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MARCO TEORICO

Aspectos biolégicos

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado que infecta
aproximadamente al 30% de la poblacion, puesto que es uno de los parasitos mas
eficientes en la transmision. Se clasifica taxonédmicamente de la siguiente forma:
Reino Protista, Subreino Protozoo, Phylum Apicomplexa, Clase Coccidi, Familia

Sarcocystidae, Género Toxoplasma, Especie Toxoplasma gondii (1).

Su nombre fue propuesto por Nicolle y Manceaux en 1909, quienes lo descubrieron
en tejidos del Ctenodactylus gundi (un roedor africano). Lo llamaron asi por su
morfologia arqueada: “toxon” que significa arco, “plasma” forma y “gondii” por el

roedor en que fue encontrado (2).

El ciclo de vida (figura 1) incluye dos vias de transmision: la oral, que da lugar a
infeccion denominada mundialmente como “adquirida”, y la vertical, o infeccion
congénita. El parasito tiene reproduccién sexual y asexual; la primera ocurre
Unicamente en el intestino delgado de los felinos (hospederos definitivos), mientras
que la asexual puede ocurrir tanto en éstos como en otros animales de sangre
caliente (hospederos intermediarios) (3). Los felinos se infectan mayormente por
ingestion de presas vivas infectadas, o bien carne o agua contaminadas con
bradizoitos 0 esporozoitos, que se encuentran en quistes tisulares (presentes en la
carne) u ooquistes, respectivamente; éstos se excretan con sus heces (1 a 10
millones al dia). Los carnivoros, omnivoros y carrofieros pueden infectarse de

manera horizontal comiendo carne y otros alimentos infestados con quistes tisulares
(4).

Una vez ingeridos, los esporozoitos o los bradizoitos invaden los enterocitos, donde
se convierten en taquizoitos, que son las formas de replicacion rapida (cada 6 a 10
horas) y agresivas, penetrando los tejidos circundantes y multiplicandose mediante
un proceso denominado endodiogenia (5). Al salir de las células donde se
replicaron, los taquizoitos causan lisis y necrosis tisular, por lo que en esta etapa

(fase aguda) es cuando hay mayor dafo. La respuesta inmune de los hospederos
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inmunocompetentes detiene la replicacion de los taquizoitos, algunos de los cuales
se convierten en bradizoitos, que se replican lentamente y permanecen latentes,
razon por la cual la infeccion por T. gondii es asintomatica en el 80% de los casos.
Esta infeccion considerada subclinica pero puede tener efectos sobre el
comportamiento y otros procesos fisiologicos, por lo que actualmente ya no se
considera tan inocua (6,7). Ademas, los portadores pueden presentar problemas
clinicos graves si se reactiva la fase aguda debido a una inmunodepresion, por
infeccion (VIH) o tratamiento inmunosupresor (en trasplantes, o enfermedades

como cancer (8).
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Modificado de Robert-Gangneux Yy col. (9).



En cuanto a la toxoplasmosis congénita, la transmision de la madre al hijo puede
ocurrir por via sanguinea-placentaria, aunque también se ha propuesto el paso de

los taquizoitos a través del liquido amniotico por degluciéon fetal (10).

En 1999 se publicé un trabajo que ha sido paradigmatico, pues en un estudio de
una cohorte de mujeres embarazadas se demostré que el periodo de la gestacion
en que ocurre la infeccion materna es determinante para la transmision y dafio fetal
(figura 2; 11). Las infecciones tempranas se asocian con tasas bajas de infeccion
congénita pero mayor dafio embrionario, y viceversa, de tal manera, que la mayoria
de los fetos con infeccidn congénita nacen sin problemas clinicos aparentes, aunque

desarrollan secuelas posteriormente si no se les ofrece tratamiento profilactico (12).
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Figura 2. Transmision vartical de T. gondii y dafio fetal, de acuerdo al tercio de gestacién en el que

se infecta la madre en humanos. Modificado de Dunn y col. 1999 (11).



Epidemiologia

Toxoplasma gondii esta presente en el 30% de los seres humanos a nivel mundial,
pero puede llegar a ser de 80% en algunos paises o regiones (13). La infeccion se
observa con mayor frecuencia en zonas célidas y himedas que en areas frias o
calientes-secas (5). En México se estima una seroprevalencia de un 40.0% a un
43.9% (14). Se ha encontrado una prevalencia superior en los estados costeros y
en los adultos que en el centro del pais y en nifios; en los 21 estados donde la
temperatura ambiental es mayor, la prevalencia es més alta (figura 3).

Prevalencia 19.5% (NSS-1987) Prevallencia: 32.0% (NSS-1987)

Prevalencia: 40.0% (NHS-2000)

g

Figura 3. Mapa de México, donde se muestran los rangos de prevalencia de anticuerpos anti-T.
gondii por Estado, en la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica de 1987, la Encuesta Nacional de
Salud 2000 (ENSA 2000) y la Encuesta del Sistema Nacional de Salud y Nutricion (NHNS-2006).

En estos Ultimos estudios, los valores de prevalencia se ajustaron teniendo en cuenta la
sensibilidad y especificidad para el ELISA. Los rangos de prevalencia estan indicados por las
diferentes tonalidades de colores. Tomado y modificado de Caballero y col. 2012 (14).



En relacion a la toxoplasmosis congénita, en nuestro pais s6lo hay un estudio
publicado en 2005), en el cual se reportaron dos casos por cada 1000 nacidos vivos
del valle de México (figura 4), frecuencia muy alta al compararse con otras en el
mundo, como Estados Unidos, donde la incidencia se calcula entre 1 de cada 1000
y 1 de cada 8000 nacidos vivos (5,15).

Manifestaciones clinicas

Infeccion adquirida

Los nifios quienes adquieren la infeccidén por T. gondii después de nacer y cuentan
con un sistema inmune funcional, generalmente no presentan sintomas
reconocibles clinicamente. En caso de presentarlos, se pueden manifestar como
fiebre, retinocoroiditis, rigidez de nuca, mialgias, artralgias, exantema
maculopapular que respeta las palmas y plantas, adenomegalias,
hepatoesplenomegalia, hepatitis, linfocitosis, meningitis, absceso cerebral,
encefalitis, confusién, neumonia, polimiositis, pericarditis, derrame pericardico y
miocarditis. La manifestacibn mas comun de la toxoplasmosis adquirida es el
aumento de tamafio de uno de los ganglios linfaticos cervicales. Casi todos los

casos Sse recuperan esponténeamente.

A nivel ocular, las manifestaciones clinicas comprenden visibn borrosa,
miodesopsias, fotofobia, epifora, estrabismo, microoftalmia, microcérnea, cataratas,

anisometropia, nistagmo, glaucoma, neuritis Optica y atrofia optica.

En pacientes inmunocomprometidos (por SIDA, neoplasias, citotoxicos, esteroides,
inmunosupresores) la infeccion diseminada afecta al sistema nervioso central en un

50% de los casos y puede afectar también al corazon, pulmones y tubo digestivo
(8).

Se han encontrado alelos de los genes HLA-DQ3, ABC4R, P2X7R, NALP1, TLR9

y ERAAP, asociados con susceptibilidad y riesgo de gravedad en la toxoplasmosis

(5).



Infeccién congénita

La toxoplasmosis congénita puede manifestarse como una enfermedad neonatal
leve o grave; aproximadamente el 90% de los nifios infectados son asintomaticos al
nacer. El mecanismo fisiopatologico fetal es muy similar al que ocurre en el adulto,
el cual se basa en la destruccion celular y respuesta inflamatoria. De la misma
manera, pueden formarse quistes con bradizoitos y permanecer latentes toda la
vida, pero es comln que se generen secuelas oculares y cerebrales mas tarde en
la vida (16).

Entre el 25-30% de los neonatos que presentan enfermedad clinicamente evidente
al nacer, son prematuros. Ademas se pueden producir retraso en el crecimiento
intrauterino, puntajes bajos por escala de Apgar e inestabilidad en el control térmico.
Otras manifestaciones sistémicas incluyen la presencia de adenopatias, neumonitis,
sindrome nefrético, hepatoesplenomegalia, miocarditis, y sintomas mas
inespecificos como problemas de succiéon, vémito y diarrea. Pueden encontrarse
bandas radioltcidas a nivel de las metéfisis e irregularidad en las epifisis a nivel de
la linea de calcificaciones provisional, sin observarse reaccion peridstica, tanto en
las costillas, como en los fémures y en las vértebras. Las manifestaciones cutaneas
incluyen erupciones e ictericia y/o petequias por trombocitopenia; también pueden
aparecer equimosis o incluso grandes hemorragias. El exantema puede ser fino y
puntiforme, maculopapular difuso, lenticular, también encontrarse de color rojo
oscuro, macular muy definido o papular azulado difuso. La afeccion del sistema
endocrino puede ser por afeccidn hipotalamica, hipofisaria o por afectacion de las
glandulas diana. Estas manifestaciones son poco frecuentes. Pueden presentarse
mixedema, hipopituitarismo parcial anterior, pubertad precoz e hipernatremia con
diabetes insipida central.

A nivel neurologico, las manifestaciones pueden abarcar desde sindromes
neuroldgicos sutiles, hasta una encefalopatia aguda masiva. Es importante
considerar a la toxoplasmosis como etiologia potencial ante cualquier trastorno
neuroldgico (especialmente si presenta lesiones retinianas) en menores de 1 afio.

Podemos encontrar a la hidrocefalia como la Unica manifestacién neuroldgica. En
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cuanto a las convulsiones, los patrones son muy variados: crisis focales, crisis de
ausencias y tonico clonicas generalizadas, fasciculaciones, opistotonos e
hipsarritmia. La paralisis de las extremidades, alteraciones en la deglucion y
dificultad respiratoria pueden ponerse de manifiesto por afectacion medular o
bulbar. Aunque algunos lactantes con microcefalia secundaria a toxoplasmosis
congénita tratada tienen una funcién cognitiva normal o superior, la mayoria de ellos
presentan dafio cerebral grave. Si no se da tratamiento oportuno, algunos nifios con

infeccién congénita subclinica presentan alteraciones intelectuales.

Las calcificaciones tienen predileccion por aparecer a nivel del nucleo caudado,
ganglios basales, plexo coroideo y region subependimaria, aunque pueden
desarrollarse en cualquier parte del cerebro. La tomografia cerebral las detecta,

determina el tamafio ventricular y demuestra estructuras porenceféalicas quisticas.

La infeccibn congénita por T. gondii causa retinitis necrosante focal. Puede
ocasionar desprendimiento retiniano. El nervio optico y las vias de la vision pueden
ser dafiados. En asociacion con las lesiones retinianas graves y las vitritis, puede
aparecer una uveitis anterior y en ocasiones producir eritema del ojo externo. Otros
hallazgos oculares son células y proteinas en la camara anterior, grandes
precipitados queratinicos, sinequias posteriores, nédulos en el iris y formaciones
neovasculares en la superficie de éste, a veces con aumento de la presion

intraocular y glaucoma.

Otras manifestaciones comprenden el estrabismo, nistagmo, alteraciones visuales
y microoftalmia. Puede producirse una pérdida auditiva neurosensorial. La infeccion
congénita en lactantes infectados por VIH es rara y puede comportarse como una
enfermedad grave y fulminante con importante afeccion del sistema nervioso
central, o cursar Unicamente con déficit neurolégico focal o manifestaciones
sistémicas como neumonitis, que se asocia a deplecién de CD4+. El 25-50% de los
gue no realizan tratamiento antirretroviral experimentan en algin momento

encefalitis toxoplasmica que es mortal sino se trata (6).

11



Por lo menos el 50% de los bebés con toxoplasmosis congénita presentan
hiperproteinorraquia >1 gr/dL y otras anomalias en el liquido cefalorraquideo como

produccion local de IgM e 1gG anti-toxoplasma (5).

Diversidad genética del parasito, virulencia y cuadro clinico

La virulencia de T. gondii es uno de los factores clave que definen su patogenia,
relacionandose directamente con la capacidad para adherirse e invadir células y
tejidos, dividirse y causar lisis celular. Originalmente se describieron tres linajes
genéticos de T. gondii de acuerdo con la poblacion clonal que existe en América del
Norte y Europa, denominados tipos I, Il y lll (17). Los aislamientos del linaje | se
consideran los mas virulentos en ratones y suelen ser mas frecuentes en casos
clinicamente activos de toxoplasmosis humana. Los patégenos de tipo Il y Il son
menos virulentos o de virulencia intermedia para ratones y han sido aislados de
humanos, animales domésticos y silvestres. Las cepas virulentas exhiben un alto
grado de crecimiento y una capacidad superior de migracion a través de las barreras
epiteliales en comparacion con las cepas poco virulentas (18). Las cepas tipo Il son
las predominantes en Europa, Estados Unidos y Canada y son menos virulentas.

En la toxoplasmosis congénita estdn emergiendo resultados que sugieren una
relacion entre la variante de T. gondii y el cuadro clinico: mediante una revision
sistematica de la literatura, se encontré que las cepas tipo | o atipicas se asocian
con problemas clinicos graves, mientras que las tipo Il y lll se presentan en casos

gue nacen asintomaticos (19).

En México, los estudios sobre diversidad genética de T. gondii son escasos. Se han
tipificado principalmente a partir de animales domésticos y salvajes del valle de
México, Hidalgo, Colima y Durango. Los haplotipos encontrados son
predominantemente clasicos (I, I, Ill o recombinantes de éstos), pero se han
demostrado alelos atipicos de algunos genes (22,23). Recientemente, en el INP se
demostré que la mayoria de las cepas que infectan en el del Valle de México son

tipo I, y que en cinco de nueve binomios madre/hijo habia infeccion por dos cepas
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distintas y todos estos neonatos presentaron problemas clinicos (22). Este
fendbmeno no se habia encontrado antes, y puede tener repercusiones en cuanto al

manejo clinico de los pacientes.

Respuesta inmune

La respuesta inmune es crucial para el control de la toxoplasmosis. La primera es
mediada por neutrofilos, macréfagos/monocitos, células dendriticas (DCs) y células
asesinas naturales (NKs) que pueden identificar patrones moleculares asociados a
patégenos, desencadenar la cascada inflamatoria y presentar los antigenos a los
linfocitos, mediadores de la respuesta adquirida (figura 4) (23,24). La respuesta
adaptativa limita la replicaciéon de los taquizoitos durante la fase aguda de la
infeccion y promueve el establecimiento de las formas latentes del parasito,

desencadenando la fase crénica de la enfermedad.

En general, la respuesta con un perfil tipo 1 induce eventos efectores que controlan
la proliferacion de los taquizoitos, esto es, la fagocitosis y la destruccion de parasitos
por fijacion de complemento a través de las subclases de anticuerpos 1gG1 e 1gGs,
y citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (NKs) o de células infectadas
directamente por los linfocitos CD8+. Este perfil se caracteriza por expresion
elevada de IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-12; aunque es efectiva para destruir a los
taquizoitos, esta respuesta debe ser regulada por citocinas moduladoras como la
IL-10 y el TGF-B, o por aparicion de una respuesta secundaria tipo 2 (TH2) mediada
principalmente por IL-4, pues si no es asi, se corre el riesgo de dafio ocasionado
por la propia reaccién inflamatoria estimulada por una respuesta TH1 exacerbada.
Si la primera respuesta es de perfil 2, el parasito prolifera sin control y el paciente
tiene un cuadro clinico grave (23). También se ha encontrado un papel importante

de la respuesta THi7, regulada por la interleucina 27 (25).

Hay poca evidencia del tipo de respuesta que producen los fetos y neonatos
infectados congénitamente, si bien el decremento en la probabilidad de dafio clinico

al avanzar el momento de infeccién durante el embarazo, sugiere fuertemente que
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la respuesta fetal juega un papel importante en el control del parasito, como en los

casos de infeccidén adquirida (figura 2) (11,23).
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Figura 4. Mecanismos de respuesta inmune en la toxoplasmosis adquirida. Modificado de Correa y
col., 2017 (26).

De hecho hay evidencia de que los bebés producen respuesta inmune humoral y
celular (24-26). En la primera se fundamenta el diagnéstico de infeccion congénita:
si el recién nacido produce anticuerpos de clase IgM o IgA, o de clase IgG contra
antigenos diferentes a los de su madre (neo anticuerpos), se confirma la infeccion
congénita (15). También se ha reportado que los neonatos pueden producir IFN-y e
IL-4 (27).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la literatura hay evidencia del papel de la virulencia de Toxoplasma gondii y el
cuadro clinico en los recién nacidos con la forma congénita de la infeccion;
particularmente se demostrd en una revision sistematica, que las cepas virulentas
(tipo 1) por un lado, pueden infectar en cualquier momento del embarazo a los
embriones/fetos, y por el otro, que independientemente de este momento, causan
problemas graves, contradiciendo los hallazgos de Dunn y col. (11), quienes
realizaron su estudio en Europa, donde las cepas tipo Il (no virulentas) son las mas
abundantes (19). En México se reportd recientemente que prevalecen las cepas
tipo | (20). Ademas de la virulencia del parasito, pueden haber otros factores que
determinan su efecto en el hospedero, como la dosis infectiva, el género, y otros
factores genéticos (5,23,24). Entre estos factores estan los que determinan la fuerza
y el perfil de la respuesta inmune. Como se menciond anteriormente, en la infeccion
adquirida una respuesta tipo THi1 regulada (por TGFB o IL-10) se asocia con
ausencia de manifestaciones clinicas graves. Hasta el momento, no se ha
demostrado si el tipo de respuesta inmune del neonato se relaciona con las
manifestaciones clinicas en una infeccion congénita por T. gondii, y si es el caso,

cual perfil de respuesta es el que se asocia con mal prondstico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cuales son los factores de la respuesta inmune del nifio infectado congénitamente
que se asocian a la presencia de manifestaciones clinicas en nifios menores de un

afo con infeccion congénita por Toxoplasma gondii?
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JUSTIFICACION

Se han sugerido diferentes variables biol6gicas, como el genotipo del recién nacido,
la respuesta inmune de la madre y la virulencia del parasito, entre otros, como
factores que determinan que un nifio infectado congénitamente por T. gondii
desarrolle manifestaciones clinicas. Pero no hay estudios que determinen si existe
relacion entre la respuesta inmune del nifio con el desarrollo de toxoplasmosis
congénita, es decir, cuales nifios tenderan a enfermarse y el tipo de expresion
clinica que se producira. De ser asi, esta informacion nos brindaria un apoyo al
prondéstico temprano lo que facilitara proporcionar el tratamiento oportuno y ad hoc

para cada caso.

OBJETIVO GENERAL

Describir en menores de un afio con toxoplasmosis congénita la relacion entre el

perfil de respuesta inmune especifica y la patologia fetal.

Objetivos especificos

e Determinar el perfil de anticuerpos del menor de un afio con infeccion
congénita por Toxoplasma gondii y su relaciéon con el cuadro clinico

e Determinar el perfil de citocinas y respuesta de linfocitos in vitro del menor
de un afio con infeccién congénita por Toxoplasma gondii y su relacion con

el cuadro clinico
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HIPOTESIS

Una respuesta THi regulada (mediada por TGFp e IL-10) se asociara con ausencia

de manifestaciones clinicas graves.

ASPECTOS ETICOS

Este trabajo se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial y contiene resultados parciales del proyecto INP-
060/2011, aprobado por los Comités de Investigacion, Etica en Investigacion y de
uso y cuidado de animales de laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de
Pediatria (INP). El Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) también aprobé el
proyecto (nimero 212250-02231). Los tutores de los pacientes firmaron un
consentimiento informado, que declaré explicitamente que el estudio era de bajo
riesgo. Todos los nifios fueron tratados clinicamente en el INP, también de acuerdo

con los estandares nacionales e internacionales.

METODOLOGIA

Clasificaciéon de la investigacion

Estudio prospectivo, observacional, transversal y analitico.

Estrategia del estudio

En la figura 5 se muestra un diagrama de flujo con la estrategia general de esta
tesis. Se incluyeron 28 casos de toxoplasmosis congénita confirmada en nifios
menores de un afio, de ambos géneros, que estan incluidos en una serie de 30

casos (Gomez-Toscano y col., aceptado en Acta Pediatrica de México).
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Los pacientes del estudio fueron reclutados a través de un programa de tamizaje
prenatal, otro de tamizaje postnatal y el resto llegaron referidos de otras unidades

de salud como casos sospechosos.

En el cuadro 1 se resumen los hallazgos clinicos, de acuerdo con el tipo de
reclutamiento. Como puede observarse hubo mas nifios que nifias; un diagndéstico
y tratamiento mas tempranos derivaron en mayor edad gestacional y mayor peso al
nacer. Las manifestaciones clinicas fueron ictericia, hepatomegalia,
esplenomegalia, retinocoroiditis, hipoacusia, espasticidad, -calcificaciones
cerebrales, hidrocefalia, microcefalia y retraso en el neurodesarrollo. De acuerdo
con estas manifestaciones, los casos se clasificaron por gravedad de la enfermedad
en leve, moderado y grave; asimismo, de acuerdo con la localizacion, en

neuroldgica, neurooftalmica y diseminada.

Clasificamos algunas manifestaciones poco frecuentes en cuatro grupos:

e Otras manifestaciones neuroldgicas: Dolicocefalia, megacisterna magna,
crisis convulsivas, potenciales visuales alterados, atrofia cerebral,
implantacion auricular baja, hiperproteinorraquia, macrocefalia, asimetria
ventricular cerebral, actividad epiletiforme, hemorragia intracraneal.

e Otras manifestaciones sistémicas: Adenomegalias generalizadas, anemia,
trombocitopenia, leucopenia, hendidura oblicua facial completa izquierda,
atresia de coanas bilateral, peso bajo para la edad gestacional, prematurez,
colestasis, calcificaciones intrahepéticas, ascitis, exantema.

e Otros hallazgos: Dacrioestenosis, persistencia conducto arterioso,
desnutricion, acortamiento de extremidades, macrosomia, comunicacion
interventricular, comunicacién interauricular, hernia umbilical, sinostosis
sagital y coronal, criptorquidia, reflujo gastroesofagico, diabetes insipida,
estenosis hipertrofica de piloro, higroma subdural bilateral, hidrocele,
foramen oval permeable, hipoplasia cerebelosa, cabeza en gota,
microretrognatia, hidropesia fetal.
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Comorbilidades: Infeccion por VIH, acidosis tubular renal, trisomia 18,

coinfeccion por citomegalovirus, purpura fulminante secundaria a déficit de

Reclutamiento de pacientes

proteina C.

Tamiz Tamiz Caso
prenatal postnatal clinico

Busqueda Pruebas de

intencionada de
signos y lesiones

laboratorio y
gabinete

Toxoplasmosis
congeénita
confirmada

..... Tratamiente)y seguimiento:
clinico:multi=disciplinario)

Clasificacion Clasificacion Fenotipo de
clinica por clinica por respuesta

localizacion gravedad inmune

Analisis de asociaciones y relaciones entre
variables

Figura 5. Estrategia del estudio

Confirmacién de toxoplasmosis congénita

El diagndstico se bas6 en exploracion fisica, pruebas de gabinete y laboratorio. El

servicio de Infectologia fue encargado de realizar la exploracion fisica inicial (con

busqueda intencionada de hepatoesplenomegalia, ictericia, adenomegalias,

hidrocefalia y microcefalia) y dar el tratamiento a los nifios a quienes se les confirmo

el diagnéstico de toxoplasmosis congénita. La exploracion neuroldgica fue descrita

por el servicio de Neurologia. Se valor6 el fondo de ojo para descartar
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retinocoroiditis y otras manifestaciones oculares en el servicio de Oftalmologia. Se
realizé valoracion por Audiologia para cuantificar el grado de hipoacusia de quienes
la presentaron. La gravedad del retraso en el neurodesarrollo fue medida en el
Laboratorio de Seguimiento del Neurodesarrollo. En casos especificos, solicitamos
valoracion por Cirugia General, Cirugia Plastica, Gastroenterologia y Nutricion,
Endocrinologia, Cardiologia, Neurocirugia, Urologia y Nefrologia. Se realizaron
pruebas de imagen (ultrasonido transfontanelar, tomografia y resonancia magnética
de craneo) como abordaje diagndstico de infeccion congénita por agentes del grupo
TORCH.

El diagndstico de la infeccion congénita se apoy6 también en pruebas de laboratorio,
tanto serolégicas como moleculares; se confirmo6 cuando hubo: a) un aumento en
los titulos de anticuerpos especificos de clase IgG en muestras consecutivas; b)
persistencia de la respuesta inmune durante mas de diez meses; c) un titulo de
anticuerpos en el recién nacido mayor que en la madre; d) presencia de anticuerpos
IgM y/o IgA especificos; e) bandas especificas reconocidas por los anticuerpos IgG
del neonato en western blot y ausentes en la madre (neo-anticuerpos); f) presencia
del DNA parasitario en sangre del bebé y, g) bioensayo en ratdén. La mayoria de los
casos cumplieron con al menos con dos criterios. Las pruebas fueron ELISA,
western blot y PCR; todas previamente estandarizadas y validadas (15,20,28). En
todos los casos se realiz6 diagnostico diferencial para infeccidon por citomegalovirus
por PCR en tiempo real, usando un kit comercial.

Pruebas de respuesta inmune

Respuesta humoral

El perfil de la respuesta inmune humoral se realiz6 por medio de ELISA indirecto,
para las cuatro subclases de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4) y de clase IgA, de
acuerdo a lo reportado por Cafiedo-Solares y col. (29,30). Brevemente se cubrieron
placas de ELISA con antigeno de T. gondii, y, después de bloquear con albumina,
se afadieron los sueros, y a continuacion los anticuerpos especificos de IgA o de

las subclases de IgG (en pozos separados) conjugados con peroxidasa. Finalmente
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se revelaron las reacciones con el sustrato de la enzima y se leyo la intensidad del

color (absorbancia) en un lector de placas de ELISA.

Los resultados se reportan como indices de reactividad (IR), que se calcularon
dividiendo la absorbancia de cada muestra problema entre el promedio mas 3
desviaciones estandar de la absorbancia de tres controles negativos; se consideré

positivo un IR 21.0.
Respuesta celular

Se midid la proliferacion celular de las fraccion mononuclear periférica de la sangre
de los pacientes (PBMC), por medio de citometria de flujo, posterior a su marcaje
con un fluorégeno (CFSE) y estimulacién con antigeno de T. gondii durante durante
72 h para la deteccidén de citocinas, y de 120 horas para los ensayos de proliferacion
celular a 37°C en condiciones de esterilidad y atmdésfera de 5% de CO2 / 95% de
aire ambiente. Las PBMC marcadas con CFSE se tifieron con los anticuerpos anti-
CD3, CD4, CD8 o CD19 conjugados a fluorégenos. Se usaron el mitégeno
concanavalina-A y el medio de cultivo sin antigeno como controles positivo y
negativo, respectivamente. Después del periodo de estimulacion, se realizo el
analisis en un citometro de flujo y se determind el porcentaje de células que
proliferaron en cada caso. El indice de reaccion relativa se calculé dividiendo el
porcentaje de proliferacion de PBMC estimuladas con el antigeno, entre el
porcentaje de proliferacion de PBMC cultivadas en medio solo.

La concentracion de citocinas en los sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos
de PBMC se cuantific6 usando estuches comerciales de perlas, para pefrfil
inflamatorio y para perfil TH1/THz2, asi como para el TGF-f individual. El IR para cada
citocina probada se calcul6 dividiendo la concentracion de citocina de las PBMC
estimuladas con el antigeno entre la concentracion de la misma citocina producida

por las PBMC no estimuladas.
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Analisis estadistico

Se determind la significancia estadistica de las diferencias en intensidad (IR) de la
respuesta inmune humoral y celular entre grupos clinicos mediante la U de Mann
Whitney o Kruskal-Wallis para dos o mas grupos, respectivamente. Las
asociaciones entre las variables clinicas entre si y con las variables inmunologicas
dicotomizadas se midieron con la razén de momios, usando la x2 o Fisher exacta
como prueba de hipotesis. La correlacion (Rho) entre variables numeéricas se midié
con la prueba de Spearman. En todos los casos, considero significancia estadistica
si la P era menor o igual a 0.05, aunque se muestran resultados con P<0.1>0.05

gue tuvieron alguna tendencia biol6gica o clinica con fines de discusion.

RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran las manifestaciones clinicas clasificadas de acuerdo
con la forma de reclutamiento en menores de un afio infectados congénitamente por
Toxoplasma gondii. Los nifios captados por el programa de tamizaje prenatal -cuyas
madres recibieron tratamiento contra toxoplasmosis en el embarazo- mostraron las
manifestaciones clinicas mas leves que los bebés de los otros grupos. Los
antecedentes obstétricos incluyeron preeclampsia, restriccion de crecimiento
intrauterino, amenaza de aborto o parto pretérmino, sufrimiento fetal, oligoamnios,
hidrocefalia, hidropesia fetal, polihidramnios, displasia ésea, holoprosencefalia, y
labio y paladar hendidos. La dacrioestenosis bilateral fue encontrada en un caso de

este grupo (no mostrada en el cuadro).

Los bebés captados por tamizaje postnatal tuvieron manifestaciones clinicas en
mayor cantidad y gravedad en comparacion al grupo previo. Entre ellas destacan
las descritas en el cuadro, ademas de atrofia cerebral, linfadenopatias, alteracion
de la via visual y atrofia cerebral, exantema petequial, uveitis, hemorragia

subhialoidea, asi como hemorragia subretiniana o intracraneal. Los hallazgos que
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se reportaron prenatalmente fueron hematoma placentario, preeclampsia,

restriccion del crecimiento intrauterino, hidrocefalia y oligoamnios.

Los nifios que se integraron a nuestro estudio referidos de otras unidades de salud
por sospecha clinica, es decir, como casos clinicos, presentaron las
manifestaciones clinicas mas evidentes y con peor pronoéstico. Otras
manifestaciones presentes, no incluidas en el cuadro fueron: atrofia cerebral,
implantacion auricular baja, extremidades hipotréficas, asimetria ventricular, crisis
convulsivas, alteracion de la via visual, hendidura oblicua facial, atresia de coanas,
anoftalmia, megacisterna magna, microftalmia, cataratas, leucopenia,
trombocitopenia, anemia, disgenesia oftdlmica, microftalmia, hiperproteinorraquia,
esclerizacion retiniana, atrofia retiniana, cataratas, microcérnea, coloboma,
calcificaciones intraoculares e intrahepéticas, uveitis bilateral, desprendimiento
retiniano, hemorragias subcoroideas, colestasis, macrocefalia, hidrops fetalis,
ascitis, coloboma de nervio Optico, holoprocecefalia, colpocefalia, agenesia de
cuerpo calloso, labio y paladar hendido, polidactilia, sindactilia, clinodactilia,
comunicacién interauricular, persistencia del conducto arterioso, lengua bifida,
dolicocefalia, linfadenomegalias. Los antecedentes de la gestacion también fueron
los de mayor impacto: embarazo gemelar con involucion de un gemelo, amenaza
de parto pretérmino y aborto, preeclampsia, polihidramnios, oligoamnios, restriccion
de crecimiento intrauterino, hidrocefalia, hidropesia fetal, displasia 0sea,

holoprosencefalia, y labio y paladar hendidos.
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Cuadro 1. Manifestaciones clinicas y clasificacion de menores de un afio con toxoplasmosis congénita, de acuerdo con el origen.

Origen *g « ® 0 . o (_"é 2 Gravedad
Sexo © © 'g . s 8 8 35 g E § e 82 B9 s 5
9 S 5 2@ G 5 Q o g S S w3 % -g @ = @
del n g5 & ¢ = £ S IS 3 = 8 =9 8 g @ Qe & 9 de la
8 8 c ¢ 9 9 2 S S 2 2832 ¢s g 8 =
MF € @ % @ © & 2 a & £ 355 £ o N £ 5
o O o = £ = c 9 T = o = =
»w o O @ =3 z T i w ° T E © 3 q 5 . .
caso 7 T 4 @ O 2 S infeccién
o |
Tamiz Leve 100% 100%
5 4:1 39 3051 40% 20% 0% 0% 20% 40% 0% 0% . 100% Leve
prenatal (4/14) Neurolégico
Leve 40%, 40% 60% leve,
Tamiz moderado neurolégico, 40%
5 4:1 38 2431 20% 40% 40% 0% 20% 60% 0.4% 40%
postnatal 40%, grave 60% moderado/
20% diseminado grave
Leve 22%, 5%
. 11% leve,
moderado neurologico,
Caso 89%
o 18 1:1 35 2612 44% 50% 27% 44% 27% 5% 5% 44% 11%, grave 27% neuro-
clinico ] . moderado/
62%, sin oftalmico, 68%
grave

clasificar 5%

diseminado
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La mayoria de los nifios tuvieron retraso del neurodesarrollo (Cuadro 2). La mitad
de los pacientes presentaron otras manifestaciones neurolégicas y/o otros
problemas. Casi un 40% de los pacientes presentaron problemas oculares, ictericia
y/o hepatomegalia. Los sintomas y signos menos comunes fueron hipoacusia,
esplenomegalia, espasticidad, hidrocefalia, calcificaciones cerebrales, otras
comorbilidades y microcefalia. Cinco casos fueron defunciones. Es importante

enfatizar que el 64% de los nifios fueron productos de embarazos de alto riesgo.

Cuadro 2. Frecuencia de manifestaciones clinicas en menores de un afo
con toxoplasmosis congénita.

. . . Frecuencia Porcentaje
Manifestaciones clinicas

n= 28 (%)

Retraso del neurodesarrollo 23 82.1
Otras manifestaciones neurologicas 14 50.0
Otros hallazgos 14 50.0

Otras manifestaciones sistémicas 12 42.9
Manifestaciones oculares totales 11 39.3
Ictericia 11 39.3
Hepatomegalia 11 39.3
Hipoacusia 9 32.1

Otras manifestaciones oculares 8 28.6
Esplenomegalia 7 25.0
Retinocoroiditis 7 25.0
Espasticidad 7 25.0
Hidrocefalia 7 25.0
Calcificaciones cerebrales 6 21.4
Defuncién 6 21.4
Comorbilidades 5 17.9
Microcefalia 3 10.7

Al analizar la relacion entre los aspectos clinicos y el antecedente de embarazo de
riesgo, encontramos significancia estadistica con la gravedad del cuadro y la misma
tendencia, aunque no significativa, para manifestaciones clinicas especificas
(Cuadro 3). Hubo menor peso al nacimiento, niveles mayores de IgG2 y evidencia
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seroldgica de infeccion cronica (IgG de avidez alta) en los nifios que nacieron de

gestaciones de alto riesgo, en comparacion con aquellos que no (Figura 6).

Cuadro 3. Relacion y riesgo entre embarazo de riesgo y otras variables clinicas de nifios
menores de un afio con toxoplasmosis congénita.

Embarazo de

Variable n . Frecuencia RM 1Co506 =]
riesgo
si 18 14 77.8%
Gravedad 10.5 1.5-73.7 0.017
no 8 2 25.0%
Otras Si 12 10 83.3%
manifestaciones . 5.0 0.8-30.4 0.076
sistémicas no 16 8 50.0%

La significancia estadistica se determiné por medio de la Fisher exacta.

P=0.047 P=0.036 P=0.047
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Embarazo de riesgo

Figura 6. Relacién entre el embarazo de riesgo con el peso al nacer de menores de un afio con
toxoplasmosis congénita, asi como su produccién de anticuerpos 1gG2 y la avidez de la 1gG. La
linea roja punteada representa el punto de corte; cada punto corresponde a un caso. La
significancia estadistica se determiné por la prueba de U de Mann Whitney.

Las manifestaciones oculares en general, asi como las lesiones diferentes a
retinocoroiditis, se asociaron a la hipoacusia, al retraso del neurodesarrollo y la
esplenomegalia, en algunos casos con significancia limitrofe (Cuadro 4). En
contraste, la microcefalia se asocié a las manifestaciones oculares de manera

negativa.
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Cuadro 4. Asociacion entre las manifestaciones oculares y otras variables clinicas en nifios
menores de un afio con toxoplasmosis congénita.

Manifestaciones

Variabl E i \
anabie N oculares totales ' cou"¢'?  RM 'Cosse P
. ) si 9 6 66.7%
Hipoacusia 5.5 1.0-31.3 0.052
no 19 5 26.3%
Retraso del si 23 11 47.8%
1.9 1.2-2.8 0.063
neurodesarrollo no 5 0 0.0%
_ _ si 3 3 100.0%
Microcefalia 0.3 0.2-0.6 0.005
no 25 8 32.0%
Otras
manifestaciones
Variable n oculares Frecuencia RM 1Cy50s P

diferentes a
retinocoroiditis

. . si 9 5 55.5%
Hipoacusia 6.7 1.1-40.4 0.044

no 19 3 15.8%

. si 8 4 50.0%
Esplenomegalia 5.6 0.9-36.1 0.077

no 20 3 15.0%

La significancia estadistica se determin6 por medio de la Fisher exacta.

Se encontraron mayores niveles de algunas de las cuatro subclases de anticuerpos
IgG en nifios con manifestaciones oculares de manera global (figura 7), y
especificamente con retinocoroiditis (figura 8) o con problemas oftalmologicos
diferentes a retinocoroiditis (figura 9). También se observé mayor frecuencia de
casos positivos a IgG3 en nifios con manifestaciones oculares en general y aquellas
diferentes a retinocoroiditis, que en los grupos de contraste, por lo que estos
anticuerpos se encontraron como factores de riesgo (cuadro 5). Los de clase 1gG2

se asociaron con significancia limitrofe a los problemas oculares.

Contrastan los hallazgos respecto a los niveles de IL-2 e IL-5 que fueron menores
en los niflos con problemas oculares, particularmente de aquellos sin

retinocoroiditis, que en los nifios sin estos problemas (Figuras 7y 9).
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Figura 7. Comparacion de la respuesta de anticuerpos 1gG1, 2 y 3, asi de IL-2 e IL-5 entre menores

de un afio con toxoplasmosis congénita con manifestaciones oculares y aquellos sin este problema

clinico. La linea roja punteada representa el punto de corte; cada punto corresponde a un caso. La
significancia estadistica se determiné por la prueba de U de Mann Whitney.
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Figura 8. Comparacion de la respuesta de anticuerpos IgG1, 2, 3 y 4 entre menores de un afio con
toxoplasmosis congénita con coriorretinitis y aquellos sin este problema clinico. La linea roja
punteada representa el punto de corte; cada punto corresponde a un caso. La significancia
estadistica se determiné por la prueba de U de Mann Whitney.
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Figura 9. Comparacion de la respuesta de anticuerpos 1gG1, 2 y 3, asi de IL-2 e IL-5 entre menores
de un afo con toxoplasmosis congénita con manifestaciones oculares diferentes a
coriorretinitis y aquellos sin este problema clinico. La linea roja punteada representa el punto de
corte; cada punto corresponde a un caso. La significancia estadistica se determiné por la prueba
de U de Mann Whitney.

Cuadro 5. Asociacién entre las manifestaciones oculares y los anticuerpos de clase 1gG2 e
1gG3.

. Manifestaciones .

Variable n Frecuencia RM ICos0 P
oculares totales

pos 13 8 61.50%

neg 12 2 16.70%

IgG3 80 12-257 0.029

Manifestaciones
Variable n oculares diferentes Frecuencia RM ICgs50 P
a coriorretinitis

0,

igez ~ Pos 8 ! 87.5% 158 12-1305 0.020
neg 17 6 35.3%
0

gez ~ Pos 12 6 500% 55  0g-362 0077
neq 13 2 15.4%

La significancia estadistica se determin6 por medio de la Fisher exacta.
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La hipoacusia se asocié con microcefalia, esplenomegalia, hepatomegalia y otras
manifestaciones neuroldgicas (cuadro 6). Hubo una asociacion significativa entre el
desarrollo de hipoacusia y la escasa produccion de IL-2 (Figura 10); y hubo la misma

tendencia en la IL-5, aunque no se encontré significancia estadistica.

Cuadro 6. Asociacion entre la hipoacusia y otras variables clinicas en niflos menores de un
afio con toxoplasmosis congénita.

Variable n Hipoacusia Frecuencia RM ICo50s P
. si 7 5 71.4%
Esplenomegalia 10.6 1.5-76.1 0.020
no 21 4 19.0%
. . si 3 3 100.0%
Microcefalia 7.1 0.1-0.5 0.026
no 25 6 24.0%
Otras Si 14 7 50.0%
manifestaciones 6.0 1.0-37.3 0.052
neurolégicas no 14 2 14.3%
. si 11 6 54.5%
Hepatomegalia 5.6 1.0-31-3 0.052
no 17 3 17.6%

La significancia estadistica se determind por medio de la Fisher exacta.
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Figura 10. Relacién entre el indice de reactividad (IR) de IL 2 y 5, con la presencia de hipoacusia
en menores de un afio con toxoplasmosis congénita y aquellos sin este problema clinico. La linea
roja punteada representa el punto de corte; cada punto corresponde a un caso. La significancia
estadistica se determind por la prueba de U de Mann Whitney.
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En el Cuadro 7 se muestran asociaciones entre varios problemas neuroldgicos y
otras manifestaciones clinicas. Cabe resaltar que el retraso del neurodesarrollo se
asocid de manera “protectora” con manifestaciones neuroldgicas, tales como
convulsiones, dolicocefalia, megacisterna magna, potenciales visuales alterados,
atrofia cerebral, implantaciéon auricular baja, hiperproteinorraquia, macrocefalia,

asimetria ventricular cerebral, y hemorragia intracraneal.

Cuadro 7. Asociacion entre tipos de manifestaciones neurologicas con otras variables
clinicas en nifios menores de un afio con toxoplasmosis congénita.

Variable n Hidrocefalia Frecuencia RM 1Cgs50 P
_ si 11 6 54.5%
Ictericia 19.2 1.8-200.0 0.007
no 17 1 5.9%
Otras si 12 6 50.0%
manifestaciones 15.0 1.5-152.5 0.008
sistémicas no 16 1 6.3%
Variable n Microcefalia Frecuencia RM 1Cos50 P
. si 11 3 27.3%
Hepatomegalia 1.4 1.0-2.0 0.050
patomeg no 17 0 0.0%
. Ret del .
Variable n etraso de Frecuencia RM 1Co596 P
neurodesarrollo
Otras si 14 14 100.0%
manifestaciones 0.6 0.4-1.0 0.020
neurolégicas no 14 9 64.3%
Otras
Variable n manifestaciones Frecuencia RM 1Cos06 P
neurolégicas
si 14 8 57.1%
Ot hall 1.8 0.4-7.9 0.027
fos halazgos no 14 6 42.9%
. si 7 6 85.7%
Esplenomegalia 9.8 1.0-96.7 0.038
P 9 no 21 8 38.1%
Otras si 12 9 75.0%
manifestaciones 6.6 1.2-35.4 0.060
sistémicas no 16 5 31.3%
. si 11 8 72.7%
Hepatomegalia 4.9 0.9-25.7 0.060
patomeg no 17 6 35.3%

La significancia estadistica se determiné por medio de la Fisher exacta.

Cuando se compararon otras variables clinicas con el grado de retraso en el
neurodesarrollo, se encontr6 que a mayor gravedad de éste, se incrementa la
frecuencia de diversos problemas, tanto oculares como de otros 6rganos vy tejidos

(cuadro 8).
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Asi mismo, se encontré un incremento de la produccién de anticuerpos 1gG2, IgG3
e IgA conforme el grado de retraso en el neurodesarrollo era mayor, aunque esta
asociacion no fue significativa para 1lgG2 (Figura 11).

Cuadro 8. Asociacion entre el grado de retraso en el neurodesarrollo y variables clinicas de
niflos menores de un afio con toxoplasmosis congénita.

Frecuencia de casos con retraso del
neurodesarrollo

Variable - p
Ninguno Leve Moderado Grave
n=5 n=11 n=4 n=38
Otras
manifestaciones

0, 0, 0, 0,
ocutares diferenes 0 ©-0%) 1(9.1%) 1(25.0%)  6(75.0%) 0.006

a coriorretinitis

manifestaciones 0 (0.0%) 5 (45.4%) 2 (50.0%) 7 (87.5%) 0.022
neurologicas

Esplenomegalia 1 (20.0%) 1(9.1%) 0 (0.0%) 5 (62.5%) 0.031
Manifestaciones 6oy 3(27.3%)  2(500%)  6(75.0%)  0.039
oculares totales

Comorbilidades 0 (0.0%) 1 (9.1%) 0 (0.0%) 4 (50.0%)  0.043

La significancia estadistica se determiné por medio de la Fisher exacta.

1gG2, P=0.133 1gG3, P=0.011 IgA, P=0.053
4.0— L ] 5.0—
O
¢ ]
6.0~ - ®
a0 4.0—
3 3 * °
40— =) L] ° 230
20— «
4 4 ®
i °® 20—
20~ ¢ © ot o
s & e
g 5 3 8 ° 8 e
0 T T I T 0- T T T T 0- T T I T
Ninguno Leve  Moderado Grave Ninguno Leve  Moderado Grave Ninguno Leve  Moderado Grave

Grado de retraso del neurodesarrollo

Figura 11. Relacion entre el indice de reactividad (IR) de las subclases 2 y 3 de IgG e IgA, con el
grado de retraso en el neurodesarrollo en menores de un afio con toxoplasmosis congénita. La
linea roja punteada representa el punto de corte; cada punto corresponde a un caso. La
significancia estadistica se determiné por la prueba de U de Mann Whitney.
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Aunque no hubo significancia estadistica, se encontraron frecuencias mucho mas
altas de varios problemas como hidrocefalia, otras manifestaciones neurolégicas e
ictericia en los casos con infeccion diseminada que en aquellos con localizacion
neurologica o neurooftalmica. Asimismo los casos diseminados o con afeccion

neurooftalimica también nacieron de embarazos de alto riesgo (Cuadro 9).

Cuadro 9. Asociacion entre la localizacion de las manifestaciones y otras variables clinicas
de nifios menores de un afo con toxoplasmosis congénita.

Frecuencia de casos con localizaciéon

Variable Diseminada Neurooftalmica  Neurolégica P
n=14 n=5 n=9
Otras manifestaciones 4 21 404 2 (40%) 2 (22.2%) 0.062
neurologicas
Ictericia 8 (57.1%) 0 (0.0%) 3 (33.3%) 0.073
“Embarazo de riesgo 11 (78.6%) 4 (80.0%)  3(33.3%) 0.063

La significancia estadistica se determin6 por medio de la Fisher exacta.

Se encontrdé que los varones tuvieron mayor riesgo de desarrollar macrosomia,
desnutricion, hidropesia fetal, craneosinostosis, hipoplasia cerebelosa, higroma
subdural, cabeza en gota, microretrognatia, dacrioestenosis, persistencia conducto
arterioso, foramen oval permeable, comunicacion interventricular e interauricular,
reflujo gastroesofagico, estenosis hipertrofica de piloro, hernia umbilical,
acortamiento de extremidades, diabetes insipida; ademas, presentaron criptorquidia
e hidrocele. Todas estas manifestaciones se asociaron con la gravedad del cuadro
clinico y estuvieron mas presentes en el subgrupo de otras manifestaciones

sistémicas (cuadro 10).
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Cuadro 10. Asociacion entre hallazgos con variables indicativas de gravedad entre siy con
el sexo de los nifios menores de un afio con toxoplasmosis congénita.

Variable n Gravedad Frecuencia RM 1Cqs504 P
Otras m</)dr:;aeda 18 11 61.1%
manifestaciones J 14.1 1.5-137.3 0.011
sistémicas leve 10 1 10.0%
Variable n Otros hallazgos Frecuencia RM 1Co50s P
masculino 17 12 70.6%
Sexo 10.8 1.7 -68.9 0.009
femenino 11 2 18.2%
Otras si 12 5 41.7%
manifestaciones 10.7 1.0-109.8 0.036
sistémicas no 16 1 5.3%
moderada
Igrave 18 6 33.3%
Gravedad 1.5 1.1-2.1 0.049
leve 10 0 0.0%

La significancia estadistica se determind por medio de la Fisher exacta.

Se encontro a la IgA como factor protector del desarrollo de otras manifestaciones
sistémicas (cuadro 11). EI TNF-a y la proliferacion de linfocitos T CD8+ son factores
de riesgo para presentar lesiones graves, y la IgG4 para la presencia de
comorbilidades, mientras que el INF-y fue asociado como factor protector contra

este Ultimo aspecto clinico.

Al comparar la respuesta inmune celular con la humoral, encontramos que la
mayoria de linfocitos T (CD3+) que proliferaron fueron del tipo CD4+ a diferencia de
los CD8+ A mayor produccion de IL-2 habia una menor proliferacion de los linfocitos

citotoxicos CD8+ (Figura 12).
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Cuadro 11. Asociacioén entre el cuadro clinico y la respuesta inmune.

Variable n Gravedad Frecuencia RM ICgs50 P
TNF-a ----P9S....... 8 eeerereeene e L20% 4.0 1.2-13.3  0.061
neq 3 0 0.0%
CD8+ PO e =S 114%. ... 35 1.1-11.3 0.083
neg 3 0 0.0%
0
L2 PRS2 1 20.9% . 005 00211 0067
neg 6 S 83.3%
Variable n Comorbilidades % RM 1Como, P
[
lgga --POS...1 4 SI1% 227 182794 0012
neg 18 1 5.6%
i pos 4 0 0.0% i
INF-g neg 5 5 58 6% 0.33 0.1-1.7 0.055

La significancia estadistica se determin6 por medio de la Fisher exacta.

Rho=0.981, P=0.000 Rho=-0.039, P=0.915 Rho=-0.835, P=0.003
A B C
12,0~ 12.0- 40—
(0]
10.0— 10.0— ®
3.0-
* 8.0— kS 8.0— 3 .
a 4] o ]
o 607 00 a 607 e 20
[
40+ o 40~ ®
0 : P ® 1.0+ ®
20 o 2.0-
? @ ® o
0 I I 1 1 1 1 0 o —® T T T 0= \ T ]
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 0 1.0 20 3.0 40
IP CD3+ IP CD3+ EIL-2

Figura 12. Relacidon entre proliferacién de linfocitos CD3+, CD4+, CD8+ y la produccién de IL-2. La
linea roja punteada representa el punto de corte; cada punto corresponde a un caso. La
significancia estadistica se determiné por la prueba de U de Mann Whitney.
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue describir la relacién que hay entre las manifestaciones
clinicas y el perfil de la respuesta inmune, tanto humoral como celular, que se

desarrolla en los menores de un afio con toxoplasmosis congénita.

Primero analizamos la relacion de los aspectos clinicos entre si y luego, de éstos
con la respuesta inmune. Observamos que los nifios con toxoplasmosis congénita,
cuyas madres que recibieron tratamiento prenatal especifico, presentaron las
manifestaciones clinicas mas leves. En contraste, los nifios que fueron referidos
postnatalmente por sospecha clinica desde otra unidad de salud (enfermedad
clinicamente evidente) mostraron las manifestaciones mas graves. De aqui deriva
la importancia de realizar un programa de tamizaje prenatal para brindar tratamiento
oportuno a las gestantes y prevenir la transmision vertical o limitar el dafio al feto.
Cabe resaltar que ninguno de los 28 casos fue asintomatico y ademas tuvieron
mayor diversidad de manifestaciones clinicas que las descritas clasicamente en la
literatura de América del Norte y Europa (13). M&s aun, encontramos el caso de un
bebé que nacié con anoftalmia y hendidura craneofacial tipo Ill, que fue publicado

recientemente (31).

La mayoria de los nifios con antecedentes prenatales adversos presentaron peso
bajo para la edad gestacional. Esto puede derivarse de una gran carga parasitaria
en la placenta. La infeccidn de este érgano se ha asociado a inflamacion y trombosis
locales y graves, disminuyendo la transmision vertical, pero también el aporte
sanguineo al feto, como fue observado en ratones por Vargas-Villavicencio y col.
(32).

En cuanto a las manifestaciones fisicas de la enfermedad, de acuerdo con la
Academia Americana de Pediatria, en Estados Unidos y Francia las alteraciones
mas comunes reportadas ocurren a nivel ocular, seguidas de las calcificaciones
cerebrales, siendo ambas mucho mas frecuentes en el primer pais. Sin embargo en
Brasil la proporcién alteraciones es similar para ambas (13). En contraste, en esta

tesis la manifestacion mas frecuente fue el retraso en el neurodesarrollo y en
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segundo lugar las alteraciones neuroldgicas. La variabilidad de manifestaciones
clinicas mostrada en nuestro estudio y en estos paises puede deberse a la
diversidad genética del parasito y al tipo de respuesta inmune que desarrollan los

neonatos de las diferentes razas.

Cuadro 12. Frecuencias de problemas clinicos en el INP y otras regiones

INP Estados Unidos  Francia Brasil
Retraso del Retinocoroiditis Alteraciones Caclcel:(lact?rzllzzes
neurodesarrollo 82.1% 92.0% oculares 14.0% 53.0%

Alteraciones neurologicas  Calcificaciones Retinocoroiditis Retinocoroiditis
50.0% cerebrales 80.0% 10.0% 50.0%

Ictericia 39.3%, i )
Calcificaciones

hepatomegalia 39.3%, Hidrocefalia Hipoacusia
) cerebrales

alteraciones oculares 68.0% 9.0% 40.0%
39.3% 70

Cuando el cuadro clinico fue diseminado, se presenté un mayor porcentaje de
alteraciones asociadas a  gravedad; por ejemplo, otras manifestaciones
neuroldgicas, ictericia e hidrocefalia. Es importante hacer notar que ninguno o pocos
casos positivos para estas manifestaciones ocurrieron cuando la clinica fue mas

localizada, es decir, neurolégica o neurooftalmica.

Diversas manifestaciones clinicas graves, tanto sistémicas como locales, se
asociaron de manera significativa con el desarrollo de hipoacusia. Por lo tanto, esta
alteracion podria usarse como marcador de gravedad; proponemos realizar
estudios para valorar el uso de tamiz auditivo como prueba pronéstica en neonatos

con toxoplasmosis congénita.

Como se menciono anteriormente, la mayor diversidad y gravedad de problemas
clinicos podria deberse a la variabilidad del parasito en México, a la presencia de

cepas mas virulentas o de infecciones mixtas (con mas de una cepa del parasito),
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como se reportd en 2018 (22). Hay evidencia de que las respuesta inmune juega un
papel importante en el control de la infeccion; pero, paraddjicamente también en el
desarrollo de manifestaciones clinicas (23,24,26). En particular, se reportd hace
algunos afos que los anticuerpos de las subclases 1gG3 e IgG4 producidos por el
bebé, se asocian a un cuadro clinico evidente desde el nacimiento (29,33). Sin
embargo, no se estudiaron la respuesta celular, ni los aspectos clinicos especificos,
por lo que hicimos el presente estudio, en donde encontramos que las subclases 1,
2y 3 de IgG predisponen a dafio ocular en general, que incluye alteraciones visuales
(retinocoroiditis y otras) y que los anticuerpos IgG2, 1gG3 e IgA se asociaron con
mayor grado del retraso del neurodesarrollo. En el estudio previo, la IgG1 materna
se asoci6 con problemas clinicos, lo que es congruente con los hallazgos actuales
con respecto a la retinocoroiditis (29); pero en este trabajo se encontr6 que la IgG4
fue “protectora” contra la retinocoroiditis. Dos diferencias entre este estudio y el
previo son que en éste describimos las manifestaciones clinicas en los bebés y no
distinguimos los anticuerpos de la madre de los del nifio; ambas cosas podrian
explicar las diferencias encontradas. La IgG1 y la IgG3 fijan el complemento y son
opsoninas para macrofagos y neutréfilos; ademas, se asocian a una respuesta TH1,
gue si bien controla la replicacion del parasito, puede inducir inflamacion y por ende

danfo.

En cuanto a la respuesta inmune celular, la induccion de una respuesta de tipo THa,
caracterizada por la estimulacion de células CD4+, con produccion de IL-2, IL-12,
IFN-y es necesaria para la proteccion contra T. gondii. Se sabe que las citocinas e
interleucinas antiinflamatorias y las ligadas a una respuesta TH2 modulan una
respuesta THi. La IL-2 es necesaria para la supervivencia y la funcion de los
linfocitos T efectores, de memoria y reguladores (controlando las respuestas
inmunitarias); ademas, estimula la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos NK
y B (34). Los resultados de esta tesis sugieren que el IFN-y, la IL-2 y la IL-5 juegan
un papel protector frente al desarrollo de manifestaciones oculares en general y las
dos ultimas frente a la hipoacusia también. Cabe resaltar que en tres de los cinco
casos que no presentaron estas alteraciones oculares, se observd un indice de

reactividad positivo en IL-2, IL-4, IL-5 e INF-y.
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Globalmente, los resultados sugieren que diversos componentes de la respuesta
inmune juegan roles particulares en el desarrollo de problemas clinicos especificos,
pero en general, apoyan la hipotesis de que una respuesta THi robusta y
balanceada, a través de la produccion de citocinas THz (y no a la que se esperada,
por TGF-B o IL-10), se asocia con un cuadro clinico menos grave, y que los linfocitos
citotdxicos estan teniendo un papel deletéreo sobre la problematica clinica de los

nifos con toxoplasmosis congénita.

CONCLUSIONES

¢ Las manifestaciones clinicas encontradas son mas diversas y graves que las
reportadas clasicamente en la literatura de Ameérica del Norte y Europa.

e La mayoria de nifios con infeccion congénita por T. gondii presentaron
retraso global del neurodesarrollo.

e Los datos sugieren que la hipoacusia podria usarse como marcador de
gravedad, por lo que el tamizaje auditivo promete ser Gtil para el prondstico
en la toxoplasmosis congénita.

e Los anticuerpos IgG1, IgG2 e 1gG3, asi como los linfocitos CD8+ y el TNF-q,
se asociaron a problemas clinicos en general.

e En contraste, los anticuerpos IgG4, el IFN-y, la IL-2 y la IL-5 parecen

favorecer un mejor cuadro clinico.
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