para la transmisiéon entre individuos) y la via intradérmica de
inoculacién (una via ciertamente no natural de la infeccion con Toxoplasma).

Contrasta la alta tasa de transmisién congénita observada en el modelo cobayo,
con las tasas intermedias de transmision obtenidas en experimentos del
Laboratorio de Toxoplasmosis en ratones BALB/c (Freyre et al., 2006a) y ratas
Fischer (Freyre et al, 2006 c). La conocida mayor susceptibilidad del cobayo a
la toxoplasmosis (Haumont et al, 2000; Fiori et al, 2002,2003) con respecto a la
mayor resistencia natural de la rata (Freyre et al, 2006 c) y el raton BALB/c
(Freyre et al., 2006 a ), explicaria esta diferencia.

Las tasas de sobrevida de los fetos en los presentes experimentos, fueron de
57.7 %y 65% con ooquistes de la cepa Prugniaud. Son mas altas que las tasas
de sobrevida obtenidas por Flori et al (2000), de 31% con la cepa 76 Ky 53%
con la cepa Prugniaud. La diferencia podria atribuirse a la cepa de cobayos
utilizada en cada caso, 0 bien al hecho de utilizarse ooquistes en los presentes
experimentos, y quistes en los experimentos de Flori et al (2000).

Respecto al método utilizado para la determinacion de la gestacion en la
cobaya, el método basado en el aumento de peso corporal entre la 42. y la 6°.
semana de haber sido puesto machos y hembras en la misma jaula, aunado
con la palpacién abdominal, resultdé suficientemente preciso a los fines
propuestos. Este método se compara favorablemente con el método de
determinacion de la progesterona (Haumont et al., 2000), por cuanto es un
método minimamente invasivo y no requiere una técnica nuclear que no esta al
alcance de cualquier laboratorio. El método del pesaje corporal se ha revelado
util también para la deteccidn de la gestacion en la rata (Freyre et al., 2006¢) y
el ratdbn BALB/c (Freyre et al., 2006 a), en el contexto de ensayos sobre
toxoplasmosis congénita experimental.

Como conclusién, puede decirse que se ha logrado el objetivo de la tesis, al
obtenerse la transmision congénita de la toxoplasmosis en el modelo cobayo en
forma muy frecuente, casi total, tras la inoculacion de ooquistes del parasito. La
utilizacién de ooquistes de Toxoplasma torna mas practico esta clase de
experimentos, por las posibilidades de almacenamiento de esta fase evolutiva,
con mantenimiento de la viabilidad durante muchos meses. La experiencia
ganada posibilita la ejecucion ponderada de los desafios vaccinales en
experimentos que se desarrollaran proximamente.
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ANEXO

Cuadro N° 1

Transmision de Toxoplasma en cobayas no inmunes inoculadas con 10°

ooquistes de la cepa Prugniaud per os.

Coba- Peso Peso Peso Peso Resultadode  Dias de Serologia
ya 12, 42, 6°. cuando la gestacion gestacion Sero-  Subinocu-
No. Sem. Sem. Sem. inocula- Cuando logia  Lacion
das (g) Desafiadas  madre hijos
(1)

1 894 | 894 906 |954 |50]4criasvivas |[11-23 + Todos +
2 886 |830 846 |876 |30]3criasvivas |20-33 + Todos +
3 810 | 836 856 |856 |20]|4 mortinatos |30-43 + 1ded+
4 916 |896 898 [958 |60 ! mortinato 29-42 + negativo
5 750 | 768 806 |806 |38]2fetosabort |10-23 (2) |Todos +
6 818 | 804 824 |826 |20]2criasvivas |25-38 + Los 2 +

7 866 | 864 862 |856 |20]|2criasvivas |14-27 + 1+y1l-
8 850 |[826 826 | 864 |40]|3criasvivas |14-27 + Todas +
9 850 |830 858 852 |28|3criasvivas |22-35 + Todas +

1. Sobre la base de gestaciones de 59 a 72 dias de duracion

2. Murio posparto, antes de ser sangrada

26




Cuadro N° 2

Transmision de Toxoplasma en cobayas no inmunes inoculadas con 102

ooquistes de la cepa Prugniaud per os.

Coba- | Peso | Peso | Peso Resultado Dias de Serologia
ya 12, 42, 6°. de gestacion Sero- | Subinocu-
No. Sem. | Sem. | Sem la gestacion | Cuando logia | lacion
). Desafiadas | madre | hijos
€9

1 570 |640 698 |58 |1 criaviva 31-44 + +
2 644 }622 668 |46 |1 mortinato 26-39 + +

2 crias vivas Las2 +
3 648 |650 692 |42 |2criasvivas |26-39 + Las2 +
4 726 | 752 758 |6(3) |2 mortinatos | 26-39 + Los2 +
5 604 (632 700 |68 |3 criasvivas |[30-43 + Todas +
6 684 706 774 |68 |3 mortinatos |33-46 + Todos +
7 - 1482 578 |96 |3 criasvivas |30-43 + Todas +
8 - 348 422 |74 |1 mortinato 25-38 + Todos +

1 cria viva
9 - |446 544 |98 |1 criaviva 22-35 + +

1. Sobre la base de gestaciones de 59 a 72 dias de duracion

2. En este cuadro, coincide con el peso a la inoculacion.

3. Se palp6 un feto.
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