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RESUMEN

La toxoplasmosis congénita se presenta en humanos y animales; causando
muerte embrionaria/fetal y aborto. Se ha propuesto que la multiplicacion de T. gondii
en la placenta y los embriones/fetos provoca efectos adversos en el desarrollo y
mantenimiento de la gestacion, pero la patogenia no esta totalmente comprendida.
El objetivo del trabajo fue describir y comparar las alteraciones celulares, tisulares
y vasculares de las unidades feto-placentarias (UFP) entre los tercios de la
gestacion en un modelo murino de toxoplasmosis congénita. Se utilizaron tejidos de
ratonas BALB/c inoculadas con taquizoitos Me49 de T. gondii en los dias 7, 10 y 15
de la gestacion; se les aplico eutanasia,72 horas post-inoculacion se tomoé higado y
bazo maternos, asi como las UFP procesandose por HE, PAS, PTAH e IHQ para T.
gondii. Las alteraciones histopatoldgicas tuvieron diferente grado y distribucién
dependiendo del tercio de la gestacion. En las placentas del primer tercio predominé
la hemorragia, los embriones presentaron degeneracion generalizada y hubo méas
reabsorciones embrionarias que en los otros dos tercios; la presencia del parasito
se confirmd en 5% de los embriones. En el segundo tercio, las placentas
presentaron congestion, degeneracion y necrosis; los embriones se observaron
menos celulares, compactos y simétricos; algunos presentaron congestion de
moderada a severa; la presencia de T. gondii se confirmé en aproximadamente 20%
de los embriones. En el ultimo tercio las placentas presentaron degeneracion,
disgregacion tisular y trombosis, en los fetos se confirmo la transmision vertical en
el 90% y se observaron con degeneracion y necrosis leve. Estos resultados sugieren
que muerte embrionaria/fetal y el aborto se deben a la disfuncién placentantaria
generada por multiples factores distintos a la replicacion del parasito in situ y
sugieren que las alteraciones en la hemodinamia son provocadas por la presencia
de T. gondii y tienen un papel importante el dafio embrionario/fetal.

Toxoplasmosis congénita, modelo murino, muerte fetal, histopatologia, disfuncion
placentaria.



ABSTRACT

Congenital toxoplasmosis occurs in humans and animals; causing
embryonic/fetal death and abortion. It has been proposed that the multiplication of
T. gondii in the placenta and embryos/fetuses causes adverse effects in the
development and maintenance of pregnancy, but the pathogenesis is not fully
understood. The objective of the work was to describe and compare the cellular,
tissue and vascular alterations of the fetus-placental units (FPU) between the thirds
of gestation in a murine model of congenital toxoplasmosis. BALB/c mouse tissues
inoculated with T. gondii tachyzoites Me49 were used on days 7, 10 and 15 of
gestation; euthanasia was applied, 72 hours post-inoculation, maternal liver and
spleen was taken, as well as the PFU processed by HE, PAS, PTAH and IHQ for T.
gondii. The histopathological alterations had different degree and distribution
depending on the third of the gestation. In the placentas of the first third the
hemorrhage predominated, the embryos presented generalized degeneration and
there was more embryonic resorption than in the other two thirds; the presence of
the parasite was confirmed in 5% of the embryos. In the second third, the placentas
presented congestion, degeneration and necrosis; the embryos were observed less
cellular, compact and symmetrical; some had moderate to severe congestion; the
presence of T. gondii was confirmed in approximately 20% of the embryos. In the
last third the placentas presented degeneration, tissue disintegration and
thrombosis, in fetuses’ vertical transmission was confirmed in 90% and they were
observed with degeneration and mild necrosis. These results suggest that
embryonic/fetal death and abortion are due to placental dysfunction generated by
multiple factors other than in situ replication of the parasite and suggest that
alterations in hemodynamics are caused by the presence of T. gondii and have a
role important embryonic/fetal damage.

Congenital toxoplasmosis, murine model, fetal death, histopathology, placental
dysfunction.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de T. gondii

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado, perteneciente al
Philum Apicomplexa, que se caracteriza por presentar un conjunto de organelos
especializados en la invasion celular, llamado complejo apical (Dubey, 2010;
Cedillo-Peléaez, 2015).

Se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, su presencia se ha
documentado en mas de 30 especies de aves y 300 especies de mamiferos. Se ha
descrito que la seroprevalencia en la poblacibn humana oscila entre el uno y el
100%, dependiendo de aspectos diversos como, las condiciones ambientales y
geograficas (geo-latitud, porcentaje de humedad), socioeconémicas (hébitos
alimenticios, niveles de sanidad e higiene) y caracteristicas propias del hospedador,
como el grado de susceptibilidad y su idiosincrasia inmunoldgica. La frecuencia de
la infeccidn es alta en climas calido-humedos, puede incrementarse con la edad y
variar por género (Dubey, 2010; Flegr et al., 2014; Cedillo-Pelaez, 2015).

Se estima alrededor del 30 al 50% de la poblacibn humana esta
cronicamente infectada; aunque mas del 90% de las infecciones son asintomaticas,
se considera una parasitosis de importancia médica relevante, ya que puede
provocar diversos cuadros clinicos, y afecta a un gran numero de vertebrados
homeotermos (Tenter et al., 2000; Hill et al., 2005; Gilbert et al., 2008; Dubey, 2010;
Shwab et al., 2014; Flegr et al., 2014).

1.2 Estadios y ciclo de vida

El ciclo de vida de T. gondii es indirecto, para completar su desarrollo
requiere de un hospedero definitivo, (cualquier miembro de la familia Felidae) y de
un hospedero intermediario, que puede ser cualquier ave o mamifero incluyendo el
ser humano (Tenter et al., 2000; Hill et al., 2005; Dubey, 2010). El ciclo de vida



comprende cuatro estadios infecciosos, cada uno con caracteristicas biolégicas y

morfologicas distintas (Cedillo-Pelaez, 2015):

Taquizoitos. Son el estadio de replicacion rapida, estan presentes durante
la fase aguda de la infeccion, provocando lesiones necrdgticas por su
replicacion intracelular continua. Cuando estan libres, tienen forma de media
luna (Figura 1), con su extremo anterior en forma de punta y el extremo
posterior de aspecto romo. Los taquizoitos miden de 2.0-3.0 x 6.0 um (Hill et
al., 2005; Dubey, 2010).

Merozoito. Estadio propio del ciclo enteroepitelial, exclusivo de los
hospederos definitivos (felinos domésticos y silvestres). Conforme se
replican los zoitos en el epitelio intestinal, se presenta diferentes fases
asexuales morfolégicamente distintas (denominadas A, B, C, D y E). Al
conjunto de merozoitos se le denomina esquizonte. A partir de los
merozoitos tipo E, se inicia la replicacién sexual para generar los macro y
microgametocitos. Los merozoitos miden 2.9 x 5.8 mm aproximadamente
(Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Dubey, 2010).

Esporozoito. Son el resultado final del ciclo enteroepitelial, con una fase de
reproduccion sexual (macrogameto fecundado por microgameto), con la
generacion de ooquistes sin esporular (presentan forma esférica, con
paredes bien definidas y miden de 10.0 a 12.0 um de didmetro. Al esporular
los ooquistes (Figura 1), se presentan dos esporoquistes elipsoidales, cada
uno con cuatro esporozoitos, los cuales miden 6.0 x 8.0 um (Dubey, 2010).
Bradizoitos. Los bradizoitos estan presentes en la fase cronica de la
enfermedad, con un metabolismo diferente al de los taquizoitos, pero
semejantes en su morfologia. Los bradizoitos se dividen lentamente y se
encuentran contenidos inicialmente por un sistema membranoso (vacuola
parasitéfora), conforme transcurre el tiempo se depositan diferentes

proteinas generando una pared. Al conjunto de bradizoitos delimitados por



esta estructura se le denomina quiste tisular (Figura 1). Los bradizoitos
miden 1.5 x 7.0 um (Hill et al., 2005; Dubey, 2010).

1.2.1 Ciclo de vida

T. gondii presenta un ciclo de vida indirecto (Figura 2), que puede iniciar cuando un
hospedador definitivo (felinos) ingiere quistes tisulares con bradizoitos u ooquistes
con esporozoitos. Al llegar al tracto digestivo, los zoitos (bradizoitos o esporozoitos)
son liberados en la luz, por accién de los jugos gastricos y las enzimas proteoliticas
del intestino delgado, posteriormente invaden las células epiteliales del intestino.
Una vez que estan en el interior de los enterocitos, se lleva a cabo una primera
multiplicacion asexual por endodiogenia, dando origen a los merozoitos; cuyo
desarrollo se lleva a cabo en el epitelio intestinal y da origen a cinco tipos
morfolégicos distintos A, B, C, D y E; similares morfol6gicamente a los taquizoitos.
Los merozoitos del tipo B se dividen por endodiogenia y los merozoitos C, Dy E se
dividen por endopoligenia. Al final de estas divisiones asexuales, (tipo D o E) se da
inicio la fase de replicacion sexual, que es exclusiva de los hospederos definitivos,
generando macro y microgametos (femenino y masculino, respectivamente).
Cuando los microgametocitos fertilizan a microgametocitos se genera un cigoto,
que posterior a la division del ndcleo y el citoplasma dara origen a dos
esporoblastos con dos nucleos cada uno. Conforme continua la maduracion, los
esporoblastos adquieren forma elongada, formando los esporoquistes. que al
madurar forma el ooquiste sin esporular, siendo eliminado al ambiente a través de
las heces. El conjunto de las divisiones asexuales y sexuales en los enterocitos,
hasta la expulsion de los ooquistes sin esporular, representan el ciclo
enteroepitelial. La esporulacion del ooquiste se ve favorecida por condiciones
ambientales (temperatura y humedad) y se lleva a cabo en un periodo de uno a
cinco dias. El ooquiste esporulado contiene dos esporoquistes elipsoidales, cada

uno con cuatro esporozoitos (Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Etheredge et al., 2004,



Figura 1. Estadios de T. gondii. A) Taquizoitos con forma de media luna, en frotis de pulmén (flechas) y en replicacién (punta de flecha). B) Quiste tisular en una seccién
de musculo, se observa la pared delgada (flecha) y bradizoitos en su interior (puntas de flecha). C) Quiste tisular obtenido del cerebro de un ratén, se observa la pared del
quiste bien definida (flecha) y los bradizoitos al interior (puntas de flecha). D) Ooquiste no esporulado, obtenido de las heces de un gato; se observa una doble pared bien
definida (flecha). E) Ooquiste esporulado, se aprecia la pared (flecha grande) y los dos esporoquistes (puntas de flecha), dentro de ellos se aprecian cuatro esporozoitos
(flecha pequefia). Tomada y modificada de Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005.



Hill et al., 2005; Speer y Dubey, 2005; Dubey et al., 2005; Cedillo-Pelaez, 2009;
Ferguson y Dubremetz, 2014).

En los hospedadores definitivos, de forma simultanea al ciclo enteroepitelial
una proporcion de zoitos puede penetrar la lamina propia de la pared intestinal y
multiplicarse como taquizoitos, diseminandose a otros tejidos por via linfatica y
sanguinea. En los hospedadores intermediarios, tras la ingestion de cualquiera de
los estadios infecciosos, ocurre una conversion a taquizoitos en el intestino y
posteriormente se diseminan extraintestinalmente de forma similar a lo que ocurre
con los hospedadores definitivos. Los taquizoitos se pueden multiplicar
rapidamente en células nucleadas de multiples tejidos (endotelios vasculares,
fibroblastos, células mono y polimorfonucleares, no en eritrocitos, aunque si pueden
invadirlos). Si el hospedador es un individuo inmunocompetente, generalmente
podra controlar la replicacion de los parasitos eliminando gran parte de los mismos,
sin embargo, algunos de los taquizoitos que logran evadir la respuesta inmune,
pueden alojarse en diferentes tejidos transformandose en bradizoitos, formando
quistes tisulares. Los quistes tisulares son considerados el estadio final del ciclo de
vida en los hospedadores intermediarios, con capacidad infecciosa inmediata,
aungue también pueden persistir de por vida en varios organismos; se pueden
encontrar predominantemente en organos del sistema nervioso central, 0jo,
musculo estriado esquelético, musculo cardiaco; y en menor cantidad en 6rganos
viscerales como higado, pulmoén y rifidn (Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Tenter et
al., 2000; Hill et al., 2005; Dubey et al., 2005; Cedillo-Peladez, 2009; Dubey, 2010;
Ferguson y Dubremetz, 2014).

1.3 Vias de transmision

Independientemente de que los hospedadores se puedan infectar al ingerir
quistes tisulares presentes en carne o por consumir alimentos contaminados con
ooquistes esporulados (transmision horizontal), la transmisién de T. gondii también

se puede llevar a cabo de manera transplacentaria (transmision vertical); cuando



una hembra en gestacion se infecta y transmite el parasito al feto, documentandose
en la literatura diversos mecanismos que favorecen dicha circunstancia (paso
materno-fetal de células infectadas, incluyendo células sanguineas o de la placenta
(trofoblastos), entre otras (Flegr, 2014; Cedillo-Pelaez, 2015).

Por otra parte, se han descrito otras vias de trasmision de T. gondii,
asociadas a diversos factores, incluyendo la exposicion al suelo contaminado por
ooquistes, la practica de geofagia y la permanencia de niflos que juegan en
areneros; el consumo frecuente de moluscos bivalvos como almejas y mejillones,
asi como la ingesta de leche cruda de diferentes rumiantes. Se ha documentado
que T. gondii también puede transmitirse por transfusion de sangre, aloinjertos de
organos solidos, trasplante de médula 6sea, alotrasplante de células madre, esputo
y semen (Flegr, 2014; Cedillo-Peldez, 2015). Higiene deficiente, un nivel de
educacion y socioecondmico bajo, asi como la exposicion a ciertos genotipos de T.
gondii también pueden contribuir a incrementar la tasa de infeccion (Flegr, 2014).

Los primeros estudios de genotipificacion agruparon a los aislamientos de T.
gondii en uno de tres genotipos denominados “I, Il y l1I”, de forma similar a lo referido
a su clasificacion biologica. A estos genotipos también se les ha definido como
“linajes clasicos o predominantes”. La variabilidad genética entre los aislamientos
estudiados fue menor o igual al 1%, considerandose relativamente baja, por lo que
fueron denominados linajes clonales (Dardé, 2004; Su et al., 2006, 2010, 2012;
Pena et al., 2008; Cedillo-Pelaez, 2015).

Sin embargo, en estudios mas recientes y donde se utiliza una mayor
cantidad de marcadores y técnicas (PCR-RFLP, microsatélites y secuenciacion),
han demostrado la presencia de nuevos genotipos con caracteristicas particulares
en diversas partes del mundo, revelando una mayor variabilidad genética. Estos
aislamientos recientes se han referido como recombinantes (por presentar

combinacion de alelos Iy lll o I, 1l y I, etc.) y atipicos (combinacién de alelos I, Il o



Condiciones ambientales adecuadas Ciclo enteroepitelial
(temperatura, humedad):

Hospedadores definitivos
Esporulacion (1 a 2 dias) (Felinos: Reproduccidn sexual)

\ T

Felinoe? domésticos y Ooquistes Oooquistes
silvestres: <in esporulados
Hospedador definitivo esporular

Transmision:
1) Alimentos o agua
contaminados con
ooquistes
2) Carne con quistes
tisulares
3) Congénita

Quiste tisular

Vertebrados de sangre caliente: Hospedadores intermediarios
Reproduccion asexual

Figura 2. Ciclo de vida de T. gondii. El ciclo puede iniciar con la eliminacién de ooquistes no esporulados en las heces del gato, bajo condiciones adecuadas de
temperatura y humedad, el ooquiste esporula, posteriormente es ingerido por alguno de los hospedadores intermediarios. El ciclo se cierra cuando un felino consume
quistes tisulares de un hospedador intermediario infectado; lo que corresponde a la via de transmision horizontal. La via de transmision vertical puede presentarse
cuando una hembra gestante se infecta, transmitiendo el parasito a su cria, dando lugar a la infeccién congénita. Cortesia de M en C Alejandro Besné Mérida
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[l con polimorfismos Unicos y nuevos, identificandose los alelos como u-1, u-2, u3,
etc.), siendo por lo general mas virulentos en ratén que los linajes clasicos 1l y Il
(Sibley et al, 1992b; Darde, 2004; Switaj, 2005; Su et al., 2006, 2010, 2012; Pena
et al., 2008, 2011; Dubey, 2010; Darde, Ajzenberg y Su, 2014; Cedillo-Peléez,
2015).

1.4 Toxoplasmosis

El término “toxoplasmosis” se utiliza para describir la enfermedad clinica o
anatomopatoldgica causada por Toxoplasma gondii, generando una infeccion
sintomatica (enfermedad aguda) o bien, un cuadro persistente con quistes tisulares
(enfermedad crénica o infeccion latente) (Montoya, 2004; Dubey, 2010; Cedillo-
Peldez, 2015).

Se considera que el 95% de los casos de toxoplasmosis en el mundo son
asintomaticos, debido a que la respuesta inmune es capaz de controlar la
replicacion del parasito, limitando la presentacion de un cuadro clinico. Cuando la
respuesta inmune es rebasada y se presenta la infeccion, un amplio grupo de
presentaciones clinicas se han descrito, con afeccion a diferentes tejidos y con
distribucion local o generalizada. En pacientes inmunocompetentes se han descrito
cuadros agudos con presencia de fiebre, exantema, mononucleosis Yy
linfadenopatia cervical, principalmente, sin embargo, en otros casos, ademas de
presentarse estas alteraciones, el cuadro clinico puede exacerbarse y generar un
cuadro sistémico con afectacidbn multiorganica (cuadro respiratorio y digestivo),
comprometiendo la integridad del hospedador afectado (Cedillo-Pelaez, 2017).

Dependiendo de diversos factores, también se pueden presentar cuadros
clinicos locales, restringidos a regiones anatdmicas particulares, como la
toxoplasmosis ocular, donde la afeccién suele ser unilateral con desarrollo de
retinocoroiditis de leve a moderada, o bien, se pueden presentar en el fondo del ojo
lesiones con mayor extension y gravedad, con compromiso importante de la vision

y riesgo de presentar ceguera total. En estos casos, aparentemente no hay
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involucramiento de otros aparatos o tejidos, sin conocerse a la fecha los
mecanismos que condiciona esta limitacion anatémica (Cedillo-Pelaez, 2017).
Otras presentaciones clinicas incluyen la toxoplasmosis neurolégica o cerebral, la
cutanea, digestiva, y otra de suma relevancia clinica, es la toxoplasmosis congénita
(Dubey, 2010; Cedillo-Pelaez, 2017). Esta ultima presentacion, se describe a

detalle a continuacion.

1.4.1 Toxoplasmosis congénita

Es provocada por la transmision transplacentaria de T. gondii de la madre
hacia el feto, siendo la carga parasitaria, el genotipo y la virulencia del parasito, asi
como el tercio de la gestacién en donde se presenta la primoinfeccion materna,
factores que condicionan el riesgo de la transmision vertical y la gravedad del cuadro
clinico. La infecciéon por T. gondii en mujeres embarazadas es relevante, ya que, Si
el parasito es transmitido al embridén/feto (dependiendo del tercio de gestacion
donde se infecte la madre), puede provocar muerte embrionaria/fetal y aborto. Un
recién nacido expuesto al parasito en el Gtero durante la gestacién, puede
desarrollar secuelas neurologicas y oculares.

En seres humanos, se ha descrito que, si la infeccion materna ocurre durante
el primer tercio de la gestacion, el riesgo de transmision al embridén en desarrollo es
baja, y aumenta conforme avanza la gestacién, siendo mayor en el tercer tercio
(Figura 3). Por otro lado, el riesgo de que los productos presenten signos y lesiones
disminuye conforme aumenta el trimestre de la gestacion (Dunn et al.,1999;
Remington et al., 2006; Elbez-Rubistein et al., 2009; Dubey, 2010; Cedillo-Pelaez,
2017). Si la infeccion materna ocurre en el primer tercio de la gestacion, la tasa de
transmision congeénita es del 2-15%, pero si se presenta, generalmente provoca
muerte embrionaria y aborto. Durante el segundo trimestre, la tasa de transmision
congénita aumenta hasta llegar al 50% y los fetos infectados suelen nacer
prematuramente, o con problemas clinicos severos, incluyendo cuadros

neurologicos con secuelas graves (meningoencefalitis



-
o
o

ta (%)

S [50-80 %
‘0

(=]

=

O

o

5

'S 50 —

o

= Riesgo de presentar

@ signos clinicos

T

o

o 2-10 %
L

14

, I n
Riesgo de infeccion congeénita (%)

Figura 3. Gréafico que relaciona el tercio de la gestacién donde ocurre la infeccién maternay los riesgos de presentar cuadro clinico y transmisién vertical en la
infeccién congénita en seres humanos. Dependiendo del tercio de la gestacion donde se lleve a cabo la primoinfeccion materna, el riesgo de transmision vertical aumenta
y de manera contraria el riesgo de presentar signos clinicos disminuye conforme avanza la gestacion. Tomado y modificado de Dunn et al., 1999.
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granulomatosa con hipertension intracraneana, hidrocefalia secundaria a
ependimitis y ventriculitis; asi como calcificaciones cerebrales parenquimatosas
difusas (Dunn et al.,1999; Remington et al.,, 2006; Elbez-Rubistein et al., 2009;
Dubey, 2010; Cedillo-Pelaez, 2017).

En el tercer tercio de la gestacion, la tasa de transmision oscila entre el 60 y
el 90%, aunque la mayoria de los neonatos parecen ser asintomaticos, pueden
desarrollar secuelas neuroldgicas, oftalmolégicas y auditivas en un periodo pos-

nacimiento que va de los tres meses a los 20 afios (Dunn et al., 1999).

1.5 Patogenia

El progreso de la infeccion por T. gondii y su patogenia, tanto en humanos
como en animales, depende de diversos factores como la virulencia y genotipo del
aislamiento, la dosis infectante, el estadio del parésito, el estado inmunolégico, la
susceptibilidad del hospedador involucrado y la relacion parasito-hospedador, entre
otros (Montoya y Liesenfeld, 2004; Hill et al., 2005; Dubey, 2010; Cedillo-Pelaez,
2015). Clasicamente, la lesion caracteristica e indicativa de infeccion por T. gondii
es la necrosis, que en un principio es de tipo celular, y conforme transcurre el tiempo,
afecta a una mayor cantidad de células, generando necrosis tisular. T. gondii
usualmente infecta al hospedador, definitivo e intermediario, sin producir
enfermedad clinica, siendo poco frecuentes los casos severos. Independientemente
del tipo de estadio con el que se infecte, ya sea por la ingestion de carne infectada
con quistes tisulares o por alimento contaminado con ooquistes, al alcanzar la luz
intestinal tanto los bradizoitos como esporozoitos, penetran las células epiteliales
multiplicandose dentro de las primeras 24 horas, generando multiples taquizoitos,
los cuales, al producir la lisis y muerte de las células infectadas, son liberados
invadiendo las células adyacentes, provocando zonas de necrosis, cada vez mas
extensas; conforme se van propagando, pueden invadir el tejido cercano
(enterocitos, intersticio y tejido linfoide asociado, incluyendo leucocitos residentes

no residentes). Posteriormente, los zoitos se diseminan a linfonodos mesentéricos
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y después a traves de vasos linfaticos y sanguineos, alcanzando diferentes érganos
y multiplicandose virtualmente en cualquier célula nucleada del cuerpo del
hospedero. Recientemente se ha descrito, que la diseminacién de T. gondii se ve
favorecida por su habilidad de invadir células migratorias del sistema inmune, como
las células dendriticas; lo que permite su distribucion hacia tejidos linfoides; o bien,
invaden macrofagos, neutrofilos y células NK generando un efecto denominado
‘caballo de Troya”, al ser “transportados” en interior de las células inmunes
infectadas, evadiendo asi la respuesta inmune, alcanzando tejidos distantes como
el sistema nervioso central. El cuadro clinico es determinado por la extensién de las
lesiones necroticas en los tejidos afectados, por el crecimiento intracelular de los
taquizoitos y la presencia de una respuesta inflamatoria franca. El hospedador
puede morir por un cuadro de toxoplasmosis aguda debido a las alteraciones en
intestino y linfonodos mesentéricos, aunado a las lesiones necroéticas en otros
tejidos. En la mayoria de los casos, la respuesta inmune del hospedador es capaz
de limitar y controlar la diseminacién parasitaria, adquiriendo inmunidad con la
aparicion de anticuerpos, desarrollando toxoplasmosis crénica (Dubey y Beattie,
1988; Ferguson, 2004; Hill et al., 2005; Dubey, 2010; Weidner et al., 2014; Cedillo-
Pelaez, 2015).

En el caso de la toxoplasmosis congénita, la transmision transplacentaria
ocurre a partir de la infeccién de los vasos sanguineos, asi mismo, los taquizoitos
pueden replicarse dentro de las células del sincitiotrofoblasto y del trofoblasto. Una
vez que los taquizoitos han alcanzado la luz de los vasos sanguineos, pueden llegar
a la sangre fetal mediante pinocitosis. Si el parasito esta presente en la cavidad
amnidtica, también es posible su paso a través del liquido amniotico hasta el feto
por deglucion. De modo similar a lo que ocurre con los hospederos adultos, en los
fetos pueden formarse quistes tisulares con bradizoitos, los cuales pueden

mantenerse latentes pos-nacimiento (Martin-Hernandez, 2003).

12



1.6 Respuesta inmune

El éxito ante la infeccion de T. gondii implica un equilibrio entre la respuesta
inmune del hospedador, que trata de controlar la replicacion del parasito y la
capacidad de este, para evadir o modular dicha respuesta, permitiendo su
sobrevivencia en el hospedador (Buzoni-Gatel y Werts, 2006; Miller et al., 2009;
Cedillo-Peléaez, 2015).

El reconocimiento inicial del parasito se lleva a cabo por los receptores de
macréfagos y otras células de la respuesta inmune que expresen los receptores de
tipo Toll 2y 4 (TLR 2 y TLR 4), en respuesta al reconocimiento de los patrones
moleculares asociados a microorganismos (MAMP’s), mediante la deteccion de
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI); aunque los macréfagos no son las Unicas células
inmunes que pueden reconocer a T. gondii para inducir una respuesta, también las
células dendriticas (CD) y otras células de la respuesta inmune capaces de
interactuar con el parasito a través del receptor tipo Toll 11 (TLR 11) que detecta la
profilina del parasito. Lo que ocurre posterior al reconocimiento de los MAMP’s por
los TLR's es la presentacién de antigenos por las células dendriticas y los
macrofagos, ademas de la produccion de la citocina proinflamatoria, interleucina 12
(IL-12), induciendo una respuesta adaptativa mediada por linfocitos T CD4+y CD8+,
los cuales producen un perfil tipo Thl, estimulan a las células NK y favorecen la
produccion de interferon gamma (IFN-y) el principal mediador de la respuesta
inmune contra T. gondii, siendo crucial para la activacion de células
hematopoyéticas (CHem) y no hematopoyéticas (CNHem) que limitan la replicaciéon
del parasito. El IFN-y a través de su receptor de superficie para IFN-y (IFN-yR),
activan al transductor de sefializacion 1 (STAT-1), un factor de transcripcion que, en
monocitos y macréfagos, controla la expresion de genes, induciendo la produccion
de oOxido nitrico (NO-) y de especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales
contribuyen al control intracelular de los parasitos (Buzoni-Gatel y Werts, 2006;
Correa et al., 2007; Cedillo-Pelaez, 2009; Miller et al., 2009; Hunter y Sibley, 2012).
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Asi mismo, en ambos tipos celulares (CHem y CNHem), el IFN-y induce la
produccion de dos familias de proteinas de defensa, dependientes de la proteina 5
de autofagia (ATGD), llamadas GTPasas relacionadas con la inmunidad (IRGS) y
proteinas de union con guanilato p67 (GBPs), las cuales son reclutadas hacia la
vacuola parasitéfora, favoreciendo la formacién de vesiculas y ruptura de la
membrana, con subsecuente digestion y eliminacion de los parasitos que se
encuentren en el citoplasma. El IFN-y también puede alterar el metabolismo celular,
el cual favorece la degradacion de triptéfano en fibroblastos, el consumo de hierro
en enterocitos activa a las células efectoras incrementando la fagocitosis, la
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés) por
las mismas NK y la citotoxicidad directa por linfocitos T CD8+. Asi mismo, los
macréfagos activados producen factor de necrosis tumoral a (TNF- a) que induce la
apoptosis de las células infectadas (Buzoni-Gatel y Werts, 2006; Correa et al., 2007;
Matowicka-Karna et al., 2009; Miller et al., 2009; Hunter y Sibley, 2012).

En el caso de la toxoplasmosis congénita, la respuesta inmune es un evento
que puede ocurrir durante la primera semana posterior a la infeccion materna. En
esta etapa existe ausencia de memoria inmune fetal contra la infeccion por T. gondii
por lo que los mecanismos de respuesta inmune innata maternos y fetales ocupan
un papel central en el control y diseminacion del parasito. La produccién de IFN-y
es indispensable en la respuesta inmune materna, para limitar la multiplicacion del
parasito. Sin embargo, deben existir mecanismos inmunes que regulen la expresion
de IFN-y, ya que la produccion excesiva durante la gestaciéon puede generar
condiciones patoldgicas que concluyen en muerte fetal debido a una respuesta

inmune exacerbada. (Pfaff et al., 2007).

1.7 Gestacion: establecimiento de la interfaz materno-fetal

El establecimiento de la gestacion requiere una compleja comunicacion entre
células endometriales y trofoblasticas, dada a través del desarrollo y mantenimiento
de la interfaz materno-fetal. La interaccién entre los compartimientos materno-

embrionario/fetales genera un microambiente local finamente regulado por
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hormonas esteroides, factores de crecimiento, mediadores lipidicos, moléculas de
adhesion, componentes de matriz extracelular (MEC), y sus receptores; asi como
metaloproteinasas de matriz (MMP). Los eventos principalmente involucrados en el
inicio del desarrollo de la interfaz materno-fetal en roedores y humanos son la
implantacion de los embriones y la decidualizacién del endometrio (Abrahamsohn y
Zorn, 1993; Dey et al., 2004; Cha et al., 2012).

La implantacion es el proceso mediante el cual, el embrion se adhiere a la
superficie del endometrio; ocurre exclusivamente durante la "ventana de
implantacion”, un periodo de tiempo en el que el endometrio es receptivo al embridn
(Abrahamsohn y Zorn, 1993; Carson et al., 2000). La receptividad endometrial esta
dada por las hormonas ovaricas (estrogeno y progesterona), asociados con
mediadores, como factores de transcripcion y factores de crecimiento; para que la
implantacion tenga éxito, la receptividad endometrial debe coincidir con la etapa de
desarrollo y activacion del embrion (Dey et al., 2004; Cha et al., 2012; Ma et al.,
2003). La invasion del endometrio por las células del trofoblasto (CTB) y la
transformacion de los vasos sanguineos deciduales promueven la formacion de la
placenta (Cross et al., 2002; Georgiades et al., 2002).

En el ratén, la implantacién se lleva a cabo durante la noche del cuarto dia
de gestacion (DDG), se considera el hallazgo del tap6n vaginal como el dia 1 de la
gestacion (Das et al., 1994; Das et al., 1995). Durante la etapa de aposicion de la
implantacion se favorece una interaccion cercana entre el embrion y el endometrio,
las microvellosidades de la superficie de las CTB y las células epiteliales uterinas
(CEU) se interdigitan, cerrando la luz uterina alrededor del embrion; posteriormente,
en la etapa de adhesidn, las microvellosidades de las CTB se pierden. La etapa de
adhesion es seguida por la invasion de la lamina epitelial por las CTB. Durante este
proceso, las CEU sufren apoptosis, desprendiéndose de la membrana basal, para
ser fagocitadas por CTB (Bevilacqua y Abrahamsohn, 1988; 1989; Parr et al., 1987).
Después de la desaparicibn de la membrana basal alrededor del embrion
implantado, los trofoblastos establecen contacto con la MEC de las células
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endometriales decidualizadas y con vasos sanguineos endometriales ya
modificados. El endometrio decidualizado propicia un ambiente controlado para la
invasion de las CTB (Abrahamsohn y Zorn, 1993; Carson et al., 2000; Das et al.,
1994).

Para el sexto DDG, el embrién de raton esta completamente incrustado
dentro del endometrio. Desarrollando inicialmente una placenta coriovitelina, que
eventualmente es reemplazada por una placenta corioalantoidea definitiva. La
placenta coriovitelina esta constituida por una red de CGT primarias, el saco
vitelino, vasos vitelinos y células deciduales del estroma endometrial; su funcién es
aproximar la circulacion materna con la embrionaria y es la fuente principal de
nutricion del embridn desde aproximadamente el dia 6 hasta los DDG 10 u 11. En
consecuencia, la organogénesis del raton (8-13 DDG) ocurre en gran medida
mientras el embrién se nutre de la placenta coriovitelina, lo que demuestra la
importancia de esta placenta temprana para el desarrollo de los embriones de raton.
Alrededor del DDG 11 la placenta corioalantoidea definitiva (Figura 4) esta
suficientemente desarrollada (estructural y funcionalmente) para asumir la nutricion
del embrién (Abrahamsohn, et al., 1989; Bevilacqua y Abrahamsohn 1988; 1989;
Cross, et al., 2002; Georgiades et al., 2002; Sutherland, 2003; Malassiné et al.,
2003).

1.8 Caracteristicas morfoldgicas de placenta de humanos y ratones

La clasificacion del tipo de placentacion se realiza con base en tres aspectos
principales: a) origen vascular (la relacion vascular entre la madre y el embrion/feto);
b) anatdmica-morfoldgica; y c) el histolégica (nimero de barreras histoldgicas entre
la sangre materna y la fetal). Segun el origen vascular, al inicio de la gestacion, los
mamiferos presentan una placenta coriovitelina (la pared del saco vitelino se une
con el corion); posteriormente, este tipo de placenta experimenta un proceso de
involucion dando lugar a la placenta corioalantoidea, que se constituye tardiamente
y es la definitiva; estableciéndose con la fusion del alantoides con el corion (Rojas

y Rodriguez, 1987). Segun la clasificacion anatoémica-morfoldgica, los primates
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(incluyendo a los humanos) y los roedores presentan placenta discoidal, en donde,
las vellosidades coriales (corion frondoso) se distribuyen abarcando un area circular
y polarizada. Por altimo, segun la clasificaciéon histolégica, la placenta de humanos
y ratones es hemocorial; siendo laberintica en roedores (laberinto coridnico, unidas
entre si) y vellosa en humanos (las vellosidades no se unen “flotan” en la camara
hematica) (Rojas y Rodriguez, 1987; Furuya et al., 2008; Roa, 2012).

En humanos como en ratones, una placenta normal a término se divide
principalmente en tres capas: 1) la placa basal (superficie materna) y vellosidades
de anclaje (extensiones distales de las vellosidades primarias) que interactian
directamente con el endometrio materno; 2) las unidades vellosas terminales
(humanos) o laberinto coriénico (raton), donde se lleva a cabo el intercambio de
gas/nutrientes; y 3) la placa corionica (superficie fetal) que consisten en tejido
conectivo denso que contiene vasos fetales (Figura 5) (Furuya et al., 2008).

El amnios y el corion inferior son membranas que cubren la placa coridnica,
y el corddn umbilical recoge arterias y venas coridnicas en la placa coriénica,
generalmente en la parte central (Kraus et al., 2004). La estructura fundamental de
la placenta se establece durante la primera mitad de la gestacion (Reynolds et al.,
2005). En la placenta humana, la unidad de vellosidades terminales (vellosidades
terciarias que provienen de vellosidades secundarias) estd compuesta
principalmente de capilares del lado fetal revestidos por células endoteliales (CEn),
colageno mesenquimal y sincitiotrofoblastos perfilados. En etapas mas tempranas,
los citotrofoblastos se encuentran debajo de los sincitiotrofoblastos. A medida que
avanza el embarazo, la capa de citotrofoblastos se vuelve casi indetectable, y los
capilares fetales se colocan muy cerca de la circulacion intervellosa materna,
probablemente con el propdsito de un intercambio eficiente de gas/nutrientes (Lewis
y Benirschke, 2012; Kraus et al., 2004). Es importante mencionar que el espacio
sanguineo materno estd alineado directamente por sincitiotrofoblastos
diferenciados terminalmente, no por CEn (interfaz hemocorial) (Rossant y Cross
2001; Kraus et al., 2004).
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La arquitectura basica de la placenta del raton es casi similar a la de los humanos,
pero existen algunas diferencias a nivel microscopico (Figura 5). En el "laberinto”,
tanto las ramas coridnicas fetales como los sinusoides que llevan sangre materna
son tortuosos y exhiben dimensiones similares. Las vellosidades romas no son
detectables. Por lo tanto, es dificil distinguir el flujo sanguineo microscopico del lado
fetal del lado materno sin una ayuda de inmunohistoquimica. Entre la interfaz
circulatoria fetal y materna, hay tres capas trofoblasticas (tricoriales); es decir, dos
capas de sincitiotrofoblasto que rodean a las CEn del lado fetal y un solo trofoblasto
mononuclear dirigido al seno de la sangre materna (Rossant y Cross 2001;
Georgiades et al., 2002; Adamson et al., 2002; Furuya et al., 2008). El peso de los
fetos aumenta casi dos veces durante la Ultima etapa de la gestacién, mientras que,
el peso de las placentas no aumenta de forma significativa en etapas posteriores;
sin embargo, las redes vasculares en las vellosidades terminales/laberinto se
vuelven mas diferenciadas y aumentan la capacidad funcional de los capilares del
lado fetal, asi como de los senos de la sangre materna (Cunningham, 2005;
Reynolds et al., 2005; Furuya et al., 2008).

1.9 Modelos murinos de toxoplasmosis congénita

Con el fin de estudiar la relacion entre el tercio de gestacion donde se lleva a
cabo la infeccion materna, la tasa de transmision fetal, asi como el efecto de la
invasion de T. gondii en la madre y en el feto; diversos grupos de trabajo han
buscado desarrollar un modelo de infeccidn que represente la cinética de infeccion
observada y descrita en los seres humanos (Bresciani et al., 2001).

Sin embargo, los mecanismos por los que T. gondii es capaz de infectar los
tejidos maternos y diseminarse hasta el feto, esta poco esclarecido, y se pueden
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Figura 4. Esquemay microfotografia de placenta de ratén. Seccién de placenta, donde se observan los diferentes estratos que conforman
el tejido. Tomado y modificado de Croy et al., 2014.
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presentar variaciones en el estudio de este tema, debido a las diferencias
anatomicas entre especies (Cuadrol), que han sido empleadas para estudiar dicha
relacion. Diversos modelos animales como ratén, rata, conejillo de indias y el conejo
se han desarrollado para investigar diferentes aspectos de la toxoplasmosis
congénita (Darcy y Zenner, 1993; Wong y Remington, 1994). Entre ellos, el ratén es
el modelo adoptado con mayor frecuencia, debido a las similitudes histolégicas con
la placenta humana (Darcy y Zenner, 1993). Aunque la arquitectura de ambas
placentas difiere en detalles, su estructura general y los mecanismos moleculares
subyacentes a la placenta en desarrollo, son similares. La toxoplasmosis congénita
en raton se describié en 1950 (Cowen y Wolf, 1950). Posteriormente, diferentes
cepas de ratén han sido ampliamente utilizadas como modelo para estudiar la
toxoplasmosis congénita. EI modelo murino (Mus musculus) de toxoplasmosis
congénita, ha sido empleado para responder aspectos en la patogenia de la muerte
fetal y el aborto, por ejemplo, se ha utilizado para analizar la influencia de la
multiplicacion parasitaria en la muerte fetal, aspectos de la respuesta inmune
materna, la transmisién vertical y su control. Por otra parte, el modelo de raton
también se ha utilizado para probar la capacidad de los agentes quimioterapéuticos
para limitar la transmision vertical de T. gondii (Fux et al., 2000). Dichos modelos
han demostrado ser Utiles para el estudio de la toxoplasmosis congénita. Las
caracteristicas del ratbn como: el corto periodo de gestacion, la disponibilidad de
numMerosos reactivos inmunologicos y la construccion de diferentes tipos de ratones
transgénicos knock out, facilitan la experimentacion con esta especie propiciando
su utilidad para proporcionar informacion que mejore la comprensién de la patogenia
de la toxoplasmosis congénita (Mévélec et al., 2005).

Estudios realizados en lauchas (Calomys callosus), por Ferro et al., (2002),
Barbosa et al., (2007) y Franco et al., (2011); un animal distribuido en el centro de
Brasil, observaron que este roedor representa un modelo animal experimental
adecuado para estudiar la dindmica de la toxoplasmosis congénita (Ferro et al.,
2002; Barbosa et al., 2007; Franco et al.,, 2011). En estos estudios lograron
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demostrar que C. callosus es susceptible a la infeccion de T. gondii; y en otra
investigacion realizada posteriormente, observaron que la transmision vertical de T.
gondii, se lleva a cabo Unicamente en la fase aguda de la infeccién, pero no en
animales cronicamente infectados. (Ferro et al., 2002; Barbosa et al., 2007; Franco
et al., 2011y 2015).

Actualmente en el Laboratorio de Inmunologia Experimental (LIE), se ha
estudiado la transmision vertical de T. gondii durante los tres tercios de gestacion
en ratonas BALB/c, observandose que a partir de la dosis de 5.0 millones de
taquizoitos, la frecuencia de transmision y dafio fetal es mayor al 50%, lo cual
corresponde a lo observado en la toxoplasmosis congénita en seres humanos (Dunn
et al., 1999; Vargas-Villavicencio et al., 2016).

Por ahora se estan evaluando los mismos pardmetros en el primer y Gltimo
tercio de la gestaciéon. Sin embargo, aln no se ha realizado una comparacion de las
alteraciones entre los diferentes tercios, y no se han analizado otros aspectos
anatomopatologicos importantes en la presentacion de la infeccion congénita. Por
lo tanto, es importante conocer estas observaciones, para proporcionar informacion

gue contribuya al mejor entendimiento de la enfermedad.
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Figura 5. Comparacién histolégica de placentas de humano y ratén. Microfotografias de secciones de placentas de humano y de ratdn, vista panoramica, apreciandose
al lado derecho de cada seccion el detalle de los diferentes estratos que las componen respectivamente. HE, panoramicas 100x y amplificaciones 400x. Tomado y modificado
de Furuya et al., 2008
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Cuadro 1. Heterogeneidad de los modelos animales de toxoplasmosis congénita

Género y especie Tercios _d,e la : Via de_ . Estadio inoculado Tipo de Referencia
gestacion inoculacion cepa
1 2 3
Favoreto et al., 1998; Ferro et al.,
Laucha . . 1999; 2002; Barbosa et al., 2007;
(Calomys callosus) * i i Vo Quiste tisular I Costa et al., 2009.
. . . Roberts y Alexander, 1992; Fux et al.,
F:nalt,zzu(ml;; + + + VO, SC, IVa, 00 %gféeglzlggrc’mo Ll 2000; Abou-Bacar et al., 2004; Ge et
IP q ta l,JiZOI'tO ' ' al., 2008; Cabafias-Cortes et al., 2009
q Wang et al., 2011.
Rata (Rattus
norvegicus, Rattus + + i VO. IP Quiste tisular, LIl Remington et al., 1958; Dubey et
rattus) ' taquizoito T al.,1997; Freyre et al., 2006; 2008.
(Cavi(;Oboaryc?allus) + + + VO. IP. SC Quiste tisular, Ll Fiori et al., 2002; 2003; Zenner et al
P T taquizoito ' 1999; Haumont et al., 2000.
Ovino (Ovis aries) . . Buxton et al., 1982; 1986; 1989; 1993;
+ + - VO Ooquiste, taquizoito i Méveélec et al., 2010,
Canino (Canis lupus
familiaris) - + + PO, SC Taquizoito, ooquiste Il Bresciani et al., 1999; 2001; 2009.
Primates (Macaca
mulatta) i + i Y, Taquizoito | Schoondermark-Van de Ven et al.,
1993
Suino (Sus scrofa Ooquiste, quiste Dubey y Urban, 1990; Jungersen et al
domesticus) -+ IV, VO -oquiste, quist MINI yy » -9, JUNng .
tisular, taquizoito 2001.
Felino (Felis catus) i i + VO Quiste tisular I Powell y Lappin, 2001.

VO- Via oral; IP-Intraperitoneal; SC- Subcutaneo; V- Intravenoso; IVa- Intravaginal
Tomado y modificado de Vargas-Villavicencio et al., 2016.
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2. JUSTIFICACION

La seroprevalencia de la toxoplasmosis en México se encuentra alrededor del
43%, mientras que la frecuencia anual de toxoplasmosis congénita es de 2 recién
nacidos en el valle de México por cada 1,000. Asi mismo el 10% de los neonatos
infectados congénitamente desarrollardn manifestaciones clinicas; ademas de
presentar otras repercusiones permanentes en distintos 6rganos y sistemas;
factores que pueden influir en su desarrollo.

En el estudio de la toxoplasmosis congénita, existen diferentes modelos
animales que permiten el andlisis de la interaccibn madre-feto-parasito; sin
embargo, muchos de estos estudios carecen de informacion relacionada con el
mantenimiento de la gestacion, las alteraciones en placenta, frecuencia de
transmision o el dafio fetal, y de las similitudes que se pudieran llegar a presentar o
transpolar con lo descrito en humanos.

Son varios los factores que condicionan la toxoplasmosis congénita, tales
como el tercio de la gestacidon donde ocurre la infeccion, la dosis infectiva y el
genotipo del parasito. Se ha propuesto que la multiplicacion parasitaria en la
placenta puede generar un efecto nocivo en el desarrollo y preservacion de la
gestacion, favoreciendo la presentacion de reabsorciones, muerte fetal y aborto. Sin
embargo, los mecanismos que la provocan aun no son comprendidos
completamente. Por lo tanto, es importante conocer el mecanismo por el cual T.
gondii afecta el desarrollo de la gestacion y provoca alteraciones en los fetos.

Recientemente, en el Laboratorio de Inmunologia Experimental (LIE) se
generd un modelo murino de toxoplasmosis congénita, el cual permitio estudiar
alteraciones morfolégicas en placenta y fetos, reabsorciones, asi como el porcentaje
de transmisién congénita durante el segundo y tercer tercio de la gestacion. El
analisis morfolégico se ha llevado a cabo de forma general, sin particularizar
aspectos relevantes sobre distintas alteraciones y lesiones que se pudieran
presentar, favoreciendo la disfuncién placentaria y por ende su repercusion en los

productos.
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3. OBJETIVO GENERAL
Describir y comparar las alteraciones anatomopatologicas causadas por la
infeccién de T. gondii en unidades feto-placentarias, de ratonas infectadas durante

los tres tercios de la gestacion.

3.1 Objetivos particulares
1) Describir las alteraciones celulares, tisulares y vasculares asociadas a la
presencia de T. gondii en las unidades feto-placentarias de ratonas
infectadas durante los tres tercios de la gestacion.

2) Comparar las alteraciones celulares, tisulares y vasculares en las unidades
feto-placentarias de ratonas infectadas durante los tres tercios de la
gestacion.

4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis nula
El grado de las alteraciones celulares, tisulares y vasculares en las unidades
feto-placentarias de ratonas infectadas con T. gondii es similar en los tres tercios y

esta determinada por células de la respuesta inmune innata materna.

4.2 Hipotesis alterna

El grado de las alteraciones celulares, tisulares y vasculares en las unidades
feto-placentarias de ratonas infectadas con T. gondii es dependiente del tercio de la
gestacion donde se llevd a cabo la transmisidon vertical y esta determinada por

multiplicacion de los parasitos en las unidades feto-placentarias.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Tipo de estudio
El trabajo de investigacion fue de tipo retro-prolectivo, transversal,
comparativo y descriptivo.

5.2 Estrategia general

El trabajo de investigacion abarco dos etapas generales: la primera fue
retrospectiva, con la revision y clasificacion del material de estudio; y la segunda
prolectiva, completando el procesamiento de muestras faltantes, el analisis del
material de estudio y la comparacion entre los resultados observados en los

diferentes grupos inoculados y los tercios de la gestacion (Figura 5).

ETAPA RETROSPECTIVA

Revision de registros y bitacoras

Seleccién del material de estudio:
tejidos fijados y en bloque de
parafina, cortes histologicos
convencionales y de
inmunohistoquimica

Clasificacion del material de estudio
y registro de datos

b

ETAPA PROLECTIVA

Procesamiento de muestras para
histoquimica e inmunohistoquimica

Andlisis del material de estudio

Comparacion de resultados: dosis
infectante y tercio de gestacion

Figura 6. Estrategia general del trabajo de investigacion.
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5.3 Etapa retrospectiva

5.3.1 Revision de registros y bitacoras

Las muestras por estudiar en el presente trabajo de investigacion fueron
seleccionadas del material bioldgico generado del proyecto de investigacion “Efecto
de las células asesinas naturales uterinas uNK en un modelo murino de
toxoplasmosis congénita”, con numero de registro en el Instituto Nacional de
Pediatria (INP) 065/2010. De dicho proyecto, se revisaron los registros de los
experimentos realizados, seleccionandose aquellos donde se emplearon ratonas
BALB/c, inoculadas por via endovenosa (IV) con taquizoitos de la cepa Me49 de T.
gondii a los dias 7, 10 y 15 de la gestacion. Los experimentos se dividian en un
grupo testigo y cuatro grupos de infeccion (2.5, 5.0, 7.5 y 10.0 millones de
taquizoitos), independientemente del tercio de la gestacion; cada grupo estaba
constituido por 3 a 5 ratonas en gestacion, procesandose para histopatologia de
cada ratona: tejidos maternos (higado y bazo) y de una a cuatro unidades feto-
placentarias (UFP) incluyendo Utero, placenta y feto. El conjunto de los tejidos para
cada caso, habian sido identificados con el afio de procesamiento y el nimero

consecutivo.

5.3.2 Seleccién del material de estudio

De cada experimento seleccionado y contando con los numeros de
identificacion del total de tejidos procesados para cada grupo, se buscé el material
de estudio en los archivos del LIE, incluyendo bloques de parafina, cortes
histolégicos tefiidos con hematoxilina y eosina (HE), &cido peryddico de Schiff (PAS)
o de inmunohistoquimica (IHQ) para T. gondii o interleucinas (IL); asi mismo, se
consider6 en la busqueda y seleccidon del material de estudio, los tejidos
preservados en formalina amortiguada, por si era necesario repetir o incluir el
procesamiento de alguna muestra. Aquellos experimentos que contaban con la

totalidad del material antes mencionado se incluyeron en el presente trabajo de
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investigacion; se excluyeron aquellos experimentos donde no se contaba con los
tejidos incluidos en parafina o bien, los tejidos que correspondian a ratonas
infectadas en dias diferentes al 7, 10 y 15 de la gestacion, o que fueron inoculadas
con una cepa de T. gondii diferente a la Me49; asi como aquellas ratonas que no se
encontraban gestantes.

5.3.3 Clasificacion del material de estudio y registro de datos

El material seleccionado, fue clasificado cronolégicamente, posteriormente,
de acuerdo con el tercio de la gestacion en el que se llevo a cabo el experimento y
finalmente con base en los grupos descritos, iniciando por el grupo testigo y
posteriormente de menor a mayor dosis de inoculacion. El material de estudio de
cada experimento se clasific6 tomando como base los cortes histologicos tefidos
con HE, buscando y adjuntando los cortes de histoquimica e inmunohistoquimicas,
registrando en bitacora electronica la cantidad de laminillas que habia en cada caso
por cada namero de identificacion. Los bloques de parafina y tejido en formalina
también fueron registrados electrénicamente.

Las laminillas fueron acomodadas en cajas de plastico, con base en el
namero de identificacion, y se colocaron en el siguiente orden: HE, histoquimicas,

IHQ para T. gondii y para interleucinas (Cuadro 5).

5.4 Etapa prolectiva

5.4.1 Procesamiento de muestras para histoquimica

Con el fin de complementar el analisis histopatoldgico del material de estudio
seleccionado, particularmente la placenta, se consider¢ llevar a cabo dos tinciones
especiales.

La primera fue la tincion de PAS, con el fin de resaltar caracteristicas

particulares de una poblacion celular a nivel de la decidua basal, que corresponde
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a las células asesinas naturales uterinas (UNK), cuyos granulos citoplasmaticos
tiene afinidad tintorial por dicha tincion (Senegas et al., 2009).

La segunda tincion realizada fue la de hematoxilina acida fosfotungstica
(PTAH), la cual se empled con el objetivo de evidenciar la presencia de fibrina en
trombos asociados a los vasos sanguineos de las UFP. De los trombos se evalu6
su aspecto (homogéneo o fibrilar), forma (redondos), tamafo (compacto o
abundante), asi como el grado de oclusion provocado en la luz de los vasos (total o
parcial) dichos aspectos se evaluaron con la finalidad de sugerir si el evento que
desencadeno la formacion del trombo fue una lesion en el endotelio, o alteraciones
en la hemodinamia, asi mismo también brindan informacion sobre el transcurso de
la formacion de trombos, es decir, si fue un proceso agudo o crénico (McGavin y
Zachary, 2007; Castafo, 2014).

El procedimiento para llevar a cabo ambas pruebas histoquimicas se

describe con mayor detalle en el Anexo.

5.4.2 Inmunohistoquimica para T. gondii
El procesamiento de las secciones histologicas para la técnica de IHQ se
llevd a cabo segun lo descrito por Aguilar-Orozco (2015). El procedimiento se

describe se describe con mayor detalle en el Anexo.

5.4.3 Evaluacioén histopatologica

Una vez que todos los grupos experimentales estuvieron completos y se
contaba con los cortes histolégicos de cada caso, las secciones histologicas se
revisaron por dos observadores y por triplicado, revisando la totalidad de los tejidos
de cada laminilla y describiendo los hallazgos microscopicos con base en lo referido
por McGavin y Zachary (2007); Cedillo-Pelaez (2009, 2015); Benavides et al., (2011)
y Castafo et al., (2014), categorizando las alteraciones y lesiones presentes en

cada caso.
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Los cortes histologicos fueron revisados en un microscopio 6ptico convencional
(Axiostar Plus Carl Zeiss) primeramente, en campo panoramico (5x) vy
posteriormente en campo seco débil (10x); para cada tejido, se reviso el total de la
superficie, empezando en uno de sus extremos hasta alcanzar el otro lado. El detalle
de las alteraciones celulares se llevd a cabo en campo seco fuerte (40x),
describiendo los cambios celulares (degenerativos y muerte celular), vasculares e
inflamatorios, considerando su grado y distribucion (Cuadros 2-4). Asi mismo, se
consider6 la presencia de estructuras compatibles con taquizoitos de T. gondii
(cantidad y su distribucién), confirmandose por IHQ para T. gondii.

Al ser las alteraciones celulares y vasculares variables -cualitativas
categéricas; se evaluaron en escala ordinal asignandole un valor numérico de
acuerdo al grado y distribucion de cada alteracion evaluada. Los cambios
observados para cada numero de caso fueron registrados electronicamente y se
emitio un diagnostico morfologico como resultado general de la interpretacion.

Se obtuvieron imagenes representativas de las diferentes alteraciones y
lesiones encontradas a partir de las lentes oculares, empleando una cadmara digital
Olympus (Stylus Tough 8000) y una camara de teléfono inteligente (Samsung
Galaxy J7 de 13 MP).

5.4.4 Comparacion de resultados: dosis infectante y tercio de gestacién

Una vez capturados los datos, se determino la media de cada alteracion y se
obtuvieron gréficas de columnas para cada dosis de los tres tercios de la gestacion
(Excel, Microsoft). Asi mismo, se compararon las medias de la gravedad de las
alteraciones celulares (degeneraciébn y necrosis) y vasculares (congestion,
hemorragia, trombos) entre la dosis de inoculacion y los tercios de la gestacion. Se
compar6 el grado de severidad de las alteraciones antes mencionadas, en los
tejidos maternos (higado y bazo) asi como en las UFP (placentas, embriones/fetos).
También se semicuantifico la presencia de taquizoitos de T. gondii (ausentes,
escasos, abundantes), en tejidos maternos y UFP.
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Cuadro 2. Grado y distribucidn de alteraciones microscépicas en tejidos maternos y UFP

Alteraciéon

Grado

Distribucion

Sin alteraciones= 0

Sin alteraciones= 0

Degeneracién o " Focal=1
) Incipiente= 0.5 —
Necrosis Leve= 1 Zonal=2
Infiltrado inflamatorio g _ Multifocal= 3
; S Leve a moderado= 2 ; _
Presencia de taquizoitos _ Multifocal coalescente= 4
s Moderado= 3 o
Congestion _ Segmentaria= 5
: Moderado a severo=4 : _
Hemorragia - Difusa= 6
Grave=5 . _
Generalizada= 7
Cuadro 3. Grado y distribucidon de trombosis microscépica en UFP
Alteracién Grado Distribucion
Sin alteraciones= 0 Sin alteraciones= 0
Incipiente= 0.5 Arteria uterina= 1
Leve=1 Membranas fetales= 2
Trombosis Leve a moderado= 2 Decidua basal= 3
Moderado= 3 Decidua parietal y capsular= 4
Moderado a severo=4 Laberinto coriénico= 5
Grave=5 Presencia en mas de una region= 6
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Cuadro 4. Categorizacién de las alteraciones microscoépicas

Cambio o alteracion Categorizacion

Tipo de alteracién celular Sin alteracion= 0, degeneracién= 1, infiltrado inflamatorio= 2, necrosis= 3, alteracion mixta= 4

Sin alteracién= 0, pérdida del citoplasma y disminucién del tamafio= 1, granulos con pérdida de
Alteraciones en células uNK afinidad tintorial (HE, PAS) = 2, grdnulos con aumento de afinidad tintorial (PAS), degranulacion= 4,
alteracion mixta= 5

. . . Sin alteracién= 0, neutréfilos= 1, histiocitos, macrofagos= 2, linfocitos= 3, células plasméaticas= 4,
Infiltrado inflamatorio e o A A S
basdéfilos/mastocitos= 5, eosindfilos= 6, infiltrado mixto= 7

Dafio al endotelio Sin alteracion= 0, dafio parcial= 1, dafio total= 2

Sin alteracion= 0, homogéneo redondo, discreto= 1, homogéneo redondo, abundante= 2, fibrilar

Forma del trombo compacto= 3, fibrilar abundante= 4

Recanalizacion del trombo Sin alteracién= 0, no recanalizado= 1, recanalizado= 2
Estrato de la placenta Ninguno= 0, arteria uterina y MLAp=1, decidua basal= 2, zona de unién= 3, laberinto coriénico= 4,
mayormente afectado membranas fetales= 5, dos 0 mas zonas= 6
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6.0 RESULTADOS

6.1 Experimentos y muestras seleccionadas para el estudio
Los experimentos y las muestras seleccionadas para su andlisis en el

presente trabajo de investigacion se describen en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Material bioldgico seleccionado para el trabajo de investigacion

Tercios de la gestacion / Cantidad de experimentos

Material biolégico

lro /2 2do /3 3ro/3

*Muestras conservadas en formol
amortiguado al 10% 40 44 48
Secciones hlstologlpas embebidas 20 63 63

en parafina
Secciones histoldgicas tefiidas 48 72 84
con HE

IHQ para T. gondii 54 87 92
Histoquimica para PAS 28 36 42
Histoquimica para PTAH 28 36 42
Otras IHQ (INF-y, TGF-B, IL-6, 124 276 0

IL-10, 1L-12,1L-18, CD19)
*Cantidad de tubos con nimero de identificacién, conteniendo tejidos maternos y UFP en solucién fijadora.

6.2 Descripcion microscopica de tejidos maternos y UFP
Los hallazgos microscopicos observados en los tejidos maternos y las UFP

de cada uno de los tres tercios de la gestacion se describen a continuacion:

6.2.1 Testigos: Tejidos maternos y UFP de ratonas de los de todos los tercios

La totalidad de los tejidos maternos y UFP de los grupos testigo;
independientemente del tercio de la gestacion en el que se inocularon; presentaron
su morfologia y arquitectura tisular convencional; sin alteraciones patoldgicas

asociadas a la infeccion por T. gondii (Figura 7).
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Figura 7. Secciones histoldgicas de tejidos maternos y UFP de ratonas de los grupos testigo. A) Seccién de parénquima hepéatico, apreciandose la vena central y los
cordones hepaticos con su morfologia caracteristica. B) Parénquima esplénico, se observan abundantes linfocitos maduros de un centro germinal. C) Seccién de placenta,
a nivel de la decidua basal, con presencia de diferentes componentes celulares incluyendo células uNK (circulo), trofoblastos, células estromales, entre otras. D) Seccion de
placenta a nivel de laberinto coriénico, se aprecian abundantes células del trofoblasto (flecha) cuyas proyecciones del citoplasma delimitan senos que conforman la red
vascular ocupada por abundantes eritrocitos. A-D, HE; Ay B, 120x; C, 400x y D, 550x.

34



En las placentas del grupo testigo, los estratos incluidos, el agregado linfocitario
mesometrial de la gestacion (MLAp), decidua basal (DB) y laberinto corionico (LC),
compuestos principalmente por células uNK, espongiotrofoblasto (ET), estroma, y
células gigantes del trofoblasto (CGT), respectivamente; presentaron su morfologia
sin alteraciones. El miometrio se apreci6 disminuido de grosor, formando una capa
delgada de musculo dispuesta de forma aleatoria; en todas las ratonas de estos
grupos (independientemente del tercio de la gestacién en el que se inocularon), se
observaron cambios vasculares leves, incluyendo congestion multifocal, asi como
la presencia de material eosinofilico en la luz de los vasos sanguineos de la decidua
parietal (DP) y las membranas fetales (MF); este material podia apreciarse de dos
formas; fibrilar en cumulos semejando una madeja de hilo, o compacto y
homogéneo (Figura 8).

Dependiendo del estadio de desarrollo y el tercio de gestacion, las uNK
presentaban morfologia diversa incluyendo células de redondas a ovales, con
escaso 0 abundante citoplasma, presencia de granulos intracitoplasmaticos de
moderada a abundante cantidad y con distinta afinidad tintorial, en algunas células
los granulos fueron de color intenso rojo y magenta, mientras que en otras se
apreciaron rosas y morados menos intenso, en ambos casos los granulos fueron
refringentes. Los ndcleos podian observarse redondos a ovales, centrales o
desplazados a la periferia (Figura 7). Por debajo de la decidua basal, se observaron
células de gran tamafo (de 4 a 6 veces mas grandes que una célula uNK),
fusiformes, con nucleo central, nucléolo evidente, relacion nucleo citoplasma 1:2,
citoplasma basoéfilo péalido, correspondientes a las células gigantes del trofoblasto
(CGT), dispuestas en una capa unica y continua.

En el siguiente estrato de la placenta, las células se observaron con
morfologia poliédrica a estrellada, las membranas citoplasmaticas presentaban
proyecciones que se unian entre si en algunos puntos, delimitando vasos

sanguineos de bajo calibre, estas células corresponden a los trofoblastos.
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Figura 8. Secciones de placenta de ratonas del grupo testigo inoculadas en el primer tercio de la gestacién. A) Laberinto coriénico, en la parte superior se observan
células gigantes del trofoblasto (CGT, flecha) dispuestas una tras otra; por debajo de las CGT se encuentran los trofoblastos (CTB) formando el laberinto coriénico; en su luz
se observan moderada cantidad de eritrocitos nucleados, que corresponden a eritrocitos fetales (**). B) Seccion de membranas fetales, dispuestas a lo largo del tejido,
apreciandose entre ellas CGT (circulos), vasos sanguineos con abundantes eritrocitos y presencia de material eosinofilico. C) Seccién de membranas fetales, siendo evidente
un vaso sanguineo distendido por la presencia de moderada cantidad de material eosinofilico homogéneo (flecha) entremezclado con eritrocitos. D) Seccién de decidua basal,
observandose un vaso sanguineo, que al interior presenta una estructura de material eosinofilico, oval de aspecto compacto y homogéneo (**) ocluyendo de forma parcial el
flujo de eritrocitos, el diametro del vaso no se aprecia alterado; asi mismo, el tejido adyacente no presenta cambios patolégicos aparentes. A-D, HE; A, 320x; B y C, 400x; D,
550x
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Figura 9. UFP de ratona del grupo testigo inoculada en el primer tercio de la gestacion. A) Vista panoramica de UFP, se muestra la decidua basal (DB), el laberinto
coriénico (LC), y en la cavidad amniética (CA) el embrioén en desarrollo, la flecha sefiala el tubo neural. Distal a la cavidad amniética se encuentra la decidua parietal (*)
rodeada por el miometrio (cabeza de flecha). B) Detalle de UFP descrita anteriormente, se observan las mismas estructuras con mayor aumento; por debajo de la decidua
basal (DB) se disponen las células gigantes del trofoblasto (circulo), el laberinto coriénico (LC) y sus sinusoides, en cuyo interior se aprecian eritrocitos maternos (anucleados)
y fetales (nucleados). Asi mismo, en la decidua basal y en algunas zonas del laberinto coriénico se aprecian zonas de congestién incipiente (**), algunos vasos sanguineos
estan dilatados v con abundantes eritrocitos al interior. A v B. HE: A, 50x; B. 150x.
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Los embriones del primer tercio de la gestacibn se observaron compactos,
simétricos, celulares y fue posible apreciar el tubo neural (TN) (Figura 9). Asi mismo,
los embriones del segundo tercio también mostraron simetria, algunos 6rganos
parengquimatosos en formacion, observandose celulares y compactos dentro de las
cavidades, también se apreciaron esbozos de los miembros toracicos (EMT) y el TN
(Figural6). En los fetos del tercer tercio de la gestacion, fue posible observar la
totalidad de los 6rganos parenquimatosos y tubulares, asi como la columna
vertebral (CV), encéfalo (E), y miembros toracicos (MT) y pélvicos (MP) (Figura 25).

Aleatoriamente algunas de las ratonas, presentaron sitios de implantacién
ocupados por estructuras semi redondas compuestas por tejido propio de la
placenta; el primer estrato ocup6 aproximadamente el 80% del area total de la
placenta y estuvo conformado en su mayoria por uNK cuya morfologia era de
redonda a oval con nucleo central, abundante citoplasma y gran cantidad de
granulos intracitoplasmaticos de color intenso rosado-magenta. Por debajo del
estrato de uNK, se observaron células de gran tamario (de 4 a 6 veces mas grandes
que una uNK), fusiformes, con nucleo central, relacion nucleo citoplasma 1:2,
citoplasma basoéfilo palido, correspondientes a las células gigantes del trofoblasto
(CGT), la mayoria de estas células presentd cambios degenerativos y en menor
porcentaje necrosis.

En el siguiente estrato se aprecié un esbozo del laberinto coriénico (LC)
compuesto por escasas celulas del trofoblasto (CTB) formando redes vasculares
incipientes con apariencia laxa y generalmente congestionadas. La cavidad
amnidtica (CA) presentd al interior, material eosinofilico de apariencia proteinacea
y/o abundantes eritrocitos, intercalado en este material, se observaron neutrofilos,

linfocitos, restos nucleares y citoplasmaticos de células CGT y CTB (Figura 10).
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Figura 10. Reabsorcion embrionaria de ratona del grupo testigo inoculada en el primer tercio de la gestacion. A) Vista panoramica de UFP, se muestran las diferentes
zonas que la conforman, observandose la decidua basal (DB) que ocupa el 80% del total de la placenta y presenta zonas con congestién moderada (cabezas de flecha), el
triangulo metrial (circulo), el laberinto coriénico es poco evidente; la cavidad amniética (CA) esta ocupada por un cumulo de células del trofoblasto (CTB, flecha), rodeado
por abundantes eritrocitos intercalados con células de gran tamafio y nicleo central que corresponden a células gigantes del trofoblasto (CGT, *), delimitados por la decidua
parietal (DP) y mas externamente el miometrio (M). B) Seccién de decidua basal en la zona del triangulo metrial, se aprecian células de gran tamafio, redondas a ovales con
abundante citoplasma vacuolado, nudcleo central y nucléolo evidente que corresponden a células asesinas naturales uterinas (UNK, cabeza de flecha), entremezcladas con
las uNK se observan otras células con nucleo redondo de cara abierta y de menor tamafio, el contorno celular es poco evidente; adyacente a estas células se observa una
zona con congestién y hemorragia leve, entre los eritrocitos se puede observar un material eosinofilico y otras estructuras pequefias, redondas e hipercromaticas sugerentes
de cuerpos apoptéticos. C) Detalle de CA, se observa un cimulo de trofoblastos (punta de flecha), rodeado por CGT (*) y abundantes eritrocitos, algunas de estas células
presentan cambios degenerativos como contraccion, fragmentacion y perdida nuclear. A-C, HE; A, 50x; B, 450x; C, 150x.
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6.2.2 Tejidos maternos y UFP de ratonas inoculadas con taquizoitos de T.
gondii en el 1¢ tercio de la gestacion

Las alteraciones observadas en los 6rganos, fueron similares entre si, variando en
grado y distribucién, siendo los principales hallazgos microscépicos los siguientes:
En todas las secciones de higado evaluadas se aprecio degeneracion hidropica y
grasa, en grado leve y con distribucion generalizada. Por otra parte, se apreciaron
focos de infiltrado de células inflamatorias, los cuales fueron variables en su
composicién dependiendo de la dosis de inoculacidn; presentandose en mayor
cantidad neutréfilos y linfocitos en los tejidos de ratonas inoculadas con la dosis de
2.5 millones, dispuestos en agregados discretos a leves multifocales; mientras que
con la dosis mas alta (7.5 millones), predomind el infiltrado linfocitario de moderado
a severo, con distribucién multifocal; asi mismo, en aproximadamente la mitad de
los casos, se observaron macréfagos en leve a moderada cantidad, entremezclados
con el infiltrado linfoide.

Se observaron focos necroticos de leves a moderados en las dosis de 2.5y 5.0
millones, mientras que en la dosis de 7.5 fueron de moderados a severos, con
distribucion multifocal. En la dosis de 7.5 millones, asociado a las zonas de necrosis
se observo la presencia de estructuras parasitarias de morfologia redonda, oval o
piriforme, con nucleo basofilico y escaso citoplasma eosinofilico, compatibles con
taquizoitos de T. gondii; aleatoriamente, los taquizoitos se distribuian intra y
perilesionales, libres o en replicacion (conjunto de taquizoitos agrupados en
vacuolas parasitoforas, similares a un racimo de uvas o dispuestos en rosetas)
(Figura 11).

En las secciones de bazo se aprecio pérdida de poblacion linfoide, en grado
variable y dependiente de la dosis inoculada, siendo de leve (2.5 millones) a
moderada-severa (5.0 y 7.5 millones) con desarreglo de los centros germinales. Asi
mismo se aprecio infiltrado de células inflamatorias no propias del tejido, compuesto
por neutréfilos e histiocitos, de grado leve en dosis bajas, a moderado-severo en

dosis altas, distribuido multifocalmente y en la periferia de los centros germinales.
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citoplasma de algunos hepatocitos (circulo) correspondientes a taquizoitos de T. gondii. 1 B) Seccién de higado con presencia de taquizoitos, se aprecian estructuras
inmunopositivas de talla y morfologia de T. gondii dentro de los hepatocitos y en el intersticio. 2) Tejido hepatico con de infiltrado inflamatorio focal compuesto por dos tipos
celulares. Las células mas abundantes son ovales, con el nicleo desplazado a la periferia y el citoplasma con apariencia espumosa, corresponden a macréfagos (punta de
flecha). Las células menos abundantes son redondas a ovales con abundante nucleo hipercromatico y escaso citoplasma correspondiendo a linfocitos (flechas). 3 A) Seccion
de bazo, se observan abundantes células redondas a ovales con abundante nucleo hipercromatico y escaso citoplasma, entre estas células hay otras células méas grandes
de forma oval con citoplasma espumoso, asi mismo, se observan abundantes estructuras baséfilicas redondas a ovales agrupadas, correspondientes a taquizoitos de T.
gondii (circulo). 3 B) IHQ para T. gondii, se aprecian estructuras de talla y morfologia similar a la de los taquizoitos de T. gondii con marca ocre inmunopositiva. 4) Seccién
de bazo, se aprecia pérdida de la poblacion de linfoide, observandose el estroma basdfilico (**) y algunas células con nucleo grande y redondo. 1 A, 2, 3 A, 4, HE; 450x; 1
By 3B, IHQ para T. gondii, 450x.
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De forma similar al higado, se apreciaron focos de necrosis de leves a severos
multifocales, con presencia de taquizoitos intra y perilesionales, libres y en
replicaciéon. En algunos de los bazos se encontraron alteraciones vasculares,
incluyendo congestion y hemorragia de leve a severa con distribucionmultifocal o
generalizada (Figura 11). En las placentas de las ratonas inoculadas con las dosis
menores se observaron cambios vasculares de leves a moderados; algunos
presentaron diferente grado de distencién de la pared vascular, debido a la
acumulacion de eritrocitos en los vasos sanguineos, observandose la pérdida de la
forma redonda y la presencia de abundantes eritrocitos en la luz, asi como
adelgazamiento de la pared vascular, correspondiendo a congestion. Este cambio
se presentd con mayor frecuencia en los vasos sanguineos de la decidua parietal y
las membranas fetales.

En las placentas de las ratonas inoculadas con las dosis de 2.5 millones se
observé la presencia de trombos discretos que ocasionalmente comprometian la
integridad del tejido adyacente, asi mismo, también se apreciaron hemorragias de
leves a moderadas entre las membranas fetales y la mucosa uterina, y entre la
decidua parietal y las membranas fetales. Las hemorragias eran mas graves a
medida que la dosis inoculada aumentd, algunas veces estas hemorragias podian
estar asociadas a trombos que se disponia de forma oval o redonda semejando una
madeja de hilo, entre los eritrocitos. En contraste, las placentas de las ratonas
inoculadas con 5.0 y 7.5 millones de taquizoitos, presentaron trombos de mayor
tamafo, afectando dos o mas zonas, como la decidua basal, la decidua parietal y
las membranas fetales; los trombos podian ocluir la luz vascular de manera parcial
o total, en los casos en los que la oclusion era total, el tejido adyacente presentd
degeneracion celular, evidenciandose como pérdida de la afinidad tintorial, las
células se observaron palidas y aumentadas de tamafio. Los nucleos algunas veces
se apreciaron contraidos e hipercromaticos. En las placentas de las ratonas
inoculadas con la dosis de 7.5 millones de taquizoitos, los trombos fueron de mayor

tamafio, y la mayoria de las veces ocluian de forma total la luz vascular, provocando
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Figura 12. UFP de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el segundo tercio de la gestacién. A) UFP de ratona del grupo testigo, se
observan la decidua basal (DB), el laberinto coridnico (LC), observa su morfologia normal, el embrién (E), dentro de la cavidad amniética (CA), delimitada por la decidua
parietal (DP) y el miometrio (M). La placenta se observa celular y compacta, el E se observa celular, simétrico y compacto; se observan ademas eshozos de miembros y
6rganos. B) UFP de ratona inoculada con 2.5 millones de taquizoitos, la DB se aprecia levemente congestionada, el LC es incipiente, en comparacién con el del testigo; el E
se observa de menor tamafio comparado con el testigo, poco celular, disgregado; el tubo neural se observa sinuoso. El grosor de la DP estd aumentado al igual que el
miometrio. C y D) UFP de ratonas inoculadas con 5.0 millones de taquizoitos, (C) la DB y el LC presentan congestion de ligera a moderada, el E ha perdido su arquitectura,
morfologia, ademas de severamente disgregado; la DP present6 congestién y hemorragia, el M estaba engrosado y palido. (D) En la DB se observé un cumulo de eritrocitos
delimitado por el LC, el E presentd disgregacion tisular y asimetria, asi mismo el tubo neural se observo sinuoso y asimétrico; la DP presento congestion y hemorragia
moderada (**). F) Reabsorcién embrionaria de ratona del grupo testigo en el primer tercio de la gestacion, la DB ocupa casi la totalidad de la placenta, el LC es incipiente y la
CA esta ocupada por una abundante cantidad de células y eritrocitos. A-F, HE; 15x.
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Figura 13. UFP con reabsorcién fetal de ratona inoculada con 5.0 millones de taquizoitos de T. gondii en el primer tercio de la gestacién. A) Vista panoramica, se
observa la decidua basal (DB); por debajo de esta se observa un cimulo abundante de eritrocitos (flecha) delimitado por CGT (**) y CTB, estas Ultimas delimitan el laberinto
coridnico (LC) que se aprecia laxo e incipiente. La cavidad amniética (CA) esta ocupada por el embrion (E), observandose con apariencia laxa, poco compacto y celular, el tubo
neural (TN) se aprecia sinuoso y poco celular (circulo). Los vasos sanguineos que rodean las membranas fetales, presentan congestion y hemorragia moderadas (flecha), y
las células de la decidua parietal (DP) que estan mas proximas al miometrio (M) presentan una coloracion eosinofilica. Rodeando la CA se observa el miometrio (M). B). Area
con hemorragia (flecha) entre las membranas fetales, adyacente a la zona con alteraciones vasculares, se observan abundantes células con diferente grado de degeneracion
y necrosis; apreciandose los nucleos contraidos e hipercromaticos, asi como cuerpos apoptéticos (**). C) Acercamiento del tubo neural del embridn, se observa que el tejido
es laxo, poco celular y compacto; asi mismo, se observa sinuoso y poco celular. A-C) HE; A, 50x; B 'y C, 450x.
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Figura 14. Secciones histoldgicas de UFP de ratonas inoculadas con diferentes dosis de T. gondii en el primer tercio de la gestacién. A) Decidua basal, se observan
abundantes células con citoplasma eosinofilico, nicleos contraidos e hipercromaticos, algunas otras células perdieron sus nulcleos y solo se observa el contorno celular,
correspondiendo a trofoblastos (circulo). Entre estas células se observa una moderada cantidad de eritrocitos (**). B) Zona de transicion entre laberinto coriénico y decidua
basal, se observa zona con congestién moderada (**) y entre estas hay células con cambios degenerativos observandose con el citoplasma ligeramente eosinofilico (circulo).
Entre las zonas congestionadas y las células gigantes del trofoblasto, se observan vasos sanguineos con eritrocitos y otras estructuras redondas a ovales hipercromaticas;
adyacente al vaso sanguineo se aprecia un material eosinofilico de apariencia fibrilar (flecha). C) Decidua basal, se observan abundantes restos nucleares (circulo) entre
células de mediano tamafio, ovales con nucleo y citoplasmas palidos, en algunas aln se observa la silueta nuclear correspondiendo a CGT con cambios degenerativos y
necréticos. D) Células gigantes del trofoblasto, se observan los nudcleos con la cromatina plegada a periferia, con escaso citoplasma y entre los restos celulares hay una
moderada cantidad de eritrocitos (flechas). A y B) Ratonas inoculadas con 5.0 millones de taquizoitos. C) y D) Ratonas inoculadas con 7.5 millones. A-E, HE; A, 450x; B-D,
500x. 45



degeneracion y necrosis por isquemia en los tejidos adyacentes (decidua basal y/o
trofoblastos (Figuras 12 y 13). La mayoria de las veces, los trombos se encontraron
en la DB, y la DP, observandose el tejido adyacente como un material eosinofilico
homogéneo, con restos nucleares intercalados, los contornos celulares eran
evidentes, con pérdida de los nucleos. La necrosis fue zonal moderada cuando
afectaba solo un area de la decidua basal, o segmentaria severa cuando los trombos
ocluyeron vasos sanguineos de mayor calibre o se distribuyeron a lo largo de la DB.

En las DB de las placentas que presentaron alteraciones vasculares, las uNK,
presentaron cambios en su morfologia, observandose redondas a ovales, con
abundante citoplasma, mayormente vacuolado, con nucleo central y escasos
granulos intracitoplasmaticos rosas y morados palidos. Por debajo de la decidua se
observaron las células gigantes del trofoblasto, formando una capa lineal y continua.
Si se encontraban periféricas a una zona con trombosis, se observaron con cambios
degenerativos, como lo son, nucleos y citoplasmas palidos, aumento de tamarfio,
entre otros.

El laberinto coridnico, se aprecid delgado, poco ramificado, ocupando menos
de un tercio de la placenta y con pocos eritrocitos nucleados (fetales) al interior. Por
otro lado, los fetos de ratonas inoculados con las dosis de 2.5 y 5.0 millones de
taquizoitos, se observaron menos compactados y celulares que los del grupo
testigo, asi mismo; se observo el tubo neural dilatado en algunos embriones;
algunos de los embriones provenientes de ratonas inoculadas con 7.5 millones de
taquizoitos y con alteraciones vasculares segmentarias severas presentaron
degeneracion generalizada, caracterizada por fetos de talla menor a la de los
testigos, escasamente celulares, de apariencia laxa, con disgregacion tisular
severa.

Se observé mayor cantidad de reabsorciones embrionarias, comparado con
los controles. La mayoria de las reabsorciones presentaron una morfologia diferente
a la observada en las reabsorciones de los grupos testigo. La decidua parietal, se
observé aumentada de grosor, y era posible observar (desde el endometrio hasta la
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cavidad amnidtica) una capa de tejido en degeneracion, apreciandose algunos
contornos celulares y ndcleos contraidos, seguida de una zona con moderados a
abundantes eritrocitos células gigantes del trofoblasto con degeneracion y necrosis;
esta Ultima capa de tejido, al igual que las membranas fetales presentaron
disgregacion tisular. La cavidad amniética, generalmente se encontré ocupada por
eritrocitos y restos celulares entre un material proteinaceo. Las reabsorciones de
las ratonas inoculadas con 2.5 y 5.0 millones presentaron hemorragias moderadas
en las deciduas basal y parietal, y otras mas discretas entre las membranas fetales,
acompafnadas de trombos, el tejido adyacente a las alteraciones vasculares, la
decidua basal (DB) aun conservaba su arquitectura tisular y fue posible observar las
uNK, redondas, grandes, con abundante citoplasma vacuolado y moderada
cantidad de granulos intracitoplasméticos rosados y rojos, nucleo central, palido; en
contraste con las reabsorciones encontradas en las ratonas inoculadas con 7.5
millones, que presentaron hemorragias severas en DB, DP, asi como entre las MF
y la DP. El tejido adyacente a las alteraciones vasculares presentd generacion,
necrosis y en la cavidad amnio6tica abundantes eritrocitos acompafiados de células

CGT con cambios degenerativos y necroticos (Figura 14).

6.2.3 Tejidos maternos y UFP de ratonas inoculadas con taquizoitos de T.
gondii en el 2do tercio de la gestacion

En todas las secciones de higado se aprecio degeneracion hidrépica y grasa
leve generalizada. Asi mismo, se apreciaron focos de infiltrado inflamatorio,
variando su composicidén segun la dosis inoculada; se observé una mayor cantidad
de linfocitos y neutrdfilos en las dosis de 2.5 millones de taquizoitos, dispuestos en
agregados multifocales incipientes a leves; las dosis de 5.0 y 7.5 millones,
presentaron mayormente infiltrado linfocitario moderado multifocal a severo
multifocal, en las ratonas inoculadas con la mayor dosis (10.0 millones); asi mismo,
en la mitad de los casos, se observaron macrofagos en moderada cantidad,

entremezclados con el infiltrado linfoide. La necrosis observada en estos tejidos fue
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Figura 15. UFP con reabsorcion embrionaria de ratonainoculada con 7.5 millones de taquizoitos de T. gondii en el primer tercio de la gestacidn. A) Vista panoramica,
se observa la decidua basal (DB) con congestién moderada (**); por debajo de esta se observan secciones de tejido palido y menos celular. La cavidad amniética (CA) se
encuentra ocupada por una abundante cantidad de eritrocitos, delimitados por una capa gruesa de tejido aparentemente mas celular que la DB. Los vasos sanguineos que
rodean las membranas fetales, presentan congestion y hemorragias moderadas. B) Ampliacion de la DB con abundantes células uNK (circulo) que se aprecian eosinofilicas,
sin granulos intracitoplasmaticos, ndcleo arrifionado y desplazado a la periferia, asi mismo se observan contraidas dejando un halo alrededor de ellas. C) Ampliacion de CA,
se aprecian abundantes restos nucleares (flechas) entremezclados con eritrocitos (**). A-C, HE; A, 50x; B, 450x; C, 500x.
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dependiente de la dosis inoculada. En las dosis bajas (2.5 y 5.0 millones) se
observaron focos necroticos de leves a moderados, mientras que en las dosis de
7.5 y 10.0 millones, estos fueron de moderados a severos, con distribuciéon
multifocal. En las dosis de 5.0 a 10.0 millones, asociado a las zonas de necrosis se
observo la presencia de taquizoitos de T. gondii; que estaban distribuidos en la
periferia o al interior de las lesiones. Los taquizoitos podian estar libres o en
replicacion (conjunto de taquizoitos agrupados en vacuolas parasitoforas, similares
a un racimo de uvas o dispuestos en rosetas) (Figura 11) en vacuolas parasitéforas,
similares a un racimo de uvas o dispuestos en rosetas) (Figura 11).

El bazo presentd pérdida de la poblacién linfoide, leve en los individuos
inoculados con las dosis bajas (2.5 y 5.0 millones) y de moderada a severa en las
dosis altas (7.5 y 10.0 millones) ademas también se apreciarbn zonas de
hemorragia leve con cambios congestivos de leves a moderados. En los bazos de
las ratonas inoculadas con 7.5 y 10.0 millones de taquizoitos, la pérdida de la
poblacion linfoide fue severa, dejando los centros germinales con escasos linfocitos
rodeados por zonas de necrosis y abundantes taquizoitos libres y dentro de
vacuolas parasitoforas replicandose (Figura 11).

Las placentas del grupo inoculado con las dosis de 2.5 millones, presentaron
focos incipientes de infiltrado inflamatorio conformado por linfocitos y en menor
namero por neutréfilos, conforme la dosis de inoculacion aumenté (7.5 y 10.0
millones), el infiltrado inflamatorio también se modifico, observandose mayor
cantidad de neutréfilos (Figura 16). Asi mismo, se observaron alteraciones
vasculares; las arterias espirales (AE) en la DB presentaron dilatacion de la luz,
adelgazamiento de la pared vascular, el endotelio perdi6 su morfologia
convencional de nucleos planos y alargados, observandose de forma cubica,
ademas, también se pudo observar la presencia de material eosinofilico fibrilar que
formaba estructuras de redondas a ovales, de diferentes tamafios, que podian o no
ocupar la totalidad de la luz de los vasos sanguineos, compatibles con trombos de

fibrina. Algunos otros vasos sanguineos se encontraron congestionados, al igual
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Figura 16. Secciones histolégicas de DB de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el segundo tercio de la gestacién. A) Se observan
células con abundante citoplasma, vacuolado que corresponden a uNK, en el centro un vaso sanguineo y adyacente a este un foco de infiltrado compuesto por neutréfilos
(flecha). B) Pavimentacién de vaso sanguineo por neutréfilos (flechas), el vaso sanguineo se encuentra rodeado por células uNK. C) Arteria espiral, se observa la capa
muscular que la compone (*¥), asi como una uNK en la luz (flecha). Las uNK en esta seccion de DB presentaron una mayor cantidad de granulos intracitoplasmaticos de color
fucsia. D) Aparente transmigracion de uNK a través de dos arterias espirales; en esta seccién de DB las uNK presentaron granulos intracitoplasmaticos con apariencia
granular, no se logra observar la forma de los granulos, ademas de que las células parecen contraidas, dejando un halo alrededor de ellas (punta de flecha). E) Histoquimica
de PAS, se observan las diversas morfologias de las uNK y de sus granulos intracitoplasmaticos, asi como la afinidad tintorial. Hay células con abundantes granulos (*) y
otras con abundante citoplasma y granulos de menor tamafio y de color menos intenso (**). F) Arterias espirales con abundante capa muscular (*) y alrededor de las AE, se
observan uNK con abundante citoplasma, nicleo central y abundantes granulos fucsia intenso. A-D y F, HE; E, PAS; A-F, 550x. A y B) Ratonas inoculadas con 2.5 millones
de taquizoitos; C) Ratona inoculada con 5.0 millones; D-F) Ratonas inoculadas con 7.5 millones.
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Figura 17. UFP de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el segundo tercio de la gestacién. 1) Seccién de UFP, se observa la
decidua basal (DB), con vasos sanguineos dilatados con moderada cantidad de eritrocitos (**) y con un material eosinofilico (flecha) al interior. Por debajo se observan
células de gran tamafio y nucleo evidente, que corresponden a las células gigantes del trofoblasto (punta de flecha); por debajo se aprecia el laberinto coriénico (LC)
conformado por células del trofoblasto formando los sinusoides y en su interior se observan eritrocitos maternos (anucleados) y fetales (nucleados). 2A) Seccion de embrién
rodeado por membranas fetales. Entre las membranas fetales se observa un vaso sanguineo congestionado (flecha) y en otro vaso sanguineo se aprecia al interior un
material eosinofilico de apariencia fibrilar (flecha); y por debajo de estas estructuras se aprecia una seccién de tubo neural (circulo), disgregado y poco celular. 2B y 2C)
Ampliacién de los vasos sanguineos que se observan entre las membranas fetales de 2A). 3 A) Seccién de laberinto coriénico, se observan las células del trofoblasto y en
el citoplasma de una de ellas, se aprecia un cimulo de estructuras pequefias redondas a ovales que corresponden a taquizoitos de Toxoplasma gondii. 4 A) Zona de
placenta con congestion severa (punta de flecha), por debajo se aprecia una seccién de embrién a nivel del tubo neural (circulo), observandose poco celular y asimétrico;
también se aprecian 6rganos en formacién congestionados (**). 1 A-4 A, HE; 1 A, 100x; 2 A, 200x; 2 By 2 C, 350x; 3 A, 450x; 4 A, 200x. 1 A) UFP de ratona inoculada con
5.0 millones de taquizoitos. 2A-2C) Embrién de ratona inoculada con 5.0 millones. 3 Ay 4 A) Embriones de ratona inoculada con 7.5 millones.
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Figura 18. UFP de ratona inoculada con 2.5 millones de taquizoitos de T. gondii en el segundo tercio de la gestacion.

r . ‘e -
A) Vista panoramica, se observa el miometrio
(M), el agregado linfoide mesometrial de la gestacion (MLAp), la decidua basal (DB) con algunas zonas con congestién moderada (**), adyacente a la congestién, se observan
zonas palidas, con menos celularidad (circulos). Por debajo de la DB se observa el laberinto corionico (LC) que también esta congestionado (**). B) Acercamiento de DB en

las zonas adyacentes a la congestién, se aprecian células con citoplasma palido y ndcleo contraido e hipercromatico, y entre estas células un cimulo de estructuras basdéfilicas
redondas a ovales que corresponden a taquizoitos de T. gondii. Ay B, HE; A, 50x, B) 450x.

. -
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que el espacio entre las membranas fetales La distribucion y la gravedad de la
congestion, aumento6 con la dosis inoculada; siendo leve en las ratonas inoculadas
con 2.5 millones de taquizoitos, localizdndose en decidua basal y membranas
fetales; en las dosis de 5.0 y 7.5 millones, la congestion se observé en la decidua
parietal, ademas de la decidua basal y las membranas fetales, asi mismo podia
estar acomparfiada de trombos (Figura 17).

El tejido adyacente a los cambios vasculares generalmente se observo
alterado; si la congestion y los trombos estaban localizados en la DB, las CGT se
observaron con el nucleo contraido y el citoplasma palido; asi mismo las células
UNK se observaron contraidas, con el citoplasma ligeramente eosinofilico, con
escasos 0 sin granulos intracitoplasmaticos; el citoplasma presentaba aspecto
granular grueso y con un halo alrededor de ellas, sugerente de contraccion celular,
el nicleo era poco aparente, desplazado a la periferia y con forma de alubia (Figura
16).

Las placentas del grupo inoculado con la dosis de 10.0 millones presentaron
taquizoitos dentro de focos necréticos, predominantemente en las zonas del
laberinto corionico (LC), y también en la interfaz decidual (Figuras 18 y 19).

La distribucion y la gravedad de los trombos fue dependiente de la cantidad
de taquizoitos inoculados, en las dosis de 2.5 y 5.0 millones, la trombosis fue de
leve a moderada, afectando principalmente la zona de la decidua basal y en menor
medida el espacio entre las membranas fetales, en algunas placentas intercalado
en el material fibrilar se observaron neutroéfilos (Figura 18). En las placentas de las
ratonas inoculadas con 7.5 y 10.0 millones de taquizoitos, los trombos fueron de
mayor tamafo, distribuyéndose a lo largo de los vasos sanguineos; en la mayoria
de las placentas que presentaron trombosis severa el tejido adyacente presento
cambios degenerativos y necrosis por isquemia.

Las lesiones fetales fueron de dos tipos: focos necréticos discretos y
disgregacion general del tejido. Ejemplos de estos tipos se muestran en el corazén,
meédula espinal y tubo neural (Figuras. 20 y 21). En la mayor parte de fetos, no fue
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Figura 19. UFP de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el segundo tercio de la gestacidn. 1A) Seccion de laberinto coriénico con
congestién y hemorragia severas (**), se observa un segmento del mismo, compuesto por células del trofoblasto con necrosis (flecha). 1B) Ampliacion de 1A), apreciandose
los trofoblastos con los nicleos contraidos y el citoplasma eosinofilico (flecha) rodeados por abundantes eritrocitos. 2A) Arteria espiral con dilatacién moderada y abundantes
eritrocitos, entre ellos se aprecia un material eosinofilico fibrilar con restos celulares intercalados. 3 A) Seccion de laberinto coriénico, con cambios degenerativos y necroéticos.
Se observan las células del trofoblasto con el citoplasma palido, vacuolado, asi mismo se observa un conjunto de estructuras pequefias redondas a ovales semejando una
roseta (circulo) que corresponden a taquizoitos de T. gondii. 3 B) IHQ positiva para T. gondii. 4 A) Laberinto coriénico, los trofoblastos presentan el citoplasma palido; los
nucleos hipercromaticos y contraidos (flechas), no se aprecia el contorno celular y el tejido tiene apariencia disgregada, entre los sinusoides formados por los trofoblastos se
observan eritrocitos. 1 A-3 Ay 4 A, HE; 1 A, 100x; 1 B, 200x; 2 A, 150x; 3 Ay 3 B, 450x; 4 A, 350x. 1 Ay 1 B) UFP de ratona inoculada con 7.5 millones de taquizoitos. 2 A)
UFP de ratona inoculada con 5.0 millones. 3 A, 3 By 4 A) UFP de ratonas inoculadas con 10.0 millones.
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Figura 20. Secciones histologicas de embriones de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el segundo tercio de la gestacién. 1 A
Embrién de ratona del grupo testigo. Se observa el tubo neural (circulos); esbozo de miembros toracicos (EMT), asi como algunos 6rganos parenquimatosos en formacion
(flecha). 2A-2C) Tubo neural de embriones cuyas madres fueron inoculadas con diferentes dosis. 2 A) El tejido se observa simétrico, con abundante celularidad y compactacion
(*). 2 B) El tejido que conforma el tubo neural, se aprecia disgregado y menos celular con respecto al testigo (*). 2 C) El tubo neural se aprecia con disgregacion severa y sin
cerrarse (*). 3A y 3B) Organos parenquimatosos de embrién proveniente de ratona del grupo testigo 3 A); 3B) de ratona inoculada con 5.0 millones de taquizoitos. 3 A) El
tejido se observa compacto y celular (circulo). 3 B) El tejido se observa menos celular (circulo) y con areas con congestion leve (punta de flecha). 4 A) Seccién histolégica de
drgano parenquimatoso de embrién cuya madre pertenece al grupo inoculado con 5.0 millones de taquizoitos. Se observa una moderada cantidad células de redondas a
ovales, de escaso citoplasma, con nucleo hipercromatico, correspondiendo a infiltrado inflamatorio (circulo). 1 A-4 A, HE; 1 A 50x; 2 A-2 C, 150x; 3 Ay 3 B, 250x; 4 A, 400x.
2 A) Embrién de ratona del grupo testigo. 2 B) Tubo neural de embrién proveniente de ratona del grupo inoculado con 5.0 millones de taquizoitos. 2 C) Embrién de ratona
inoculada con 10.0 millones de taquizoitos.
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Figura 21. UFP de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el segundo tercio de la gestacion. A) UFP de ratona del grupo testigo, se
observan diferentes estructuras, como la decidua basal (DB), el embrion (E), al interior de la cavidad amnidtica (CA), delimitada por la decidua parietal (DP) y el miometrio
(M). La placenta se observa celular y compacta, al igual que el embrién, ademas este Ultimo se observa simétrico. B) UFP de ratona inoculada con 5.0 millones de taquizoitos,
la DB presenta congestion moderada y poco celularidad, el E, se observa poco celular y compacto, ligeramente asimétrico y eosinofilico; la DP también se aprecia
congestionada. C) UFP de ratona inoculada con 7.5 millones de taquizoitos, la DB presenta congestion severa, en el E, se aprecian dos estructuras de apariencia tubular,
sugerentes del tubo neural en desarrollo. La DP y el M estan aumentados de grosor en comparacion con los de las otras UFP. E) Reabsorcion embrionaria de ratona inoculada
con 7.5 millones de taquizoitos. Se observa la DB poco desarrollada, la CA esta ocupada por un material eosinofilico con células intercaladas en dicho material, asi como
escasos eritrocitos, el M presenta prolongaciones del epitelio, observandose con apariencia de pliegues. A-E, HE; 15x.
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posible observar estructuras sugerentes de taquizoitos de T. gondii, sin embargo,
hubo fetos que no presentaron alteraciones y en los que se observaron estructuras
de forma oval a redonda, piriforme sugerentes de taquizoitos de T. gondii. Las
placentas del grupo inoculado con la dosis mas baja tenian necrosis discreta e
infiltrado de células inflamatorias en la decidua basal, sin embargo,
histopatoldégicamente, solo se observaron parasitos en los fetos de ratonas

infectadas con la dosis mas alta (10.0 millones).

6.2.4 Ratonas inoculadas con taquizoitos de T. gondii en el 3er tercio de
gestacion: tejidos maternos y UFP

Las secciones histolégicas de higado presentaron necrosis en grado y
distribucion variable, dependiendo de la dosis de inoculacion. En las ratonas
inoculadas con la dosis de 2.5 millones de taquizoitos, prevalecieron las lesiones
leves, observandose como focos de necrosis de discreta a leve, en los tejidos de
las ratonas inoculadas con las dosis de 5.0 millones la necrosis presento distribucidn
multifocal y fue moderada, en contraste con las ratonas de los grupos inoculados
con 7.5y 10.0 millones de parasitos, donde la necrosis fue de moderada difusa a
severa zonal. En los focos y las zonas de necrosis, se observo la presencia de
taquizoitos intra y perilesionales; en la dosis de 2.5 y 5.0 millones la cantidad de
taquizoitos observados fue de escasos a moderados, y en las dosis mayores se
observaron parasitos en abundante cantidad. Asi mismo, se encontraron focos de
infiltrado linfocitario en grado variable, siendo leve en las dosis bajas (2.5 y 5.
millones) y de moderado a severo en las dosis de 7.5 y 10.0 millones. Asi mismo el
infiltrado linfocitario estaba compuesto principalmente por linfocitos y en menor
grado por neutroéfilos. El bazo presenté pérdida de la poblacién linfoide en diferente
grado, dependiendo de la dosis inoculada, siendo de leve a moderado en las dosis
de 2. 5y 5.0 millones de taquizoitos, y severo en las dosis altas (7.5 y 10.0 millones).
Los centros germinales con despoblacion linfoide podian presentar ademas

necrosis, asi como la presencia de taquizoitos libres y en replicacion. También se
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observaron cambios congestivos de leves a moderados y hemorragias leves en el
tejido que rodea a los foliculos esplénicos (Figura 7).

Las UFP de las ratonas inoculadas con las dosis de 2.5 y 5.0 millones
presentaron degeneracion y disgregacion tisular en la zona de la DB y algunos de
los vasos sanguineos de esta zona se observaron con congestién leve, asi como la
presencia de material eosinofilico fibrilar al interior. Dicho material se observo en los
capilares del LC, MF, y la DB; en algunas secciones, los trombos ocluian de forma
parcial la luz, mientras que en otras secciones se presentaban en varios puntos a lo
largo del vaso sanguineo; en otros casos (5-10%), los trombos ocluian totalmente
la luz, en estos casos, el tejido adyacente presentd cambios degenerativos y
necrosis por isquemia en diferente grado y distribucion, presentandose desde zonas
delimitadas hasta segmentos que abarcaban méas del 80% de la placenta. Aunado
a la presencia de trombos, también se apreciaron zonas de congestion de leve a
moderada en los grupos de ratonas inoculados con las dosis de 2.5 y 5.0 millones.
Las UFP de las ratonas inoculadas con la dosis de 7.5 millones presentaron
congestion de moderada a severa, trombosis moderada mas frecuentemente
observada en los vasos sanguineos de la DB; mientras que algunas de UFP de las
ratonas inoculadas con 10.0 millones de taquizoitos presentaron congestion severa
gue abarcaba casi la totalidad de la placenta afectando desde la DB hasta el LC.
Asi mismo, en estas placentas también se observé trombosis severa en la decidua
basal, ocupando mas del 70% de su area. El tejido adyacente a la congestion y a la
trombosis presenté cambios degenerativos y necrosis por isquemia (Figuras 22 y
23).

En la totalidad de las secciones de placenta se observaron estructuras de
talla y morfologia compatible con taquizoitos de T. gondii, libres o agrupados en
rosetas y racimos dentro de vacuolas parasitéforas en las células estromales de la
DBy las CTB en el LC (Figura 24).

Los fetos de las ratonas inoculadas con las dosis bajas (2.5 y 5.0 millones),

presentaron alteraciones leves como areas con poca densidad de células,
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Figura 22. Placentas de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el tercer tercio de la gestacion. 1 Ay 1 B) Vista panoramica de
placentas, con cambios congestivos (1A) y con zonas extensas de necrosis coagulativa (1B) por isquemia; 1 C y 1 D) Ampliaciones de secciones de laberinto coriénico
con congestién severa difusa (cuadrados), apreciandose en el tejido adyacente cambios iniciales degenerativos por hipoxia-isquemia. 1 E) Detalle de la zona extensa de
necrosis coagulativa (rectangulo), delimitada por tejido con cambios degenerativos avanzados. 1 A-1 E, HE; 1 Ay 1 B 15x; 1 C-1 E 300x.
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Figura 23. Placentas de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el tercer tercio de la gestacion. 1 A-1 C) Placenta con extensas zonas
de trombosis, tifiéndose con HE (2 A), PAS (2 B) y PTAH (2 C), se observan trombos evidentes (flechas) intercalados con zonas de congestién; confirmandose la presencia de
material proteinaceo con PAS y la presencia de fibrina con PTAH, lo que sugiere que diversos componentes se combinan durante la formacion de los trombos. 2 A) Ampliacion
de la placenta (1 A), se aprecian los trombos intercalados (flechas) con areas de congestion (puntas de flecha) a lo largo del vaso sanguineo. 3 A) Trombo de gran tamafio que
abarca la decidua basal, observandose capas de células y material fibrilar eosinofilico intercaladas una a una (flechas), adyacente al trombo se aprecian zonas con congestion
(puntas de flecha). 3 B) Trombo tefiido con PTAH, se observa la disposicion del material proteinaceo y la fibrina en forma de espiral. 4 A-4 C) Trombos con diferente conformacion
(4 A) Fibrilar, ligeramente heterogéneo con escasos eritrocitos intercalados en el material fibrilar (flechas). (4 B) Fibrilar, pequefio, en las areas del vaso sanguineo adyacentes
al trombo se aprecia congestién (puntas de flecha). 4 C) Fibrilar, homogéneo y compacto con presencia de una moderada cantidad de células intercaladas en el material fibrilar
(flecha), ademas, los vasos sanguineos adyacentes al trombo se aprecian congestionados y con un material eosinofilico (puntas de flecha). 1 A-1 C y 2 A) Placenta de ratona
inoculada con 7.5 millones de taquizoitos de T. gondii. 3 A y 3 B) Placentas de ratonas inoculadas con 7. 5 millones. 4 A- 4 C) Placentas de ratonas inoculadas con 2.5 (4 A),
5.0 (4 B) y 7.5 (4 C) millones de taquizoitos. 1 A, 2 A, 3 A, 4 A-4 C, HE; 1 B, PAS;1 Cy 3 B, PTAH. 1 A-1 C, 15x; 2 A, 40x; 3 A, 80x; 3 B, 200x; 4 A-4 C, 450x.
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Figura 24. Secciones histoldgicas de Utero y placenta de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el tercer tercio de la gestacion.
1 A) seccion histologica de Utero de ratona no gestante, inoculada con 7.5 millones de taquizoitos, se observa el epitelio uterino y por debajo de este, en la mucosa y la
muscular de la mucosa se observan estructuras redondas a ovales de talla y morfologia similar a la de taquizoitos de T. gondii (circulo y flechas). B) Seccion de ovario, en
el centro, se aprecia un cimulo de estructuras agrupadas, sugerentes de taquizoitos de T. gondii dentro de una vacuola parasitéfora. 2 A-2 D) Secciones de laberinto
coriénico de ratonas del grupo testigo (2 A), se observa la morfologia de los trofoblastos (punta de flecha) y los vasos sanguineos (flechas) sin cambios patolégicos. (2 B 'y
2 C) LC de ratonas inoculadas con 5.0 millones, en (2 B) las células del trofoblasto presentan apariencia deshilachada, estan palidas y eosinofilicos, algunas otras con
degeneracion y necrosis, adyacente a una célula se observan varias estructuras ovaladas de talla y morfologia de taquizoitos de T. gondii (circulo). La morfologia del
laberinto coriénico en (2 C) se observa sin cambios patologicos, sin embargo, en el citoplasma de un trofoblasto, se aprecia un cumulo de estructuras ovales sugerentes de
taquizoitos. Laberinto coriénico de ratona inoculada con 7.5 millones de parasitos (2 D), presenta degeneracién y necrosis, asi como estructuras sugerentes de taquizoitos
de T. gondii intralesionales. 3 A-3 C) IHQ para T. gondii de secciones de placenta de ratonas inoculadas con 7.5 (3 A), 5.0 (3 B) y 2.5 millones de taquizoitos (3 C). En todas
se observan estructuras de talla y morfologia de taquizoitos de T. gondii con marcaje inmunopositivo ocre. 1 A-2 D, HE; 3 A- 3 C, IHQ para T. gondii. 1 Ay 1 B, 400x; 2 A-2
D, 450x, 3 A- 3 C, 500x.
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Figura 25. UFP de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el tercer tercio de la gestacion. A) y B) Vista panoramica de placenta y su
feto. A) UFP de ratona del grupo testigo, la placenta y el feto presentan la morfologia de ambos tejidos sin cambios patoldgicos aparentes, observandose estructuras como el
encéfalo (E), la cavidad toracica (CT), la columna vertebral (CV), la cavidad abdominal (CA) y un miembro pélvico (MP). B) UFP de ratona inoculada con 7.5 millones de
taquizoitos, la placenta presenta cambios congestivos, asi como presencia de trombos por debajo de la decidua basal (puntas de flecha), el laberinto coriénico se aprecia

menos compacto y celular en comparacion con el testigo. Asi mismo, adyacente a los trombos se observa necrosis coagulativa segmentaria por hipoxia. El feto presenta
necrosis generalizada. Ay B, HE; 15x.

62



Figura 26. Tejidos fetales cuyas madres fueron inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en el tercer tercio de la gestacién. 1 A) Corazén de feto
de ratona del grupo testigo, se observa compacto y celular. 1 B) Acercamiento de (1 A) el tejido esta compacto y las fibras musculares presentan su arquitectura tisular
convencional (circulo). 2 A) Corazén de feto cuya madre pertenece al grupo inoculado con 5.0 millones, se observa poco compacto y celular. 2 B) Acercamiento de (2 A) el
tejido presenta poca celularidad, dejando amplios espacios entre las fibras musculares (circulo). 2 C) IHQ para T. gondii, seccién de (2 A) se observan estructuras de talla y
morfologia de taquizoitos con marca inmunopositiva (puntas de flecha). 3 A) Corazén de feto cuya madre fue inoculada con 7.5 millones de taquizoitos, se observa con
disgregacion tisular severa y pérdida de la arquitectura tisular. 3 B) Ampliacion de (3 A) el tejido esta disgregado, poco compacto y las fibras musculares estan heterogéneas
y sin direccion. 4 A'y 4 B) Médula espinal de fetos de ratonas del grupo testigo (4 A) y de ratonas inoculadas con 7.5 millones (4 B), este Ultimo se observa menos compacto,
celular y asimétrico con respecto al testigo (flecha). 5 A y 5 B) Organos parenquimatosos de fetos de ratonas del grupo inoculado con 5.0 millones (5 A) el tejido se observa
poco celular, dejando espacios entre las células (flecha) y (5 B) IHQ para T. gondii de érgano parenquimatoso de feto de ratona inoculada con 7.5 millones, al centro se observa
un vaso sanguineo, con multiples estructuras de talla y morfologia de taquizoitos de T. gondii con marca inmunopositiva. 1 A-3A,1B.2B,3B,4A,4By5A,HE;2Cy5B
IHQ para T. gondii. 1 A-3 A, 150x; 1 B-3 B, 450x; 4 Ay 4 B, 150x; 5 Ay 5 B, 400x.
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disgregacion tisular; en contraste con los fetos de las ratonas inoculadas con las
dosis mayores (7.5 y 10.0 millones), que presentaron menor talla, asi como érganos
con menor cantidad de células resultando en pérdida de la arquitectura tisular de
organos fetales como el corazén, higado, bazo y pulmones (Figuras 25 y 26). Un
hallazgo relevante fue que los fetos cuyas placentas presentaron mayor grado de
congestién y trombosis, tambien fueron los que presentaron mayor grado de

alteraciones.

6.2.5 Inmunohistoquimica para T. gondii

Se evaluaron la totalidad de las laminillas con los 6rganos maternos y
unidades feto-placentarias por inmunohistoquimica.

La totalidad de los tejidos maternos (higado y bazo) fueron positivos a la IHQ
para T. gondii, variando en la cantidad de parasitos observados segun la dosis
inoculada (Figura 7).

Por otro lado, solo se observaron estructuras inmunopositivas en el 20 % de
las placentas inoculadas en el primer tercio de la gestacion, y estas placentas
generalmente provenian de ratonas inoculadas con la dosis de 10.0 millones de
taquizoitos. Asi mismo, solo se observé inmunopositividad en algunos fetos
(aproximadamente 5%).

En las UFP de las ratonas inoculadas en el segundo tercio de la gestacion,
la presencia de los parasitos fue mas evidente en comparacion con las UFP del
primer tercio, sin embargo, también se observaron pocos fetos con marcaje
inmunopositivo (aproximadamente 15% de los fetos y placentas, presentaron IHQ
positiva).

Por altimo, en el 90% de las placentas de ratonas inoculadas en el tercer
tercio de la gestacion se confirmé la presencia de T. gondii. Los taquizoitos se
observaron con mas frecuencia en la zona del LC dentro de las CTB. Asi mismo el
90% de los fetos presentaron marcaje inmunopositivo en diferentes 6rganos como

el corazon, pulmones, higado, bazo, pancreas e intestino (Figura 26). En ninguno
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de los fetos se observaron taquizoitos en replicacion, los parasitos fueron
observados libres, entre las células de los diferentes 6rganos a los que se disemino,
asi como en la luz de los vasos sanguineos fetales.

Otro hallazgo relevante, fue la presencia de reabsorciones en dos hembras
inoculadas durante el tercer tercio de la gestacién; confirmandose la presencia del
parasito mediante IHQ para T. gondii. Los taquizoitos con marca positiva fueron
observados dentro de la reabsorcion, asi como en la mucosa y submucosa del Gtero
(Figura 24).

6.2.6 Histoquimica para acido peryoédico de Shiff (PAS)

Las uNK presentaron diferencias segun el tercio de la gestacion y la dosis de
inoculacién. En el primer tercio de la gestaciéon las uNK de las ratonas del grupo
testigo fueron pequefias y con moderada cantidad de granulos de color rosa
mexicano intenso. Por otro lado, las uNK de las ratonas inoculadas con las
diferentes dosis de taquizoitos, se observaron ligeramente aumentadas de tamario,
con el citoplasma vacuolado, menor cantidad de granulos intracitoplasméaticos con
afinidad tintorial similar a la de los testigos, sin embargo, algunas uNK que estaban
mas alejadas del triangulo metrial presentaron cambios en la afinidad tintorial de sus
granulos observandose de rosa mexicano a magenta violaceo (Figura 27).

En el segundo tercio de la gestacion las uNK del grupo testigo, se observaron
ligeramente aumentadas de tamafo, con abundante cantidad de granulos
intracitoplasmaticos de color rosa mexicano intenso; a diferencia de las uNK del
primer tercio de la gestacion, algunas células no presentaban nucleo, asi mismo,
algunas células estaban degranuladas y otras presentaban el citoplasma vacuolado,
asi como el nucleo desplazado a la periferia. En contraste, las uNK de las ratonas
inoculadas con taquizoitos de T. gondii, modificaron la afinidad tintorial de los
granulos intracitoplasmaticos, observandose de color rosa mexicano a morado.
Algunas de estas células mostraron ademas diferencias en el tamafio de los
granulos y el nacleo también modifico su afinidad tintorial apreciandose ligeramente

basdfilicos y palidos.
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Figura 27. Secciones de DB de ratonas inoculadas con diferentes dosis de taquizoitos de T. gondii en diferentes tercios de la gestacion procesadas con PAS. A)
uNK de ratona del grupo testigo inoculada en el primer tercio de la gestacion, se observa una abundante cantidad de células de morfologia homogénea, con abundantes
granulos intracitoplasmaticos de color fucsia intenso, citoplasma moderadamente vacuolado y nicleo central baséfilico. 1 B) uNK de ratona del grupo inoculado con 5.0 millones
de taquizoitos en el primer tercio de la gestacion; las células se aprecian de mayor tamafio respecto al control, y con vacuolas citoplasmaticas de mayor tamafio, asi mismo
se aprecian tamafios y afinidades tintoriales diferentes en los granulos intracitoplasmaticos (punta de flecha). 1 C) uNK de ratona del grupo inoculado con 7.5 millones de
taquizoitos en el tercer tercio de la gestacion, las células son de mayor tamafio, con mas vacuolas intracitoplasmaticas; la cantidad y el tamafio de los granulos
intracitoplasmaticos ha disminuido hasta observarse como un puntilleo fino en el citoplasma (circulo). 1 D) uNK de ratona del grupo inoculado con 5.0 millones en el segundo
tercio de la gestacion; se aprecian de diferentes tamafios y con pocos granulos de color menos intenso que el control. 1 A-1 D, PAS; 450x.
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Las uNK adyacentes a zonas de necrosis o con degeneracion, también
mostraron modificaciones morfolégicas evidentes, por ejemplo, los granulos
intracitoplasmaticos se observaron de color morado y con aspecto granular denso.
Asi mismo, algunas células uNK se apreciaron disminuidas de tamafio, en
comparacion con las uNK de los grupos testigo. Los nucleos también modificaron
su afinidad tintorial, dificultdndose su observacion entre los granulos (Figura 27).
Por ultimo, las uNK presentes en las UFP de las ratonas del grupo testigo del tercer
tercio de la gestacion, se observaron de gran talla, con abundante citoplasma
ligeramente vacuolado, abundantes granulos intracitoplasmaticos de color fucsia
intenso y de tamafio homogéneo, los nucleos generalmente se observaron centrales
basofilicos.

En contraste, las uNK presentes en las UFP de las ratonas inoculadas con
las diferentes dosis, presentaron modificaciones en la afinidad tintorial de los
granulos intracitoplasmaticos, asi como en el tamafio de los mismos, los nucleos
también se observaron ligeramente eosinofilicos; se duplicdé el tamafio del
citoplasma debido a que aumento el niumero de vacuolas en su interior. En algunas
UNK presentes en las UFP de las ratonas inoculadas con 10.0 millones de
taquizoitos, los granulos intracitoplasmaticos fueron escasos (menos de 5), con
poca afinidad tintorial para PAS y de menor tamafio observandose como puntos
violaceos intracitoplasméticos, asi mismo, en estas uNK el nidmero de vacuolas
intracitoplasmaticas aumento, generando que el citoplasma se apreciara del doble

de tamafo aproximadamente (Figura 24).

6.2.7 Hematoxilina acida fosfotungstica: UFP todas las dosis, todos los tercios

Las UFP de las ratonas pertenecientes al grupo testigo de cada tercio de
gestacion presentaron trombos que fueron confirmados mediante la histoquimica de
PTAH, siendo estos homogéneos en tamafio, forma y distribucién. Los trombos
observados en estos grupos generalmente fueron compactos, mas frecuentemente

de apariencia homogénea que fibrilar; se distribuyeron principalmente en el laberinto

67



coriénico, la decidua basal y entre las membranas fetales; raramente ocluyeron la
luz de los vasos sanguineos de forma total.

En contraste, los trombos observados en las ratonas inoculadas con las
diferentes dosis; presentaron diversas morfologias raramente homogéneas,
predominando las fibrilares. En las UFP inoculadas con las dosis de 2.5 y 5.0
millones de taquizoitos, los trombos ocluyeron parcialmente los vasos sanguineos,
mientras que en las UFP inoculadas con las dosis de 7.5y 10.0 millones, los trombos
frecuentemente ocluyeron totalmente los vasos sanguineos, incluso se encontraron
en varios puntos del mismo vaso, provocando degeneracion y necrosis por isquemia
en el tejido adyacente.

Estos trombos presentaron una afinidad tintorial heterogénea, el color se
dispuso en capas, siendo azul intenso en la periferia, y de color morado palido al
interior. Otros trombos presentaron una coloracion que semejaba una espiral,
presentando lineas moradas palidas y azul intenso intercaladas una a una.

Las UFP de los primeros dos tercios de la gestacion, presentaron trombos
pequefios y homogéneos, Unicamente en las ratonas inoculadas en el segundo
tercio de la gestacion con las dosis de 7.5 y 10.0 millones de taquizoitos se
observaron trombos de mayor tamafio ocluyendo la luz de los vasos sanguineos de
la decidua basal (DB) y entre las membranas fetales. La morfologia de estos
trombos generalmente fue fibrilar. Por otro lado, las UFP de las ratonas inoculadas
en el ultimo tercio de la gestacion con las dosis de 7.5y 10.0 millones de taquizoitos,
presentaron trombosis extensa en la decidua basal, asi como en las membranas
fetales; estos trombos presentaban morfologia fibrilar y eran abundantes ocluyendo

la mayor parte de las ocasiones la totalidad de la luz de los vasos sanguineos.
6.3 Comparacién de alteraciones por dosis y tercio de la gestacion

Se calcularon las medias de cada una de las alteraciones (vasculares y

celulares) observadas en las UFP con los datos obtenidos a partir del analisis
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histopatoldgico y se graficaron para su comparacion por dosis y por tercio (Figuras
28-32).

7. DISCUSION

7.1 Comparacién de alteraciones y lesiones en tejidos maternos

Las alteraciones observadas en higado y bazo maternos, son similares a lo
descrito en la literatura en infecciones de curso agudo en animales o humanos; las
lesiones microscOpicas se caracterizan por focos necréticos con taquizoitos
perilesionales, acompafnados o no de infiltrado inflamatorio, dependiendo de la via
de transmisién y el curso de la infeccidon; en este modelo de estudio, las lesiones
observadas corresponden al patron caracteristico provocado por la infeccion aguda
de T. gondii, encontrdndose infiltrado inflamatorio compuesto mayormente por
neutroéfilos y linfocitos (Hill et al., 2005; McGavin y Zacahary, 2007; Dubey, 2010;
Cedillo-Peléaez, 2015).

La presencia de taquizoitos en higado y bazo, fue confirmada por
inmunohistoquimica; y aumentd conforme la dosis inoculada. Sin embargo dos
hallazgos llamaron la atencion: 1) en la dosis de 2.5 millones, los parasitos fueron
poco visibles por HE, y solo se apreciaban asociados a lesiones y focos de infiltrado
inflamatorio conformado principalmente por neutréfilos y en menor grado por
linfocitos, con escasos macrofagos (siendo mas evidentes en parénquima hepatico),
con discreto dafio en el tejido residente; 2) en contraste, en la dosis de 10.0 millones,
predomind la replicacion parasitaria sobre la respuesta inflamatoria, asi mismo se
observé mayor dafio tisular (incluyendo en el bazo la disminucion de la poblacién

linfoide).
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Figura 28. Comparacion de la gravedad de las alteraciones celulares entre las placentas de los tres tercios de la gestacidn. En el primer tercio de la gestacion, la
necrosis es ligeramente mas grave la necrosis que el infiltrado inflamatorio. Esta misma tendencia se observé en el segundo tercio; siendo mas grave la necrosis que el
infiltrado de células inflamatorias en la dosis de 10.0 millones de taquizoitos. En la mayoria de las placentas del tercer tercio de la gestacion, el infiltrado inflamatorio presenté
una tendencia similar a la de la necrosis, sin embargo, la necrosis fue méas severa que el infiltrado inflamatorio en las placentas inoculadas con la dosis de 10.0 millones.

ler tercio: grupo de ratonas infectado en el dia de gestacién DDG. 10; 20 tercio 15 DDG; 3er tercio 18 DDG.
** Dosis sin ratonas sobrevivientes
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Alteraciones vasculares en placenta: Tres tercios de la gestacion
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Figura 29. Comparacién de la gravedad de las alteraciones vasculares entre las placentas de los tres tercios de la gestacién. Segun el tercio de la gestacion en el
que las ratonas fueron inoculadas, la alteracién vascular que predomino es diferente, aunque, la gravedad depende de la dosis inoculada. En el primer tercio de la gestacion,
la alteracién mas comun es la hemorragia, siendo de moderada a grave segun la dosis. En el segundo tercio, la congestién fue la alteracién mas comun, siendo de moderada
a grave. Por otro lado, la presentacién de trombos fue la alteracién mas comin y mas grave en el tercer tercio de la gestacion.

ler tercio: grupo de ratonas infectado en el dia de gestacién DDG. 10; 20 tercio 15 DDG; 3er tercio 18 DDG
** Dosis sin ratonas sobrevivientes
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Alteraciones embrionarias y fetales: Tres tercios de la gestacion
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Figura 30. Comparacion de la gravedad de las alteraciones embrionarias/fetales: entre los tres tercios de la gestacion. Los dos primeros tercios de la gestacion la
alteracion embrionaria mas grave, fue la degeneracion, siendo severa desde la dosis de inoculacién de 5.0 millones de taquizoitos. En el segundo tercio de la gestacion, la
degeneracion fetal es de menor gravedad, sin embargo, en las dosis de 7.5 y 10.0 millones hay necrosis de leve a moderada. En el Gltimo tercio de la gestacién solo los
fetos cuyas madres fueron inoculadas con la dosis de 10.0 millones de taquizoitos, presentaron necrosis; los demas fetos de este tercio, solo presentaron degeneracion

tisular.

3 er tercio

" Necrosis del tejido fetal

ler tercio: grupo de ratonas infectado en el dia de gestacién ddg. 10; 20 tercio 15 ddg; 3er tercio 18 ddg.

** Dosis sin ratonas sobrevivientes
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Alteraciones celulares y tisulares en placenta, degeneracion de tejidos
embrionarios/fetales, presencia del parasito: Tres tercios de la gestacion
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Figura 31. Comparacién de la gravedad de las alteraciones celulares y tisulares placentarias y las alteraciones de los tejidos embrionarios/fetales entre los tres
tercios de la gestacion. En el primer tercio de la gestacion, la degeneracion fetal es mas grave que las alteraciones tisulares en la placenta. En el segundo tercio de la
gestacion, la degeneracion de los tejidos embrionarios y las alteraciones tisulares en la placenta presentan una tendencia similar. Por otro lado, en el tercer tercio de la

gestacion, la degeneracién del tejido fetal, parece tener mas relacién con la necrosis placentaria que con el infiltrado inflamatorio.

ler tercio: grupo de ratonas infectado en el dia de gestacién DDG. 10; 20 tercio 15 DDG; 3er tercio 18 DDG.
** Dosis sin ratonas sobrevivientes
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Figura 32. Comparacion de la gravedad de las alteraciones vasculares en placentas y la degeneracion de los tejidos embrionarios/fetales entre los tres tercios
de la gestacion. En el primer tercio la gestacion se observa que la hemorragia es la alteracion vascular de la placenta que mas se relaciona con la degeneracion de los
tejidos embrionarios; en el segundo tercio de la gestacion la gravedad de la congestién parece ser la que tiene mayor similitud con las alteraciones en los tejidos embrionarios.
Por ultimo, en el tercer tercio de la gestacion, la trombosis y la degeneracion del tejido fetal, son las alteraciones que presentan tendencias similares

ler tercio: grupo de ratonas infectado en el dia de gestacién DDG. 10; 20 tercio 15 DDG; 3er tercio 18 DDG.

** Dosis sin ratonas sobrevivientes
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Estos hallazgos demuestran un rango de alteraciones tisulares y sugieren que la
cantidad de taquizoitos inoculados afecta el grado y el tipo de respuesta inflamatoria
estimulada en un lapso corto (3 dias post-inoculacién). Es importante, que
dependiendo de lo que se pretenda establecer como siguiente nivel de estudio,
aplicando este modelo murino, se considere la dosis a inocular como una variable

particular que puede generar alteraciones per-se en cada tejido a estudiar.

7.2 Comparacion de alteraciones y lesiones en unidades feto-placentarias
Los cambios microscopicos observados, tanto a nivel de la placenta como en
los fetos en diferente etapa de desarrollo, son de menor grado, extension y
frecuencia, al compararlos con los hallazgos descritos en higado y bazo maternos.
Por otra parte, las alteraciones y lesiones observadas en las UFP, sugieren
estar relacionadas con el grado de desarrollo (tercio de gestacion en el que se llevo
a cabo la inoculacibn materna) y condicionados por la dosis de inoculacion
administrada (similar tendencia a los tejidos maternos), siendo mas graves los

cambios conforme se incrementa la dosis de inoculacion.

7.2.1 Alteraciones vasculares

Los cambios vasculares se apreciaron de forma similar en los tres tercios de
gestacion, con tendencias particulares. Si bien la congestion se observé en grado y
distribucion homogénea entre los tercios, fue mayor en los dos primeros,
predominando en el segundo; mientras que la hemorragia fue mas grave en las
placentas del primero. Hallazgos similares fueron documentados por Senegas et al.,
(2009), en un modelo murino de toxoplasmosis congénita con ratonas Swiss
Webster, donde observaron que los niveles de IFN-y uterino y sérico aumentan
durante la infeccion por T. gondii, generando hemorragias locales, entre otras
alteraciones.

Por otra parte, una alteracion relevante e independiente del tercio de la

gestacion y la dosis de inoculacion, fue la presencia de trombos, la cual fue mas
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grave en el dltimo tercio de la gestacion. Este cambio se presentd en los animales
testigo, de forma discreta y localizada, sin causar compromiso aparentemente en
tejidos adyacentes; la presentacion de trombos es considerada por algunos autores
como una alteracion comun en ratonas gestantes y estd asociada a la proteina
producida por los trofoblastos de las ratonas (proteina 2 similar a fibrindgeno, fgl2)
en respuesta a citocinas proinflamatorias (IFN-y o TNF-a), que actua como factor
protrombdético favoreciendo la deposicién de fibrina y por ende la formacion de
trombos (Clark et al., 2001). En los grupos con infeccién, desde las dosis mas bajas
la presencia de trombos se increment6 con respecto a los grupos testigo (de leve a
moderada), con formacion de estructuras de diferente tamafio, aspecto y arreglo
(trombos bien organizados con o sin material fibrilar), que conforme se
incrementaba la dosis, estos se apreciaban con mayor extensién, con diferente
arreglo (de aspecto fibrilar o arreglados en mdultiples capas de proteina fibrilar y
eritrocitos/leucocitos atrapados), escasos detritus celulares asociados, mayor
severidad, distribucibn multifocal o segmentaria y con afeccion secundaria de
tejidos adyacentes, asociandose con cambios de hipoxia-isquemia en zonas
extensas de la placenta, y con diferentes grado de repercusion en los fetos
relacionados.

Alteraciones similares a las descritas en el presente trabajo, han sido
documentadas por Castafio et al., (2014) y Benavides et al., (2017), en un modelo
ovino de toxoplasmosis congénita, donde observaron en la fase aguda de la
enfermedad inducida (borregas inoculadas con ooquistes de T. gondii), la presencia
de trombos en vasos maternos de los placentomas, sin aparente lesion en la pared
vascular, con diferente grado de infiltrado inflamatorio y necrosis isquémica en el
tejido placentario adyacente, y sin deteccion de DNA de T. gondii. Asi mismo, los
autores describen que las lesiones placentarias y fetales, fueron mas graves en las
ovejas infectadas durante el segundo tercio de la gestacion, en comparaciéon con

las infectadas en el primer tercio. En estos estudios, la presencia de trombos se

76



relacion6 con episodios de isquemia y consiguientes infartos, repercutiendo en la
disfuncion del placentoma.

Si bien se aprecian similitudes con lo documentado en ovinos, se observan
trombos con caracteristicas morfolégicas particulares, aparentemente no descritas
previamente en la literatura cientifica revisada.

El mecanismo por el cual se desencadena la formacion de trombos en la
placenta de las ratonas estudiadas sugiere un origen multifactorial, con alteraciéon
del flujo sanguineo y su composicion, la afeccion del desarrollo de la red vascular
placentaria, la replicacion parasitaria localizada y el inicio de una consiguiente
respuesta inmune; retroalimentandose conforme se desarrolla cada alteracion.

Las muestras estudiadas del modelo murino establecido en nuestro
laboratorio, pretendia en un inicio reproducir la transmision del parasito a los
diferentes productos, por lo que se considerd evaluar cuatros dosis infectivas (2.5 a
10.0 millones de taquizoitos, 1V). La presencia de trombos con diferentes aspectos
morfologicos, siendo mas graves conforme se aumentaba la dosis de inoculacién y
sin un aparente dafio endotelial, sugiere una alteracion subita en la composicion de
la sangre, al aumentar los elementos sanguineos por la cantidad de parasitos
inoculados, favoreciendo un incremento en la viscosidad de la sangre, como se llega
a presentar en otras entidades (ejemplos: sindrome nefrético, enfermedad hepética,
amiloidosis, etc), descritas en la literatura (McGavin y Zacahary, 2007); asi mismo,
el flujo sanguineo también fue alterado debido a la congestion local o generalizada
en los diferentes estratos de la placenta. La hipercoagulabilidad de la sangre y los
cambios congestivos son dos elementos que favorecen la activacion de la cascada
de la coagulacion, retroalimentdndose de los demas factores relacionados
(McGavin y Zacahary, 2007).

Por otra parte, varios autores han documentado en diferentes modelos
murinos, que la infeccidn por T. gondii incrementa la secrecion de IFN-y uterino y
sérico en ratones (Ge et al., 2008; Senegas et al., 2009); se ha descrito también que

el TNF-a puede causar contraccion del musculo liso, favoreciendo la trombosis y en
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conjunto con el IFN-y, rechazo o aborto de los productos y prematurez (Arck et al.,
1995; Krishnan et al., 1996; Saini et al., 2011; Bimal et al., 2012). Estos datos hacen
evidente el papel de la respuesta inmune, que favorece el desarrollo de las
alteraciones vasculares, aunado a lo anteriormente descrito, sobre la capacidad de
los trofoblastos murinos de secretar la proteina fgl2 (en respuesta a citocinas
proinflamatorias, Clark et al., 2001), la cual favorece la deposicion de fibrina y la
trombosis. Ademas, diversos estudios han sugerido que la infeccion por T. gondii
provoca un desequilibrio en la expresion de citocinas y factores de crecimiento
necesarios para la diferenciacion de células involucradas en el mantenimiento de la
gestacion. Tal es el caso de Zhao y colaboradores (2017), quienes documentaron
gue el tratamiento con TGF- disminuyo los efectos adversos inducidos por T. gondii
durante la infeccion congénita. En este estudio, ademas de ELISA para la
cuantificacion de citocinas y citometria de flujo, también se realizé el analisis
histopatolégico de las placentas de las ratonas de los diferentes grupos
experimentales; encontrando que las placentas de las ratonas infectadas con T.
gondii, mostraron hemorragia grave y dilatacion de las arterias espirales; contrario
a lo observado en las placentas de las ratonas tratadas con TGF-, donde la
morfologia de las AE se restaurd parcialmente y no se apreciaron hemorragias; por
otra parte, la neutralizacion de TGF-B generé6 hemorragias graves y dilatacion
evidente de las AE. Asi mismo, las ratonas tratadas con TGF-B presentaron un
mayor numero de células T reguladoras (T reg).

Aunque en el presente trabajo no se cuantificaron citocinas, las
observaciones histopatoldgicas reportadas por Zhao et al., (2017) son similares; sin
embargo, en esta investigacién ademas de las alteraciones vasculares (hemorragia,
congestion, trombosis), también se describieron las alteraciones celulares (infiltrado
inflamatorio, degeneracién y necrosis) no solo de las placentas, sino de las UFP y
en los tres tercios de la gestacion. Con el andlisis de esta informacion pudimos
observar que la hemorragia es mas severa en el primer tercio, y es en este tercio

gue encontramos una mayor proporcion de reabsorciones embrionarias. Este
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hallazgo también es similar a lo reportado por Wang et al., (2011) cuyos resultados
indican que la infeccion por T. gondii puede causar una desregulacion inmunitaria
materna, particularmente en el embarazo temprano (primer tercio), generando
efectos adversos en la gestacibn como muerte embrionaria, teratogénesis y aborto
involuntario; estos datos apoyan nuestras observaciones de las alteraciones
celulares y tisulares de los embriones del primer tercio de la gestacion, asi como la
presentacion de reabsorciones y la falla en la implantacién. Nuestros datos sugieren
que los efectos adversos de la toxoplasmosis congénita en el proceso de
implantacion, organogénesis y desarrollo embrionario/fetal, esta asociado con los
cambios vasculares y celulares provocados por la presencia del parasito en la
placenta.

Por otro lado, la evidencia indica que para que la gestacion sea exitosa se
requiere de mdltiples factores, entre ellos la presencia de células T reg, y que la
disminucién de esta poblacion celular genera efectos adversos en la gestacion. Las
células T reg son vitales para la tolerancia materno-fetal (Aluvihare et al., 2004).
Estudios anteriores realizados por Zhang et al.,, (2012) y Liu et al., (2014)
demostraron que tanto el nivel de TGF-B placentario como el nimero de células T
reg disminuyen en las ratonas infectadas con T. gondii, y se ha documentado que
el TGF- es una citocina clave en el desarrollo de las células T reg. Los resultados
demostraron que el tratamiento con TGF-B disminuyé las tasas de reabsorcidon
embrionaria y produjo que el peso de los embriones aumentara. Estos datos ayudan
a explicar nuestros resultados, aunque no cuantificamos las células T reg, ni el TGF-
B, si observamos que la presencia del parasito se relaciona con una menor cantidad
de sitios de implantacion, esto podria deberse a la disminucion de TGF-3, que afecta
el desarrollo de células T reg, y al haber disminucién de esta poblacién celular
también hay disminucion de la tolerancia inmunolégica de la madre al embrion,
generando una posible implantacion inadecuada, o muerte embrionaria.

Investigaciones anteriores han reportado que las anormalidades en la

gestacion provocadas por la infeccion de T. gondii, se asocian con un
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microambiente inmunoldgico local anormal (Zhang et al., 2012; Xu et al., 2013; Liu
et al., 2014; Liu et al., 2014). Asi mismo en los trabajos de Sasaki et al., 2004; Prins
et al., 2009 se ha reportado que el tratamiento con TGF-B puede disminuir los
niveles de respuesta inflamatoria en la interfaz materno-fetal provocados por la
infeccion de T. gondii, beneficiando el desarrollo del embridn/feto. Estas
observaciones contrastan con las del presente trabajo, pues, aunque habia
placentas que presentaron una moderada cantidad de taquizoitos de T. gondii, el
infiltrado inflamatorio en las UFP raras veces fue severo. Sin embargo, también es
importante destacar que, aunque no se haya observado una gran cantidad de
células inflamatorias, el desequilibrio en la expresion de citocinas que promueven la
regulacion inmunoldgica y la tolerancia materno fetal; puede deberse Gnicamente al
microambiente local proinflamatorio generado por la presencia del parasito.

Para generar informacion concluyente de los efectos provocados por los
diferentes perfiles inmunolégicos en las placentas y su repercusion en los
embriones/fetos, es necesario determinar ademas el nivel de expresién de las

citocinas, las poblaciones celulares involucradas en su expresion y regulacion.

7.2.2 Alteraciones celulares y tisulares

En los tejidos estudiados, las caracteristicas morfolégicas de los cambios
celulares y tisulares descritos previamente indican dos patrones de lesion, de
diferente origen, pero relacionados a la presencia, transmision y replicacion de T.
gondii en las UFP.

El primer patrén, se asocia con las alteraciones vasculares, en donde la
congestion y la presencia de trombos (con diferente grado y distribucion) a nivel de
la placenta, favorecieron inicialmente cambios degenerativos por hipoxia y/o
isquemia (dosis mas bajas), afectando las diferentes capas de la placenta,
incluyendo las CTB vy sus precursores, las CGT, células uNK, células

mesenquimales, y demas componentes. En las dosis mas altas, las alteraciones
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fueron mas graves, exacerbandose los cambios hipoxicos, apreciandose incluso en
algunas de las ratonas zonas de necrosis coagulativa asociadas a isquemia.

Castafo et al. (2014, 2016) describen en su modelo ovino, lesiones en los
placentomas consistentes con areas de necrosis coagulativa y congestion,
compatibles con infartos (asociados a trombosis), con distribucibn multifocal o
coalescentes de forma triangular, delimitadas por tejido sin alteraciones, dichas
zonas se presentaban principalmente en la regiébn media del placentoma o con
extension a la region coridnica. En las areas de infarto, el estroma de la carincula
y las vellosidades carunculares presentaron citoplasma de aspecto eosinofilico
amorfo y los nucleos con escasa cantidad de cromatina; ademas de perdida de
células epiteliales y descamacion, apreciandose como restos celulares eosindfilicos
entre los restos de las vellosidades carunculares y cotiledonarias. En borregas de
mayor cronicidad, los cambios degenerativos-necréticos tuvieron mayor
variabilidad, que van desde el citoplasma eosinofilico, contraccion celular, picnosis
y cariorrexis nuclear, hasta el completo desprendimiento del laberinto coriénico,
formando islas de restos necréticos junto con los restos de epitelio del lado materno.

Por una parte, las alteraciones descritas en ratonas son similares a las
descritas en ovinos, con respecto al patrén morfolégico de degeneracion-necrosis
asociada a cambios de hipoxia-isquemia, pero difieren con respecto al grado,
presentaron menos componentes Yy detritus celulares, asi como células
inflamatorias, y las areas de afeccion fueron principalmente del lado materno de la
placenta. Estas diferencias podrian deberse a la cronicidad, ya que todas las
alteraciones descritas, independiente del tercio de gestacién y la dosis, fueron al
tercer dia post-infeccion.

El segundo patron de lesion tisular se asocio con la invasion y replicacion
de T. gondii en la placenta, y la respuesta inmune que se monté para limitar el efecto
del pardsito. Si bien una proporcion considerable de las lesiones descritas
previamente, estan relacionadas con el conjunto de cambios vasculares, fue posible

evidenciar la transmision del parasito al tejido placentario (HE e IHQ), apreciandose
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focos de replicacién en el lado materno, interfase y en el laberinto coridnico; en
algunos de los casos, los taquizoitos se encontraban en una fase inicial de
replicacion, dado que las células infectadas no presentaban alteraciones
morfoldgicas evidentes, mientras que en otra proporcion de los casos, los parasitos
se observaron asociados a necrosis unicelular con presencia de abundante cantidad
de zoitos. La presencia de parasitos también estuvo relacionada, como otras
lesiones, a la dosis infectiva, y se observé o no la presencia de células inflamatorias
en las placentas infectadas. Los resultados obtenidos contrastan con lo
documentado en la literatura cientifica.

En estudios llevados a cabo utilizando lauchas (C. callosus), se ha
demostrado alta susceptibilidad a la infeccion por T. gondii, detectando la presencia
del parasito en varios tejidos (particularmente higado, bazo, pulmén y cerebro;
también se demostré que este tipo de roedor es un modelo experimental adecuado
para estudiar la dinamica de la toxoplasmosis congénita, debido a la capacidad de
una cepa (RH) altamente virulenta, para infectar las células de trofoblasto en su
desarrollo temprano; en otro estudio se demostré la transmision vertical de T. gondii
infectando agudamente con la cepa ME49 durante la gestacion, pero no en animales
cronicamente infectados; en esta especie, considerando la secuencia de eventos
gue conducen a la infeccién de los diversos 6rganos, las células del trofoblasto
placentario se infectan tardiamente durante la gestacion, pero no limitan por
completo la progresion de la infeccion por T. gondii hacia los tejidos fetales
(Favoreto et al., 1998; Ferro et al., 1999; 2002)

Franco et al., (2011) demostraron en un modelo con lauchas (C. callosus),
la presencia de parasitos mediante IHQ de los tejidos placentarios, a nivel de la
capa decidual y en el laberinto, por el contrario, no se observaron parasitos en la
zona de union de la placenta; aunque el parasito fue capaz de alcanzar las placentas
en todos los grupos experimentales, no hubo evidencia de infeccion de los tejidos
embrionarios en ningin momento, lo que indica el papel putativo de la placenta

como una barrera eficaz.
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Barbosa et al. (2007) detectaron T. gondii, mediante bioensayo y PCR, en
placentas y embriones de C. callosus infectado alrededor de 10 dias antes de la
concepcion; sin embargo, en hembras infectadas alrededor de 30 y 50 dias antes
de la concepcion, solo hubo deteccion en placentas.

Finalmente, la degeneracion tisular de la placenta fue dependiente de la dosis
de infeccion, apreciandose las alteraciones y lesiones mas graves en las dosis mas
altas; al comprometerse la integridad de la placenta y afectar la capacidad
regulatoria de las células que la llevan a cabo, se observé diferente grado de
afeccion de los fetos, en los tres trimestres de gestacion, incluyendo congestion
local y generalizada, falta de compactacion tisular, disgregacion de 6rganos
parenquimatosos, alteracion en la morfologia del tubo neural, asi como necrosis
coagulativa de la totalidad del feto.

El grado de afeccion fetal, fue en gran parte relacionado con el grado de
alteraciones presentes en la placenta, dependiente de la dosis de infeccion, y
observandose la pérdida de la mayoria de los productos por reabsorciones (con o
sin presencia de T. gondii). Sin embargo, también se visualizaron fetos con diferente
grado de alteracion, sin una afectacion considerable de la placenta.

Senegas, et al., (2009), encontraron en un modelo murino, que una respuesta
Thl mantenida (IFN-y uterino y sérico aumentado) por la infeccion por T. gondii,
favorece el desarrollo de reabsorciones, observandose como la reduccion en los
sitios de implantacion y cambios vasculares; siendo la tasa de reabsorcion al 8° dia
post-coito (DPC) del 8%.

8. CONCLUSIONES

La aplicacion de este modelo de estudio permite concluir que el grado y la
distribucion de las alteraciones celulares y vasculares difiere entre los tercios de la
gestacién y esta condicionado por la dosis inoculada.

El andlisis morfologico llevado a cabo en este modelo de estudio en un corto

periodo de infeccidn permitié evaluar las alteraciones agudas en la hemodinamia
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placentaria; evidenciando la presentacion de alteraciones vasculares como la
hemorragia, congestion y trombosis; que predominaron sobre las alteraciones
celulares provocadas por la replicacion del parasito en la placenta y el feto como se
penso en un inicio.

Asi mismo, los resultados obtenidos nos permiten sugerir distintos
mecanismos asociados al desarrollo de la patogenia de la toxoplasmosis congénita,
independientes de la replicacién del parasito en la UFP; observandose distintos
patrones de lesion en los tejidos estudiados, reforzando la hipétesis de origen
multifactorial.

La disfuncion placentaria asociada a las alteraciones vasculares y el diferente
grado de cambios hipéxicos e isquémicos, causando la denegacién y/o necrosis, se
asociaron en gran parte al dafio observado en los fetos, més que la condicion de la
transmision y replicacion de T. gondii en ellos.

El uso del presente modelo murino de toxoplasmosis congénita, permite
reproducir alteraciones morfolégicas similares a las descritas en humanos, el
desarrollo de lesiones de curso agudo de la toxoplasmosis congénita; cambios en
la morfologia de la placenta y su desarrollo, procesos de implantacion,
decidualizacioén, vasculogénesis, poblaciones celulares y su desarrollo, aspectos de

la respuesta inmune materna y fetal, asi como regulacién inmunoendocrina.

9. PERSPECTIVAS

Para determinar los efectos provocados por la infeccién de T. gondii sobre la
gestacion y el desarrollo embrionario/fetal; es necesario llevar a cabo otro tipo de
andlisis ademas de realizar estudios histopatolégicos.

En estudios posteriores se pretende establecer la relacion que existe entre
los cambios morfolégicos y funcionales de las diferentes poblaciones celulares
placentarias, asi como el papel de las células de la respuesta inmune en los
diferentes procesos de la dinAmica y el desarrollo placentario y si estos cambios son

determinantes en la presentacion de dafio fetal y embrionario.
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La cuantificacion de las poblaciones celulares en las UFP, asi como del perfil
de citocinas que predomina en los diferentes tercios de la gestacién puede generar
informacion que ayude a explicar los efectos de la infeccion de T. gondii en la
gestacion. Es por esta razén que se pretende realizar un andlisis de las uNK,
cuantificarlas, describir su morfologia, realizar inmunohistoquimicas y microscopia
confocal, con la finalidad de relacionar la expresion de citocinas en cada tercio de
la gestacion y su relacién con la transformacion de las AE, el desarrollo de la
placenta y el mantenimiento de la gestacion. Aunado a esto, también se realizara la
medicién del didmetro de las AE e histoquimicas para actina musculo liso, con el
objetivo de determinar si hay cambios en la dindmica vascular directamente

relacionados a la presencia del parasito.

Anexo 1. Metodologia con la cual se procesaron las muestras

Los tejidos recolectados fueron fijados por inmersion en formalina
amortiguada al 10% (pH 7.2) por 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido
ese tiempo, de los tejidos maternos: higado y bazo se cortaron secciones
longitudinales de 0.3 a 0.5 cm de grosor y fueron colocadas en casetes de plastico
para su posterior inclusién en parafina; en el caso del utero y los embriones/fetos,
se cortaron tanto secciones longitudinales como transversales, incluyendo las
placentas.

Las muestras fueron remitidas al Departamento de Anatomopatologia del INP
para su procesamiento por histopatologia convencional con base en lo descrito por
Heffes y Mullick (1995), procesandose en un deshidratador de tejidos automatico
(Histoquinete, Leica). Los tejidos fueron deshidratados, sumergiéndose en
soluciones de etanol a concentraciones ascendentes (80, 95 y 100%). Posterior a
la deshidratacion, los tejidos fueron sumergidos en una solucion de alcohol
absoluto-xileno (relacién 1:1), al terminar, se realizaron dos lavados con xilol
absoluto, cada uno de 3 minutos y finalmente fueron embebidos en parafina.

Después de la primera exposicidon con la parafina, los tejidos fueron retirados
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del casete y se incluyeron en un molde metalico y fueron embebidos una segunda
ocasiéon con parafina liquida, dejando solidificar a temperatura ambiente 0 a 4 °C
durante 15 a 40 minutos. Una vez solidificada la parafina, se cortaron secciones con
un microtomo estandar (Microm Carl Zeiss HM35), de 5 a 7 uym de grosor. Los cortes
se extendieron en el bafio de flotacion y se recuperaron en portaobjetos
convencionales y en laminillas electrocargadas.

Una vez que los cortes histoldgicos estuvieron montados en las laminillas se
procesaron segun la técnica. Los cortes recuperados en portaobjetos
convencionales fueron tefiidos con HE (hematoxilina y eosina) y PAS (acido
peryodico de Schiff). Por otro lado, los cortes recuperados en laminillas
electrocargadas fueron procesadas para IHQ (inmunohistoquimica) de T. gondii, e
histoquimica PTAH (hematoxilina acida fosfotungstica); para su posterior revision

por microscopia optica

1. Inmunohistoquimica para T. gondii
1.1 Soluciones y su preparacion

La formalina amortiguada al 10%, se preparé mezclando 4 g de fosfato de
potasio monobasico anhidro, 6.5 g de fosfato de potasio dibasico anhidro, 100 ml
de formaldehido 37-40% y cbp 1000 ml de agua bidestilada. La solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) se prepard pesando 2.62 g de (NaH2 HPO4 H20)
fosfato de sodio monobasico monohidratado, mas 11.5 g de (NaH2 HPO4) fosfato de
sodio dibasico anhidro. Posteriormente se disolvieron ambas sales en
aproximadamente 200 ml de agua bidestilada caliente y en agitacion; y por ultimo
se aforo a 1000 ml con agua bidestilada.

EI PBS Tween 20 al 0.05%, se prepard agregando 500 ul de Tween 20 a 1000
ml de PBS. Se almaceno a 4° C hasta su utilizacion.
Para preparar 100 ml de la dilucidén 1/8 de metanol con peréxido de hidrogeno, se

mezclaron 12.5 ml de perdxido de hidrogeno con 87.5 ml de metanol absoluto.
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1.2 Procedimiento

Para la identificacion especifica y morfolégica de T. gondii en los tejidos, se
utilizé la técnica de inmunohistoquimica con base en lo referido por Heffes y Mullick,
(1995); Ramos-Vara, (2005) y Cedillo-Pelaez, (2009) con ligeras modificaciones.
Como testigos positivos se emplearon secciones de higado de ratonas BALB/c
infectadas con T. gondii, en las cuales ya se habia identificado la presencia de
taquizoitos con la misma técnica. Como testigo negativo se sustituy6é el primer
anticuerpo por PBS-T20 al 5%.

De cada tejido a evaluar, se realizaron cortes de 5 a 7 um de grosor con un
micrétomo estandar, recuperandose en laminillas electrocargadas (Kling-On HIER
Slides, Biocare Medical). Posteriormente, se lavaron en dos ocasiones con xilol para
retirar la parafina, los residuos de xilol se eliminaron con alcohol absoluto y los
tejidos fueron rehidratados con lavados con soluciones de etanol y agua destilada
a concentraciones decrecientes (90, 80 y 70%). La accion de la peroxidasa
endogena (de los tejidos) fue inhibida con lavados de perdxido de hidrégeno al 70%
diluido en soluciéon amortiguadora de fosfatos (pH 7.4). Los residuos de peroxido de
hidrogeno se retiraron lavando los tejidos con agua destilada.

Se realiz6 otro lavado con PBS-T20 al 5%, posteriormente se bloqued la
avidina y biotina endégena (Avidin-Biotin solution, Invitrogen) y se incubaron los
cortes en una camara humeda a 37 °C durante 15 minutos. Transcurrido ese tiempo,
las laminillas se lavaron con PBS-T20 al 5%, durante 5 minutos y pasado este
tiempo, a cada seccion de tejido se aplico una solucion de bloqueo de unién sitios
inespecificos (Blocking solution, Invitrogen) y se incubd a 37 °C durante 15 minutos;
las laminillas se decantaron para remover el exceso de solucion bloqueadora y a
cada corte se le anadié como anticuerpo primario, suero de un gato positivo a
infeccidn por T. gondii, diluido con PBS (1:200) y se incubd en una camara humeda
a 37 °C durante 45 minutos. Transcurrido ese tiempo, se realizé otro lavado con
PBS-T20 al 5%, y se colocé como anticuerpo secundario anti-IgG de gato producido

en cabra acoplado a peroxidasa de rabano (Goat Anti-Cat IgG Fc (HRP) ab112801,
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Abcam) diluido en PBS (1:200), se incub6 a 37 °C en una camara humeda durante
45 minutos. Posteriormente, se realizé un ultimo lavado con PBS-T20 al 5%.

Para determinar la presencia o ausencia del antigeno en los tejidos, a cada
corte se le agrego solucion comercial de revelado (Betazoid DAB Chromogen Kit,
Biocare Medical). Tras agregar la solucion reveladora, se observo la reaccion del
colorante por microscopia 6ptica hasta que el cambio en la coloraciéon fue evidente
(1-2 minutos aproximadamente), y en ese instante la reaccion fue detenida,
sumergiendo la laminilla en agua destilada.

Los cortes se contrastaron con hematoxilina de Meyer y se lavaron con agua
destilada cubriéndose con cubreobjetos convencionales y resina (EcoMount,

Biocare Medical).

2. Tincion de Hematoxilina acida fosfotungstica de Mallory (PTAH)
2.1 Soluciones y su preparacion

Para la solucion de Zenker, se disolvieron 2.5 ml de &cido acético en 47.5 ml
de Zenker. La hematoxilina acida fosfotungstica (PTAH) se prepar6 pesando 1.0 g
de hematoxilina y 20.0 g de acido fosfotungstico, se mezclaron con un agitador
magnético en cbp 1000 ml de agua destilada. La hematoxilina y el acido
fosfotungstico se disolvieron de manera independiente en agua destilada, la
solucién de hematoxilina se calenté suavemente hasta su disolucion completa;
posteriormente la solucion de hematoxilina se dejo enfriar a temperatura ambiente,
una vez fria se mezclé con la solucion de acido fosfotungstico. Finalmente, la
solucion se dejo reposar durante un mes (para permitir su maduracién mediante
reacciones de oxidacion), en un recipiente de vidrio opaco y se almaceno a
temperatura ambiente hasta su utilizacion.
Nota: En caso de no contar con el tiempo suficiente para dejar madurar la solucion
por oxidacion, se le pueden adicionar de permanganato de potasio (0.117 g) a la

mezcla de hematoxilina y acido fosfotungstico para madurarla rapidamente.
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Para preparar la solucion yodada de Langeron, se pesaron 1.0 g yodo
metalico, 2.0 g de yoduro potéasico; y se disolvieron en cbp 200.0 ml de agua
destilada. La solucion de tiosulfato de sodio al 5%, se realizo disolviendo acido
oxalico al 5% y sulfato férrico al 4%. en agua destilada.

Ambas soluciones fueron almacenadas en recipientes de vidrio hasta su utilizacion.

2.2 Técnica de tincion

Una vez que las laminillas fueron desparafinadas, e hidratadas con alcoholes,
se lavaron con agua destilada durante 3 a 5 minutos, transcurrido ese tiempo las
laminillas fueron sumergidas en solucion de dicromato de potasio durante toda la
noche, con la finalidad de oxidar el tejido. A continuacién, se lavaron los cortes con
agua corriente durante 15-30 segundos para eliminar el exceso de solucién de
dicromato de potasio, posteriormente se les agrego solucién yodada de lugol (lo
suficiente para cubrir el tejido), durante 15 minutos; después de este paso, los
tejidos fueron blanqueados con acido oxalico hasta que disminuyo la coloracion
(aproximadamente 5 minutos). Posteriormente los tejidos fueron sumergidos en
agua destilada (tres lavados) de 3 minutos cada uno.

Finalmente, a las laminillas se les agregé la mezcla de acido fosfotungstico y
hematoxilina, durante toda la noche. Transcurrido eses tiempo, se enjuagaron con
alcohol al 95% para eliminar el exceso de colorante, se deshidrataron con xileno y

se montaron con resina.

3. Tincion de Acido Peryddico de Schiff PAS
3.1 Soluciones y su preparacién

Para preparar la solucion acuosa de acido peryodico al 0.5 %, se disolvieron
2.5 ml de acido acético en 47.5 ml de Zenker. La solucion de acido clorhidrico 1 N
se realizé mezclando 4.2 ml de acido clorhidrico concentrado en 45.8 ml de agua
destilada. Para preparar el reactivo de Schiff, se disolvieron 1 g de fucsina basica

en 200 ml de agua destilada hirviendo; posteriormente la mezcla se dejo enfriar
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hasta aproximadamente 50° C. y se le afladieron 0.5 g de carbén activado, se agito
durante 1 minuto y se filtr6. Se le afiadieron 20 ml de solucién sulfurosa que se
preparé mezclando 6 ml de metabisulfito de sodio acuoso al 10% y 5 ml de acido
clorhidrico 1 N en 100 ml de agua destilada. Finalmente, la solucién se guard6 en
un recipiente de vidrio en refrigeracion y protegido de la luz; se dejé madurar por
24h (hasta que se torno de color amarillo, lo que indica que esta lista para su uso).
Nota: para corroborar el funcionamiento del reactivo de Shiff, se colocan unas gotas
en un vidrio de reloj y se agregan 10 ml de formol comercial (37-40%), si se torna
magenta rapidamente, la solucién es funcional, de ponerse morado-azuloso y/o

retardarse la reaccion, la solucién no funciona y debera desecharse.

3.2 Técnica de Tincidn

Las laminillas se desparafinaron en platina, u horno; posteriormente se
hidrataron con (xilol y concentraciones decrecientes alcoholes 95%, 80%, 70%); se
lavaron con agua destilada durante 3 a 5 minutos. Transcurrido este tiempo, las
laminillas se sumergieron en la solucién de &cido peryddico de Schiff (0.5 %);
durante 15 a 30 minutos. Después se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno,
con solucion sulfurosa y posteriormente para eliminar los restos de solucién
sulfurosa, las laminillas se lavaron con agua corriente durante 10 minutos.
Finalmente, las laminillas son tefildas con hematoxilina (colorante de contraste) para
tefir los ndcleos. Finalmente se lavaron con agua corriente para eliminar el exceso

de colorante, se aclararon y montaron con resina.
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