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TODOS SOMOS ESCLAVOS DE NUESTROS AFECTOS,

ESCLAVOS DE LOS PREJUICIOS DE QUIENES AMAMOS.

MARIE CURIE



Tan violentos arrebatos tienen un fin violento en medio de su triunfo, como la

polvora y el fuego, que en un mismo instante se une ...n y se separan. La mas

dulce miel cansa por su delicioso sabor, y con placeres del paladar se pierde el

apetito. Amad, pues, con moderacion, que si son largos los amores: el que va

demasiado de prisa llega tan tarde como el que camina demasiado lentamente.

(entra Julieta) He aqui la dama. Ho tan ligero pie nunca gastara estas

inalterables losas. Creo que una amante se sostendria en las alas de la

mariposa que revolotea en verano por los espacios aéreos, por muy ligera que

el amor la vuelve.

Romeo y Julieta, acto I, escena VI



El presente trabajo de investigacién fue realizado y financiado (Recursos
Federales 2010 N° 065/2010) en el Laboratorio de Inmunologia Experimental,
Subdireccion de Medicina Experimental del Instituto Nacional de Pediatria,
Torre de Investigacion, bajo la direccion del Dr. José Antonio Vargas
Villavicencio.

El uso del bioterio y los cuidados de los animales fueron hechos en la
Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa, a cargo de la Dra. Marcela

Arteaga Silva.

También, fue financiado por una beca de ayudante de Investigador para Noemi
Jazmin Mejia Rafael por parte de la Dra. Maria Dolores Correa Beltran como
miembro del S. N. I. nivel Il y CONACyT.



DEDICATORIAS
A MIS PADRES

Agradezco la fortaleza que me otorgaron para enfrentar las adversidades de este mundo,
con tantas bellezas y grandes tempestades; la templanza para dirigirme correctamente por
el buen sendero dentro del cielo y del infierno; la justicia con la cual me criaron para
discernir lo real de lo ficticio; la inocencia que cuidaron mientras fui nifia, la cual he
mantenido hasta ahora y que me ha permitido sorprenderme de lo maravilloso que es
despertar cada dia y estar al lado de todo lo que amo. Y, finalmente, les agradezco por
regalarme la vida, darme tanto amor y las armas necesarias para enfrentarme a la vida.

A MI PADRE

Gracias por siempre cumplir tus promesas. Un dia prometiste que no irias a ningun lado,
que siempre estarias conmigo y los has cumplido, aunque no estés fisicamente conmigo,
siento que te respiro a cada paso que doy, cuando miro el cielo estrellado, cuando el
viento sopla acariciando mi cabello, cuando suefo contigo, cuando rio a carcajadas, sé
que eres tu tomandome de la mano como cuando era una nifia. Tus ensefianzas me hacen
caminar firme y segura.

También te doy gracias, por ensefiarme el real significado del amor: cuando amas a una
persona siempre deseas lo mejor para la persona amada, asi signifique no verla nunca
mas. Asi mismo, te agradezco ensenarme la paciencia ante la adversidad porque el tiempo
es relativo; por ensefiarme a nunca estar peleada con la vida sino a disfrutarla con un
corazén limpio y puro; por regalarme madures en tiempos intempestuosos; por todos esos
afios de dedicacion fortaleciendo mis alas; por corregirme y consentirme; por hacerme una
persona independiente pero dependiente de ti y de tu recuerdo, al cual me aferro como un
naufrago a la orilla; por decirme que mi inteligencia no tiene limites ante nada; por tus
historias de juventud con las cuales rei y que me permitieron prever lo dificil de trazar un
sendero para seguir el mio de forma mas facil; por ensefiarme las gozos de la unidn
familiar; por hacerme observar mas alla de lo cercano y palpable; por regalarme tu don
especial; por darme la presencia de Dios en mi camino; por ser el forjador de esta humilde
persona que, con tu guia, se convirtié en una mujer de la cual te puedes enorgullecer.

Cdémo olvidar esas charlas prolongadas, cuando dormitaba entre tus brazos y entre
sabanas. En ellas, me obsequiaste sin reservas tus suefios y metas, que ahora las siento
tan propias. Para mi siempre seras el luchador mas implacable; mi ejemplo a seguir; el
hombre mas guapo, delicioso, educado, culto e irresistible que jamas haya percibido; el
mejor padre del mundo y mi alma gemela. Te amo con tanto placer que todavia puedo
sentir tu inconfundible olor por nuestro hogar, tu incesante andar firme que se inclinaba
levemente por una operacion de afios atras, tus risas resonando en mis odios como una
dulce cancion de cuna que me ayuda a superar el insomnio, tus miradas de aguila llenas
de firmeza y de tanto amor a tus hijos.

Siento que tus manos invisibles acarician mi cabello,
tocas mis mejillas con las yemas de tus dedos y

susurras a mi oido: siempre voy a estar contigo.



A MI MADRE

Por ser la mujer mas valiente que conozco, por ensefiarme la capacidad de perdonar y
olvidar, por estar a mi lado aun y llenarme de tantos momento alegres dia a dia; por
soportar mis cambios de humor, por aquellos afos de separaciéon en los que, aunque
morias de dolor, te mantuviste fuerte y firme ante la adversidad; por regafiarme, por ser tan
amorosamente consentidora, por ser tu mariposita, por instruirme a escuchar, por
ayudarme a superar el dolor de la pérdida, levantandome de la depresion que me aquejo,
por darme tantos abrazos y besos que curan cualquier dolor fisico o emocional, por lo
delicioso que cocinas, por dejar que yo fuera el hombro en el que lloraste y te apoyaras en
mi, por tranquilizar mis enojos, por darme lecciones de vida con tu valioso ejemplo, por
apoyarme en mis decisiones buenas y malas, por no dejarme sola, por acudir aquellas
noches donde gritaba a causa de pesadillas.

No sabes cuanto tiempo sofié con deleitarme con tu presencia y ahora que te tengo de
nuevo a mi lado lo disfrutaré al maximo. Si no fuera por ti, mami, yo estaria anclada en un
mar de desilusiéon y tristeza, t0 me haces levantar todos los dias de la cama para
comenzar un nuevo dia y sin ti no podria seguir. Eres el motivo mas importante para luchar
por nuestro bienestar.

A MIS HERMANOS

Belén, Ezequiel, Vastti y Daniel nosotros fuimos la tripulacion del barco donde nuestro
padre nos subié aventurados a ese maldito-bendito viaje que zarp6 un atardecer de enero,
del cual pensé que nunca retornariamos aunque, después de afios de constantes
tormentas, lo hicimos; aquél barco en donde madurar no era una elecciéon sino el
propésito.

Gracias por soportar a esta persona tan testaruda, necia y grosera; por estar en el
momento indicado cuando moria de dolor fisico y emocional, a pesar de que renegaba de
su ayuda; por tantos recuerdos de infancia, juventud y madures; por ayudarme a volar y al
mismo tiempo atarme a mi realidad; por recordarme lo importante que es llorar y que es
aun mas importante la unién familiar; sin ustedes estaria en un mundo paralelo, ajeno al
suyo, lleno de dolor, tristeza, lejania y remordimiento. Gracias por salvarme de mi misma.
Si tuviera la oportunidad de elegir a mis consanguineos los elegiria a ustedes sin dudarlo.

A MI FAMILIA

Mufequito, gracias por llegar a este mundo en el momento indicado, por aliviar el dolor de
mi alma, por llenarme de energia de nueva cuenta, por reir a carcajadas a mi lado, por
acurrucarte entre mis brazos, por llevar el nombre de tu abuelo y una parte de su esencia;
por mirarme con tanto amor y coquetearme nunca nadie me habia hecho sonrojar como tu.

A mis abuelos, tios, primos, cufiados, sobrinos por su amor y comprension.

Al Dr. Samuel M. impulsor de mi éxito profesional que Dios lo colme de bendiciones en su
vida futura.



A MIS AMIGOS
Gracias:

Cesar L. me haces ver la vida tan facil, a no arrepentirme de lo que hago, sino de lo que no
hice. Lourdes N. y familia por otorgarme calor hogarefo, protegerme, acobijarme y
alimentarme, siempre seré Jimmy (tu nifia genio). Roberto N. mi pepe grillo. Ricardo G., la
Unica persona con la que puedo hablar abiertamente de mi deporte favorito. Juan Manuel
L. mi profesor favorito que me educé en mi vida escolar para después convertirme en su
companiera de trabajo brindandome seguridad y apoyo. German M. eres la persona mas
inteligente de mi edad que conozco, me enorgullezco en que me consideres tu amiga y
gracias por hacerme reir cuando estaba triste, por tocar tu guitarra y cantarme, por la
cancién y pensamientos que me escribiste. Mixtli R. por esas platicas interminables donde
podia sentirte. Oscar G. por siempre confiar en mi. Nayeli S. junto a ti la metamorfosis de
la vida fue divertida. Dianita B. mas que mi amiga, mi hermana; compartimos tanto, gracias
por soportarme. Lety M. me haces creer que la inocencia todavia existe. Nancy V. gracias
por escucharme, entenderme y darme los concejos que necesito. Alejandro B., Carlos C.,
Claudia R., Lizbeth X. por convertirse en mis amigos en los momentos dificiles con un
ejemplo a seguir para mi. Karla R. por escuchar mi tristeza y decirme que luche
constantemente. Miguel A. gracias por escucharme, por aceptarme como soy y ensefiarme
tanto. Victor A. me haces sentir muy especial, a tu lado conoci mi celestial ser. Julio C. no
tengo palabras para describir lo que siento por ti, aunque tu ya lo sabes a grosso modo,
gracias por ampliar mi concepto de placer, por ayudarme a madurar, por soportar mis
berrinches y por hacerme tan feliz; mi sangre esta enviciada de tu alma y mi piel esta
impregnada de tu olor.

Cuando mi pestafiar revolotea en tus parpados, mi mirada se introduce en tu ser
estorbandome tu piel para tocarte el alma, asi recorriéndola y reconociéndola de tiempos
pasados para anclarse a mi alma sedienta de tanto esperarte.



AGRADECIMIENTOS

DR. JOSE ANTONIO VARGAS VILLAVICENCIO
La realizacion de este arduo trabajo no habria sido posible sin su constante ayuda y guia
en todo sentido tanto académica, emocional y econdmicamente.

DRA. MARIA DOLORES CORREA BELTRAN

Por su apoyo en todo momento académico y econdmico, por sus comentarios
constructivos, que ayudaron a mi formacién profesional, por apoyarme a concluir y seguir
mis suefios convirtiéndolas en metas, por su alegria y espontaneidad que contagia, por
depositar su confianza en mi sin conocerme y por mostrarme lo hermoso que es la
investigacion.

A todos los INTEGRANTES DEL LABORATORIO DE INMUNOLOGIA EXPERIMENTAL
DEL INP: Alejandro B., Carlos C., Claudia R., Lizbeth X., Laura C., Dra. Rocio C., Esther
C., Héctor L., Heriberto C., Jorge R., José Luis H., Belinda O., Rafael L. y Luis V.; por ser
tan generosos con su ayuda, por mostrarme siempre una sonrisa, por sus comentarios que
me ayudan a crecer profesionalmente, por ser un ejemplo a seguir y por hacer posible este
trabajo.

A la DRA. MARCELA ARTEAGA SILVA por su dulce caracter, el cual me impulsé a
sentirme en confianza, por regalarme conocimiento sin reservas y por su apoyo brindado
para la realizacién de este trabajo.

A MIS PROFESORES y SINODALES (Q. MA. TERESA MENDOZA MATA, Q.F.B. JOSE
OSCAR GONZALES MORENO, Q.F.B. ROSALBA CERVANTES CRUZ, Q.F.B.
BEATRIZ. E. ARELLANO PIMENTEL) que escudrifiaron mi ensefianza.

A la maxima casa de estudios UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
quien me recibidé desde los 14 afos, me otorgd un universo de conocimientos de primer
nivel, que considero mi hogar y me forjé como una profesionista comprometida por mi pais,
sin su existencia no habria podido aspirar a estudiar, por alimentar mis suefos
convirtiéndolos en metas. Tengo la piel dorada y la sangre azul.

A la FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA donde conserve mi estancia
por 5 anos de mi desentonada vida universitaria, por sus excelentes instalaciones y
profesores, por ser el refugio de mi tristeza.

A la UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA IZTAPALAPA por el préstamo de
sus instalaciones bioterio y biblioteca.

Al INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA, TORRE DE INVESTIGACION,
SUBDIRECCION DE MEDICINA EXPERIMENTAL, LABORATORIO DE INMUNOLOGIA
EXPERIMENTAL, por permitirme adentrarme en su recinto, por sus extraordinarias
instalaciones y personal.

Y a todas aquellas personas que estuvieron a lo largo de mi corta vida por breves
momentos que fueron importantes en su justa medida y que de alguna forma repercutieron
en mi persona.



INDICE

DEDICATORIAS ..ttt ettt et e e nee e 4
AGRADECIMIENTOS ..ottt e snee e enee e sre e e nnneeeneees 7
RESUMEN. ...ttt et e et e e s e e e ne e e s e e e aneeeeneeeanneaans 11
INTRODUCCION ...ttt n s tennen s 12
1. MARCO TEORICO ..ot en et 13
1.1, TOXOPLASMA GONDII ..ooiiiiiieiiiieeiee et 13
1.1.1. CONCEPTO ..ottt 13
1.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA ........cceoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.1.3. MORFOLOGIA. ......cooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
LI Tt T I (o [ 8 [ {0 | (o TSP UPPPPRN 13
1.1.3.2. QUISEE e 13
1.1.3.3. BradizoitO.......cooiiiiiiiiieee e 14
1.1.3.4. OOQUISEE ....eeiiiiiiiiiiieiiee e e e 14
1.2. CICLO DE VIDA ...ttt 14
1.3. METODOS DE DIAGNOSTICO ....c.oueveieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
1.3.1.  Aislamiento del parasito........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiice e, 16
1.3.2.  Identificacion histolOgiCa ..........ccooviiiiiiiiiiieiiie e 17
1.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).........ooocciieeeieinnnns 17
1.3.4.  InmunodiagnOstico (ELISA) ... 17
1.4. CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE T. gondii .......ccovveveveveecrernee. 18
1.5. PATOGENIA Y MECANISMO DE TRANSMISION........cccocveveuerrnne. 19
1.5.1.  Transmisién horizontal (infeccion adquirida) ...........ccccoeeeieinnnnns 19
1.5.2.  Transmisién vertical (infeccion congénita)...........ccccceeviiiiiieennnnnns 20

2. JUSTIFICACION. ...ttt n e 22
HIPOTESIS ...t nen e 22

(O] N | 1 22
4.1. OBJETIVO GENERAL ......ooiiiiieiiee ettt 22
4.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 22



5. DISENO EXPERIMENTAL ....ocviuitiiiiiieieteiesesie ettt 23

5.1. TIPODE ESTUDIO ... 23
5.2. POBLACION DE ESTUDIO .....ooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
5.3. CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION............. 23
5.4, VARIABLES ..ot 23
54.1. VARIABLES INDEPENDIENTES ......ciioiecieeeeeeeeeeeeeee oo 23
54.2. VARIABLE DEPENDIENTE ....covimiuieiieeeeeee e 23
6. METODOLOGIA ...ttt 24
6.1. SELECCIQN DE LA CEPA Y ESPECIE DEL HOSPEDERO, VIA DE
ADMINISTRACION, TIPO, CEPA Y ESTADIO DE T. gondii. ......c.cccocoeunn..... 24
6.2. ESTANDARIZACION DEL CICLO ESTRAL EN RATONAS BALB/c...25
6.3. OBTENCION DE FROTIS VAGINAL. ......cootieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
6.4. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (CICLO ESTRAL)......cceveennnn. 25
6.5. TINCION DE PAPANICOLAOU (CICLO ESTRAL) ....oovoveveeeieceenn. 26
6.6. APAREAMIENTO. .. ..ot 27
6.7. ESTANDARIZACION DE CANTIDAD DE AZUL DE METILENO COMO
UN MECANISMO DE PSEUDOINFECCION ........coiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeed 27
6.8. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA CON TAQUIZOITOS
DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c NO GESTANTES ......ccccvevvunen. 28
6.9. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA CON TAQUIZOITOS
DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c GESTANTES.......cocoovvieieiieenan 29
7. RESULTADOS ... en e, 30

7.1. ESTANDARIZACION DEL CICLO ESTRAL EN RATONAS BALB/c.
OBTENCION DE FROTIS VAGINAL. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

(CICLO ESTRAL) ..ottt ettt ettt 30
7.2, GESTACION ... e e, 31
7.3. ESTANDARIZACION DE CANTIDAD DE AZUL DE METILENO COMO
UN MECANISMO DE PSEUDOINFECCION ......ooioeeeee e 32
7.4. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA CON TAQUIZOITOS
DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c NO GESTANTES. .....ccvcovven..... 36
7.5. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA CON TAQUIZOITOS
DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c GESTANTES......cceovveeveeeenn. 38
8. DISCUSION DE RESULTADOS ..ot e 43



9. CONCLUSIONES ... ..ottt 47

10.  PERSPECTIVAS ... ...t 48
11, APENDICE ... .ot 49
12, ANEXOS e 51
12.1. ANEXO 1.- CICLO ESTRAL EN EL RATON.......cocoevevererireercieeee, 51
12.2. ANEXO 2.- SIMILITUDES ENTRE LA PLACENTA HUMANA,
MARSUPIALY RATON ...t 52
12.3.  ANEXO 3.- OBTENCION Y CUANTIFICACION DE TAQUIZOITOS
DE LACEPA MEAY ...t 53
12.4.  ANEXO 4.- PRUEBA SEROLOGICA (ELISA) .....cvivierererereree, 53
12.5.  ANEXO 5.- PCR TIEMPO REAL (CUANTITATIVO)....cocoiiiiiiiinee 54
13. REFERENCIAS ... .. s 57

10



RESUMEN
Desarrollo de un modelo de toxoplasmosis congénita en ratéon que simule los

cambios en la transmision y el dafio fetal en los seres humanos.

El objetivo de este proyecto, fue desarrollar un modelo de toxoplasmosis
congénita en ratén que simulara los cambios en la transmision y el dafo fetal

que ocurre en los seres humanos.

Se colaboré en la busqueda bibliografica de modelos animales de
toxoplasmosis congénita. Se hizo una estandarizacion del ciclaje de ratonas
BALB/c para que todas las ratonas (utilizadas) coincidieran en el ciclo estral
susceptible a la gestacidon (pro-estro/estro). Para esto, se les colocé a las
hembras en la cama de los machos y se les tomdé frotis vaginales
(hematoxilina-eosina). Posteriormente, se les realiz6 un registro de su masa
corporal un dia antes de colocarlas con los machos (apareamiento) y 9 dias
posteriores a este evento. Se llevo a cabo una estandarizacion de cantidad de
azul de metileno como un mecanismo de pseudoinfeccidn por via intravenosa
usando la vena coccigea (vena de la cola), para demostrar experimentalmente

que hubiera una adecuada irrigacién hacia la unidad feto-placentaria.

Se hicieron experimentos para demostrar la infeccion de ratones BALB/c no
gestantes con taquizoitos de la cepa ME49, por via intravenosa, verificando la
infeccion sistémica mediante PCR en bazo e higado; Asimismo, se iniciaron los
primeros experimentos de estandarizacién de dosis infectiva con taquizoitos en
ratonas gestantes usando también taquizoitos de la cepa ME49. Se demostré
la infeccion de algunos fetos usando la dosis mas alta. Las estandarizaciones
realizadas ayudaran a seguir a fin con el modelo de toxoplasmosis congénita
en raton que simulara los cambios en la transmisién y el dafio fetal en
humanos; con un avance importante en el conocimiento del mismo, ademas de

ampliar la comprensién de la toxoplasmosis congénita.
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INTRODUCCION
Toxoplasma gondii es un parasito cosmopolita intracelular obligado que infecta
a todos los vertebrados homeotermos, causando problemas clinicos y

zootécnicos.

La toxoplasmosis es una zoonosis de distribucion mundial y con gran impacto
en salud publica. Aproximadamente uno de cada tres individuos alrededor del
mundo estan infectados, con intervalos de prevalencia entre 12 y 90 por ciento,
lo cual se va incrementando con la edad. Causa retraso mental, pérdida de la
vision, problemas en mujeres embarazadas, ademas de morbilidad y

mortalidad en pacientes inmunodeficientes.

La toxoplasmosis congénita es una de las enfermedades parasitarias que
afectan a mujeres embarazadas, es causal de abortos, de mal formaciones y
de infertilidad. Si una hembra gestante se primo-infecta por via oral, pueden
infectar al embrion o feto y ocasionar toxoplasmosis congénita. El riesgo de que
ocurra una transmisién vertical es bajo al principio de la gestacién, pero si
ocurre, el dafio al embridn/feto suele ser grave, y causar problemas clinicos
severos e incluso la muerte. Por el contrario, si la infeccion de la hembra
gestante ocurre al final de la gestacion, la tasa de transmision vertical aumenta
hasta el 80 por ciento y la probabilidad de dafo al feto es minima. La razén de
este fendmeno, no es clara. Debe tomarse en cuenta la virulencia del parasito
(ya que solamente las cepas tipo Il presentan esta dinamica de

transmision/dafio, y no asi las tipo I).

El presente trabajo, consiste en desarrollar un modelo animal de toxoplasmosis
congénita que simula los cambios que ocurren en el ser humano con respecto
a la tasa de transmision vertical y dafio fetal ocurridos en los distintos trimestres

de la gestacion.

Este modelo, pretende ser utilizado en estudios posteriores que ayude al
desarrollo de nuevas estrategias, para favorecer las oportunidades del

embrién/feto contra la infeccion y el dafio de Toxoplasma gondii.

12



1. MARCO TEORICO
1.1. TOXOPLASMA GONDII

1.1.1. CONCEPTO
Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado. Su hospedero

definitivo son los felinos, mientras que cualquier animal homeotermo puede ser
su hospedero intermediario’. Su nombre se deriva de las palabras griegas
toxon, que significa “arco” y plasma, que significa “forma”, refiriéndose a la

forma arqueada del citoesqueleto que presenta la fase de taquizoitoz.

1.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA
Toxoplasma gondii pertenece al Phylum Apicomplexa (protozoarios cuyo
estadio movil presenta complejo apical), Clase Sporozoasida, Subclase
Coccidiasina, Orden Eucoccidiorida y Familia Sarcocystidae; describiéndose

solamente una especie para el género1.

1.1.3. MORFOLOGIA

1.1.3.1. TAQUIZOITO

El término “taquizoito” (del griego Tachos, rapido), se propuso en 1973 por
Frenkel®, para describir la multiplicacion rapida en cualquier célula del
hospedero intermediario y en las células epiteliales no intestinales del
hospedero definitivo. Esta forma del parasito se asocia con la fase aguda de la
infeccién. Tiene un tamano de 2x6 um. No presenta medios de locomocion; sin
embargo, se puede mover por ondulacion y rotacion. Una caracteristica de su
morfologia ultra estructural es que el nucleo se localiza al centro. Su
reproduccién es asexual por un mecanismo semejante a la fisién binaria,
llamado endodiogenia, en el que se forman dos células hijas, que al crecer

ocupan todo el citoplasma de la célula madre, la cual termina por desaparecer.

1.1.3.2. QUISTE

Los quistes contienen a los bradizoitos. Estos varian en tamafio, ya que
pueden tener 5 um de diametro y contener dos bradizoitos, hasta tener 100 um
de diametro con miles de bradizoitos dentro. Los quistes se pueden encontrar

principalmente en tejidos neuronales y musculares®.
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1.1.3.3. BRADIZOITO

El bradizoito proviene del griego brady que significa lento. Estos son
semejantes a los taquizoitos pero se dividen lentamente en el interior del
quiste, por lo que se asocia con el estado crénico de la infeccion; no obstante,

los bradizoitos se pueden formar desde la fase aguda (a partir de los tres dias).

1.1.3.4. OOQUISTE

Los quistes con bradizoitos que son ingeridos por los felinos se liberan a la luz
intestinal por las enzimas digestivas e invaden a los enterocitos
diferenciandose en un macrogameto (célula femenina) y un microgameto
(célula masculina). ElI microgameto posee un flagelo que le permite
desplazarse sobre el epitelio intestinal para fecundar al macrogameto, lo que
da origen a un cigoto. Este cigoto se transforma en un ooquiste inmaduro no
infectivo (de forma esférica de 10x12 ym de didmetro), que es liberado al medio
a través de las heces. En condiciones de temperatura y humedad adecuadas,
los ooquistes maduran a un estado infectivo (de forma elipsoidal de 11x13 ym
de diametro) conteniendo en su interior ocho esporozoitos, que al ser ingeridos

por un hospedero intermediario, inician la infeccion®.

1.2. CICLO DE VIDA
Los seres humanos o cualquier animal homeotermo pueden adquirir
toxoplasmosis por el consumo de ooquistes. Después de la ingestion de
ooquistes esporulados, las condiciones de pH del estomago favorecen el
rompimiento del ooquiste y la liberacién de esporozoitos, los cuales penetran a
las células del epitelio intestinal donde se multiplican en distintos tipos
celulares®. Los esporozoitos se convierten en taquizoitos, los cuales se
multiplican rapidamente e invaden cualquier tipo celular; posteriormente, se

convierten en bradizoitos y se enquistan’.

Los quistes persisten durante toda la vida del hospedero, por lo que otra fuente
de infeccion, es el consumo de carne cruda o mal cocida, contaminada con

quistes® (figura 1).
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1.3. METODOS DE DIAGNOSTICO
El diagndstico de la infeccion por T. gondii se puede realizar mediante una gran
diversidad de técnicas (cuadro 1), en las cuales se emplean diferentes
muestras bioldgicas (sangre, suero, heces, liquido cefalorraquideo, liquido
amniético, tejidos, entre otras); el resultado de dichas técnicas asi como la

signologia clinica ayuda a establecer criterios para tratar la enfermedad.

WETODO DIAGNOSTICO TECNICA DETECCION

»Ceproperasitoscooice
Y Tincidn:

Microscopico ¥ Giemsa Qoquistes

¥Hematosilina-"osina Taquizo tosy guistes lisulares
MRFCTO *Inmnrohistogquimica con bradisoiles
FINMuroflLoesconcrl
Ultraesiruciura > Microscopia clectronica
Aislamiente del parasito | »Cult vo celular
»Biocnsaye
Deteccidn del genoma | »PCR convencional DMAde T. gowdii

del parasito »PCR en liempo real
3 3abin y Foldman {Jyeo tost)
PPracha int-adermorrcaccion a kb
toxoplasirira
» Aglutiracion directz ¢ indirecta Anticuerpos anti- T, gondii

IMDIRECTOS Doteceion de #Fijacidn del complemento ciruclintes or fluidos

anlicucrpos > lemoaglutinzcion dirocta [ TOMpora oS
mdirecta
»LUSA
PDOTEISA
>woderr blet

Cuadro 1. Técnicas de diagndstico para la deteccion de T. gondii®°.

1.3.1. AISLAMIENTO DEL PARASITO
El aislamiento de T. gondii a partir de liquidos corporales en el paciente refleja
una infeccion aguda. Toxoplasma gondii puede aislarse de sangre, de liquido
cefalorraquideo (LCR) y de otros liquidos o tejidos corporales. Se inocula el
liquido corporal en cultivos celulares o en la cavidad peritoneal de ratones. En
el ultimo caso debe comprobar la presencia del parasito en el liquido del
peritoneo 6-10 dias después de la inoculacion. Se busca en preparaciones
frescas y se distinguen al microscopio una membrana, un citoplasma

refringente y un nudcleo redondo de mayor condensacion. También, puede
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realizarse un frotis del exudado peritoneal de ratén; la muestra se fija con
metanol, se tiie con Wright, Giemsa y se observa al microscopio, donde se
distingue una membrana a veces granulosa, el citoplasma tenido de azul y el
nucleo de rojo en el centro del citoplasma. Si no se encuentran parasitos en el
liquido peritoneal del ratén, puede llevarse a cabo una titulacién sérica anti-
Toxoplasma gondii 4 a 6 semanas después de la inoculacion. La sensibilidad
de este método en el diagnéstico de infeccion aguda es de aproximadamente
90 por ciento. Este método presenta algunas desventajas, como son el riesgo
de contaminacién y el que no se obtienen resultados inmediatos, debido al

tiempo necesario para que proliferen los parasitos'”.

1.3.2. IDENTIFICACION HISTOLOGICA
En material de biopsia de tejidos corporales, los taquizoitos y los bradizoitos
enquistados son demostrables con la tincion de Wright, hematoxilina-eosina y
la de Schiff-acido peryédico, inmunofluorescencia especifica y tincién con
inmunoperoxidasa. La demostracion de quistes con bradizoitos solamente
confirma una infeccion previa, excepto si se encuentran quistes en placentas,

fetos o recién nacidos, en los que se indica una infeccién congénita’".

1.3.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Consiste en efectuar una replicacion repetitiva in vitro de una secuencia
especifica de DNA del parasito'®. Al amplificar o copiar varias veces una misma
secuencia, se aumenta en forma proporcional la sensibilidad de la misma. El
producto amplificado se analiza en un gel de agarosa y se tifie con bromuro de
etidio. Clinicamente, se ha empleado con buenos resultados para detectar la
presencia de T. gondii en liquido amniético, liquido cefalorraquideo y muestras

de tejidos™.

1.3.4. INMUNODIAGNOSTICO (ELISA)
El ELISA se emplea para la identificacion de las diferentes clases de
anticuerpos: IgA, IgE, IgM e IgG (y sus subclases). Es una técnica que utiliza
anticuerpos conjugados a una enzima que se unen a anticuerpos presentes en

el suero del paciente, que conservan su capacidad de unién especifica al
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antigeno. En este sistema, se absorbe el antigeno o el anticuerpo a una fase
sélida insoluble, y la enzima es capaz de producir una reaccion de o6xido-
reduccion, en la cual el sustrato se transforma en un producto colorido.

Existen diversos tipos de ELISA: directo, indirecto, de captura y competitivo.
Casi todos permiten la determinacion de antigenos en fluidos biolégicos a
excepcion del método indirecto que sélo detecta anticuerpos. En los métodos
directos, el anticuerpo dirigido especificamente contra el antigeno es el que
lleva unida la enzima. En cambio, en los meétodos indirectos, el conjugado
enzima-anticuerpo reacciona con un primer anticuerpo, el cual ya reaccioné
con el antigeno. En los de captura, el conjugado enzima-anticuerpo se une al
antigeno antes fijjado a un primer anticuerpo absorbido a la fase solida.
Posteriormente, se agrega el sustrato de la enzima y se mide la intensidad del
color desarrollado, la cual es proporcional a la magnitud de la reaccidn
antigeno-anticuerpo. Las enzimas mas empleadas son la peroxidasa de rabano
(HRP), la fosfatasa alcalina (FA) y la B-D-galactosidasa (BG). Los sustratos
para la enzima HPR son el peroxido de hidrogeno o el perdxido de urea, que al
ser reducidos dan productos incoloros, por lo que se acompanan de
cromogenos que se oxidan y desarrollan color. La mas empleada es la o-
fenilendiamina (OPD), que continua en forma soluble después de ser oxidada.
Los sustratos para la FA son el p-nitrofenil fosfato y el 5-bromo-4-cloro-3-indoil

fosfato'.

1.4. CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE T. gondii
Hace unos afos, la mayoria de los aislamientos de T. gondii fueron
considerados clonas, con una discreta diversidad genética, derivandose la
mayor parte de la informaciéon a partir de seres humanos y animales, tanto
enfermos o aparentemente sanos, dentro de un ciclo doméstico o urbano,
provenientes de Europa y Norteamérica, agrupandose en uno de los tres tipos
genéticos o linajes predominantes, denominados I, Il y Ill, con base en
electroforesis de isoenzimas, el polimorfismo de fragmentos de restriccion
(RFLP) del gen SAG2 (entre otros marcadores) y la tipificacion de

microsatélites. Por otro lado, existen cepas recombinantes que son mucho mas
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anormales, representando solo el 5-10 por ciento de los linajes clénales y son
responsables de mas del 40 por ciento de toxoplasmosis atipica grave en
humanos'? . La cepa con genotipo | es altamente virulenta en ratones, tienen
alta tasa de multiplicacion in vitro y una reduccién en la interconversion de
taquizoitos a bradizoitos. Se han asociado con infecciones oculares en
pacientes inmunocompetentes. Ademas, tienen una gran capacidad de cruzar
barreras en tejidos in vitro e in vivo. La cepa con genotipo Il son aislados
frecuentemente en humanos, ovejas y cerdos. No son virulentas para los
ratones. Son los responsables del 70 por ciento de todas las infecciones
adquiridas en los seres humanos, estan asociados a la reactivacién de
infecciones crénicas por persistencia de los quistes en tejido y son la causa del
65 por ciento de las infecciones en pacientes con VIH. Estas variantes tienen
una tasa baja de multiplicacion y llevan a cabo una rapida interconversion de
taquizoito-bradizoito y la formacion de quistes. La cepa con genotipo Ill se ha
obtenido en animales silvestres, es dificil que causen enfermedades en
humanos. Son relativamente avirulentas para ratones y se relacionan con

infecciones crénicas en animales y seres humanos'”.

1.5. PATOGENIA Y MECANISMO DE TRANSMISION
La patogenia de la infeccion por T. gondii en humanos y en animales esta
directamente relacionada con la via de transmision, los sitios de multiplicacion y
la cepa del parasito. Dependiendo de estos factores, se presentaran las
lesiones y la signologia clinica. La toxoplasmosis se puede transmitir horizontal

(infeccién adquirida) o verticalmente (infeccion congénita) '°.

1.5.1. TRANSMISION HORIZONTAL (INFECCION ADQUIRIDA)
Los hospederos definitivos e intermediarios pueden infectarse mediante 4 rutas

principalmente:

1) Via oral-fecal a través de las heces de gatos primo-infectados que
contaminan el suelo, depdsitos de agua para consumo humano, rios,
mares, pastos, forrajes, jardines, cultivos de frutas y vegetales con
ooquistes esporulados.
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2) Consumo de carne cruda o mal cocida contaminada con quistes tisulares.
3) Trasplante de diversos 6rganos'®Y'°.
4) También se ha descrito la transmisién del parasito por consumo de leche

cruda de borrega, cabra y vaca contaminada con taquizoitos.

1.5.2. TRANSMISION VERTICAL (INFECCION CONGENITA)
La toxoplasmosis congénita es un fendmeno muy complejo, tiene una estrecha
relacion entre los trimestres de la gestacion, la transmisién del parasito y el
dano al embrion/feto. En los seres humanos, se ha demostrado que las cepas
con genotipo Il son mas comunes, aunque los genotipos | y Il asi como las

cepas atipicas, también se han reportado.

En primo-infecciones de mujeres embarazadas, el paso trasplacentario del
parasito puede producir infeccion congénita, con una prevalencia en los recién
nacidos de 0,01 a 0,3 por ciento, segun; zona geografica, estilo de vida y nivel

socioeconomico®.

Una de las observaciones mas interesantes en la toxoplasmosis congénita a
surgido a partir del estudios de seguimiento de mujeres embarazadas no
infectadas, que seroconvertian durante el embarazo, las tasas de transmisién
vertical y el dafo fetal se relacionan con el momento de la primo-infeccion, en
un sentido contrario (grafica 1): durante las primeras semanas de gestacion, la
transmision vertical no es frecuente, pero si ocurre, causa dafios importantes
en el embridn, lo que es la razén de que toxoplasmosis causa abortos y muerte
fetal. Al final del embarazo, la tasa de transmision puede aumentar hasta un 80
por ciento, pero la proporcidn de recién nacidos enfermos disminuye a
alrededor del 15 por ciento. Asi, la mayoria de casos afectados por la
toxoplasmosis congénita son aquellos cuyas madres adquirieron la infeccion
durante el segundo trimestre de la gestacion. Aunque la mayoria de los fetos
infectados al final del embarazo nacen sin signos clinicos, pueden desarrollar

los problemas oculares o cerebrales en, meses e incluso afios después.
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Grafica 1. Representacion esquematica de la relacion entre el momento de la primo-infeccion

de la madre durante el embarazo y la tasa de transmision/dario fetal'.
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2. JUSTIFICACION
En la actualidad, existe una gran cantidad de modelos animales utilizados para
el estudio de la toxoplasmosis congénita; en la mayoria de ellos, el objetivo
principal es determinar la funcionalidad de los farmacos; en otros, s6lo buscan
un modelo capaz de transmitir verticalmente la infeccion; empero, estos
estudios no se basan en las distintas frecuencias de transmisién vertical y dafo
fetal, ocurrido en los seres humanos infectados durante los distintos trimestres
de la gestacion como se ha discutido anteriormente; por lo que los modelos
utilizados no reflejan la infeccion natural en el ser humano; por tal motivo es
importante desarrollar un modelo animal de toxoplasmosis congénita, que
verdaderamente simule las distintas frecuencias de transmision vertical y dano
fetal, ocurrido en los seres humanos infectados, durante los distintos trimestres

de la gestacién.

3. HIPOTESIS
El modelo de toxoplasmosis congénita en raton BALB/c simulara los cambios

en la transmision vertical y el dano fetal ocurridos en los seres humanos.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un modelo de toxoplasmosis congénita en raton que simule los

cambios en la transmision y el dafio fetal en humanos.

4.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el porcentaje de infeccion en crias BALB/c durante los diferentes
tercios de la gestacién, de madres infectadas.

e Determinar el porcentaje de dafo en las crias BALB/c durante los diferentes

tercios de la gestacién, de madres infectadas.
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5. DISENO EXPERIMENTAL
5.1. TIPO DE ESTUDIO

Comparativo, experimental, prolectivo, transversal

5.2. POBLACION DE ESTUDIO
Ratones de la cepa BALB/c

5.3. CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

Seran incluidos todos aquellos animales que antes de iniciar los experimentos

1) no estén gestantes, 2) estén clinicamente sanos, 3) presenten una serologia

negativa para T. gondii.

Seran excluidas y sustituidas en los experimentos, todas las hembras que no

estén prenadas siendo del grupo gestante, asi como aquellas que siendo del

grupo de infectadas no lo estén.

Se eliminaran aquellas ratonas gestantes que mueran durante el estudio antes

del tiempo estipulado para cada grupo o que presenten signos/sintomas de otra

infeccion a la que fue sometido.

5.4. VARIABLES

5.4.1. VARIABLES INDEPENDIENTES
Tiempo de gestacion (7, 14, 18 dias)

Cepa de raton (BALB/c)
Cepa de T. gondii (ME49)

5.4.2. VARIABLE DEPENDIENTE

Numero de crias infectadas
Numero de crias con dano, del total de crias infectadas

Numero de crias con dano, del total de crias
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6. METODOLOGIA

6.1. SELECCION DE LA CEPA Y ESPECIE DEL HOSPEDERO, ViA DE
ADMINISTRACION, TIPO, CEPA Y ESTADIO DE T. gondii.

Se colaboré con una revision sistematica (Vargas-Villavicencio et al., 2011,

manuscrito en preparacion), en el cual fueron resueltas diversas variables a

considerar para el desarrollo del modelo, entre ellas fue la eleccion del

hospedero, este fue el raton, puesto que cumplia con los diferentes aspectos

como fue:

¢ La existencia de transmision vertical en este hospedero.
e El proceso inmunolégico similar al del ser humano.
e Las similitudes (humano-ratén) en el tipo de placentacion que presentan

(anexo 2).

El siguiente punto fue seleccionar una cepa del hospedero resistente a la
toxoplasmosis, ya que en el ser humano es considerado, de igual forma,
resistente. Por lo anterior, se utilizd la cepa BALB/c, que describié Roberts y
Alexander 1992%" y posteriormente Fux et al., 2000%, en donde mencionan la

resistencia hacia la toxoplasmosis.

Como se menciond en los antecedentes, la cepa del parasito tipo Il presenta
una relacion entre los trimestres de la gestacion, la transmisién del parasito y el
dafio al embrién/feto (grafica 1); por lo que se seleccioné la cepa ME49% de T.

gondii que es de tipo Il

Asimismo, se buscé en la literatura qué estadio del parasito puede infectar la
placenta-feto. El estadio de T. gondii que se utilizé fue el de taquizoito, puesto
que se han encontrado antigenos de este estadio (y no de otros) en abortos de
seres humanos, estos antecedentes apuntan a que los taquizoitos son el Unico

estadio que atraviesan la placenta®*¥?°.
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Por ultimo, se buscé en la literatura qué via de inoculacion esta reportada como
la ruta utilizada por el parasito para llegar al embrién-feto (infeccion vertical), en

este caso se escogio la via intravenosa®¥?’.

6.2. ESTANDARIZACION DEL CICLO ESTRAL EN RATONAS BALB/c
Para que todas las ratonas BALB/c estuvieran en el mismo ciclo estral, se
utilizaron las siguientes estrategias reportadas por Arteaga et al., 2009%. Se
colocaron a todas las ratonas BALB/c en una sola jaula y se le cambid el
aserrin por el de los machos reportado en Letscher-Bru et al., 2003%°, para que

de esta forma todas las ratonas estuvieran cicladas.

6.3. OBTENCION DE FROTIS VAGINAL
Las ratonas se identificaron por numeracion ascendente marcandolas en la
cola con un plumén de tinta indeleble. Después se esterilizd el asa
bacterioldgica; lavandola con agua corriente, colocandola a la flama al rojo vivo
y lavandola con solucion salina isotonica, este procedimiento se realiz6 cada

vez que se tomo un frotis vaginal en cada ratona, para evitar contaminacion.

Para obtener los frotis vaginales se tomé a cada ratona por la cola, sacandola y
colocandola en la tapa de la jaula, se levanté la cola de la ratona para agregar
una gota de solucién salina isotonica en el orificio vaginal; posteriormente, se
introdujo el asa previamente esterilizada en el orificio vaginal realizando suaves
raspados en las paredes vaginales y de esta manera obtener células
descamadas e identificando la fase del ciclo estral donde se encontraba cada
ratona; la muestra obtenida se colocd en un portaobjetos identificado con el

numero de la ratona y el dia de toma de muestra correspondiente.

6.4. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (CICLO ESTRAL)
Después de obtener los frotis vaginales, los portaobjetos se secaron; se
prosiguid a tehdirlos con hematoxilina-eosina; 10 min con hematoxilina, 5 min
con eosina y 5 min con alcohol absoluto, entre cada cambio de solucién se lavé
con agua destilada el portaobjetos, ya tefiido el frotis vaginal se observaron al

microscopio (anexo 1)®.
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6.5. TINCION DE PAPANICOLAOU (CICLO ESTRAL)
Después de obtener los frotis vaginales, los portaobjetos se secaron, se siguio

el procedimiento del cuadro 2 para la tincion de Papanicolaou.

Pasos de la tincion Agente Tiempos
1 Fijacion con etanol 96% 15min.
2 Etanol 80% Bafios
3 Etanol 70% Bafios
4 Etanol 50% Bafios
5 Agua corriente Banos
6 Hematoxilina 5min
7 Agua corriente Banos
8 Etanol 50% Bafios
9 Etanol 70% Bafios
10 Etanol 80% Bafios
11 Etanol 96% Bafios
12 Colorante Orange G-6 10min.
13 Etanol 96% Bafios
14 Colorante Eosina-Alcohol 50 10min.
15 Etanol 96% Bafios
16 Etanol absoluto Bafios
17 Etanol absoluto Bafios
18 Xilol Bafios
19 Xilol Bafios
20 Montaren resina Bafios

Cuadro 2. Descripcion de los pasos a seguir de la tincion de Papanicolaou®'
Los frotis vaginales tefiidos con las dos tinciones se observaron al microscopio
(anexo 1)*. Se realizé un comparativo de ambas técnicas para predecir el ciclo
estral de las ratonas y asi ocupar la técnica mas factible para los intereses del

desarrollo experimental, la cual fue la hematoxilina-eosina.
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6.6. APAREAMIENTO
Para realizar el apareamiento, las ratonas BALB/c, tenian que ser de diferentes
camadas y so6lo estar emparentados por padre o abuelo. Después de que se
obtuvieron a las ratonas cicladas, se pronosticé el dia en que las ratonas se
encontraran en la fase del ciclo estral del proestro o proestro-estro. Todas las
ratonas se pesaron en una balanza granataria. Posteriormente, se colocaron a
dos hembras con un macho sexualmente experto, después de 48 horas se
apartaron los machos de las hembras. Se revisaron las ratonas para observar

la presencia de tapén vaginal®' ¥ 3

, el cual puede identificarse levantando la
cola de las ratonas y observando en el orificio vaginal un tapén que a la luz es
brilloso. La presencia de éste es considerado como tiempo cero o inicio de la
gestacion. Ademas, se volvieron a pesar todas las ratonas con la balanza
granataria por 9 dias posteriores al tiempo cero, de esta manera se pronostico,
por peso, cuales ratonas estuvieran prefiadas (procedimiento modificado de
Freyre 2009%). Aquellas ratonas que no estuvieron gestantes, fueron eliminas

del estudio.

6.7. ESTANDARIZACION DE CANTIDAD DE AZUL DE METILENO
COMO UN MECANISMO DE PSEUDOINFECCION

Antes de iniciar la infeccion experimental, se adiestr6 para el manejo de

ratones y la inoculacioén por via intravenosa del colorante como un mecanismo

de seudoinfeccion. Se utilizaron ratonas BALB/c, las cuales, se les inyectd azul

de metileno 0.1 por ciento via intravenosa (vena de la coccigea). Se realizaron

dos experimentos.

Primer experimento. Se utilizaron 6 ratonas de 7 dias de prefies. Se dividieron
en tres grupos de dos ratonas cada uno y se les dosificé una cantidad diferente
de azul de metileno: (A) 200 puL, (B) 300 puL, (C) 400 uL.

Segundo experimento. Se utilizaron 9 ratonas dosificandoles 400 uL de azul de
metileno. Se dividieron en tres grupos, con tres ratonas cada uno: (D) 7 dias de

gestacion, (E) 14 dias de gestacion, (F) 18 dias de gestacion.
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Transcurridos 5 min de administrar el azul de metileno se sacrificaron por
dislocacion cervical. Se les disecciond y se observaron macroscépicamente los

organos de cada animal.

6.8. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA CON
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c NO
GESTANTES

Una vez estandarizada la via de inoculacion con el azul de metileno, se llevo a
cabo una infeccion con taquizoitos de la cepa tipo Il no virulenta ME49 (anexo
3) a tres dosis diferentes en ratones BALB/c no gestantes. Se utilizaron 10
ratonas BALB/c seronegativas (anexo 4) a T. gondii, se dividieron en 5 grupos

cada uno con 2 ratonas:

Grupo A (grupo control): Se les inoculé 100 uL de solucion inyectable a cada

ratona.

Grupo B: Se les inoculd a cada ratona 2,500 taquizoitos de la cepa ME49 en

120 pL de medio de cultivo.

Grupo C: Se les inoculd a cada ratona 25,000 taquizoitos de la cepa ME49 en

120 uL de medio de cultivo.

Grupo D: Se les inoculd a cada ratona 250,000 taquizoitos de la cepa ME49 en

120 pL de medio de cultivo.

Grupo E: Se les inoculé a cada ratona 2,500,000 taquizoitos de la cepa ME49

en 120 uL de medio de cultivo.

Se sacrificaron a las 48 h después de la inoculacién y se extrajeron los bazos
de cada animal, ya que es uno de los d6rganos blanco para encontrar la
infeccion y/o dafo®. En los tejidos extraidos, se cuantifico el gen B1 de T.
gondii por PCR en tiempo real (anexo 5) para determinar si hubo o no

infeccion.
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6.9. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS |INFECTIVA CON
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALBI/c
GESTANTES

Una vez estandarizada la dosis infectiva en ratonas no gestantes, se llevé a
cabo una infeccion con taquizoitos de la cepa tipo Il no virulenta ME49 (anexo
3) a tres dosis diferentes, en ratones BALB/c de 8 dias de gestacion. Se
utilizaron 10 ratonas BALB/c seronegativas (anexo 4) a T. gondii, se dividieron

en 5 grupos cada uno con 2 ratonas:

Grupo A (grupo control): Se les inoculé 100 uL de solucion inyectable a cada

ratona.

Grupo B: Se les inoculé a cada ratona 2,100,000 taquizoitos de la cepa ME49

en 120 uL de medio de cultivo.

Grupo C: Se les inoculé a cada ratona 4,300,000 taquizoitos de la cepa ME49

en 120 uL de medio de cultivo.

Grupo D: Se les inoculé a cada ratona 8,600,000 taquizoitos de la cepa ME49

en 120 uL de medio de cultivo.

Grupo E: Se les inoculé a cada ratona 17,300,000 taquizoitos de la cepa ME49

en 120 uL de medio de cultivo.

Se sacrificaron a las 48 h después de la inoculacion y se extrajeron tejido
materno (higado-bazo) y tejido fetal: feto 1’ y 6’ o ultimo (figura 2); se cuantifico
el gen B1 de T. gondii por PCR en tiempo real (anexo 5), para determinar si
hubo o no infeccién. Se escogieron fetos 1 y 6 o ultimo (figura 2) para

histologia.

FIGURA 2. Eleccion fetal para
histologia y PCR en tiempo
real para la estandarizacion
de la dosis infectiva con
taquizoitos de la cepa ME49
en ratones BALB/c
gestantes.
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7. RESULTADOS

7.1. ESTANDARIZACION DEL CICLO ESTRAL EN RATONAS BALB/c.
OBTENCION DE FROTIS VAGINAL. TINCION HEMATOXILINA-

EOSINA (CICLO ESTRAL)
Los frotis vaginales fueron tenidos con hematoxilina-eosina para identificar los
diferentes tipos celulares, y por ende, la etapa del ciclo estral en que se
encontraran. Este procedimiento se llevé a cabo durante 15 dias (figura 3-6).
Teniendo completo el ciclo para cada ratona, se predijo el dia en que
estuvieran en la etapa del proestro-estro y asi colocarlas con un macho para el

apareamiento.

R B Bl Figura 3. ESTRO: Gran cantidad de células
epiteliales cornificadas tefidas de color rosa.
NS Ausencia de células nucleadas. Tefidas con

W ; T hematoxilina-eosina (40x).

. & Figura 4. METAESTRO: Gran cantidad de
‘o .. leucocitos tefiidos de morado de forma
redondeada. Ausencia de células epiteliales.

. TeRidas con hematoxilina-eosina (40x).

" BTG Figura 5. DIESTRO: Leucocitos tefiidos de
' morado de forma redondeada. Células
L S Y ' nucleadas tefiidas de morado amorfas. Tefiidas

con hematoxilina-eosina (40x).

b, Le 30




Figura 6. Proestro: Gran cantidad de células
nucleadas tefiidas de morado amorfas y con el
* . | nucleo de un morado mas intenso. Tenidas con

v hematoxilina-eosina (40x).

7.2. GESTACION
Para aumentar la probabilidad de utilizar ratonas gestantes, se analizé el
incremento de masa de cada una de ellas. En la siguiente grafica se muestra
en azul el registro de la masa corporal un dia antes (-1) y 1, 2, 7 y 9 dias
después de que se prefiaron. En rojo se muestran el registro de masa corporal

en ratonas no preiadas:

4q = Ralunan prefiadas

= Ratonas no prefiadas

Aumento de masa {gramos) con respecto la semana inicial {-1)

1 1] 2 7

w

Dia de gestacion

Grafica 2. Aumento de la masa corporal con respecto al tiempo en ratonas prefiadas y no

prefiadas
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7.3.

ESTANDARIZACION DE CANTIDAD DE AZUL DE METILENO
COMO UN MECANISMO DE PSEUDOINFECCION

En el primer experimento se inocularon diferentes cantidades de azul de

metileno, se sacrificaron y se realizaron observaciones macroscépicas a los

o6rganos que tuvieran tonalidades azules debido al colorante, uno de los

6érganos que mas interesaban, fue la unidad feto-placentaria (cuadro 3). Con la

observacidon macroscopica se asegurdé que existiera una correcta irrigacion

hacia los diferentes érganos de una ratona, por medio de la vena coccigea
(figuras 7-14).

Cantidad Tiempo Organos con presencia Presencia de azul de
{uL) {inoculacién-eutanasia) de azul de metileno metilenc en unidad
feto-placentaria
200 Smin Boca, nariz No
300 5min Cara, higado, ciego, No
Boca, lengua, nariz, ojas,
400 5min patas, higado, ciego, Si
cola, intestinos, cerebro
y unidad feto-placentaria

Cuadro 3. Observaciones macroscopicas en érganos con diferentes cantidades de azul de
metileno a tiempo constante.

i
Figura 7. Observacion macroscopica de ratona BALB/c. Dosis administrada 200 pul de azul de
metileno, con presencia significativa en boca y nariz, sin presencia en 6rganos principales.
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Figura 8. Observacion macroscépica de ratona BALB/c. Dosis administrada
300 pl de azul de metileno, presencia en ciego e higado.

Figura 9. Observacion macroscopica de ratona BALB/c. Dosis administrada
300 ul de azul de metileno, presencia en cara.
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Figura 10. Observacion macroscépica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 pl
de azul de metileno, en érganos principales.

Figura 11. Observacion macroscoépica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 pl
de azul de metileno, presencia en boca, lengua, nariz y patas.

34



Figura 13. Observacion macroscopica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 pl
de azul de metileno, presencia en cerebro.

Figura 14. Observacién macroscoépica de ratona BALB/c. Dosis administrada 400 pl
de azul de metileno, presencia en cola.
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Se llevo a cabo un segundo experimento en donde se utilizo la dosis de 400 uL
de azul de metileno, debido a que en el primer experimento fue la dosis donde
se observé tefiida la unidad feto-placentaria con el colorante; posteriormente,
se inoculé el colorante a las ratonas BALB/c prefiadas en los diferentes tercios

de la gestacion. En el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos.

Eutanasia Organos con presencia Presencia de azul de
Jaula | (Post- gestacion) de azul de metileno metileno en unidad
feto-placentaria

Boca, lengua, nariz, ojos,
A 7 dias patas, higado, ciego, Si
unidad feto-placentaria

Boca, lengua, nariz, ojos,
8 14 dias patas, higado, ciego, Si
unidad feto-placentaria

Boca, lengua, nariz, ojos,
C 19dias patas, higado, ciego, Si
unidad feto-placentaria

Cuadro 4. Inoculacion de 400 ulL de azul de metileno en tiempos diferentes de la gestacion y
Sus observaciones macroscopicas.

7.4. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS |INFECTIVA CON
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALB/c NO
GESTANTES.

Obteniendo la via de administracion para el modelo, por la irrigacion y su
presencia en la unidad feto-placentaria. Se realizd la inoculacion con diferentes
cantidades de taquizoitos por via sanguinea en ratonas no gestantes, se
sacrificaron a las 48 h, se les extrajeron los bazos, se realizaron PCRq. La
grafica 3 muestra en el eje de las abscisas, la cuantificacion de taquizoitos y en
el eje de las ordenas, el numero de ciclos (Ct). Se muestra en color rojo la
curva estandar de bazo, en color verde y azul, las muestras positivas
obtenidas. Las muestras con mayor carga parasitaria inoculada
experimentalmente resultaron positivas (9 y 10 bazo). Los valores obtenidos se

encuentran en el cuadro 5.
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Gréfica 3. Representacion grafica de PCRq con el gen B1 para la deteccion de T. gondii en

bazo.
CANTIDAD DE RESULTADO
N°DE LA TAQUiZOITOS POR )
RATONA INOCULADOS MUESTRA DUPLICADO Ct CUANTIFICACION
| NEGATIVO
1 G 1 BAZO NEGATIVO
NEGATIVO
2 Y] 2BAZO NEGATIVOQ
| NEGATIVO
3 2,500 3BAZO NEGATIVO
| NEGATIVQ
4 2,500 4 BAZO NEGATIVO
| NEGATIVO
5 25.000 5 BAZO NEGATIVO
| NEGATIVO
8 25.000 B8 BAZO NEGATIVQ
POSITIVD 322 7125
7 250,000 7BAZO POSITIVD 3r.n 51.8
| NEGATIVO
8 250,000 8 BAZO NEGATIVO
POSITIVO 32.4 1026.1
g 2,500,000 9 BAZO POSITIVO a0.7 3083.2
POSITIVC 26.2 15068.0
10 2,500,000 10 BAZO POSITIVO 278 18254.5

Cuadro 5. Resultados de PCRq con el gen B1 para la deteccién de T. gondii en bazo.
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7.5. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTIVA CON
TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49 EN RATONES BALBI/c
GESTANTES

Después de obtener resultados positivos por PCRq en la estandarizacion de la
dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en ratones BALB/c no
gestantes, se realizd un segundo experimento con ratonas gestantes y con
diferentes dosis de taquizoitos, utilizando como dosis inicial, la dosis mayor del
experimento anterior; posteriormente, las ratonas gestantes se sacrificaron a
las 48 h y se les extrajo el bazo, asi como los fetos, segun la metodologia
descrita anteriormente; todas las muestras se analizaron por PCRq.

La grafica 4 y 5 muestra en el eje de las abscisas la cuantificacion de
taquizoitos y en el eje de las ordenas, el numero de ciclos (Ct). Se muestra en
color rojo la curva estandar de bazo y de feto respectivamente, en color verde y

azul las muestras positivas obtenidas en la placa de PCRgq.
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Gréfica 4. Representacion grafica de PCRq en tiempo real con el gen B1 para la deteccion de
T. gondii en bazo de ratonas BALB/c gestantes y no gestantes.
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Grafica 5. Representacion grafica de PCRq en tiempo real con el gen B1 para la deteccion de

T. gondii en fetos
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En el experimento hubo ratonas gestantes y otras que no se gestaron (estando
en el grupo de las gestantes), en ambos casos se extrajeron los bazos de cada
ratona, y se les cuantificd la carga parasitaria (grafica y cuadro 6). Las ratonas
no gestantes, infectadas con la misma dosis, presentaron un aumento en la

carga parasitaria con respecto a las ratonas gestantes.

Carga parasitaria/mg en bazo

200 -
®
800 -
700 - *
600 -
300 -
400 4
300 -
X
200 -
. ¥ ®
1640 *
b 4 * *
o * |’ L) L) * L] L) L] L) I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Carga parasitaria inoculada (millones) @!lembranu aestantes

*'H.umlaranmlnnlu

Grafica 6. Comparacion de la carga parasitaria en hembras gestantes y no gestantes.
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CANTIDAD DE ENSAYO 1 ENSAYO 2

N2DE LA TAQUiZOITOS RESULTADO POR RESULTADO POR
RATONA INOCULADOS PRENADA N2DE CRIAS MUESTRAS DUPLICADO CUANTIFICACION DUPLICADO Ct CUANTIFICACION
1 0 NO 0 18AZ0 NEGATIVO NEGATIVO
NEGATIVO NEGATIVO
p— NEGATIVO NEGATIVO
. 55636 . 2 POSITIVO 36.0 35 NEGATIVO
ST POSITIVO 365 23 NEGATIVO
NEGATIVO NEGATIVO
5D POSITIVO 36.9 25.6 POSITIVO 349 113
NEGATIVO POSITIVO 33.4 40.7
5 2,100,000 NO 0 SBAZO POSITIVO 28.0 16791.8 POSITIVO 25.7 242238
POSITIVO 28.0 16872.4 POSITIVO 25.7 23915.0
— NEGATIVO NEGATIVO
7 TR " 2 POSITIVO 36.3 26 NEGATIVO
EE NEGATIVO NEGATIVO
NEGATIVO NEGATIVO
EHISh POSITIVO 323 717.7 POSITIVO 30.5 447.0
POSITIVO 34.9 108.7 NEGATIVO
J0FETO 145 NEGATIVO NEGATIVO
10 4,300,000 Sl 10 NEGATIVO NEGATIVO
{68AZ0 POSITIVO 33.8 2473 POSITIVO 38.9 0.4
POSITIVO 34.8 1211 POSITIVO 37.0 1.9
7 £600.000 5 ) SR POSITIVO 343 175.1 POSITIVO 36.0 46
POSITIVO 327 554.4 POSITIVO 310 288.8
HFETo1 NEGATIVO NEGATIVO
i S g - NEGATIVO NEGATIVO
— NEGATIVO NEGATIVO
NEGATIVO NEGATIVO
o NEGATIVO NEGATIVO
NEGATIVO NEGATIVO
g 17,300,000 fi i R POSITIVO 30.8 2183.9 POSITIVO 285 2386.1
POSITIVO 311 1751.8 POSITIVO 279 3728.2
Lkl POSITIVO 37.1 15 NEGATIVO
i 53005060 g P NEGATIVO NEGATIVO
— NEGATIVO NEGATIVO
POSITIVO 36.5 23 NEGATIVO
ikt POSITIVO 35.2 86.7 POSITIVO 30.3 5112
POSITIVO 36.1 45.6 POSITIVO 327 72.1

Cuadro 6. Resultados de PCRq en tiempo real con el gen B1 para la deteccion de T. gondii en
bazo de ratonas gestantes y sus fetos.
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Por otra parte, al momento de extraer los organos se observaron
macroscopicamente signologia de dafo ocasionado por el parasito; en las
ratonas gestantes se observo una esplenomegalia, asi como una pigmentacion
no comun en el higado (flechas blancas); en el feto, se observaron
reabsorciones en las dosis experimental de 2,100,000, y 8,600,000 taquizoitos
(figura 15).

Figura 15. Bazo e higado de ratonas gestantes infectadas con T. gondii (flechas blancas) y feto
de ratona BALB/c prefiada de 12 dias de gestacion con reabsorciones (flechas grises).
Izquierda superior: ratona N° 3 inoculada con 2,100,000 taquizoitos. Derecha superior: ratona
N° 11 inoculada con 8,600,000 taquizoitos. Inferior central: ratona N° 11 inoculada con
8,600,000 (acercamiento).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS
En el presente proyecto se llevaron a cabo estandarizaciones para desarrollar
un modelo, en ratén, de toxoplasmosis congénita que simulara los cambios en
la transmision y el dafo fetal en los seres humanos, las cuales serviran

posteriormente para la finalizacion del modelo.

La colaboracion en la revision sistematica dio como resultados, la eleccion de
diversas variables como fueron la eleccién del hospedero y su cepa; por parte
del parasito, la eleccién de la cepa, su estadio y la via de inoculacion, esto fue
muy importante, ya que de esta manera se realizé mas rapido el inicio de la

parte experimental de la tesis, utilizando estas variables independientes.

En el presente trabajo solo se abordd un tercio de la gestacion (segundo) en
lugar de los tres, se eligio empezar por el segundo tercio de la gestacién debido
a la factibilidad de encontrar transmision vertical y dafio embrionario al mismo
tiempo (50 por ciento para ambas, ver grafica 1 que describe Correa et al.,

2007"°). Desde este tercio se puede iniciar los otros dos tercios de la gestacion.

Se realizaron dos tinciones (Papanicolaou y tincion hematoxilina-eosina) de los
frotis vaginales para decidir cual de ellas diagnosticara mejor la etapa del ciclo
estral. Se optd por utilizar, la tincion hematoxilina-eosina, ya que es la técnica

menos costosa, mas rapida y sencilla.

Cuando se aparearon los ratones se colocaron ratonas que solamente
estuvieran en la etapa del ciclo estral proestro, proestro-estro y estro; se
observé que en la etapa de proestro se obtuvieron mas ratonas gestantes,
mientras que cuando se colocaban en estro o proestro-estro el numero fue

menor. Por lo que se recomienda utilizar la fase del ciclo estral del proestro.

Segun la metodologia descrita por Abou-bacar et al., 2004* y Robert y
Alexander, 19922", se debe introducir al macho por un dia en la jaula de las
hembras y asi obtener hembras gestantes; sin embargo, se obtuvieron mejores

resultados (50 por ciento vs 90 por ciento de ratonas gestantes) si las
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manteniamos por un dia mas; por lo anterior sugerimos se dejaran dos dias el

macho con la hembras en lugar de uno.

Para asegurar que las ratonas estuvieran gestantes (después del
apareamiento), se realiz6 un registro de su masa corporal y de determinar, por
el incremento del peso, la gestacic’)n23. De acuerdo a los resultados obtenidos
se puede asegurar que una ratona esté gestante a los 7 dias pos-apareamiento

cuando hay un incremento de 4 gramos.

Existen otras técnicas en la literatura para poder detectar y asegurar la mayor
cantidad de ratonas gestantes e incluirlas en los experimentos posteriores; A)
citologia vaginal del ciclo estral descrito en Allen 1922, en donde se realizan
exudados vaginales post-apareamiento cada 2-3 dias; tres muestras de
exudado consecutivos con un predominio de leucocitos seran tomadas como
una indicacion de prefez; B) observacion de dilatacion abdominal, se
inspeccionan ratonas de 12 dias de gestacién descrito en Freyre et al 2006%;
C) palpacién abdominal, ultrasonido y ELISA descrita en la tesis doctoral de
Pallarés-Garcia®*. Cabe resaltar que cada una de las técnicas mencionadas
presentan ciertos inconvenientes como: capacitacion mayor, altos costos de los

equipos utilizados, y para el ELISA una técnica invasiva para el animal.

Se estandarizoé el azul de metileno para poder observar macroscépicamente la
irrigacion hacia los diferentes 6rganos blanco de una ratona. Se les administro:
200 pL, 300 pL y 400 pL de azul de metileno para que fuera una dosis no letal y

%6 ¥ 27 Con lo realizado experimentalmente, se

visible macroscopicamente
obtuvo el adiestramiento para la inoculacion de los parasitos por vena
coccigea; al principio se inoculé con una aguja de insulina, pero esta no
permitié la administracién de todo el colorante, por lo que se aumento el calibre

de la aguja a una de 21G*1 V..

En la estandarizacion de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en
ratonas BALB/c no gestantes y gestantes, se extrajo el bazo segun Khan et al.,
19964, debido a que en este 6rgano, se observa una respuesta inmunolégica

exacerbada durante la infeccion por T. gondii, tanto en ratones como en otras
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especies infectadas de manera natural®’

. Asimismo, se corrobord en este
trabajo que el bazo es un 6rgano que se puede utilizar como un marcador

importante para detectar T. gondii.

En la estandarizacion de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en
ratones BALB/c no gestantes, se realizé este experimento para saber que dosis
inoculada con taquizoitos infectaria a la madre. En la literatura consultada®®? *°
existe una gran discrepancia ya que reportan, una dosis que va desde 30-
10,000 taquizoitos, utilizando una cepa virulenta (RH) y una via de
administracion intraperitoneal; por lo cual no nos fue util estos datos y por ello
se decidié utilizar un rango de dosis de 2,500-2,500,000 en multiplos de 100
infectados de manera intravenosa. S6lo en la dosis mas alta infecto al bazo de
la ratona, probablemente fueron eliminados de inmediato por la inmunidad
innata después de la inoculacién de los parasitos y no llegaron a tejidos
periféricos*’. La literatura describe que T. gondii circulan en sangre sélo por 1 h
después de la infeccion; posteriormente, los parasitos soélo existen
intracelularmente infectando leucocitos segun Chinchilla et al., 1993*', Guerrero

et al., 1997*?y Courret et al., 2006*.

En la estandarizacion de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en
ratones BALB/c gestantes; lo relevante del experimento fue haber encontrado
resultados positivos (0 dudosos o no infectado) por PCRq en fetos, lo cual
indica -bajo las condiciones establecidas- que existe un paso trasplacentario de
taquizoitos de la cepa ME49 tipo Il administrados por via sanguinea. Se sugiere
que para los proximos experimentos donde se utilice PCRq, se realice por
triplicado como en el presente trabajo, de esta manera se podra discernir, si es
positivo o negativo. El equipo de PCRqg que se utilizé tiene exactitud para
detectar el ADN de un taquizoito. No obstante, la cantidad de dicho DNA puede
ser tan pequefa, al grado que no lo detecte, o en su defecto detectar falsos

positivos.
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Las cargas parasitarias de ratonas gestantes fueron menores a las no
gestantes. Aparentemente debido a su estado de prefiez, no importando la
cantidad inoculada de taquizoitos; siempre se mantuvo constante este

aumento. Lo anterior nunca ha sido documentado.

Al momento de extraer los 6rganos de las ratonas gestantes, se identifico
algunos signos de dafo tanto en las madres como en las crias. En las primeras
se encontré esplenomegalia y pigmentaciones en el hl'gad037; en los fetos, se
encontrd reabsorciones o0 menor tamafio y aspecto necrético, hemorragico, en
comparacion con los normales. Esto hace suponer que la presencia de T.
gondii pudo haber causado tales cosas. Asimismo, concuerda con lo descrito
por GE et al., 2008%; posiblemente, la infeccion pudo alterar el equilibrio entre

la madre y el feto lo que trajo por consecuencia, la pérdida o dafio del feto.
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9. CONCLUSIONES
« Se desarrolld parcialmente el modelo de toxoplasmosis congénita en raton
que simule los cambios en la transmisién.

» Se determiné el uso del raton como hospedero para el modelo y la
cepa ME49 en el estadio de taquizoito, para la infeccién, infectado de
manera intravenosa.

» Se optd por utilizar la prueba de tincion de la hematoxilina eosina
para los frotis vaginales.

» Las ratonas apareadas con el ciclo estral del proestro presentaron
mayor probabilidad de gestacién.

» Un aumento en la masa de la ratona mayor a 4 g en 7 dias, presenta
mayor probabilidad de gestacion.

» La dosis minima para lograr una infeccion en ratonas prefiadas es de
2.5 millones de taquizoitos.

% No fue posible desarrollar la estandarizacién para determinar el dafio de los

fetos en los distintos tercios de la gestacion.
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10.PERSPECTIVAS

Se sugiere un proximo experimento a realizar que considere la
estandarizacion de la dosis infectiva con taquizoitos de la cepa ME49 en
ratones BALB/c gestantes con tiempo inoculacion-eutanasia 48 h y 96 h,
para aumentar la probabilidad de que los taquizoitos se repliquen en las

células parasitadas dentro de la unidad feto-placentaria.

Realizar la estandarizacion del 1°" y 3° tercio de la gestacion.

Realizar la estandarizacién para determinar el dafio de los fetos en los

distintos tercios de la gestacion.
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11.APENDICE
SOLUCIONES Y REACTIVOS UTILIZADOS

ALBUMINA 1 por ciento: Se pesan 0.2 g de albumina y se le agregdé PBS-Tween

0.05 por ciento hasta obtener 20 mL.

AMORTIGUADOR DE CARBONATOS 0.15 M pH 9.6: Pesar 1.59 g de carbonato de
sodio y 1.26 g de bicarbonato de sodio, disolver los carbonatos en 800 mL de

agua bidestilada, ajustar a pH 9.6 y aforar a 1000 mL mantener a 4° C.

ANTIGENO TOTAL DE T. gondii 2 mg/mL: Medir 10 puL de antigeno total de T. gondii

y se colocan con 10 mL de amortiguador de carbonatos.

CONJUGADO DILUCION 1:5000: Medir 1 pyL de Anti IgG de ratén y se agrega 5000
pL de PBS-Tween

CROMOGENO PARA UNA PLACA: Medir 5 mL de acido citrico 0.1 M, 5 mL de
citrato de sodio 0.1 M, 5 pL de peréxido y media tableta de OPD
(OrtoFenilDiamina). Homogenizar. La preparacion del cromégeno debe ser al

momento y no se puede guardar.

DILUCION PARA EL CONTEO DE TAQUIZOITOS DE LA CEPA ME49: Medir 10 pL de
azul tripan mezclar con 90 uL de PBS. Homogeniza; de esta dilucion se toman

90 uL y se mezclan con 10 uL del lavado peritoneal. Homogeniza.

DILUCION PARA IgG 1:250: Medir 1000 yL de PBS-tween y se agregd 4 pL de

suero, se mezcld. Esto se realiza para cada muestra por separado.

PARAFORMALDEHIDO: Medir 40 g de paraformaldehido, disolver en 50 mL de
agua, calentar 50-60° C y agitar, agregar NaOH para aclarar la disolucion,

enfriar, disolver con 500 mL de PBS y ajustar a pH 7.4.

PB 10x: Medir 2.62 g de fosfato de sodio monobdasico monohidratado y 11.5 g
de fosfato de sodio dibasico anhidrido disolver en 200 mL de agua bidestilada
(calentar un poco hasta disolver cristales) y aforar a 1000 mL con agua
bidestilada.
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PBS (SOLUCION SALINA DE FOSFATOS) 0.001 M NaCl 0.15 M pH 7.2: Medir 800 mL de
agua destilada agregar 100 mL de PB 10x y 8.75 g de NaCl disolver las sales y

ajustar a pH 7.2 aforar a 1000 mL con agua bidestilada guardar a 4° C.

PBS-TWEEN 0.05 POR CIENTO: A un litro de PBS pH 7.2, se le afiade 500 uL de

Tween 20.

PENTOBARBITAL 6.3X10° g/mL: Medir 1 mL de pentobarbital 6.3 g/mL (formula
comercial) y se diluye con solucion salina isoténica hasta llegar a un volumen
total de 10 mL.

PROTEINASA K SIGMA® 20 uL/mL: Medir 100 yL de Proteinasa K SIGMA®, ajustar

hasta 5 mL con agua inyectable.

PURE geneTM SOLUCION DE HIDRATACION DE ADN: Tris [hydroximetil],

aminometano y etilen diamina tetra acido acético.
PURE geneTM SOLUCION DE PRECIPITACION DE PROTEINAS: Acetato de amonio.

PURE geneTM SOLUCION DE LISIS CELULAR: Tris [hydroximetil] aminometano,

etilen diamina tetra acido acético y dodecil sulfato de sodio.
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12.ANEXOS

12.1. ANEXO 1. CICLO ESTRAL EN EL RATON
La pared vaginal presenta cambios ciclicos que corresponden con los cambios
del ciclo del endometrio. Estos cambios se hallan bajo la influencia de las
hormonas ovaricas. Las fases del ciclo estral pueden identificarse a través de

las células descamadas obtenidas de la vagina (Cuadro 7 y 8)%.

GENITALES CUADRO DURACION
FASEDEL CICLO EXTERNOS DESCRIPCION HISTOLOGICO COMPORTAMIENTO  (HORAS)
Gran cantidad de oyl i W [ 7
Lahiog calulas epitalialas ,é'J C) (2 m Apaptaciandal
[p——— e e o me | N P am
[==1 RN nincnades/vagina queralinizadas (placas o ]y/ ‘/fd )19,(’\ macnon.opuiar 1<
seca escamas comificadas L% Y Lordasis
sin nuclzo visible) y muy - [’i i
pocas células nucleadas C{)é)
gle ot
tabios ligeramente Gran cantidad'de °‘:’. Jez
METAESTRO hinchadosiMasa leucocitos y pocas No hay aceptacion 21
caseinosaenla celulas epiteliales delmacho
vagina
Gran cantidad de
Labios leucocitos muy pocas
DIESTRO normalesiffucosa células queratinizadas y No hay aceptacion 65
vaginal (humeda) algunasveces células del macho/Ovulacion
nucleadas
Labios ligeramente Gran cantidad de
PROESTRO hinchados/\Vagina celulas epiteliales Puede ocurrirla 12
seca nucleadasy pocos aceptacion del macho
leucacitos

Cuadro 7. Tipos celulares del ciclo estral del raton (frotis vaginal)

CARACTERISTICAS

Estro 80% células cornificadas
Metaestro 50% células cornificado-50% leucocitos
Proestro-estro 50% células cornificadas-50% células nucleadas

Estro-metaestro 70% células cornificadas-30% leucocitos
Diestro 80%-100% leucocitos
Diestro-proestro 50% leucocitos-50% células nucleadas

Cuadro 8. Caracteristicas del ciclo estral en raton.
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. 33,44, 45-46
12.2. ANEXO 2. SIMILITUDES ENTRE LA PLACENTA HUMANA, MARSUPIAL Y RATON

Eutheria: Se caracterizan

[A°]

Tipo de Metatheria: Tienen un corto Eutheria: Se caracterizan
placenta desarrollo en el dtero materno porque las crias son porque las crias son retenidas
y campletar gran parte del retenidas en el utero maternao en el utero materno durante
crecimiento en el interior de la durante largo tiempo donde largo tiempo donde son

bolsa marsupial. son alimentadas por una alimentadas por una placenta

placenta alantoica. alantoica.
IGF2
(factar de Presencia Presencia Presencia
crecimiento)
Insulina (factor Presencia Ausencia Presencia
de crecimiento)

Intercambio Placentaria: Las vellosidades  Placentaria: Las vellosidades
alimentacion Ausencia del corién se baifian en las del corion se bafian en las
entre embrion y (no posee una placenta lagunas de sangre materna, lagunas de sangre materna,

madre verdadera). asegurando asi todos los asegurando asi todos los

Hematopoyesis

Funcion de
alantoides con
respecto a los

residuos
nitrogenados

Paso por
regulacion
glucogénica

Relacion entre
el embrion y el
saco vitelino

Comportamient
o del trofoblasto

Existe
respuesta
inmune en

contra T. gondii.

Se desconoce

los residuoas nitrogenados que
se depositen en el saco
alantoideo no son transferidos
a la circulacion materna
permanecen en el saco
alantoideo.

No posee una placenta
verdadera.

Se desconoce.

No posee una placenta
verdadera.

intercambios.

Se lleva a cabo en el saco
vitelino.

los residuos nitrogenados
que se depositen en el saco
alantoideo son transferidos a
la circulacion materna para
su posterior desecho.

La placenta almacena
glucégeno.

El embrion esta
completamente envuelto por
el saco vitelino.

Invade y destruye
parcialmente el endometrio.

intercambios.

Se lleva a cabo en el saco
vitelino.

los residuos nitrogenados que
se depositen en el saco
alantoideo son transferidos a
la circulacién materna para su
posterior desecho.

La placenta almacena
glucégeno.

El embrion esta
completamente envuelta por
el saco vitelino.

Invade y destruye
parcialmente el endometrio.



12.3. ANEXO 3. OBTENCION Y CUANTIFICACION DE TAQUIZOITOS DE
LA CEPA ME49
Se ocuparon muestras de tejido o sangre infectada por T. gondii de ratén, estos
se maceraron con PBS (solucion salina de fosfatos), después se inoculd
peritonealmente 1 mL del macerado a un ratén C57BL/6 transcurridos seis
dias; se realiz6 un lavado peritoneal al raton “STOCK” de parasitos,
introduciendo 3 mL de PBS en condiciones estériles. Se introduce una aguja
21G x 12" recolectandose el lavado peritoneal en un tubo. La ultima gota de la
recolecciéon del lavado peritoneal se colocd en un portaobjetos y se observo al

microscopio para asegurar la presencia de taquizoitos.

Para realizar el conteo de taquizoitos; Se tomaron 10 pL de la dilucién para el
conteo de taquizoitos de la cepa ME49, colocandose en una camara de
Neubauer, se realizd el conteo al microscopio. EI numero total de taquizoitos
obtenidos en el conteo en la camara de Neubauer, se multiplica por 2500, y por
el volumen obtenido del lavado peritoneal (este valor es variable en cada

lavado); asi se obtiene el total de taquizoitos en el lavado peritoneal.

12.4. ANEXO 4. PRUEBA SEROLOGICA (ELISA)
A todas las ratonas BALB/c se les realizé una prueba seroldgica para asegurar
que no estuvieran infectadas con T. gondii y se incluyeran dentro del

experimento.

FORRADO DE PLACA CON ANTIGENO TOTAL DE T. gondii.
Se utilizé6 una placa para ELISA de 96 pozos. La placa se revis6 que no

estuviera rayada o rota a contra luz. Se lavé con agua destilada.

Se agregaron 100 pL de amortiguador de carbonatos a los pozos marcados
como blancos (B); Se agregaron 100 uL de antigeno total de T. gondii (2
mg/mL) a los pozos marcados como controles negativos (C-); y a los pozos
marcados como control positivo directo (C+D) se le agregé 100 uL, de una
solucion de 1 pyL de control positivo directo /100 pL de amortiguador de

carbonatos.
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Se incubd por 24 h a 7° C para que el antigeno total de T. gondii quedara

adherido completamente.

BLOQUEO CON ALBUMINA 1 por ciento

Se lavo la placa agregandole 300 uL de PBS-Tween a cada pozo se hacen 4
cambios, y por ultimo se hace un cambio con PBS pH 7.2. Siempre que se
lavaba una placa se realiz6 de la manera anteriormente mencionada. Se
colocaron 200 uL de albumina 1 por ciento por pozo, se incubd por 30 min a
37° C, transcurrido el tiempo se lavo la placa.

ADICION DE MUESTRAS

Las muestras sanguineas de los ratones se centrifugaron 3500 rpm/ 7 min. Se
separé el suero y se diluyé de la siguiente manera: se lavo la placa. Se
colocaron 100 pL de IgG diluido 1:250 por pozo. Esto se realiz6 para cada
muestra por separado.

CONJUGADO

Se lavod la placa. Se agregdé 100 uL por pozo, del conjugado en una dilucién
1:1000. Se incubd por dos horas a 37° C.

CROMOGENO

Se lavé la placa. Se agreg6 100 uL / pozo del cromégeno. Se observo la placa
hasta que la reaccion a simple vista este coloreada, se le agregé 50 ulL/pozo de
H,SO,4 1.0 N para detener la reaccion.

LECTURA

Los valores de absorbancia de la placa se obtuvieron mediante un lector de
ELISA (Turner Biosystems 9300-010) a una longitud de onda de 490 nm

capturados a través del programa Modulus™ Microplate Reader.

12.5. ANEXO 5. PCR TIEMPO REAL (CUANTITATIVO)
CURVA ESTANDAR DE TAQUIZOITOS ME49 EN TEJIDO FETAL BALB/c
Se homogenizaron los fetos con un embolo, se pesaron 20 mg de cada feto, se

colocaron en tubos eppendorf de 1 mL, se numeraron del 0-7. Se les adicion6

una cantidad de taquizoitos conocida (cuadro 9).
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N° de tubo | Taquizoitos

0
5x10°
5x10°
5x10*
5x10°
5x10?
5x10"
5x10°
Cuadro 9. Cantidad de taquizoitos ME49 para curva estandar en tejido fetal

N[O~ WIN—~|O

Se realiz6 la extraccion de DNA agregandole inmediatamente 1 mL de solucién

de lisis celular a las muestras siguiendo con el procedimiento descrito.
EXTRACCION DE ADN
Se homogenizoé el tejido con un embolo, se pesaron 20 mg de cada tejido,

inmediato se agregé 1 mL de PURE gene™ solucién de lisis celular, se incubd
por una hora a 65° C, se adiciond 10 pL de solucion de Proteinasa K SIGMA® a
una concentracion de 20 uL/mL, se incubd a 55° C 24 h. Transcurrido las 24 h
se pasaron a tubos Falcén de 15 mL, se colocaron 5 min a -4° C, se adiciond 1
mL de PURE gene™ solucién de precipitado de proteinas y se homogenizo en
un Vortex, después se centrifugd a 3000 rpm por 5 min a 9° C.

El sobrenadante se pasé a un tubo nuevo que contenia 2 mL de alcohol
isopropilico 99.5 por ciento para biologia molecular se invirtié el tubo de forma
manual observandose las hebras de DNA, se centrifugd a 3000 rpm por 5 min a
9° C. Se decanté el sobrenadante y al botén de ADN se le adiccién 2 mL de
etanol 70 por ciento, se centrifugd a 3000 rpm por 5 min a 9° C. Se elimind el
sobrenadante y se dejo secar el boton colocando los tubos invertidos por 15
min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se adicion6é a cada tubo
100 uL de PURE gene™ solucién de hidratacion. Se cuantificd la concentracion
de cada muestra en un nanodrop a una longitud de onda 260 nm y 280 nm y se

almacend el ADN a -20° C.
CUANTIFICACION PARASITARIA POR PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL

La infeccidon por T. gondii fue confirmada por la amplificacion de los genes B1

de T. gondii mediante la técnica de PCR en Tiempo Real.
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Se utilizé un par de oligonucleétidos y una sonda TagMan (Applied Biosystems)
para la amplificacion especifica de un fragmento de 62 pb del gen B1 (cuadro
10). La reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 pL,
conteniendo la mezcla universal de reaccion (Universal PCR Master Mix 1x),
con una concentracion de MgCl, de 5 mM, 0.90 uM de ambos oligonucleétidos,
0.25 uM de la sonda marcada y 2.5 pl de la muestra de ADN ajustado a una
concentracion de 50ng/uL (ADN extraido de bazo y feto). Cada muestra se hizo
por duplicado.

Para la eliminacion de contaminantes se utilizé la enzima Uracil-N-glicosilasa
UNG (AmpErase® UNG), la cual estuvo incluida en la mezcla universal de
reaccion.

Cada reaccion se incubé inicialmente a 50° C durante 2 minutos (activacion de
la enzima UNG), seguido de 95° C por 10 minutos (inactivacion de UNG y
activacion de la enzima AmpliTag Gold Polimerasa), posteriormente la
amplificacion se desarroll6é en 40 ciclos y cada ciclo estuvo conformado por una
incubacién de 95°C durante 15 segundos y 60° C por 1 minuto en un equipo
Step One de 48 pozos (Applied Biosystems). En cada reaccién se incluy6 otro
par de oligonucleétidos y una sonda TagMan para la amplificacién de un control
interno (Exogenous Internal Positive Control), el cual nos permitié monitorear la
reaccion y detectar la presencia de inhibidores potenciales en las muestras
analizadas que puedan inhibir la PCR. Cada corrida de PCR incluira dos
controles sin DNA (agua libre de nucleasas). La interpretaciéon de los datos se
analizé mediante el software Step One 2.0 (Applied Biosystems). Cada
resultado se interpretdé por el valor de Ct (numero de ciclo en el cual la
fluorescencia alcanza el umbral de deteccion) que sera observado en una

muestra positiva.

Nombre del Secuencia Posicion m
oligonucleétido

Sentido 5'CTAGTATCGTGCGGCAATGTG 3 531-551 64°C
GENE_B1_TG-TX2F

Antisentido 5'GGCAGCGTCTCTTCCTCTTTT 3’ 571-592 64°C
GENE_B1_TG-TX2R

Sonda 5'(6-FAM)-CCACCTCGCCTCTTGG-(NFQ-GB) 3’ 552-567 54°C
GENE_B1_TG-TX2M1

Cuadro 10. Oligonucledtidos y sonda para el gen B1 de T. gondii
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