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Prologo

En pleno siglo XXI, las enfermedades parasitarias ocupan los primeros lugares como problema de salud
publica y en algunos paises como causa de muerte; los esfuerzos por erradicarlas se han cumplido
parcialmente, éstas prevalecen de manera importante en nuestras sociedades.

Los adelantos tecnologicos del siglo XX facilitaron ingresar a las filas de los agentes patdogenos
de enfermedades parasitarias a un buen nimero de protozoarios y helmintos, no conocidos en el siglo
XIX. Dentro de los protozoarios se encuentra Toxoplasma gondii, Aplicompexa-coccidia. Como en una
pelicula de largo metraje, la identificacion, clasificacion taxondémica, mecanismos de transmision,
patogenia, clinica y tratamiento se ha dado de 1908 a la fecha, en un siglo de investigaciones y reportes.
T. gondii cierra con 108 afios de conocimientos con su ubicacidon como un pardsito emergente.

Por la importancia que ha cobrado en el mundo la atencion por 7. gondii, del gran numero de
trabajos publicados y de investigadores que han escogido a este protozoa como modelo de estudio, era
necesario una monografia que nos diera, en un solo libro, la revision de autores internacionales y en
forma importante las contribuciones que sobre toxoplasmosis realizan investigadores nacionales.

La complejidad en el ciclo de vida de este parasito, la interaccion con la diversidad de células
huéspedes, las incognitas en la relacion huésped- parasito, las dificultades en el diagndstico y la
experimentacion de tratamientos, permite hacer de 7. gondii un modelo de estudio y un reto.

A nivel mundial se han logrado grandes avances en el conocimiento de 7. gondii y de la
toxoplasmosis. Sin embargo, son pocos los investigadores de nuestro pais que se interesan en este
parasito. Este libro Toxoplasmosis Humana: Generalidades y avances durante el siglo XXI, es el primero
que retne el trabajo cientifico de varios profesores mexicanos y extranjeros, sobre 7. gondii y la
toxoplasmosis. EI nombre y las publicaciones de los autores presentan a la comunidad cientifica la
calidad del texto publicado y ademads en este modelo de parasito intracelular.

Ojala que este libro que muestra gran parte de la investigacion nacional en toxoplasmosis motive
a muchos otros grupos de trabajo a interesarse en este protozoario y sea el inicio de la integracion de
otros silenciosos bidlogos, médicos, quimicos, epidemidlogos e inmunologos para que den a conocer sus
trabajos sobre 7. gondii.

BERNAL-REDONDO, Rosa Maria



Introduccion

El presente libro tiene la intenciéon de mostrar conocimientos actualizados del protozoario intracelular
Toxoplasma gondii, mediante una revision de los acontecimientos cientificos, ya que, en las ultimas dos
décadas, se dieron a conocer adelantos muy importantes, los cuales aportaron quiza més del conocimiento
generado durante los primeros ochenta afios desde su descubrimiento en 1908.

Desde las ultimas tres décadas del siglo XX, mediante estudios de bioquimica y de biologia
celular existieron grandes avances a nivel internacional sobre el conocimiento de la biologia de
Toxoplasma gondii. A pesar de conocerse los grandes dafos en Sistema Nervioso Central por encefalitis
en las formas congénitas de toxoplasmosis, al surgir el SIDA aumento de manera importante el nimero
de casos por encefalitis toxoplasmasmica que lleva a la muerte a estos pacientes considerandose uno de
los principales oportunistas, este hecho acelero la produccién de nuevas investigaciones sobre los
mecanismos de la respuesta de inmunidad celular y la generacion de farmacos y combinaciones de estos.
Los avaneces en el campo del diagnostico también han sido exitosos, aportando nuevos métodos de
diagndstico. La biologia del diagnostico ha llevado al conocimiento del genoma de 7. gondii, esto
también ha aportado una herramienta mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa y otras variantes.

Las aportaciones cientificas a nivel internacional y la experiencia de los autores y coautores en
diversas investigaciones basicas y clinicas sobre toxoplasmosis y su agente causal, permiten la
actualizacion de profesionales como son: Bidlogos, Parasitologos, Quimicos Farmaco bidlogos, Médicos
generales asi como de los especialistas en Infectologia, Pediatria, Oftalmologia y Gineco-Obstetricia
quienes en su trabajo diario tienen la mision de diagnosticar y tratar pacientes con diversas formas de
toxoplasmosis.

BERNAL-REDONDO, Rosa Maria



1 Historia de la toxoplasmosis
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1 Resumen

Toxoplasma gondii un parasito descubierto hace 109 afios. En este capitulo se describen los
acontecimientos mas importantes que han marcado la historia de este parasito, desde su descubrimiento
hasta los avances mas importantes como son: el ciclo de vida, su reproduccion sexual que da lugar a los
ooquistes y asexual de donde surgen los taquizoitos y quistes. Los mecanismos de transmision que utiliza
para penetrar a la célula huésped. Los mecanismos de transmision congénita y adquirida. Los primeros
casos clinicos que se dieron a conocer y donde se observo la capacidad de dafo que Toxoplasma gondii
causa a sus huéspedes intermediaros “el ser Humano” tanto a nivel ocular como en el Sistema Nervioso
Central. El dafio que causa en recién nacidos y pacientes con inmunosupresion. El estudio de proteinas
especificas como marcadores de diagndstico. El descubrimiento del genoma de este parasito que ha dado
lugar a una gran cantidad de conocimiento para su estudio y diagndstico como son la genotipificacion de
cepas tipo I II y III, las cuales tienen una distribucion diferente a nivel mundial y su patogenicidad
también es diferente.
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En 1908, Charles Nicolle y Manceaux, aislaron al parasito Toxoplasma gondii de un roedor llamado
Ctenodactylus gondii*> en ese mismo afio Splendore detect6 la presencia de 7. gondii> °" un conejo en
su laboratorio de Sdo Paulo en Brasil?, Mello en 1910 describié la enfermedad por primera vez en un

perro’.

En 1923 Janku encontr6 el pardsito en el ojo humano mediante necropsia en un nifio con
hidrocefalia*, Wolf y Cowen en 1923 documentaron por vez primera el mecanismo de transmision
congénita en humanos®. En 1940 Pinkerton y Weinman reportaron los primeros casos mortales por
toxoplasmosis en adultos®. En 1948 Sabin y Feldman desarrollan la prueba de “Colorante de azul de
metileno”’ y en 1954 Weinman y Chaulder sugirieron que la transmision ocurre por la ingestion de carne
mal cocida®; Sin embargo, en 1959 Rawal demostrd que la seroprevalencia a T. gondii en vegetarianos’
es semejante a la de poblaciones no vegetarianas.

Posteriormente Jacobs y Cols., en 1960 caracterizaron los quistes en tejidos animales
demostrando resistencia a enzimas proteoliticas y una supervivencia por largos periodos en el
hospedero!’. En 1965 Desmonts y cols., demostraron el aumento de seroprevalencia del 10 al 50% en
una poblacion, y 100% posteriormente después de ingerir carne mal cocida!!. Kean en 1969 describié un
cuadro de toxoplasmosis en estudiantes que ingerian carne cruda'? y Wallance y Cols., en 1972
demostraron en una poblacion parisina un 80% de seroprevalencia a 7. gondii, lo cual se asocid con la
costumbre de consumir carne cruda o mal cocida entre los jovenes y adultos'>.

Hutchinson en 1965 describid por vez primera la existencia de ooquistes de 7. gondii en las heces
de gatos, reconociendo una transmision fecal'®. Fue hasta en 1970 que Frenkel describi6 el ciclo de vida
de T. gondii que incluye la fase de reproduccion sexual en el intestino delgado del gato, mediante
gametogonia'®. En 1972 Dubey y Frenkel describieron y caracterizaron bioldgica y morfolégicamente 5
formas de diferenciacion de 7. gondii en el epitelio intestinal del gato'® y en 1973 Frenkel utilizé el
término bradizoito para definir al organismo que se multiplica en quistes tisulares!’. Marshall en 1957,
Beverley en 1961, Dubey 1986 y 1990, Dubey y Beattie 1988 publicaron que la toxoplasmosis animal
es la causa de aborto y muerte neonatal en cerdos y cabras!® 19-20:21.22

En 1960 se desarrollaron pruebas seroldgicas apropiadas para la deteccion de la infeccion en
mujeres embarazadas que ayudaron a prevenir la transmision de la infeccion congénita, se desarrollaron
pruebas diagnoésticas para toxoplasmosis asintomadtica aguda y en infeccion cronica, las cuales estuvieron
basadas en la inmunidad humoral mediante la deteccion de anticuerpos IgM, en la respuesta primaria y
de IgG en respuesta a una toxoplasmosis cronica o pasada®*2*. En 1976 Ruskin y Remington describieron
casos de encefalitis en personas inmunocomprometidas con cancer y trasplantados?’.

En 1983 Johnson demostr6 experimentalmente que ciertos antigenos de Toxoplasma conferian
proteccion mediante transferencia pasiva de la inmunidad?®, hecho que fue respaldado por Sharma en
1984 al utilizar anticuerpos monoclonales contra los antigenos de 35 y 14 kDa?’. Araujo y Remington en
el mismo afio utilizando antigenos de 54 y 28 kDa?3. Nichols y cols en 1983 reportaron antigenos de
excrecion y secrecion de 7. gondii procedentes de organelos secretores de taquizoitos como: Roptria,
micronemos y granulos densos algunos de cuyos componentes son altamente inmunogénicos y son
secretados intra y extracelularmente por el parasito?. Sadak en 1986 llevo a cabo la caracterizacion
molecular y funcional de proteinas contenidas en el organelo apical de T. gondii*".



6

Vollmer en 1987 report6 que las células T cooperadoras facilitan la muerte del parésito por
macrofagos, en donde el interferon gamma cumple un papel preponderante al activar a células
citotoxicas. Mediante la administracion de anticuerpos monoclonales anti-CD4 en ratones cronicamente
infectados, se observo una disminucion de células T, disminucion de quistes, y una limitada proliferacion
de los taquizoitos®!. En 1989 Luft demostrd un incremento de los cuadros de encefalitis por Toxoplasma
en pacientes con SIDA, la cual sucedia después de la disminuciéon de CD4+. Por este hecho, 7. gondii
fue considerado dentro del grupo de patégenos oportunistas®,

Durante el periodo de 1970 a 1992 se llevaron a cabo numerosas investigaciones sobre aspectos
bioquimicos de 7. gondii donde resalta la caracterizacion de la molécula de Glycosilfosfatoinsoitol (GPI)
que juega un papel importante en el anclaje de proteinas de membrana del taquizoito™.

En relaciéon a los mecanismos de invasion del parasito, Werk (1985) report6 el mecanismo de
penetracion de T. gondii a la célula hospedera®*; Sibley y Kranhenbulhl en 19883°, Cesbron en 1989%¢ y
Charif en 19907, demostraron que los componentes de los granulos densos (conocidos como proteinas
GRA) se detectan en forma soluble en el espacio intravacuolar asi como proteinas transmembranales
tanto en la membrana de la vacuola parasitofora (VP) como en la membranas de la red vesiculo-tubular
intravacuolar. La presencia de estas proteinas GRA se relaciond con la maduracion de la VP y en el
comportamiento funcional metabdlico del taquizoito®”. Achbarau en 1991 demostréd que tres proteinas de
micronemos posiblemente estdn involucradas en el reconocimiento y unién a la célula hospedero™.
Leriche y Dubremetz en 1990 y 1991 caracterizaron a las proteinas de las roptria (Proteinas ROP)*4C,

Saffer y Schwartzman 1991 demostraron la participacion de la fosfolipasa A2 (PLA2) en la
invasion celular y que posiblemente actiia de manera conjunta con la secrecion de la proteina ROP1 de
las roptria*!*?.

Mediante el analisis molecular, Osorio 1991 describi6 el genoma de T. gondii*, y se identificaron
genes involucrados en importantes funciones bioquimicas y bioldgicas*®#+4%,

En los afios 80’s, Jonhson, Sharma, Araujo y Remington determinaron que los antigenos de 14,
28,35 y 54 kDa de T. gondii conferian inmunidad pasiva, adicionalmente mediante el uso de anticuerpos
monoclonales se realizé su localizacion topografica en el taquizoito?®?®*. En 1991 Saavedra y cols.,
reportaron una proteina de 54 kDa que confirid inmunidad contra los tres estadios de 7. gondii
proponiéndose su uso para el desarrollo de una vacuna para la toxoplasmosis humana®’.

En 1994 Mondragon y Frixione describieron el papel de los cationes Ca?" y Mg?* en la motilidad
de T. gondii, y en 1995 la importancia de la extrusion del conoide en el proceso de invasividad
caracterizando el papel de calcio intracelular como el disparador de dicho proceso dindmico®'~2.
Adicionalmente esclarecieron las rutas de sefialamiento involucradas en la extrusion del conoide™

De 1997 a la fecha se ha visto un gran avance mediante el uso de la reaccion en cadena de la
polimerasa respecto al diagndstico, con la demostracion de la presencia de DNA de 7. gondii, sin
embargo, hace falta atin consolidar la correlacion entre las manifestaciones clinicas de los pacientes con
los resultados positivos de esta prueba®*™>.

Toxoplasma gondii posee un genoma de 61, 6 megabases y 592 cM, constituido en unidades
genéticas de 104 kb/cM y 14 cromosomas. El genoma es haploide para la mayoria de los estadios, excepto
por una breve fase diploide en el intestino del gato antes de la meiosis®®>’
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Los avances cientificos del siglo XX y XXI nos han permitido conocer mas sobre el Toxoplasma

gondii y la toxoplasmosis, sin embargo, alin existen grandes interrogantes que, mediante la inmunologia,
genética y biologia molecular y la protedmica, nos ayudaran a obtener mayores conocimientos de la
relacion hospedero-parésito.
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2 Resumen

Toxoplasma muestra diversas formas celulares de diferenciacion dependiendo de la etapa de su ciclo
celular, mismas que tienen importancia desde el punto de vista de transmision de la enfermedad y de los
mecanismos de invasion por este organismo. En este capitulo estudiaremos las diferencias morfoldgicas
que presenta cada estadio del parasito; para lo cual podemos entender dichas diferencias como una forma
adaptativa debido a los diferentes ambientes a los que se encuentran expuestas; ya que se enfrenta a
diferentes respuestas del sistema inmune dependiendo de si se encuentra en un hospedero definitivo o
intermediario, asi como la especie especifica dentro de la cual se esta alojando, las barreras que debe
atravesar, etc., por lo cual no es de extrafarse que existan cambios morfoldgicos tanto en los parasitos
como en su nicho intracelular, incluso entre los estadios de alta proliferacion (taquizoitos) y baja
proliferacion (bradizoitos). Ademas, la capacidad que tiene el parasito para diferenciarse de un estadio a
otro rapidamente y de manera reversible, causa un gran interés en el estudio de los mecanismos
involucrados en este proceso que involucra tanto la expresion diferencial de proteinas, la remodelacion
de algunas estructuras especificas de cada estadio y la organizacion de algunos organelos.

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado que se encuentra ubicado en el filo
Apicomplexa, clase Esporozoa y Subclase Coccidia '. Algunos miembros del mismo orden incluyen
Isospora, Eimeria, Neospora y Sarcocystis. T. gondii es la unica especie del género Toxoplasma. El
nombre del género se deriva de taxon, palabra griega que significa arco, y se refiere a la forma de media
luna del taquizoito extracelular cuando aparece in vitro. El nombre de la especie deriva del roedor
Ctenodactylus gondii, del cual se aisl6 por primera vez.

Toxoplasma muestra diversas formas celulares de diferenciacion dependiendo de la etapa de su
ciclo celular, tales formas son: 1) Ooquistes 2) Taquizoito 3) Bradizoito 4) Esporozoito y 5) Quiste
tisular, mismas que tienen importancia desde el punto de vista de transmision de la enfermedad y de los
mecanismos de invasion por este organismo.
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2.1 Ooquiste

Esta forma parasitaria, es el estado clave en la epidemiologia de Toxoplasma gondii. Los ooquistes
esporulados tienen una forma ovoide y miden aproximadamente de 10 a 12 um. Estas son liberadas en
las heces de los gatos al medio ambiente como ooquistes inmaduros no esporulados. Su maduracién o
esporulacion produce ooquistes con 8 esporozoitos infecciosos !. Los ooquistes pueden permanecer
viables hasta por 18 meses dependiendo de las condiciones de humedad presentes 2.

Los ooquistes estan rodeados por un fino velo electrolicido reticulado debajo electrodensa
externa, una electrolicida y una interna moderadamente electrodensa'. Otros estudios han propuesto la
existencia de 5 capas en la pared ooquistica, sin embargo, esto parece estar determinado por el estadio
de maduracion del ooquiste>™.

Adicionalmente hay un micropilo localizado en la superficie de la pared. Esta es una depresion
discoide constituida por tres capas, cada una de las cuales es continua con las tres capas del resto de la
pared del ooquiste. Las capas externa e interna son delgadas mientras que la parte media es gruesa y tiene
forma de copa.

Las funciones bioldgicas del micropilo son desconocidas, se ha observado que en la exquistacion
que es el rompimiento del ooquiste por efecto de las enzimas digestivas, se altera la integridad del
micrépilo permitiendo la liberacion de las formas infecciosas >, Se han observado estructuras similares
a suturas en la superficie de los ooquistes. Durante la exquistacion de 7. gondii, se presenta una
separacion de la capa interna y las suturas '. Los ooquistes se destruyen por la exposicion a amoniaco
(28%), a tintura concentrada de yodo (7% de yodo y 5% de yoduro de potasio) y en agua en ebullicién *

2.2 Taquizoitos

El taquizoito es la forma infectiva asexual, tiene una apariencia arqueada, con un tamafio de 6 a 8 pm °.
El extremo anterior o apical termina en punta, mientras que el posterior es redondo (Figura 1). El parésito
tiene un nucleo, una Uinica mitocondria, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico liso y rugoso, asi como
un apicoplasto. Adicionalmente, tiene una distribucion polarizada hacia el extremo apical de varios
organelos como el conoide, roptrias, granulos densos y los micronemos, que parecen estar involucrados
en los procesos de motilidad, secrecion e invasion celular °.

Peliculo. Rodeando a todo el parasito estd el peliculo, que esta formado por la membrana
plasmatica y un conjunto de vesiculas aplanadas conocidas como complejo membranal interno (CMI).
Esta configuracion le proporciona al parésito una corteza trimembranal que estd relacionada con
secrecion, motilidad y evasion de la respuesta inmune .
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Figura 1 Micrografia de microscopia electronica de transmision de un taquizoito de Toxoplasma gondii
(c) conoide; (1) roptrias; (g) granulos densos; (N) nucleo; (M) mitocondria; (Mn) micronemos; Ap,
apicoplasto. Escala = 1 micra.

Organelos secretores. Durante la invasion de la célula hospedera, asi como durante la
proliferacion en una vacuola parasitofora, se secretan componentes provenientes de diversos organelos
como son las roptrias, los granulos densos y los micronemos.

Roptrias. Tienen forma de saculos alargados que terminan en el extremo apical en un delgado
ducto insertado en el limite inferior del conoide (Figura 1). El extremo anterior (cuello de las roptrias) es
electrodenso, y la porcién posterior o bulbo contiene componentes vesiculares *!°. Se ha propuesto que
el contenido de las roptrias es secretado para alterar la integridad de la membrana de la célula hospedera
y facilitar la penetracion celular '!? (Figura 2).

Las roptrias contienen lipidos, asi como proteinas denominadas RONs y ROPs, derivadas del
cuello y del bulbo respectivamente '*-!°. Las proteinas RON son responsables del ensamblaje de la union
movil, una unioén transitoria entre las membranas plasmaticas del parasito y la célula hospedera, que es
esencial en la primera etapa de la invasion activa, asi como para la formacion de la vacuola parasitofora
(VP) "1 Las proteinas ROP 2°, participan durante la infeccion sobre diferentes blancos dentro de la
célula hospedera 2!,
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A partir de sobrenadantes de cultivos celulares infectados con 7. gondii, se aislé un componente
que se denomind factor estimulador de la penetracion (PEF, penetracion enhancing factor) proveniente
aparentemente de las roptrias, con capacidad de lisar a la célula blanco '22?*2*. Se ha propuesto que ROP-
1 sea el componente PEF o que ROP-1 interaccione con otras moléculas para inducir la actividad
estimuladora de la penetracion !¢, ya que anticuerpos especificos, bloquearon la accion litica de este
factor 2°.

Aunque se conoce parcialmente la secuencia peptidica de ROP-1, no se han encontrado
propiedades enzimaticas o proteoliticas de esta proteina que explique el fendmeno PEF 6.

Micronemos. Son pequefias estructuras ovoides de 30 nm de didmetro ubicadas en el extremo
apical de los taquizoitos (Figura 1, Mn). Alojan en su interior a un conjunto de proteinas adhesivas
conocidas como MIC. Las proteinas MIC son secretadas por un proceso dependiente de calcio al inicio
de la invasion para favorecer la adhesion y la motilidad del parésito sobre la membrana de la célula
hospedera 2°. Se han descrito al menos 20 proteinas MIC 27?8 que incluyen a proteinas solubles y
transmembranales, que expresan diferentes dominios de adhesion. Se ha propuesto que estas proteinas
son exocitadas a la superficie del parasito y translocadas por un movimiento basado en actina desde el
extremo anterior hacia el posterior y eventualmente liberadas incorporadas en vesiculas a través de un
proceso de capping®®-3!.

Figura 2 Micrografia de taquizoito de 7. gondii durante la invasion de macrofagos de raton. En la
internalizacién, el contenido de las roptrias es secretado quedando la vacuola vacia (flecha) pero sin
perder su forma. (N) nucleo de la célula hospedera; (Cit) citoplasma de la célula hospedera; (R) roptrias;
(C) conoide; (Gd) granulos densos; (P), peliculo. Escala= 0.5 pm.
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Granulos densos. Son estructuras esferoidales de unos 200 nm de didmetro, rodeados por una
membrana Unica y que estan ubicados por todo el cuerpo del parasito (Figura 1, Gd). Se han identificado
al menos 25 proteinas de granulos densos conocidas como GRA 1-25 *2**, Su contenido es secretado
aproximadamente veinte minutos después de la invasion *, los productos liberados son usados para
construir una red vesiculo-tubular intravacuolar y la membrana de la vacuola parasitofora (MVP), la cual
impide la fusion lisosomal, protegiendo a los parasitos de los mecanismos intracelulares de defensa 364,

2.3 Apicoplasto

En varios miembros del filo Apicomplexa ha sido encontrado un organelo multimembranal conocida
como “apicoplasto” (Figura 1, Ap). Es un organelo que se form6 como resultado de una endosimbiosis
primitiva secundaria, por la cual un eucarionte primitivo heterotropico fue engullido y retenido en un
eucarionte protosintético, resultando en un plastido con mas de dos membranas *'*°. Tiene su propio
genoma, un DNA circular de 35 kb *> ¢, El apicoplasto es esencial para la supervivencia del parasito,
aunque sus funciones precisas se desconocen *’!, codifica un limitado repertorio de proteinas 2, que
son sintetizadas en ribosomas citoplasmicos e importadas postraduccionalmente; ademas participa en el
metabolismo de lipidos>*. El apicoplasto tiene 4 membranas *?, las dos membranas internas provienen
del endosimbionte primario, mientras que la tercera membrana es la membrana plasmatica de un
endosimbionte secundario y la membrana mdas externa parece estar conectada con el sistema
endomembranoso del hospedero primitivo.
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Figura 3 Estructura del peliculo. A) Diagrama del peliculo; (m) membrana plasmatica; (cmi) complejo
membranal interno; (mt), microtubulos; (pim) particulas intramembranales. B y C corresponden a
micrografias de replicas de criofractura del peliculo de T. gondii, arreglo doble de particulas (cabezas de
flecha grandes); arreglo sencillo de particulas (cabezas de flecha chicas). Escalas= 0.2 um.

2.4 Citoesqueleto

Toxoplasma tiene un citoesqueleto submembranal que ademas de definir su forma, también es esencial
para motilidad, invasion celular y proliferacion intracelular (Figura 3). Est4 constituido por el complejo
apical, los microtubulos subpeliculares, el complejo membranal interno, una red de citoesqueleto
formada por filamentos entrecruzados con distribucién subpelicular y el anillo polar posterior 7. Debido
a su importancia, dichas estructuras, asi como su composicion bioquimica y sus respectivas funciones,
seran revisadas a detalle en el capitulo de citoesqueleto y motilidad.
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2.5 Bradizoitos y esporozoitos

Estas dos formas del parasito son estructuralmente similares a los taquizoitos y sélo difieren en términos
de ciertos organelos y de cuerpos de inclusion. Todos los zoitos poseen sistemas Golgi, RE y
apicoplastos **. En cuanto a micronemos, los taquizoitos tienen un bajo niimero de estos organelos, los
esporozoitos tienen un numero intermedio y los bradizoitos un alto numero, asi como granulos de
amilopectina. Los granulos densos son numerosos en los esporozoitos y taquizoitos, pero limitados en
los bradizoitos. Los granulos de amilopectina son numerosos y relativamente grandes en esporozoitos y
bradizoitos, pero limitados y pequefios o aun ausentes en los taquizoitos. Los tres tipos de zoitos tienen
un nimero parecido de roptrias !.

2.6 Quistes tisulares
La mayoria de las infecciones por Toxoplasma son adquiridas después del nacimiento, ya sea por la

ingestion de quistes tisulares presentes en la carne, o por ooquistes provenientes de las heces de gatos
infectados >,

Los quistes tienen tamafios de aproximadamente 10-100 um, y pueden contener varios miles de
bradizoitos (Figura 4). Estos persisten en los tejidos del hospedero durante toda su vida. Se ha reportado
que bradizoitos individuales pueden escapar de los quistes sin ruptura completa de la pared. Dichos

bradizoitos pueden proceder a invadir células contiguas y con ello dar como resultado los quistes hijos
55-57

comunmente observados en ratones infectados en forma cronica

Figura 4 Quiste tisular de Toxoplasma, a) Contraste de fases de un quiste tisular; la pared del quiste esta
indicada por la flecha. Escala= 5 micras.
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Los quistes tisulares pueden detectarse en animales de laboratorio desde el sexto dia post-
infeccion y son demostrables en el miocardio, musculos estriados y SNC®7!. Los quistes contenidos en
los tejidos pueden perder su infectividad por irradiacion con rayos gamma, temperaturas mayores a 61°C
o congelacion-descongelacion 7.

El estudio de las caracteristicas bioquimicas del quiste tisular tendrd una importante repercusion
en el disefio de vacunas y tratamientos farmacologicos a futuro.
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3 Resumen

Toxoplasma gondii es un patogeno que se desarrolla al interior de las células nucleadas de todos los
hospederos de sangre caliente. Su ciclo de vida involucra dos condiciones de diferenciacién dependiendo
del tipo de hospedero infectado. Cuando el hospedero es un felino (hospedero definitivo), se lleva a cabo
el ciclo sexual de reproduccion y cuando el hospedero no es felino (hospedero intermediario), el parasito
se desarrolla proliferando asexualmente. Las condiciones particulares de cada hospedero para determinar
la reproduccion sexual o asexual son desconocidas a la fecha. Otro aspecto importante en el ciclo de vida
de este parésito es que se han detectado varias formas de diferenciacion, una de ellas es la del taquizoito
que es la forma altamente virulenta y reproductiva y que permanece multiplicandose activamente en
todas las células del organismo y la causante de la sintomatologia de la toxoplasmosis. El parasito en
forma de bradizoito también se aloja en un quiste tisular que lo protege de moléculas y células de la
respuesta inmune, asi como de farmacos antiparasitarios. Los quistes tisulares son una fuente importante
de transmision entre otros hospederos intermediarios y definitivos. El conocimiento detallado del ciclo
de vida de este importante patdgeno humano y de interés veterinario permitira disefiar estrategias para
limitar su crecimiento y eliminarlo del hospedero infectado.

Toxoplasma gondii (T. gondii) es un parasito unicelular e intracelular obligado considerado como
uno de los parésitos mas exitoso debido a su alta capacidad de infectar a una gran cantidad de organismos,
mas de 3000 especies de mamiferos, 30 especies de aves e incluso animales acuaticos' 2. También debe
destacarse las diversas zonas geograficas en donde se le ha aislado, como son zonas rurales, ciudades,
islas, desiertos y regiones polares articas®. La Organizacion Mundial de la Salud estima que més del 25%
de la poblacién humana estd infectada por este parasito*. Los mecanismos por los cuales pueden ser
infectados una gran variedad de organismos se explican por el ciclo de vida de 7. gondii, el cual se
compone por diversos estadios y fases de proliferacion (Figura 5). En el ciclo de vida intervienen
hospederos intermediarios y hospederos definitivos. Los miembros de la familia Felidae, incluyendo al
gato doméstico, son los hospederos definitivos, en donde ocurre el ciclo sexual de reproduccion y en donde se
generan las diversas cepas del parésito®”’. Entre los hospederos intermediarios incluyen a todos los animales
de sangre caliente en donde ocurre el ciclo asexual de proliferacion.
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3.1 Ciclo de Reproduccion Sexual

El ciclo inicia cuando los hospederos definitivos como son los felinos (como el gato doméstico en los
ambientes urbanos) ingieren mediante carnivorismo presas infectadas en cuyos tejidos se encuentran
alojadas las formas infecciosas conocidas como quistes tisulares. Estas son estructuras con una pared rica
en glicoproteinas y con alta resistencia a factores externos y que alojan en su interior a la forma de lenta
proliferacion conocida como bradizoitos de 7. gondii, y que se han encontrado en los estados cronicos
de la enfermedad y se caracterizan por tener una tasa de proliferacion menor en comparacion a la de los
taquizoitos (Figura 5)%°.

En el tracto gastrointestinal del gato se liberan los bradizoitos del quiste tisular por la accion de
las enzimas digestivas intestinales. Los bradizoitos invaden a los enterocitos del intestino delgado del
gato, generando una vacuola parasitofora intracelular (VP)'%!!. La VP dentro de los enterocitos invadidos
resguarda a los bradizoitos los cuales al proliferar se diferencian secuencialmente en cinco formas
asexuales del parasito, es decir con formacion de merozoitos y esquizontes, morfologicamente diferentes
entre si para terminar con dos formas sexuales o diploides del parésito, el macrogametocito o célula
femenina y el microgametocito o célula masculina que es biflagelado'> 3. A este proceso de
diferenciacion se le denomina gametogonia.

El microgametocito es altamente motil, con la capacidad de desplazarse sobre el epitelio intestinal
y de invadir al enterocito que aloja en su interior al macrogametocito, fertilizandolo. La fertilizacion y
los mecanismos moleculares que conducen a la diferenciacion a estas formas sexuales no estd
comprendido en su totalidad, y se tiene escasa informacion acerca de las propiedades bioquimicas de las
dos formas sexuales del parasito. La fertilizacion del macrogametocito da como resultado la formacion
del cigoto, en el que se formara una cubierta quistica rigida para dar lugar al ooquiste (Figura 5).

El ooquiste inmaduro, es excretado en las heces del felino contaminando fuentes de agua y
hortalizas. El ooquiste inmaduro esporula en 2-3 dias bajo condiciones de humedad y temperatura
adecuados, generandose un ooquiste maduro que contiene en su interior dos saculos conocidos como
esporoblastos que contienen cada uno a 4 esporozoitos infectivos (Figura 5). La ingesta de los ooquistes
maduros infectivos por los hospederos intermediarios como animales de granja y el humano, representa
una ruta de transmision de gran importancia para esta parasitosis'®.
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CICLO DE VIDA de Toxoplasma gondii
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Los gatos infectados de esta forma liberan ooquistes en un periodo de 18 dias. A diferencia de
otras coccidias, los ooquistes de 7. gondii son menos infectivos y menos patdgenos en el hospedero
definitivo (el gato) comparado con los hospederos intermediarios (raton, cerdo, humanos, etc.). Un
aspecto interesante es que los gatos infectados liberan ooquistes solo en una etapa de su vida, y
aparentemente infecciones posteriores generan la excrecion de un niimero mucho menor de ooquistes
22 Se ha propuesto que después que un felino ingiere ooquistes esporulados, los esporozoitos se
diferencian a nivel intestinal en taquizoitos por lo cual se puede considerar también como un hospedero
intermediario del parasito?>>. Los taquizoitos se diseminan por todo el organismo e invade muchos
tejidos de los gatos formando quistes tisulares conteniendo bradizoitos.

3.2 Ciclo de reproduccion asexual

La reproduccion asexual de Toxoplasma ocurre en los hospederos intermediarios que incluye a todos los
organismos homeotermos incluyendo animales de granja (res, cerdo, aves, cerdo, etc.) y al humano. Los
hospederos intermediarios se infectan por la ingestion de ooquistes maduros presentes en las fuentes de
agua o de hortalizas contaminadas'?® (Figura 5). En el intestino se liberan los esporozitos de los ooquistes.
Los esporozoitos invaden el epitelio intestinal alojandose en una VP y posteriormente se diferencian al
estadio de taquizoitos, los cuales proliferan rapidamente al interior de una VP en el epitelio intestinal.
Los taquizoitos destruyen los epitelios y atraviesan la lamina basal alcanzando el sistema sanguineo. Una
vez en sangre, se distribuyen por todo el organismo en forma libre o dentro de macréfagos. La
proliferacion y diseminacion tisular con destruccion tisular producen la sintomatologia caracteristica de
la toxoplasmosis aguda que incluye, dolor muscular, dolor de cabeza, fiebre, etc. y que desaparecen
después de 1-2 semanas confundiendo los sintomas con los de una gripe comun.

Durante la infeccion del parasito, se activa el sistema inmune generdndose anticuerpos de los
isotipos IgM, IgA e IgG que, aunque son ttiles para el diagnostico de la parasitosis, no son neutralizantes
del parasito. En pacientes inmunocompetentes, se activa la respuesta inmune celular, que incluye a los
macrofagos y linfocitos, con la liberacion de diversas citocinas, la mas importante para el ciclo de vida
del parasito es el interferon gamma (IFN-y) asi como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-y). Por
razones que se desconocen, el [IFN-a en forma sinérgica con TNFa, induce la diferenciacion de taquizoito
a bradizoito con formacién de un quiste tisular®®. Los mecanismos involucrados en la formacién del
quiste tisular se desconocen, pero el quiste formado permanece en los tejidos por muchos afios e incluso
el resto de la vida del hospedero. Los bradizoitos intraquisticos aparentemente tienen una proliferacion
muy lenta y son la forma de cronicidad de la toxoplasmosis en un individuo inmunocompetente. Aunque
se ha planteado la reactivacion de los quistes tisulares, es decir la salida del parasito del quiste para llevar
a cabo la infeccion y diseminacion del pardsito en el hospedero, se desconocen los mecanismos
involucrados en la activacion y regulacion de este proceso.

En el caso del hombre, la infeccion también puede ser por la ingesta de verduras y agua
contaminada con ooquistes maduros, asi como por consumo de carne mal cocida de animales de granja
(res, cerdo, aves, cerdo, etc.) infectados y que alojan quistes tisulares en sus tejidos. La ingestion de carne
mal cocida, contaminada por quistes tisulares toxoplasmicos representa la segunda ruta mas importante
de transmision de la enfermedad (Figura 5). Los quistes pueden permanecer por un largo periodo de
tiempo en Organos como musculo, corazon, ojo y cerebro, de esta manera ser fuentes de transmision de
la enfermedad, al ser consumidos por otros hospederos?’.
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Una vez consumidos, los ooquistes o los quistes tisulares, ya sea por el hospedero intermediario
o el definitivo (por autoinfeccion), se liberan los esporozoitos o los bradizoitos respectivamente por
accion enzimatica y por el pH intestinal, para invadir de inmediato a los enterocitos. Los esporozoitos y
bradizoitos resisten el pH 4cido y a la accién de enzimas proteoliticas como tripsina!®. Ambos estadios
celulares (esporozoitos y bradizoitos) se diferencian a nivel intracelular para dar lugar a los taquizoitos,
que son formas del parésito altamente motil e invasivas®® y con una gran capacidad para migrar
eficientemente a través el epitelio intestinal y de barreras bioldgicas distribuyéndose por via linfatica y
sanguinea por todo el organismo. Ademas, el taquizoito es el estadio responsable de la diseminacion y
destruccion tisular de 6rganos privilegiados como el cerebro y el ojo y en mujeres embarazadas, la
placenta con destruccion del feto®’.

Toxoplasma puede interiorizarse en las células a través de su fagocitosis particularmente en
macréfagos, neutréfilos y células dendriticas o a través de la invasion activa por el parasito en células no
fagociticas®’. Se ha planteado que los macroéfagos y neutrofilos actian como transportadores del parasito
disemindndolo por todo el cuerpo. Una vez dentro de la célula hospedero, el parasito se aloja en una VP
e inicia un proceso de division conocido como endodiogenia por el que se generan dos parasitos en el
interior de una célula madre. La VP tiene dos principales funciones, proporciona acceso a los nutrientes
(incluyendo aquellos obtenidos desde la vacuola endocitica de la célula hospedera) y evita la fusion de

la VP con endosomas o lisosomas?!.

En el espacio intravacuolar se genera una red vesiculo-tubular que aparentemente sirve de
contacto entre el organismo y el citoplasma de la célula blanco®® *2. Ante la acumulacién de parésitos
dentro de la VP, el T. gondii sale de la célula hospedera destruyéndola. El parésito una vez fuera de la
célula invaden rapidamente a la célula vecina, para asi iniciar la formacion de una nueva VP,
completando asi el ciclo litico®.

Durante la infeccion con el parasito, las células dendriticas, macrofagos y neutréfilos liberan IL-
12, la cual es necesaria para estimular la produccion de IFN-y por las cé€lulas T y asesinas naturales
(NK)**. El IFN-y representa una molécula efectora crucial en la activacion de macrofagos para la
destruccion de los parasitos intracelulares.

La persistencia de IFN-y y TNFa en el hospedero infectado produce en el parasito intracelular la
activacion del proceso de diferenciacion que conduce al taquizoito en su transformacion a un bradizoito
y modificacion de la VP en un quiste tisular. El tratamiento con IFN- y no induce a bradizoitos en cultivos
de fibroblastos humanos>’; sin embargo, en otros cultivos y otras cepas si es capaz de inducirlos, por
ejemplo, si se inducen en macréfagos murinos, debido al estimulo por NO?®. En la cepa RH de T. gondii
que aparentemente no forma quiste, se logré su induccion in vitro con IFN- y*°. Los quistes tisulares
pueden perdurar en los tejidos por varios afios en forma inactiva gracias a la vigilancia del sistema inmune
del hospedero. Sin embargo, en casos de inmunosupresion, los parasitos reemergen del quiste e inician
su diseminacidn tisular alcanzando incluso 6rganos privilegiados y separados por barreras biologicas del
resto del organismo como el cerebro, separado por la barrera hemato-encefélica e incluso invaden al feto
debido a la capacidad del taquizoito de atravesar la placenta como barrera biolégica®’ (Figura 5)

El proceso destructivo causado por 7. gondii puede detenerse mediante la activacion de la
inmunidad celular y la formacion de anticuerpos circulantes que neutralizan al parasito solo cuando se
encuentra fuera de la célula. La accion de los anticuerpos estéd limitada en tejidos poco accesibles, como
el sistema nervioso central y el ojo (Figura 5).
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Ante una primo infeccion, se genera una toxoplasmosis aguda, la cual cuando se presenta en
individuos y animales inmunocompetentes ocurre de forma asintomatica y aparentemente autolimitada.
Después de la induccion de la sintesis y liberacion de IFN- y por células del sistema inmune, los
taquizoitos se transforman en bradizoitos alojados en un quiste tisular que puede permanecer por toda la
vida en los tejidos del individuo dando como resultado la toxoplasmosis cronica (Figura 5).

La toxoplasmosis congénita ocurre en mujeres embarazadas, ya sea por el consumo de ooquistes
o de quistes tisulares presentes en alimentos contaminados, o cuando la mujer embarazada se encuentra
previamente en un estado de toxoplasmosis cronica, en donde el parasito por razones desconocidas sale
de los quistes tisulares e inicia la invasion y la diseminacion tisular atravesando la barrera placentaria y
alojandose en el feto. La mujer que se infecta durante la gravidez puede transmitir el parasito al embrion,
generando asi cuadros graves en el feto y en el recién nacido como la encefalitis toxopladsmica, la
corioretinitis y el aborto®®, (Figura 5). Actualmente se encuentran disponibles en el mercado, reactivos
para el tamizaje neonatal que detectan la presencia de anticuerpos IgG contra el parasito’°.

La caracterizacion de las diferentes etapas que constituyen el ciclo asexual de Toxoplasma se ha
realizado en el modelo murino de infeccion y en cultivo celular!® 4% 4! En zonas articas como Rusia se
detectaron renos infectados con 7. gondii por transmision lateral. Se detectaron taquizoitos en fluidos
corporales, tales como, saliva y fluido lagrimal, por lo cual podrian servir como vehiculo para infectar a
otros renos a través de las membranas mucosas. Este hallazgo considera la toxoplasmosis como una
posible enfermedad de transmision sexual®?.

3.3 Dinamica de infeccion y diseminacion de Toxoplasma

El estudio de la distribucion de los parasitos durante la infeccion ha sido posible mediante el uso de
estrategias de infeccion en modelo animales de experimentacion mediante la inoculacion intratecal de
ooquistes purificados a partir de heces de gatos infectados en el laboratorio o por la alimentacién con
macerados de cerebros de ratones infectados y conteniendo quistes tisulares. Los gatos infectados por
inoculacidn ya sea con ooquistes o con quistes tisulares, pueden permanecen asintomaticos. En contraste,
la infeccion de ratones produce cuadros severos con la muerte del animal por toxoplasmosis*. En el
modelo murino, después de treinta minutos post-infeccion oral con ooquistes maduros, se liberan los
esporozoitos e invaden de inmediato los enterocitos del intestino delgado alojandose dentro de una VP.
Después de dos horas de la infeccion, la mayoria de los esporozoitos invaden a los enterocitos, mientras
que algunos atraviesan la ldmina propia. A las 6 horas post-infeccion, los esporozoitos se encuentran
principalmente en la ldmina propia y en el tejido conectivo, y muchos de ellos se detectan en proceso de
diferenciacion de esporozoitos a taquizoitos en la VP. Por lo cual desde este momento se detectan
taquizoitos invadiendo a endotelios vasculares, macréfagos, células plasmaticas, linfocitos, neutréfilos,
eosindfilos, células del miisculo liso y fibroblastos** 4% 4!, La mayoria de los esporozoitos se diferencian
a taquizoitos en la ldmina propia en un periodo de 12 a 18 horas. La parasitemia se puede detectar en los
ratones desde las 4 horas post- ingestion. A partir de tres dias después de la infeccion se detectan
taquizoitos en diversos drganos extra intestinales.

Dependiendo de las dosis y de las cepas inoculadas de 7. gondii, los ratones infectados con
ooquistes mueren de enteritis durante la primera semana, de neumonia durante la segunda y encefalitis
en la tercera semana. La encefalitis es la principal lesion en ratones que mueren a las 4 semanas después
de la ingestion de los ooquistes'? 40 4446,
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3.4 Infeccion con quistes tisulares en el raton

En comparacion con las infecciones inducidas con ooquistes, la infeccion con quistes tisulares es menos
eficiente y menos virulenta en ratones infectados por via oral, asi como por inoculacién intraperitoneal.
En ratones alimentados a partir de 1000 bradizoitos se obtienen infecciones consistentes. Los bradizoitos
viables logran invadir a los enterocitos del hospedero, y se diferencian en un periodo de 18 horas a
taquizoitos a nivel de la lamina propia del intestino delgado. Los taquizoitos son la inica forma capaz de
migrar hacia los 6rganos extraintestinales a diferencia de los bradizoitos. La parasitemia solo se detecta
hasta las 24 horas*®.

3.5 Persistencia de los quistes tisulares en los tejidos

Las formas de bradizoitos en el interior de un quiste tisular son una parte importante en el ciclo de vida
y en la transmisiéon de la toxoplasmosis. En organismos inmunocompetentes los quistes tisulares
predominan durante la infeccion cronica; sin embargo, estos son producidos tempranamente en la
infeccion. En ratdn, los quistes tisulares se forman de 2 6 3 dias después de la inoculacion parenteral de
taquizoitos*>*. La formacién de los bradizoitos es tardia después de la ingestion oral de ooquistes. Los
quistes tisulares se forman entre los dias 5 y 6 después de la ingestion de bradizoitos*’, y entre el dia 6 y
7 después de la ingestion de ooquistes*® 4.

Desde el punto de vista funcional y estructural, los quistes tisulares son mas susceptibles a la
digestion por jugo gastrico, no obstante, el bradizoito es capaz de invadir a los enterocitos bajo estas
condiciones de pH y soportando enzimas digestivas como tripsina. En quistes tisulares jovenes
(pequenos), los bradizoitos estdin mas empaquetados en comparacion con quistes viejos o de mayor
tamafio. La localizacion y ¢l nimero de quistes tisulares en animales es diferente dependiendo de las
cepas de 7. gondii. En ratas y ratones, el mayor nimero de quistes tisulares se encuentra en el cerebro
mas que en los tejidos viscerales. Sin embargo, en mamiferos mayores (ganado, gatos, ovejas, chivos)
los quistes tisulares poseen un tropismo particular por tejidos musculares mas que en el cerebro*®. Una
vez formados, los quistes tisulares persisten por un largo tiempo, quizas durante la vida del hospedero.
Se ha sugerido que ocasionalmente ocurre la ruptura de los quistes tisulares con la liberacion de los
bradizoitos. Estos bradizoitos son destruidos cuando el hospedero es inmunocompetente.

3.6 Toxoplasmosis y cambio neuroldgicos en personas inmunocompetentes e inmunosuprimidas

Por otro lado, en investigaciones recientes en individuos inmunocompetentes infectados con 7. gondii se
ha asociado un dafio neuronal con trastornos neuropsiquidtricos como la esquizofrenia, enfermedad de
Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, epilepsia, dolor de cabeza y migrafia, intento de suicidio, riesgo
de accidentes automovilisticos®*>2. Sin embargo, en hospederos inmunocomprometidos, como ocurre
con los enfermos de SIDA o en pacientes con cancer, los bradizoitos liberados de los quistes tisulares,
pueden multiplicarse localmente y diseminarse por los 6rganos, por lo cual se considera al parasito como
un patdgeno oportunista. En paciente con SIDA e infectados con 7. gondii se produce encefalitis,
considerada como la manifestacion clinica y se ha considerado que se debe a la reactivacion de
infecciones latentes®* >,

En enfermos con SIDA ocurre un mecanismo de reactivacion que es desconocido y no se sabe si
los bradizoitos de quistes viejos pueden dar lugar a nuevos quistes o tienen que pasar previamente por
un estadio de taquizoito. Los bradizoitos son menos susceptibles a la quimioterapia que los taquizoitos
por lo que los estudios tendran que considerar estas diferencias para la elaboracion tanto de métodos
profilacticos, asi como el desarrollo de vacunas*” >3,
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Otras fuentes de infeccion en humanos incluyen las transfusiones sanguineas, Organos

transplantados a receptores que antes no estaban infectados, manejadores de carne como tablajeros y

trabajadores del rastro que manejan carne cruda infectada
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4 Resumen

Toxoplasma gondii es un parésito complejo el cual tiene una estructura quimica con una gran cantidad
de componentes, en este capitulo se abordan tales sustancias como: Mucopéptidos, glucosamina,
aminoacidos y citocromos, polisacaridos, glucolipidos dentro de los cuales destaca el glucosil-fosfatidil-
inositol (GFI) el cual participa de manera conjunta a la proteina P-30, formando el complejo P30-GFI en
la membrana del taquizoito, jugando un papel importante en la infectividad del parasito en la célula del
huésped. Se aborda la biosintesis de las purinas de la célula huésped y su importancia en la supervivencia
de este parasito que le da la caracteristica de intracelular obligado. Se describe la participacion de la
actina en los procesos de motilidad de Toxoplasma y en la invasion de células. Se considera que
Toxoplasma gondii posee mas de 1000 proteinas, sin embargo, solo unas cuantas se han estudiado de las
formas de taquizoitos, bradizoitos y esporozoitos y de éstas se describe su principales caracteristicas y
utilizacion tanto en el diagnostico como su estudio en modelos in vivo.

Toxoplasma gondii es un complejo parésito, que no obstante a las numerosas investigaciones
sobre este, a la fecha solo se conoce parcialmente su composicion quimica. La membrana del Toxoplasma
contiene mucopéptidos, glucosamina, aminoécidos y citocromos. Por medio de sintesis de las sustancias
quimicas se encontraron hidrogenasas y reductasas, ademas Gutiérrez y Del Rey Calero en 1966
indicaron la presencia de proteinas y volutina; Roch, Varela y Vazquez en 1953 demostraron la presencia
de polisacaridos usando "azul alciano 8GN 50” (Clorometilcuprophtalciamina)!. Recientemente se ha
descrito una familia de cuatro glucolipidos que comparten propiedades con la molécula glucosil-
fosfatidil-inositol (GFI), que asociada a la proteina P30 constituye un complejo de anclaje a la membrana
del taquizoito, éste complejo P30-GFI parece jugar un importante papel en la infectividad que
Toxoplasma gondii realiza en la célula parasitada®.
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4.1 Metabolismo del parasito dentro de la célula hospedera

No obstante 7. gondii posee organelos que son necesarios para existir de manera independiente, el
crecimiento y la reproduccion soélo se lleva a cabo en el ambiente intracelular de la célula hospedera y
dentro de una vacuola parasitofora. El intercambio de moléculas entre el parasito y la célula hospedera
es a través de la membrana de la vacuola parasitofora y es probable que la red vesiculo tubular
intravacuolar desempefie un papel importante®>* Todas las formas de diferenciacion del parasito
contienen mitocondrias funcionales capaces de producir energia para apoyar el crecimiento’. En forma
similar, el parasito no es dependiente completamente de la sintesis de proteinas®, el DNA”® o las
pirimidinas de la célula hospedera °. La ruta para la biosintesis de purinas de la célula hospedera es la
unica via bioquimica identificada de la cual depende el parasito para su supervivencia, por lo que se
explica la necesidad de T. gondii de ubicarse en un hébitat intracelular™'*!!. Esta dependencia metabdlica
se ha utilizado con éxito en el disefio de estrategias terapéuticas enfocadas a la busqueda de inhibidores
especificos y a su vez explica la actividad toxica especifica para Toxoplasma gondii de los inhibidores
de metabolismo de folatos'?.

4.2 Proteinas

Mediante el marcaje con yodo radiactivo de la superficie celular de los taquizoitos, seguida del
isoelectroenfoque de las proteinas solubilizadas de la membrana, se ha demostrado la existencia de cuatro
proteinas principales cuyos pesos moleculares son de 43, 35, 30 y 22 kDa!>!%. Estas proteinas han sido
estudiadas como candidatos para una vacuna y como reactivos para serologia de diagndstico.

La proteina de superficie mas abundante, la p30, constituye el 5% del total de las proteinas del
taquizoito con un peso molecular es de 30-35 kDa en condiciones de reduccion y 27-28 kDa en
condiciones no reductoras. Esta proteina es exclusiva de taquizoitos y no se expresa en bradizoitos o en
esporozoitos'>!*!°. La secuenciacion del gen de p30 ha mostrado que se encuentra conservado en su
secuencia en parasitos de las tres poblaciones genotipicas'®. El p30 es altamente inmunogénico y es uno
de los antigenos reconocidos con métodos inmunodiagnosticos en sueros de pacientes convalecientes y
pacientes en etapa aguda de la toxoplasmosis'®. Esta proteina induce la produccion de anticuerpos
IgG!'*1, 1gM?°22 ¢ IgA?!?*, Se le ha utilizado con éxito para el inmunodiagnéstico de toxoplasmosis
aguda en adultos e infantes infectados congénitamente?>-?’. Potasman y Cols., demostraron que los sueros
de individuos no infectados reaccionaban con la proteina de 30 kDa con el método de Western-blot
sugiriendo la presencia de anticuerpos que ocurren naturalmente, o de una reaccion cruzada®!. Un estudio
posterior demostrd que la intensidad de esta banda, aumentaba después de que se habia infectado con T.
gondii*®. Ademas, p30 estimula las células mononucleares sanguineas periféricas (CMSP) de los
individuos seropositivos para que secreten IFN- y?!, una de las principales citocinas mediadoras de
resistencia contra la infeccion causada por T. gondii*’.

La inmunizacion de ratones con p30 estimul6 la produccién de titulos altos de anticuerpos IgG e
IgM, los cuales, en combinacion con el complemento del suero, fueron téxicas en taquizoitos in vitro'®.
La inmunizacidn con esta proteina indujo la produccion de células T citotoxicas CD8+ contra 7. gondii*’
y cuando se usaron en combinacion, ya sea con Quil A o liposomas, indujeron una inmunidad protectora
en los ratones'®. Estos resultados contrastan con informacion anterior de Kasper y Cols., donde
informaron que los ratones inmunizados con p30 y el adyuvante completo de Freund sufrieron una
mortalidad significativamente mds alta que la infeccion causada en los ratones no inmunizados?®. Estos
estudios demostraron que el tipo de adyuvante utilizado en la inmunizacion, la ruta de inmunizacién y la
ruta de administracion de la infeccion causada, son consideraciones importantes para evaluar los estudios

sobre vacunas en modelos animales.
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Otra importante proteina de superficie de los taquizoitos es el antigeno p22, cuyo gen se ha
clonado y expresado, empledndose con éxito la proteina de fusion recombinante para detectar IgG en
inmunoblots y en el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) en sueros de pacientes con toxoplasmosis
aguda'*!'%2% Su sensibilidad menor para la deteccion de anticuerpos IgA e IgM?**3° sugiere que la
produccion de anticuerpos correspondientes a p22 puede servir como un marcador de una infeccion
pasada (o estadio cronico).

Los taquizoitos en cultivos de tejidos o cultivados en un medio libre de células excretan y secretan
antigenos. Estos antigenos de excrecion/secrecion (ESA) constituyen el 90% del antigeno de Toxoplasma
que circula en el hospedero®!3*. El papel de los ESA en la respuesta inmune del hospedero ha generado
interés, ya que son altamente inmunogénicos al producir tanto anticuerpos, como respuestas inmunes
protectoras mediadas por células T>**336, De los ESA, se han estudiado mas ampliamente las proteinas
p28 y p23; p28 es un antigeno intracelular presente en los granulos densos y es secretada por los
taquizoitos*>=7-%%, esta proteina, también es un componente menor de la red reticular rica en proteinas
secretada por el parésito en la vacuola parasitofora. La transferencia pasiva del antisuero monoclonal
F3G3 especifico contra p28 y a otro antigeno citoplasmico de peso molecular aparente de 58 kDa, genero
una proteccion importante contra la exposicion al parasito. Ademas, la inmunizacion de ratones con el
antigeno purificado en columnas de afinidad también indujo una proteccion significativa®’. Se ha
demostrado que la proteina recombinante de este antigeno es reconocida por los sueros de humanos
infectados con 7. gondii.

Por otra parte, el antigeno p23 es una proteina de granulos densos, tanto de taquizoitos como de
bradizoitos y que se secreta en la red vesiculo-tubular que se encuentra al interior de la vacuola
parasitofora®®*#!. La proteina recombinante es reconocida ficilmente por los sueros de pacientes con
infeccion cronica, pero con menos facilidad en aquéllos con infeccion aguda®!:

Otra proteina interesante aislada de los taquizoitos es el factor estimulador de la penetracion
(FEP), cuya ubicacion probablemente sea dentro de las roptria*!. La molécula FEP se ha propuesto que
corresponde a la proteina de roptria ROP1, la cual se ha secuenciado y clonado. La proteina recombinante
respectiva tiene un peso molecular aparente de 75 kDa, mientras que la forma nativa en el lisado de 7.
gondii es de 60 kDa*?. Como lo sugiere su nombre, la entrada del parésito en las células hospedero, se
intensifica después de la incubacién con ésta proteina*'***. En concentraciones altas, esta proteina
también rompe la integridad de la membrana de la célula hospedera**. También una proteina de 60 kDa
del taquizoito de 7. gondii es reconocida con alta frecuencia por los anticuerpos IgM presentes en sueros
de pacientes con infeccion aguda y otra proteina de 12 kDa reconocida por anticuerpos IgG en fase
crénica, ademas una de 66 kDa que es la mas frecuentemente reconocida, tanto en pacientes cronicos
como agudos; actualmente se realizan estudios adicionales para su posible uso como marcador de
infeccion aguda®.

Otras proteinas interesantes incluyen una proteina de membrana de 54 kDa potencialmente
protectora y que es identificada por células T humanas*; se han reportado antigenos de esporozoito y
ooquistes de especificas de estadio de diferenciacion*’*®, proteinas de granulos densos*>!, proteinas de
micronemos>?y la familia de proteinas de roptria*>>3.

Mediante estudios inmunoquimicos, se identificaron proteinas de taquizoitos de 7. gondii
cultivados en células Vero y en ratones. Los principales componentes de ambas preparaciones
demostraron ser proteinas con pesos moleculares de 47, 34, 24, y 22 kDa’3.



41

Los mecanismos moleculares precisos que se llevan a cabo durante el proceso de diferenciacion
de taquizoito a bradizoito y las adaptaciones metabolicas que ocurren durante esta etapa de conversion,
son poco conocidos. Se ha encontrado que inhibidores de la respiracion mitocondrial inducen la
diferenciacion de taquizoito a bradizoito.

Adicionalmente se han descrito algunos de los componentes que participan en el metabolismo de
carbohidratos. Se ha descrito una enolasa ENOI1 especifica de bradizoito, asi como una enolasa ENO2
que es especifica de taquizoitos. El andlisis por Western blot utilizando anticuerpos policlonales
generados contra las enzimas recombinantes respectivas, reveld que las enolasas nativas de taquizoito y
de bradizoito son antigénicamente distintas>*.

Mediante inmunofluorescencia y crio-microscopia electrénica se demostrd que la proteina B10
que contiene 318 aminoacidos y tiene un peso molecular de 41 kDa, es una nueva proteina de los granulos
densos, llamada GR9. GRAY, y otras proteinas como GRA2, GRA4 y GRA®6, se asocian con la red
vesiculo-tubular conectados a la vacuola parasitofora. Al igual que las otras proteinas, GRA9 se secreta
en la vacuola desde el extremo anterior del parasito, existiendo tanto en una forma soluble como una
insoluble. Las propiedades duales de GRA9 se deben a la presencia de hélices alfa anfipaticas hidréfobas
y por la presencia de regiones hidrofilicas™.

La reestructuracion de la cromatina en 7Toxoplasma precede a eventos estrictamente regulados,
como la transcripcion del ADN, la replicacion y la reparacion. Un tipo de remodelacion de la cromatina
implica la modificacion covalente de los nucleosomas mediante complejos de histona acetiltransferasa
(HAT). Se ha identificado una particula GNAT de 7. gondii y otra llamada MYST (por los miembros
MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 y Tip60) presentes en apicomplexa (TgMYST -A y -B). El locus genémico de
TgMYST-A es singular y genera una transcripcion de aproximadamente 3,5 kb que puede codificar dos
proteinas de 411 y 471 aminoacidos. El mRNA de TgMYST-B es de aproximadamente 7,0 kb y codifica
un segundo homologo MYST. Con un anticuerpo anti-TgMYST se reveld que tanto las formas larga y
corta del TgMYST-A (esta ultima predominante) estan presentes en el nicleo, asi como en el citoplasma.
El analisis bioinformético del genoma de Toxoplasma reveld numerosos homologos que operan en los
complejos MYST nativos. La caracterizacion de TgMYST representa otro paso importante hacia la
comprension de la regulacion de la expresion génica en protozoarios patdogenos y da una idea de la
evolucion en la forma en que estos procesos operan en células eucariotas en general®®.

En los genomas nucleares de parasitos apicomplexas, se encontraron dos genes que codifican para
dos subunidades de citocromo ¢ oxidasa, Cox2a y Cox2b. Se explord su distribucion en el parésito
utilizando para ello anticuerpos generados contra un péptido sintético de 14 residuos de la COX2A y
contra una proteina recombinante COX2B con una etiqueta de 6 histidinas. El andlisis
inmunocitoquimico demostrd que las proteinas COX2A y COX2B se localizaban en la mitocondria del
parasito. Una fraccion enriquecida en mitocondrias exhibi6 una captacion de oxigeno sensible al cianuro
en la presencia de succinato. Las mitocondrias de 7. gondii se solubilizaron y sometieron a electroforesis
en geles de 2D, las manchas de proteinas seleccionadas se sometieron a analisis de espectrometria de
masas y se identificaron polipéptidos de complejos mitocondriales III, IV y V. Las subunidades COX2A
y COX2B co-migraron con el complejo IV, por lo tanto, son subunidades de la citocromo ¢ oxidasa del
parésito’’.
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La motilidad de parasitos como Toxoplasma esta basada en la actina para la invasion de células,
sin embargo, la actina convencional no parece ser necesaria para la division celular en estos parasitos.
Los Apicomplexas también contienen una variedad de proteinas relacionadas a actina (ARPS).
Recientemente se identifico una molécula de esta familia de la actina conocida como la proteina 1,
(ALP1), que desempefia un papel en el montaje de componentes vesiculares reclutados para el complejo
membranal interno (IMC) de las células hijas durante la division celular y se localiza en todo el

citoplasma %,

Los esfingolipidos son componentes esenciales de las membranas celulares eucariotas, en
particular de la membrana plasmatica y estan involucrados en una serie diversa de vias de transduccion.
Los mamiferos producen esfingomielina (SM) como el esfingolipido complejo primario a través de la
SM sintasa. Se estudio la ruta de biosintesis de los esfingolipidos, el analisis bioinformatico indic6 la
presencia de ortologo de la sintasa putativo SM en Plasmodium falciparum (el agente causante de la
malaria) similar a la encontrada en 7. gondii (TgSLS). Posteriormente, se demostrd que en cepas KO
para la TgSLS, la complementacién con un ortélogo funcional de la levadura IPC sintasa (AURI1p)
restaurd la funcién y le otorgd resistencia a la inhibidor aureobasidina AURIp A. In vitro, los
recombinantes TgSLS mostraron actividad de la IPC sintasa y, por primera vez, se demostr6 la presencia
de IPC en los extractos de lipidos de T. gondii por espectrometria de masas™.

La unioén del parasito a la célula hospedera es un requisito previo para la invasion y es probable
que requiera el reconocimiento de moléculas en la superficie de la célula hospedera. Se ha informado de
que la adhesion de taquizoitos a la célula hospedera puede ser inhibida por una variedad de
glicosaminoglicanos sulfatados solubles (GAQG), tales como sulfato de heparan.

Mediante el uso de zeolitas acopladas a heparina en la ausencia de las células hospedera y
observacion por microscopia de fuerza atdémica y microscopia confocal, se detectaron sitios de union a
heparina en la superficie de los taquizoitos. Adicionalmente, se encontr6 que las proteinas ROP2 y ROP4
de roptria y GRA2 de granulos densos y SAGI se asocian a la membrana de la célula hospedero a través
de los GAGs. Estos estudios sugieren que las interacciones entre los GAGs sulfatados y los antigenos de
superficie del parasito 7. gondii contribuyen a la adhesion del parasito con la célula hospedera, a fin de
iniciar el proceso de invasion. Los componentes de roptrias y granulos densos pueden desempefiar un
papel importante durante el establecimiento de la infeccion y durante la vida del parasito dentro de la
vacuola®®®!, Otras proteinas como la caldmodulina, actina, miosina y algunos cationes como el calcio y
otras moléculas, se describen en los capitulos de invasion celular y cistogénsis de 7. gondii.
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4.3 Variantes genotipicas de Toxoplasma gondii

Las diferencias en la virulencia y en el tiempo de generacion en el cultivo, fueron indicios experimentales
que sugirieron la existencia de variantes genotipicas en las diferentes cepas de Toxoplasma gondii .
Estas pruebas se correlacionaron con el tiempo del cultivo de tejidos®>**. Se ha observado también un
aumento en la virulencia de una cepa dada de Toxoplasma después de evaluaciones repetidas en ratones
6566 Las explicaciones que se han dado a éstas diferencias en virulencia, son referentes a la estructura
proteica/antigénica en las diferentes cepas estudiadas mediante el uso de electroforesis bidimensional
demostrandose que cepas de Toxoplasma que difieren marcadamente en su virulencia en los ratones,
muestran patrones casi idénticos de proteinas de la membrana " Esto ampli6 los hallazgos de un estudio
anterior que compard los estudios electroforéticos de diferentes cepas de Toxoplasma usando
electroforesis en tubo®. La primera prueba que indicé diferencias antigénicas en las cepas, la presentaron
Suggs y Cols.®, que demostraron que los anticuerpos de conejos inmunes a antigenos de cepas diferentes
tuvieron distinta reactividad cruzada con Besnoitia spp usando anélisis de proteinas en Western blot;
otros investigadores demostraron que en diferentes cepas se compartian proteinas importantes, pero que
existian antigenos especificos de cepa*®. Otros investigadores descubrieron con ayuda de un anticuerpo
monoclonal, que el antigeno de membrana de 23 kDa, solo se expresaba en cepas virulentas 7°.

Con el uso de isoenzimas también se caracterizaron diferencias entre las cepas de 7. gondii. En
tres cepas altamente patdgenas que no produjeron quistes en los gatos, se presentd un patron de
isoenzimas que fue diferente al de las cepas no letales que producen ooquistes las cuales generaban dos
patrones diferentes’!.

La existencia de tres linajes clonales de Toxoplasma se demostrd finalmente, a través del analisis
genético de diferentes cepas de Toxoplasma realizados mediante la reaccion de la cadena de la polimerasa
y determinacion de polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (PCR/RFLP) para loci de
diferentes genes, tales como SAG/ y SAG2. El andlisis de poblacion genética indicd que la propagacion
de T. gondii es primariamente, aunque no exclusivamente, por reproduccion asexual clonal o por una
reproduccion sexual uniparental resultando en una estructura poblacional inusual consistente en tres
linajes predominantes que han sido designados como tipos I, I y ITI"% 7374,
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5 Resumen

Los parasitos apicomplexa son un antiguo grupo de parasitos protozoarios que incluye varios patogenos
importantes de seres humanos y animales como es el caso de Toxoplasma gondii. Para orientarse e invadir
a las células hospedero y mantener un estilo de vida intracelular Toxoplasma utiliza un mecanismo de
motilidad basado en su citoesqueleto y en la secrecion de organelos. Este parasito utiliza una forma tnica
de locomocion dependiente de sustrato conocido como motilidad por deslizamiento la cual es accionada
por el sistema actina-miosina, que forman parte del sistema multiproteico conocido como glideosoma,
este sistema a su vez forma parte del citoesqueleto subpelicular de Toxoplasma compuesto también por
el conoide, los microtubulos subpeliculares y el complejo membranal interno (CMI).

En conjunto, la comprension de la arquitectura del parasito es importante para apreciar la
morfologia y los aspectos mecanicos que utiliza para una exitosa invasion celular y diseminacion. Estas
caracteristicas le confieren a Toxoplasma la capacidad para poder transcender entre las especies, por lo
que su estudio abriria nuevas alternativas hacia la busqueda de un tratamiento contra este parasito.
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El citoesqueleto subpelicular del Apicomplexa, Toxoplasma gondii, es una estructura altamente dinamica
y compleja que participa en la motilidad, invasién a la célula hospedera, proliferacion intracelular y salida
de la célula hospedera, completando asi el llamado ciclo litico!. A continuacién se describiran las
caracteristicas del citoesqueleto subpelicular de Toxoplasma, mostrado en la Figura 6.

Complejo Apical. Una de las caracteristicas estructurales unicas de las especies que conforman
a los Api complexas es la presencia del llamado complejo apical en el extremo anterior del parasito, el
cual esta constituido por el conoide, los anillos polares y pre conoidales, y por dos microtibulos cortos
centrales 2.

El conoide se localiza en el polo apical y es una estructura fibrosa en forma de cono truncado
constituida por subunidades organizadas con una direccion helicoidal en sentido contrario a la de las
manecillas del reloj, (Figura 6)°>. Estd formado por 14 filamentos organizados en espiral de
aproximadamente 430 nm de longitud. El conoide mide cerca de 280 nm de largo y 380 nm de diametro,
y puede extenderse o retraerse dentro del anillo polar apical en un proceso conocido como “extrusion del

conoide” 3.
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Figura 6 Diagrama del citoesqueleto subpelicular de taquizoito de 7. gondii.
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Hay 2 microtubulos intraconoidales que miden el doble de la longitud del conoide, los cuales se
ha propuesto que sirven para orientar la disposicion del cuello de las roptrias al interior del conoide, a fin
de facilitar una secrecion unidireccional durante la invasion. Dos anillos preconoidales ubicados por
encima del conoide, el anterior con un didmetro de 215 nm y el posterior de 260 nm, cuya funcidn es
desconocida®. Y dos anillos que se encuentran inmediatamente por debajo del conoide; el anillo polar, el
cual parece estar formado por dos unidades aparentemente idénticas y con una ubicacion fija,
independientemente de la posicion que presenta el conoide (Figura 7). Se ha propuesto que el anillo polar,
cumple la funcion como centro organizador de microtubulos (COMT), ya que los microtubulos
subpeliculares se encuentran asociados por su extremo anterior a este anillo (Figuras 6 y 7). Se ha
sugerido que en esta zona podrian existir las condiciones para que los microtubulos sean enucleados,
ensamblados y finalmente anclados y estabilizados? *.

Vista transversal

Figura 7 Complejo Apical y Microtabulos Subpeliculares a) Citoesqueleto de un taquizoito
insolubilizado con Triton X-100 (Escala= 0.2 um); b) Diagramas de la organizacion general de
microtibulos subpeliculares: conoide (c), anillo polar (ap); anillos preconoidales (apc); microtibulos
cortos pareados (mp).
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La extrusion del conoide es un evento sensible a la concentracion de calcio intracelular. Puede
ser inducida in vitro utilizando ionéforos para calcio o etanol 0.5M 3, y se inhibe con citocalasina D
(CD) o Butanedione monoxime (BDM), sugiriendo la participacion de un sistema actina-miosina. En el
conoide se han identificado: o-tubulina ¢; dos proteinas de union a calcio TgCAM1 y TgCAM?2 cada
una con dos dominios de mano EF (sitio de unién a calcio) ’; la cadena ligera de dineina TgDLC, que es
una proteina pequefia de aproximadamente 8 kDa que presenta una similitud del 86% con las cadenas
ligeras de dineina de raton y humano ’; y una proteina que contiene un dominio MORN (por sus siglas
en inglés: membrane occupation and recognition nexus). La TgeMORNI1 de Toxoplasma, es una proteina
de aproximadamente 41 kDa con 14 repetidos de un motivo conservado de 23 aminoacidos, el dominio
MORN, el cual es altamente conservado desde bacterias hasta mamiferos, pero su funcion es
desconocida. De las proteinas que contienen este dominio las mas estudiadas son las de la familia
junctofilina, las cuales estan involucradas en interacciones membrana-citoesqueleto . En Toxoplasma,
esta proteina se encuentra asociada con el huso mitdtico y con los anillos, anterior y posterior °, y es
esencial para el ensamblaje del complejo basal '°. Las centrinas son proteinas de unioén a calcio
pertenecientes a la superfamilia manos EF; estas proteinas juegan un papel principal en la duplicacion y
en el funcionamiento del cuerpo basal en células ciliadas, aunque también se ha localizado en el
centrosoma y recientemente se ha descrito su participacion en la reparacion de lesiones en el DNA
inducidas por rayos UV ',

Otras proteinas que se han encontrado en el conoide incluyen a una proteina de unién a los
microtiibulos intraconoidales TgICMAP (microtibulos intraconoidales) de 135 kDa que contiene un
dominio coiled-coil parecido a SMC (Mantenimiento estructural de Cromosomas) que se une a
microtibulos in vitro estabilizandolos'?.

La proteina IMC15, ademds de formar parte del CMI, también se ha detectado en el anillo
preconoidal anterior y es una de las primeras proteinas en formar parte del ensamble de las células hijas
13 y 1a proteina RNG (anillo polar apical) cuya funcién es desconocida, pero aparece en las células hijas
justo después del desensamble del parasito madre'*. Microtibules. Toxoplasma tiene tres poblaciones
de microtibulos, los microtubulos subpeliculares, dos microtiibulos cortos intraconoidales (Figura 6 'y 7)
y los microttibulos del huso mitdtico necesarios para la replicacion'. Los 22 microtiibulos subpeliculares
se extienden helicoidalmente desde el anillo polar apical que sirve como su centro organizador hasta tres
cuartas partes de la longitud completa del parasito (Figuras 6 y 7). El extremo mas alejado al anillo polar
apical es el extremo + y no parecen estar bloqueados por alguna proteina cap que limite su crecimiento.
Estos microtiibulos definen la forma de media luna del parésito y su disposicion en espiral determina el
tipo de motilidad por deslizamiento helicoidal sobre el sustrato o durante la invasion. La motilidad, la
extrusion del conoide y la invasion, no son inhibidos por drogas despolimerizantes de microtibulos por
lo que estos aparentemente noparticipan en dichos eventos '® 17,

Proteinas asociadas a microtubulos. Los 22 microtiibulos subpeliculares se encuentran anclados
a la cara citosolica del complejo membranal interno (CMI) por medio de particulas intramembranales
(pim), las cuales fueron observadas en el peliculo por criofractura '°. Las pim estdn distribuidas en el
CMI formando lineas longitudinales sencillas o dobles '; éstas tltimas se forman cada 32 nm y coinciden
con la posicion de los microtibulos subpeliculares actuando como proteinas asociadas a microtibulos
(MAPs) (Figura 8). A pesar de que la identidad de dichas particulas permanece desconocida, se han
propuesto algunos candidatos como TgILP1, una proteina pequeiia localizada en el CMI cuyo homologo
en Plasmodium (PbG2) es esencial para mantener la morfologia del parasito '® y las proteinas
oligoméricas con multiples pases transmembranales, GAPM1, GAPM2 y GAPM3 > 2 las cuales
también presentan homoélogos en Plasmodium que co-inmunoprecipitan tanto con alveolinas como con

componentes del glideosoma '°.
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Figura 8 Peliculo de Toxoplasma gondii la imagen corresponde a una micrografia de MET y criofractura
del peliculo de un taquizoito. Pim, particulas intramembranales, m, membrana. Escala= 200 nm.

Los microtibulos subpeliculares, en comparacion con los microtibulos de otros organismos, no
son dinamicos y son inusualmente estables al frio y a la extraccion con detergentes, caracteristicas que
le son conferidas por la proteina SPM1 2!; la pérdida de ésta proteina ademas de reducir el tamafio del
taquizoito, es esencial para la localizacion de otras proteinas en los MTs, como TrxL1 y TrxL2 (proteinas
similares a tioredoxina) 2. Sin embargo, la ausencia de SPM1 o SPM2 (una proteina asociada a
microtubulos independiente de SPM1), no altera la asociacion entre los MTs y el CML

El genoma de Toxoplasma contiene genes que codifican para varias subunidades de cinesina,
dineina y algunos componentes de dinactina (Arpl, p25, p27 y p62), un complejo proteico que regula la
actividad motora de microtubulos 2. Tiene 19 genes diferentes que codifican para cadenas pesadas de
cinesina; aunque no han sido estudiadas hasta el momento, la cinesina Kinl de Plasmodium ha sido
utilizada para estudios estructurales, mostrando tener una funcion de despolimerizacion de MTs mediante
la hidrélisis de ATP 2*25. Se han descrito 10 genes que codifican para cadenas pesadas, con dominio
motor de dineina (DHCs), asi como diferentes tipos de cadenas ligeras e intermedias, como la cadena
ligera tipo 1, Tc-Tex-1, Roadblock/LC7, el factor de ensamble axonemal, la cadena ligera axonemal y la
cadena intermedia axonemal ?°. La cadena ligera de dineina (TgDLC8a) se localiza en la region apical
de taquizoitos, mientras que las proteinas TgDLC8b, TgDLCS8c y TgDLC8d presentan una distribucion
citosolica *’.



55

Complejo Membranal Interno (CMI). El complejo membranal interno, subyacente a la
membrana plasmatica, esta formado por vesiculas aplanadas y rectangulares fusionadas entre si, y que se
extienden desde el anillo polar apical hacia el anillo polar posterior, dejando descubiertos ambos
extremos 8. El contenido luminal de las vesiculas membranales aplanadas no ha sido definido en
Apicomplexas, sin embargo, en el alveolata Paramecium, se ha demostrado que funciona como un
almacén de calcio ¥, dejando la posibilidad de que tenga la misma funcién en Toxoplasma. En este
complejo membranal se han identificado principalmente tres familias de proteinas, las proteinas IMC
(Inner Membrane Complex), las proteinas ISPs (IMC Subcompartment Proteins) y las proteinas GAP
(Glideosome Associated Proteins). Las proteinas IMC nombradas IMC1 a IMC24 7> 13:21:30-33 contienen
una serie de repetidos conservados los cuales fueron llamados repetidos alveolina **. Los motivos
alveolina contienen dominios conservados ricos en valina y prolina compuestos de los subrepetidos
“EKIVEVP” y “EVVR” 0 “VPV”, siendo la IMC2 la {inica que no contiene dominios alveolina **. Las
proteinas ISPs nombradas ISP1 a ISP4, han sido utilizadas para delinear subcompartimentos del CMI
durante la division del parasito 3> 3¢, Las proteinas GAP40, GAP45, GAP50 y GAP70 participan en la
formacion del glideosoma (Figura 9) ¥’. Adicionalmente, hay una proteina similar a actina, la ALP1 la
cual se ha propuesto, participa en el ensamble de componentes vesiculares reclutados en el complejo
membranal interno durante la division celular 3%,

Glideosoma. El glideosoma (Figura 9) es un complejo multiproteico asociado al peliculo, el cual
es el responsable de generar el impulso para el movimiento de deslizamiento (gliding)*®. Est4 compuesto
por miosina A (TgMyoA), la cual se encuentra unida a las proteinas asociadas al glideosoma TgGAP45
y TgGAP50. La proteina GAP50 es el principal anclaje al CMI, mientras que GAP45 se extiende en el
espacio formado entre la membrana plasmatica y la membrana externa del CMI y se mantiene anclada a
ambas membranas gracias a modificaciones lipidicas; en este espacio MyoA se encuentra unida a los
filamentos de actina, los cuales se mantienen asociados indirectamente, por medio de una proteina no
identificada hasta el momento *°, al complejo formado por la proteina TgMIC2. Mientras que la actividad
motora es regulada gracias a la fosforilacion de la cadena ligera de miosina (TgMLC1) y a la unién a
calcio de dos cadenas ligeras esenciales (ELC1 y ELC2) 442,
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Membrana de la célula hospedera

Sentido del
Movimiento

Sentido del
Movimiento

Figura 9 Representacion del glideosoma involucrada en el gliding. Las interacciones entre moléculas de
miosina y filamentos de actina entre otras en el peliculo del parasito podrian generar una interaccion con
algun receptor (atin desconocido) de membrana de la célula hospedero para activar el movimiento de
deslizamiento o gliding. (El diagrama fue modificado de Soldati, D. et al. The glideosome: A molecular
machine powering motility and host-cell invasion by Apicomplexa. Trends in Cell Biol. 14, 528-532.
2004).

Red submembranal de citoesqueleto. La extraccion de proteinas de Toxoplasma con
detergentes y sales biliares han revelado la existencia de una estructura filamentosa asociada al
citoesqueleto de microtubulos subpeliculares a la que se le ha otorgado una funcién en la generacion y
mantenimiento de la forma celular 313343,

Esta red se encuentra asociada al complejo membranal interno, aunque todavia no se ha
esclarecido su ubicacion topografica fina en el complejo trimembranal que conforma el peliculo (Figura
6 y 8). Tiene una distribucién cortical que abarca todo el parasito, estd formada por filamentos
entrecruzados de aproximadamente 10 nm y parece estar anclada a los anillos anterior y posterior.
Aunque esta estructura es rica en actina, se ha identificado la presencia de algunas proteinas IMC 3% %3,
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Actina. En Apicomplexas la presencia de los filamentos de actina ha sido ampliamente
cuestionada; no obstante, son organismos altamente mdtiles cuya dindmica es inhibida por drogas
despolimerizantes de actina F tales como citocalasina D ***’. Aunque actina estd presente
bioquimicamente en cantidades significativas, se conoce poco acerca de la organizacion estructural de
actina F en estos organismos. Se ha planteado que aproximadamente el 98% de la actina de Toxoplasma
es globular y esta distribucion no es modificada por la adicion de agentes polimerizantes de actina como
falacidina, MgCly, actina exdgena, espermina o fosfatidilinositol1-4,5-bifosfato (PIP>).

Hasta el momento existe una gran controversia ya que se ha observado la estabilizacion de
filamentos de actina por falacidina *%, mientras que otros concluyen que la falacidina no ha sido til en
la identificacion de los microfilamentos de Apicomplexas *> %2, La exposicion de taquizoitos a
jasplaquinolida, una droga estabilizante de filamentos de actina permeable a membrana, induce la
polimerizacion de filamentos de actina en el extremo anterior en asociacion con el conoide, donde se
forma una proyeccion apical prominente cubierta de membrana *°. Estos filamentos fueron decorados
con el subfragmento 1 de miosina, demostrando que son filamentos de actina. En algunos parasitos el
material filamentoso también fue encontrado por debajo del complejo subpelicular de microttibulos, el
CM]I, y en la region posterior de algunos parasitos. El tratamiento con la droga ocasiond una inhibicion
reversible de la invasion, sugiriendo que la dindmica de polimerizacion-despolimerizacion de actina es
un proceso necesario para la invasion y motilidad #.

Proteinas de union a actina. EI motor de actina-miosina requiere de proteinas accesorias que
ayudan a la polimerizacion-despolimerizacion de actina, asi como de moléculas de asociacioén con otras
estructuras del citoesqueleto que también participan en la motilidad. Comparado con los mamiferos, los
Apicomplexas cuentan con un grupo limitado a unas docenas de genes que codifican para proteinas que
interactian con actina >*. De los cuales en Toxoplasma se han descrito; el factor despolimerizante de
actina (ADF), una proteina citoplasmica de 118 aminoacidos con un peso molecular calculado de 13.4
kDa la cual posee cierto grado de similitud con cofilina y actoforina, dos proteinas que unen mondémeros
de actina que promueven la despolimerizacion de sus filamentos, actividad que también realiza el ADF
de Toxoplasma >* >°; Toxofilina, una proteina de 27 kDa que se une a monémeros de actina (G-actina)
inhibiendo su polimerizacion, generalmente se localiza en el citoplasma y durante el evento de
exteriorizacion es ubicada en el extremo apical *’.

Miosina. Las miosinas de los Apicomplexas son ampliamente conservadas en el filo y son
atipicas. Toxoplasma expresa 11 miosinas: TgMyoA a TgMyoK %9, las cuales se encuentran clasificadas
entre las clases VI, XIV, XXII, XXIII y XXIV. La clase XIV se encuentra dividida en tres subgrupos (a,
b y ¢). MyoA y MyoD pertenecen a la clase XIVa. TgMyoA es una cadena pesada pequeiia de miosina
con cuello corto y sin cola %, Mediante fraccionamiento subcelular se ha sugerido que se encuentra
asociada a dominios de membrana, mientras que en pardsitos intracelulares es detectada en forma
punteada cerca del polo apical del parasito, distribucion que se ve afectada en parasitos en movimiento,
localizdndose en forma de parches en el extremo apical, consistente con el papel que juega durante el
movimiento de deslizamiento *°; su localizacion correcta depende del extremo carboxilo, esencialmente
de 2 residuos de arginina *°. TgMyoD es la miosina mas pequefa detectada en Toxoplasma, esta
intimamente relacionada con TgMyoA compartiendo el 55 y 70% de identidad en la secuencia primaria
y similitud respectivamente.
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TgMyoB/C y TgMyoE pertenecen a la clase XIVb. TgMyoB y TgMyoC estan codificadas en el
mismo gen por un splicing alternativo cambiando solamente en el extremo carboxilo terminal, sin
embargo, presentan diferencias en su localizacion subcelular y solubilidad. TgMyoC se localiza en los
extremos apical y posterior del CMI *¢, mientras que TgMyoB se localiza de forma punteada en el citosol;
ambas proteinas estan implicadas en el proceso de division del parasito °*-%2. TeMyoE ha sido identificada
exclusivamente en bradizoitos y su funcién es desconocida hasta el momento %°. TgMyoH pertenece a la
clase XIVc, a diferencia de las otras miosinas de la clase XIV, TgMyoH contiene un largo dominio de
cuello, gracias a los dominios conservados que contiene se ha predicho su participacion durante la
division celular y la formacion de la envoltura nuclear, sin embargo, no existen datos experimentales que
soporten la funcion sugerida 3.

TgMyoF pertenece a la clase XXII, presenta seis repetidos WD40, los cuales han sido implicados
en funciones de regulacion transcripcional y transduccion de sefiales **, sin embargo, la funcion de las
miosinas clase XXII es desconocida. Las miosinas TgMyoG (clase XXIII), TgMyol (claseXXIV),
TgMyol y TgMyoK (clase VI) no han sido estudiadas hasta el momento.

Motilidad de Toxoplasma gondii. Las células tienen la capacidad de moverse en algin momento
de su vida, mientras que algunas no son muy activas, otras, como las células del sistema inmune y las
amebas son extremadamente motiles; esta motilidad estd dada por el citoesqueleto de las mismas y
depende de las proteinas actina y tubulina . Mientras algunas células se mueven a través de un medio
acuoso con ayuda de cilios o flagelos, la mayoria de las células que se deslizan sobre un sustrato lo hacen
sin un organelo de locomocion, por ejemplo, el movimiento ameboideo implica una serie de cambios
morfoldgicos del parasito a medida que este avanza a través del sustrato . Los mecanismos de motilidad
como en el caso de los pardsitos, juegan un papel muy importante en el proceso de invasion y
diseminacion de los mismos, tal es el caso de los parasitos pertenecientes al filo Apicomplexa los cuales
son objeto de gran interés debido a que estos causan significativos indices de morbilidad y mortandad en

seres humanos y animales .

Toxoplasma gondii, es un organismo que, gracias a sus mecanismos de locomocion, es capaz de
propagarse rapidamente a través del hospedero infectado '. Una parte importante de la patogénesis de
Toxoplasma es consecuencia directa de los ciclos repetidos de invasion, la replicacion y la salida que
conducen a la propagacion del parasito. La salida activa de la célula hospedero implica la motilidad del
parasito, el reordenamiento de su citoesqueleto y la secrecion de organelos especializados %70,

Las formas de diferenciacion de vida de Toxoplasma (taquizoito, bradizoito y esporozoito) son
invasivas y es probable que se basen en un mecanismo comun de locomocion. El taquizoito es el estadio
del parasito mas dinamico e invasivo que es dependiente de su motilidad y eventos de secrecion para
llevar a cabo la invasion celular 7!,

La invasion pasiva del parasito no requiere de la motilidad de Toxoplasma ya que son los
macrofagos los encargados de fagocitarlos envolviendo a los parasitos en una vacuola fagocitica la cual
posteriormente sera modificada por el parasito en una vacuola parasitéfora donde proliferaran los
parasitos .
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Toxoplasma invade activamente a la célula hospedero principalmente por dos mecanismos, 1)
motilidad por deslizamiento sobre la membrana de la célula, conocido también como movimiento tipo
gliding, y 2) extrusion del conoide. El movimiento tipo gliding, es una forma de locomocion dependiente
de sustrato que ocurre sin cambios aparentes en la forma celular y en ausencia de organelos locomotores;
este deslizamiento se caracteriza por que el pardsito se mueve en forma helicoidal y en sentido contrario
a las manecillas del reloj 77!,

Esta forma de motilidad se lleva a cabo por el sistema actina-miosina del parésito y depende de

la polimerizacion y despolimerizacion regulada de actina para generar la fuerza de deslizamiento y la
) 72

internalizacion del parésito a la célula (Figura 9

Miosina A-GAP45 Gliding

Miosina H

Microtibulos intraconoidales y
Anillos preconoidales
Membrana celular

Figura 10 Movimiento tipo gliding en Toxoplasma gondii, el pardsito se mueve sobre el sustrato
(membrana de la célula hospedera) en forma helicoidal en sentido contrario a las manecillas del reloj.
Las miosinas A, C y H en Toxoplasma se encuentran directamente relacionadas con la motilidad del
parasito.

La proteina miosina es altamente conservada a través del filo apicomplexa y juega un papel
central en la motilidad. Mediante el uso de drogas que inhiben a la miosina como BDM se ha observado
que existe un bloqueo total en el proceso de deslizamiento e invasion del parasito, lo cual indica que es
de gran importancia para la supervivencia y propagacion de este *’. Toxoplasma presenta varias isoformas
de moléculas de miosina, sin embargo, las que hasta ahora se han visto involucradas en el proceso de
motilidad son los isotipos A, C y H. Como parte del glideosoma, la miosina A se encuentra anclada al
CMI e interacciona, con la proteina de deslizamiento GAP70 en el extremo apical del parasito y con las
proteinas GAP45, 40 y 50 por debajo del extremo apical a lo largo de la longitud del parasito, ademas de
formar un complejo con la cadena ligera de la miosina (MLC)" 7% 7. La miosina C, se encuentra en la
parte apical de los taquizoitos e interactia con GAP80 e IMC1. Se ha demostrado que la miosina A no
es esencial para la supervivencia de los taquizoitos, ya que esta puede ser reemplazada por la miosina C
cuando se encuentra ausente; sin embargo cuando ambas proteinas no se expresan en el parasito,
Toxoplasma no es capaz de sobrevivir > ™. Por su parte, la miosina H, se encuentra asociada a los
microtibulos conoidales y se ha observado que el bloqueo de la expresion de esta proteina disminuye
dramaticamente las probabilidades de supervivencia del parasito, esto a pesar de la presencia de la
miosina A, por lo que se piensa que la presencia de miosina H en el conoide marca la pauta para la
iniciacion del proceso de invasion, es decir, la dinamica de deslizamiento inicia con la activacion de la
motilidad por parte de la miosina H seguido de la activacion de la miosina A °.
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A la fecha se ha demostrado que esta molécula es fundamental dentro del ciclo de vida de
Toxoplasma; sin embargo, ain se desconocen los mecanismos moleculares rio abajo que llevan a cabo
su activacion.

Se sabe que en otros organismos las proteinas cinasas juegan papeles muy importantes en los
procesos de activacion de la motilidad celular, tal es el caso de la cinasa de la cadena ligera de la miosina
. En Toxoplasma se ha encontrado que esta cinasa, ademas de ser activada a altas concentraciones de
Ca?", también es inhibida por KT5926, bloqueando la invasion del parasito, por lo que se piensa que es
una cinasa dependiente de calmodulina; por otra parte esta es una proteina mensajera multifuncional que
traduce las sefiales de calcio mediante su interaccién con el mismo, y en el parasito se ha encontrado
mayormente acumulada en el polo apical, en contraste con lo observado en los ciliados Tetrahymena,
Paramecium y en los flagelados como Trypanosoma r., donde calmodulina se ha encontrado en los
organulos de locomocidn, se sugiere que en Toxoplasma se moviliza y activa durante la invasion
participando en el proceso de motilidad del mismo, sin embargo se desconoce de qué manera estd
involucrada en el movimiento tipo gliding del parasito "% 77,

La miosina es una proteina fundamental para que se lleve a cabo el deslizamiento de gliding
(Figura 9 y 10), sin embargo, esta proteina por si sola no podria generar tal evento "> ’*. En otros
organismos como amebas se ha observado que el movimiento de arrastre depende de la polimerizacion
de los filamentos de actina, estos proporcionan el anclaje a las moléculas de miosina para iniciar la
locomocion . En Toxoplasma ha sido dificil identificar estos filamentos ya que la actina filamentosa no
es facil de observar en parasitos no moviles, ademas, estudios bioquimicos han demostrado que alrededor
del 97 % de la actina se encuentra en forma monomérica ’®%’. Sin embargo, es complejo conciliar que la
actina no esté presente en forma filamentosa ya que se requiere de esta proteina para el deslizamiento del
parasito y la posterior invasion’’, Se ha observado que en la region apical de Toxoplasma hay una mayor
acumulacion de la actina monomérica, lo cual concuerda con la ubicacion de la miosina, la calmodulina
y la MLCK 7%, A partir de esto se ha sugerido, que una vez que la miosina se activa mediante un
mecanismo desconocido, podria moverse a través de los filamentos de actina, y que una serie de senales
podria dar lugar a la activacion del sistema actomiosina a través de calcio y calmodulina ’* 78, Ademas
dentro de este modelo, descubrimientos recientes indican que en la motilidad y la invasion de los
parésitos ademas de intervenir el citoesqueleto del parasito, se requieren adhesinas de la superficie de la
célula infectada, estos hallazgos sugieren que los filamentos de actina forman un andamio fijo en el que
la miosina se mueve hacia el extremo del filamento. La region de la cola en el extremo carboxilo terminal
de la miosina podria interactuar directamente, o a través de otras proteinas, con el dominio citopladsmico
de una proteina de transmembrana que mediara la unién al sustrato extracelular >,

El segundo tipo de evento dindmico necesario para la invasion exitosa de Toxoplasma gondii es
la extrusion del conoide ®!. Este, es un mecanismo que consiste en la protrusion del organelo apical
denominado conoide con la finalidad de presionar la membrana de la célula hospedero y mediante la
ayuda de un movimiento tipo tornillo (twirling) penetrar hacia el interior de la misma. El conoide forma
parte del citoesqueleto de Toxoplasma (Figura 10) y en conjunto con los elementos estructurales que lo
forman, proporciona orientacién al parasito y es el punto focal de la secrecion de las roptrias y
micronemos que se agrupan debajo de la base del mismo para una etapa de liberacion secuencial'> 8% %,
La protrusion del conoide se da principalmente cuando el parésito estd moviéndose sobre el substrato y
cuando esta tratando de invadir a la célula blanco. En este proceso, el conoide sobresale mas alla del
anillo apical y de los 22 microtibulos, en un movimiento que es sensible a la concentracion de calcio
citoplasmico del parasito y puede ser inducida por ion6foros para este catioén > o por etanol. Este tltimo
es el método optimo para inducir la extrusion del conoide ya que no se afecta la viabilidad ni la capacidad
invasiva de Toxoplasma °.
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Mediante este método y con el uso de inhibidores se han logrado caracterizar las sefiales que estan
involucradas, demostrando que la extrusion del conoide es dependiente de la activacion de la fosfolipasa
C, el receptor de IP3 y una cinasa tipo PKC; sin embargo, hasta la fecha no esta claro cual es la ruta de
senalizacion activada al presentarse el evento motil ya que estas proteinas no han sido caracterizadas en

Toxoplasma°.

Hallazgos recientes demuestran que proteinas encontradas en el conoide del pardsito como, la
miosina H, las proteinas CAM 1 y 2, y la cadena ligera de dineina juegan un papel importante en el
movimiento de Toxoplasma, sin embargo, su funcion atn no ha sido determinada *°.
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6 Resumen

Durante la infeccion por parte de Toxoplasma gondii, los eventos dinamicos en conjunto con eventos de
secrecion de diversos factores proteicos, son claves en el establecimiento del parasito a nivel intracelular
y en el posterior desarrollo de la enfermedad. Estos eventos cruciales, que abarcan desde la adhesion del
parasito a la superficie de la célula hospedero hasta la formacion de una vacuola parasitéfora al interior
de la célula invadida, pasando por extrusion del conoide y la penetracion de la célula hospedero, son
mediados por factores proteicos que son secretados por el pardsito desde una bateria de organelos
altamente especializados denominados en conjunto organelos de secrecion. A lo largo de este capitulo,
haremos una revision de cudl es el papel de estos organelos durante el proceso de invasion celular y
cuales son los mecanismos moleculares empleados por el parasito para llevar a cabo los eventos de
secrecion de micronemos, roptrias y granulos densos. Asi mismo, analizaremos el papel de los
componentes del citoesqueleto durante este proceso de invasion y el establecimiento de la infeccion
intracelular.
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Introduccion

Toxoplasma gondii, es un patdgeno intracelular que tiene la capacidad de invadir cualquier célula
nucleada en un amplio rango de organismos vertebrados. Para ello, el pardsito emplea diferentes
herramientas que le permiten llevar a cabo la invasion de la célula hospedero de forma exitosa, lo cual
es un paso clave en el mantenimiento de infeccion a lo largo del ciclo de vida del parasito’.

El proceso de invasion requiere una serie de pasos cruciales que van desde la adhesion del parasito
a la superficie de la célula hospedero hasta la formacion de una vacuola parasitofora al interior de la
célula invadida, pasando por eventos de motilidad, secrecion de roptrias extrusion del conoide y
penetracion de la célula hospedero. En todos estos eventos, participan diferentes organelos de secrecion
del parasito que estan involucrados en la liberacion factores proteicos que permiten desde la adhesion y
la motilidad hasta la formacion de un ambiente intravacuolar donde se da la division del parasito por
medio de endodiogenia 2.

Estos organelos de secrecion participan en dos tipos de procesos de invasion, el primero de estos,
es un proceso de invasion pasiva (Figura 11), en el cual las células efectoras son las células fagocitas del
organismo infectado como macrofagos, neutrofilos y células dendriticas, en un proceso que puede durar
hasta unos 15 minutos. Después de la adhesion del parasito a la membrana de la célula fagocitica, esta
despliega una serie de sefiales de transduccion que permiten la reorganizacion del citoesqueleto y la
formacion de filopodios y extensiones de la membrana plasmatica que envuelven al parésito para
posteriormente introducirlo al citoplasma por medio de un fagosoma > 4. Este fagosoma, se caracteriza
por la ausencia de moléculas involucradas en el reconocimiento y fusion de los lisosomas del fagocito y
por lo tanto se inhiben los procesos que conducen a la destruccion y digestion del parasito intravacuolar.
Aparentemente la incapacidad de fusionarse con los lisosomas es debida a una modificacién de la
topografia molecular del fagosoma producida por la presencia de componentes secretados por el parasito
intravacuolar * °. En este punto, al interior del fagosoma, el parasito libera diferentes factores que le
permiten modificar la expresion génica de la célula hospedero, modulando la respuesta inmune, lo cual
inhibe la produccion de acido nitrico y la liberacion de citocinas; un evento clave, que permite la
supervivencia del parasito y su proliferacion al interior del fagocito ©.

Adhesion Internalizacion Proliferacion Exteriorizacion

Figura 11 Invasion pasiva. Diagrama de la invasion pasiva: Adhesion. El macréfago se une y organiza
prolongaciones de la membrana que rodean al taquizoito; Internalizacién, del taquizoito en un fagosoma
sin destruccion; Proliferacion intravacuolar por endodiogenia; Exteriorizacion, del taquizoito con la
muerte consecutiva de la célula hospedero.
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El segundo tipo de invasion conocido como invasion activa (Figura 12), implica una serie de
eventos dindmicos acompafiados de multiples eventos de secrecion por parte del parasito, durante el cual,
Toxoplasma utiliza sus propios recursos para invadir a células no fagociticas que incluyen a la mayoria
de las células del organismo, lo cual convierte al parésito en la célula efectora durante este proceso. La
invasion activa que se lleva a cabo entre 10-30 segundos, involucra la activacion de la motilidad por
deslizamiento del parésito asi como la secrecion de productos provenientes de organelos especializados
7.8 Este fenomeno de invasion activa, tiene como primeros eventos el reconocimento de la célula
hospedero por parte del parasito y la adhesion de este a la célula blanco, pero a la fecha, sigue sin
determinarse la existencia de receptores especificos en la membrana de las células hospederas que estén
involucrados en la invasion activa por parte de Toxoplasma °. Pese a esto, algunos autores han sugerido
la interaccion entre proteinas secretadas por los micronemos (MIC) del parasito con receptores tipo
integrinas asi como a proteoglicanos y laminina presentes en la matriz extracelular del hospedero, los
cuales pudieran mediar la interaccion entre las células y el parésito 1% 1.

A continuacion se analizard el papel de los organelos de secrecion presentes en Toxoplasma
gondii durante los diferentes eventos que se dan a lo largo del proceso de invasion activa de la célula
hospedero, con especial énfasis en la secrecion de micronemos durante la adhesion, la secrecion de
roptrias durante la penetracion de la célula blanco, la secrecion de los granulos densos para la formacion
de un habitat intracelular para el parasito y asi mismo se analizard el papel de los componentes del
citoesqueleto durante la motilidad y la extrusion del conoide, dos eventos de motilidad cruciales para el
establecimiento de una invasion exitosa por parte del parasito.

6.1 Los micronemos y su papel durante la adhesion a la célula blanco

Los micronemos, son uno de los principales organelos involucrados con el proceso de invasion de la
célula hospedero, estos participan en la adhesion del parasito, un paso crucial en el proceso de invasion
activa por parte de este patdgeno. Estos micronemos, son organelos ubicados en la region apical del
parasito, presentan una forma esferoidal y durante las primeras etapas de la invasion, su contenido es
secretado sobre la membrana de la célula hospedero. En su interior, alojan a las proteinas de micronemos
conocidas como proteinas MIC, la cuales conforma un sistema heterogéneo de moléculas adhesivas y
lubricantes que facilitan la motilidad del parasito sobre la superficie de la célula hospedero (Figura 12
paso 1)°. Estas adhesinas, pese a que favorecen la unién y el deslizamiento del parasito sobre la
membrana de la célula hospedero no son incorporadas al interior de estd y permanecen en la superficie
luego del proceso de invasion celular 2. A la fecha se conocen 16 proteinas de micronemos: las proteinas
MIC de la MICI a la MIC12, la MIC16, las proteinas AMA1, M2AP y la proteina SUBI, sin embargo,
la funcion de muchas de ellas se desconoce. En el caso de varias de ellas, se ha logrado determinar la
existencia de complejos proteicos que aparentemente son claves en los procesos de adhesion e invasion
celular '* 1% El primero de estos complejos es el formado por las proteina MIC2, la cual presenta
dominios de integrina que se ha implicado en la union del parasito con la célula hospedero y con la matriz
extracelular gracias a su interaccion con la proteina ICAM1 en la membrana plasmatica de la célula
blanco y con los glicosaminoglicanos presentes en la matriz extracelular. Esta proteina, se asocia a la
proteina M2AP, lo cual facilita su transporte en la via secretoria del parasito; luego de la exocitosis,
MIC2 se asocia a las proteasas MPP1 y MPP2, las cuales son las encargadas del procesamiento
proteolitico de MIC2, lo cual permite su maduracion y su interaccion con los componentes de la célula
hospedero '°.
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Figura 12 Invasion Activa por Toxoplasma gondii. El proceso de invasion es mediado por los organelos
de secrecion micronemos (proteinas MIC), Roptrias (Proteinas ROP) y (proteinas RON), asi como
granulos densos (proteinas GRA), Este proceso estd intimamente relacionado con los componentes del
citoesqueleto como el complejo apical (conoide) y con los componentes del complejo del glideosoma
responsable de la motilidad por deslizamiento.

El segundo complejo que se ha demostrado que estd involucrado en el proceso de adhesion, es el
formado por las proteinas MIC3 y MICS, la primera, se une directamente a la superficie de la célula
hospedero gracias a su motivo de unidon a quitina (BCL) y los multiples dominios homologos al EGF
(Factor de crecimiento epidermal); por su parte, MICS, es una proteina transmembranal que ha
demostrado ser clave en la formacion de la unidn estrecha entre el parésito y la célula hospedero; esta,
es posiblemente el punto de anclaje de la proteina MIC3 a la superficie del parasito '® 7. Se ha
demostrado que los componentes de este complejo son un factor de virulencia clave en modelos in vitro
e in vivo, y que el dominio intracelular de MICS es crucial en la funcion de esta proteina 7%,

Por su parte, MIC4, es una proteina ubicua en todos los estadios del ciclo de vida del parasito;
esta, es procesada por protedlisis tanto en el extremo-N como en el extremo-C luego de su liberacion de
los micronemos por la proteasa SUB1, una proteasa encargada del procesamiento de diversas proteinas
MIC. MI4, presenta 6 dominios que participan en la adhesion a la célula hospedero!® y forma un complejo
con las proteinas MIC1 y MIC6 que estd involucrado en el reconocimiento y adhesion a la célula
hospedero. Dentro de este complejo, se ha demostrado que MIC4, posee sitios de union a galactosa, lo
cual pueden estar involucrados en la evasion de la respuesta inmune por parte del parasito?’.
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Otro complejo proteico crucial para la regulacion de invasion, es el formado por la proteina SUB1
y la proteina MICS. Esta, es un potente regulador de la actividad serin-proteasa de la proteina SUBI, ya
que presenta una estructura similar al predominio de la subtilisina, lo cual la convierte en un importante
regulador de los procesos proteoliticos que se llevan a cabo durante la invasion y motilidad celular?!.
Adicionalmente, esta serinproteasa SUB1 se procesa por autocatalisis a partir de un precursor inicial de
120 kDa. Esta proteasa esta anclada a la membrana por medio de un anclaje GPI, y es liberada a la
superficie del parasito durante el proceso de invasion, donde se encarga del procesamiento de la proteina
MIC4 y de los complejos M2AP-MICI1. Ensayos de disrupcion del gen han demostrado que la ausencia
de esta proteina afecta la adhesion a la célula hospedero, la invasion celular y el movimiento de gliding

del parasito, lo cual sugiere que esta es un factor de virulencia del parasito en modelos in vivo?2.

6.2 La regulacion de la secrecion de micronemos

No obstante, se han descrito diferentes moléculas citosolicas que participan en la regulacion de la
secrecion de los micronemos, se desconoce cudl es la molécula efectors fisiologica presente en la
superficie de la célula hospedera que activa la secrecion del contenido de los micronemos 2% 24,

Se ha demostrado, que luego de la interaccién del taquizoito con la membrana de su célula
hospedera, al interior del parasito se libera calcio citoplasmico de los tres compartimentos citoplasmicos
que almacenan este catién, como son 1) acido-calcisomas, 2) reticulo endoplasmético y 3) mitocondria®.
Se han desarrollado modelos in vitro que permiten simular el incremento en estos niveles de calcio
intracelular en ausencia de una célula hospedera mediante el tratamiento del parasito con etanol®,
ionoforos para calcio, 6 diferentes agonistas para el receptor de rianodina’- %,

Al interior de los micronemos, la proteina PRP1 (parafusin-related protein 1) se ha propuesto
que tiene un papel indirecto en la exocitosis regulando los niveles de Ca®" intracelular, ya que se ha
demostrado que es un ortélogo funcional de la parafusin protein (PFUS) presente en Paramecium
tetraurelia la cual lleva a cabo esta funcién regulatoria®®. La TgPRP1 es una fosfoglucomutasa (PGM),
que pertenece a un grupo de enzimas evolutivamente conservadas. Se ha demostrado que diferentes
isoformas de PGM presentes en otros modelos eucariotas, estan implicadas en eventos de sefializacion
mediados por Ca®" que aparentemente no estan relacionados con las funciones clasicas de las PGMs en
el metabolismo clésico de la glucosa®’.

Los cambios en los niveles de calcio al interior del parasito, pueden junto con otras sefiales,
culminar en la activacion de la fosfolipasa C (PLC), la cual genera como segundos mensajeros a
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), lo cual trae como consecuencia la secrecion de los
micronemos 2% 3!,

Se ha demostrado que una cinasa de DAG (DAG-Kinase 1) es la encargada de regular el balance
entre el 4cido fosfatidico (PA) y el DAG en este proceso de secrecion; el sensor de este mecanismo de
regulacion, aparentemente es una proteina con homologia de pleckstrina. Esta, se encuentra en la
superficie de los micronemos y censa la concentraciéon de PA durante la secrecion de micronemos?>!.
Aparentemente, otra sefial involucrada en la secrecion de los micronemos, es la acidificacion del medio;
se ha demostrado que la acidificacion del medio, es capaz de general un aumento en los niveles de calcio
intracelular del parésito, generando la secrecion de los micronemos y la activacion de una proteina
homologa a la perforina (PLP1), la cual es una proteina que se encuentra implicada en el proceso de
egreso de la célula hospedero (Figura 12 paso 5)*2.
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Finalmente, el proceso de secrecion de micronemos, parece estar estrechamente ligado a la
correcta osmoregulacion del parasito, se ha demostrado, que una bomba de protones con funcion ATPasa
(TgVP1) localizada en los acidocalcisomas y la membrana vacuolar la cual a su vez estd involucrada en
la osmoregulacion del parésito ante condiciones de estrés osmotico, y parece estar relacionada con la
correcta secrecion de los micronemos. Las cepas knockout para TgVP1, no presenta defectos en la
maduracion de las proteinas MIC, pero si defectos en la adhesion a la célula hospedero, la invasion celular

y la secrecion de micronemos™.

6.3 La internalizacion del parasito y la interaccion entre micronemos y roptrias

Una vez que el parasito se adhiere la célula hospedero, la membrana apical del Toxoplasma se fusiona
con la membrana de la célula blanco generando una “unién movil” gracias a la asociacion de los
productos de secrecion tanto de micronemos como de roptrias (Figura 12, Paso 2; esta union movil, se
mantiene a lo largo de la penetracion del parasito (Figura 13). Esta union esta asociada con la formacion
de una constriccion alrededor del parasito que migra desde el extremo apical hacia el posterior a medida
que procede la invasion (Figura 13) 34,

Luego de la adhesion celular, la proteina AMA 1 es secretada desde los micronemos asocidndose
y migrando sobre la superficie del taquizoito (Figura 12 paso 3) en donde es proteoliticamente degradada
a una forma soluble por la serin-proteasa rhomboid protein >> 3. Esta adhesina, se asocia a diferentes
proteinas de roptrias que participan durante la invasion de Toxoplasma gondii; de estas, dos son las
proteinas de roptrias ROP2 y ROP4°7, mientras que las restantes son proteinas presentes en el cuello de
las roptrias TgRON2, TgRON4, TgRONS5 y TgRONS 37, Para su correcta asociacion, estas proteinas
provenientes de las roptrias y del cuello de las roptrias deben ser proteoliticamente procesadas, lo cual
permite la formacion de un complejo multiproteico con la proteina AMA1, este complejo se encuentra
localizado en la union movil y se ha demostrado que participa en la fusion de las membranas con la célula
hospedero y la invasion celular’®.
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Figura 13 Micrografia de la invasion de Toxoplasma gondii. Dos taquizoitos se encuentran invadiendo
a la célula hospedera. Uno de ellos ha vaciado el contenido de sus roptrias (cabeza de flecha) y el otro
presenta la union movil asi como la constriccion del cuerpo (flechas). Escala= 1 pum.

6.4 El papel de la proteina ROP1 durante la invasion celular

A lo largo del evento de invasion, se da la secrecion del contenido de las roptrias lo cual permite tanto la
penetracion como la interaccion del parasito con la célula blanco®. Una vez que se adhiere el parésito a
la membrana de la célula hospedera, se genera se genera una horadacion local en la membrana de la
célula de aproximadamente 1 pum de didmetro a través de la cual el parasito se internaliza mediante
movimiento de tipo tornillo, pero el mecanismo por el cual se da esta horadacién alin permanece sin ser
establecido®”. Un posible candidato que puede facilitar la formacién de la horadacion es la proteina de
roptrias ROP1 (inicialmente conocida como PEF, factor estimulador de la penetracion), esta puede ser
responsable de la horadacioén de la membrana de la célula hospedero gracias a la formacion de complejos
moleculares que presentan una carga asimétrica con el extremo amino terminal altamente acidico y el
carboxilo terminal basico*®*!. ROP1 al interior de la roptria, es un zimégeno que es procesado gracias
a la accidon enzimatica de la serinproteasa SUB2, la cual se siguiere que puede procesar a ROP1 antes de
su secrecion para activarla **.
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6.5 Los granulos densos y establecimiento de la infeccion intracelular

Conforme el parasito penetra la célula hospedero, se da la formacion de una vacuola parasitofora (VP)
(Figura 12 pasa 4). Al interior de esta VP, los parasitos secretan el contenido de los granulos densos para
formar una red vesiculo-tubular (RVT) que envuelve a los parésitos. Tanto la exocitosis del contenido
de los granulos densos como la liberacién de los productos secretados en forma de vesiculas
multilamelares por un proceso de “capping” hacia el extremo posterior del pardsito contribuyen a la
formacion de esta RVT#,

Al interior de estos granulos densos se alojan las proteinas GRA; estas, son consideradas un grupo
de proteinas relativamente pequefias entre 21 y 50 kDa, con una secuencia N-terminal caracteristica para
este grupo de proteinas; en general, estas no presentan similitud con ninguna familia de proteinas
conocidas en algun otro Phylum aunque presenta numerosos ortdélogos en otros apicomplexa como

Plasmodium y Neospora **.

Hasta la fecha, solo una pequefia fraccion de las proteinas de estos granulos densos han sido
identificadas y se conoce muy poco sobre su papel durante los diferentes eventos de la invasion y
establecimiento de la infeccién intracelular *°. Al interior de los granulos densos se han identificado un
total de 21 proteinas GRA que van de la proteina GRA1 a la proteina GRA25, donde las proteinas GRA11
y GRA13 son consideradas actualmente productos del procesamiento de GRA14 4 mientras que las
proteinas GRA17 y GRA18 fueron reportadas como anotaciones erréneas de otras proteinas GRA 4.

Todas estas proteinas son consideradas como antigenos de excrecion-secrecion (ESP) con una
secuencia sefal de 25 a 30 aminoacidos excepto para GRA3 y GRA6 que permite que estas proteinas se
dirijan a la via secretoria del parasito*®. Achbarou y colaboradores (1991) utilizando anticuerpos
monoclonales y policlonales caracterizaron las proteinas GRA1 de 27 kDa, GRA2 de 28 kDa, GRA3 de
30 kDa y GRA4 de 40 kDa, las cuales se encuentran en los granulos densos al interior del parasito y en
la red vesiculo-tubular (RVT) al interior de la VP*. GRA1, se encuentra en los granulos densos tanto de
taquizoitos como de bradizoitos y presenta capacidad para la unién a Ca**, lo cual sugiere su importancia
fisiologica durante el proceso de invasion. Esta proteina, se encuentra tanto asociada a la RVP como en
forma soluble al interior de la VP

Por otra parte, GRA2 es reconocida por el anticuerpo monoclonal TG17.179 al interior de los
granulos densos y como un producto de secrecion al interior de la VP luego de la invasion celular. El
andlisis de la secuencia de la proteina revela una alta tasa de residuos de serina y treonina lo cual indica
que esta proteina puede ser objeto de O-glicosilacion®®. GRA?2 tiene en su secuencia dos alfa hélices de
naturaleza anfipatica y es secretada por un sistema multilamelar que forma una invaginacion
especializada en la parte posterior del parasito luego de la invasion celular. Se ha propuesto que la
naturaleza anfipatica de GRA2 permite su interaccion con la RVT ubicada en el espacio intravacuolar
cuya funcion aun es desconocida®. GRA2 forma complejos con las proteinas GRA4 y GRAG, el cual
pueden estar implicado en el transporte de nutrientes o proteinas al interior de la VP. GRA3, es una
proteina que es deposita en la VP luego de la invasion celular. Esta se asocia tanto a la membrana de la
VP como a una serie de extensiones de la membrana vacuolar que se distribuyen a lo largo de todo el
citoplasma de la célula hospedero. Esta proteina, presenta un motivo KKXX que permite la asociacion
de la proteina con la membrana de la VP y posiblemente con el reticulo endoplasmico de la célula
hospedero®?. Asi mismo, se ha demostrado que puede interactuar con la proteina CAMLG (calcium
modulating ligand) una proteina integral de membrana la cual estd implicada en la transduccién de
sefiales mediada por calcio. Se ha propuesto que esta interaccién es posiblemente responsable de la
inhibicion de la apoptosis en la célula hospedero >
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Por su parte la proteina GRA4, se distribuye tanto a través del lumen de la VP como una proteina
asociada a la red vesiculo-tubular al interior de la vacuola, se encuentra en interaccion con la proteina
GRAG6, la cual depende a su vez de interacciones hidrofobicas.

Este complejo GRA4-GRAG6, presenta alta afinidad por la proteina GRA2 lo cual puede generar
la estabilizacion de la red vesiculo-tubular al interior de la VP %% En un anélisis de doble hibrido se
demostrd que los productos génicos de GRA4 pueden interactuar con las proteinas CFL1 (Cofilinl) una
proteina de uniéon a actina que modula la polimerizacién de filamentos de actina inhibiendo la
polimerizacion de actina G>. Estos ensayos, también demostraron una asociacion con la piruvato cinasa,
la proteina TIMMYSO0 (inner mitochondrial membrane 50); lo cual sugiere que estas interacciones, pueden
estar involucradas en la asociacion de la VP con la mitocondria de la célula hospedero®.

Mientras tanto, la proteina GRAS, también denominada p21, es una proteina de 21 kDa que se
encuentra en la VP luego de la invasion. La secuencia de esta proteina presenta un péptido senal de 25
aminoacidos y dos regiones altamente hidrofobicas que siguieren la presencia de un dominio
transmembranal *°. Se ha demostrado que los productos génicos de GRAS5 pueden interactuar con las
proteinas CALMG (calcium modulating ligand), SGTA (small glutamine-richtetratricopeptide (TRP)-
containing alfa), lo cual puede formar parte del mecanismo de inhibicion de la apoptosis en las células

hospedero®.

La proteina GRAG6, es una proteina de 32 kDa que se localiza en los granulos densos, en la VP y
que se encuentra estrechamente asociada a la RVT>®, Esta proteina presenta un dominio hidrofébico
central flanqueado por dos dominios hidrofilicos. Ademas, presenta un dominio C-terminal rico en
glicinas, lo cual indica que puede tener un papel estructural al interior de la RVT>”. Se ha demostrado
que el trafico y la localizacion intracelular de la proteina GRA6, dependen de su dominio N-terminal, el
cual al ser eliminado permite que la proteina se localice en la membrana plasmatica del pasito. Asi
mismo, este dominio es capaz de interactuar con lipidos de carga negativa lo cual puede ser crucial para
la asociacion de GRAG6 con la red vesiculo-tubular y con la membrana de la VP,

Por otro lado, la proteina GRA7, también denominada p29, luego de la invasion de la célula
hospedero por parte del taquizoito, se acumula en la VP y en la membrana de la VP, mientras que en las
células infectadas con bradizoitos se localiza en el citoplasma de la célula hospedero®. Esta, presenta un
pequefio dominio hidrofébico, que aparentemente determina su asociacion con membranas celulares
tanto del parasito como de la célula hospedero*®. La proteina de granulos densos 8 (GRAS), es una
proteina de 38 kDa que es liberada en la VP poco después de la invasion celular. Esta, se asocia con la
parte interna de la membrana de la VP. No presenta una homologia significativa con ninguna otra
proteina conocida, aunque presenta tres dominios ricos en prolina hacia el centro de la secuencia y un
dominio C-terminal que puede servir como un domino transmembranal®. Se ha demostrado por medio
de ensayos de doble hibrido que esta proteina en células HeLa puede interactuar con las proteinas timidin
kinasa 1, alfa actina 1, cadherina 24, citocromo b5 reductasa, hidroxiacil-coenzima A II y la ATP
sintetasa entre otras >°. Esta proteina, induce una fuerte respuesta de anticuerpos en humanos y es
considerada una posible herramienta para el desarrollo de estrategias diagnosticas®!> ®2. Por otra parte, la
proteina GRA9 o B10, es una proteina de 318 aminoacidos con una masa de 41 kDa. GRA9 se encuentra
al interior de la VP y al igual que otras proteinas GRA, esta se asocia con las prolongaciones derivadas
de la VP que se distribuyen a lo largo del citoplasma de la célula hospedero. Asi mismo, esta proteina se
asocia con la red vesiculo-tubular al interior de la VP ®. A diferencia de GRA2, GRA9 no es liberada
por medio de una invaginacion especializada en la parte posterior de la célula de Toxoplasma, si no que
se libera al espacio intravacuolar por la parte anterior del parasito.
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Esta proteina se presenta tanto en forma soluble como en forma insoluble al interior de los
granulos densos y se ha detectado una proteina homologa en Neospora caninum que se expresa
preferentemente en el estado de bradizoito®.

GRAI10, es una proteina de granulos densos de 36 kDa que es considerada una de las principales
proteinas de excrecion/secrecion del pardsito luego de la invasion de la célula hospedero, esta se
encuentra tanto en la VP, como asociada a la membrana de la VP®. Se ha demostrado que GRA10 se
puede asociar al nicleo de células HeLa y puede ser translocada al nucléolo gracias a una secuencia de
localizacion nucleolar (NoLS) presente en la estructura primaria de su secuencia®. Esta proteina no
presenta una marcada homologia con otras proteinas conocidas. Adicionalmente tiene dos posibles
dominios transmembranales y un motivo RGD ubicado entre los dominios transmembranales > 6.
Aparentemente se asocia a la proteina TAF1B (TATA-binding protein associated factor 1B) lo cual
sugiere que GRA10 participa en las modificaciones de la sintesis del rRNA de las células hospedero
luego de la invasion celular®.

La proteina GRA12 de 49 kDa, no presenta homologia con otras proteinas conocidas. Tiene una
distribucion similar a GRA2 y GRAG6, pero es liberada al lumen de la VP desde el extremo anterior del
parasito poco después de la invasion celular. Ya en la VP, esta proteina se asocia con la red vesiculo-
tubular y también puede encontrarse en forma soluble como en forma insoluble al interior de la vacuola®’.
Se ha detectada como parte de complejos moleculares formados por las proteinas RON, la cual se asocia
a la proteina AMA1 durante la invasion y se ha determinado que in vitro puede asociarse a la maquinaria
de invasion del parasito; asi mismo, se ha encontrado una proteina homoéloga como parte del proteoma
de las roptrias aunque su localizacion celular y funcion no son claras 67,

Por su parte, GRA14, se encuentra asociada a la red vesiculo tubular y a la membrana de la VP
como una proteina transmembranal, con su dominio C-terminal hacia el citoplasma de la célula
hospedero y su dominio N-terminal hacia el lumen de la VP. Aunque su funcién es desconocida,
experimentos de co-infeccion con parasitos knockout indican que GRA 14 puede ser transportada de una
VP a otra durante la infeccion tisular 4.

Por otra parte, la proteina GRA1S, se encuentra codificada en un gen altamente polimoérfico
ubicado en el cromosoma 10 del genoma de 7. gondii ’°. Esta proteina, es liberada al interior de la célula
hospedero luego de la invasion celular y se ha demostrado que se encuentra relacionada con la
modulacion de la expresion génica de NF«kp al interior de la célula hospedero ’* 7!, lo cual genera un
cambio en la expresion de moléculas como IL12, el receptor a CD40 e IL1B 7172, las cuales estan

involucradas en la regulacion de la respuesta inflamatoria durante la infeccién por Toxoplasma .

La proteina GRA16, tiene en su secuencia un dominio PEXEL (RRLAE) involucrado en la
maduracion y transporte de ciertas proteinas en el grupo de los apicomplexas’®. Esta proteina se asocia
al factor ASP5, que se encarga de la maduracion y transporte de la proteina desde el parasito hacia la
célula hospedero’®. GRA16, presenta dominios de transporte nuclear y se asocia con la proteina PP2A
de la célula hospedero, lo cual permite su transporte al interior del niicleo de esta. Al interior del nucleo,
GRA16 se asocia a la proteina HAUSP, una proteasa de ubiquitina relacionada con la supresion de P5376.
GRA16, esta involucrada en la retencion de la célula hospedero en la fase G2/M del ciclo celular, por
medio de la desregulacion de la ciclina B1, una molécula clave en la regulacion del ciclo celular durante
la infeccién intracelular por Toxoplasma %77,
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Las proteinas GRA19, GRA20 y GRA21, también presentan un dominio homoélogo al dominio
PEXEL, que est4 involucrado con la maduracion de la proteina pero no con su transporte a la célula
hospedero. Estas tres proteinas de granulos densos han sido poco caracterizadas. Se ha visto que durante
la infeccion intracelular, estas se encuentran asociadas a la cara externa de la membrana de la VP por
medio de una interaccion proteina-proteina, en donde forman un complejo de funcion desconocida.

Las tres proteinas co-localizan con GRA7 al interior de los granulos densos en taquizoitos
extracelulares, pero hasta la fecha la funcion de estas proteinas y su papel en el ciclo de vida del parasito

permanece incierta*’”> 78,

Por otra parte, GRA22 es una proteina ubicada en el interior de granulos densos de taquizoitos y
bradizoitos*’. Se ha detectado en la pared quistica de los quistes tisulares, pero no se encuentra asociada
con la membrana de la VP. Se ha propuesto que regula el proceso de exteriorizacion del parasito de la
célula hospedero, ya que los parasitos knock-out para GRA22 presentan tiempos de exteriorizacion mas
rapidos después de la exposicion a ionoforos para calcio, lo cual sugiere que GRA22 puede estar
involucrada en la regulacién de este proceso durante la invasion intracelular’.

Entre tanto, GRA23 es una proteina de 21 kDa que se encuentra asociada a la membrana de la VP
y ala RVT al interior de la vacuola. Esta proteina co-localiza con las proteinas GRA4 y GRA7, y se ha
sugerido que puede estar implicada en la remodelacion de la membrana de la VP y de laRVT *°,

La proteina GRA24 de 64 kD, es secretada desde la VP hacia el nicleo de la célula hospedero
gracias a su asociacion con la proteina ASP57°. Al interior del nticleo, GRA24 se asocia con la MAP
cinasa p38a, lo cual favorece la desregulacion de factores como ERGI y c-Fos, Esto, permite la
modulacion de citocinas proinflamatorias como IL12 y quimocinas como MCP1, que estan involucradas
con la virulencia del parésito y el mantenimiento de la infeccion®!.

Finalmente, la proteina GRA25, es una fosfoproteina presente en los granulos densos, cuya masa
aproximada es de 48 kDa, aunque existe una pequefia diferencia de peso entre las poblaciones
clonotipicas I y II de unos pocos aminoacidos. Esta proteina, se encuentra asociada a la membrana de la
VP, y se ha demostrado que es un factor de virulencia clave para el desarrollo de la infeccion, asi como
un inmunomodulador ya que la expresion de GRA25 regula la expresion de las quimocinas CCL2 Y
CXCL1%.

6.6 La invasion celular y los componentes del citoesqueleto

Junto con la secrecion de micronemos, roptrias y granulos densos, la motilidad por deslizamiento es un
aspecto clave en el proceso de invasion de la célula hospedero. Este movimiento que permite tanto el
desplazamiento sobre la membrana de la célula blanco como su penetracion es denominado gliding
motility®®. Debido a que Toxoplasma carece de organelos motores como flagelos, membranas ondulantes
o cilios, desarrolla este tipo de motilidad que requiere la adhesion al sustrato y deslizamiento con giros
en el sentido de las manecillas del reloj **¢. Los mecanismos moleculares que inducen la motilidad en
presencia de la célula hospedero no se han esclarecido a la fecha. Pese a esto, se han desarrollado modelos
de induccion de la motilidad in vitro utilizando como agonistas tripsina, ionoforos para calcio y potasio,
asi como proteinas presentes en el suero bovino fetal 87 88,



80

Este mecanismo de gliding, (Figura 12 pasos 1 y 5) estd estrechamente relacionado con el
citoesqueleto del parasito, el cual es una estructura altamente compleja, conformada por el peliculo, un
sistema trimembranal que incluye la membrana plasmatica y un complejo membranal interno
caracteristico del grupo de los Alveolata %°. Asociado a este complejo de membranas se encuentra un
sistema de microtibulos subpeliculares, que determina la forma del parasito, pero que no se encuentra
implicado directamente en la motilidad del parasito °*°!-*2. Sumado estos dos sistemas se encuentra una
red de filamentos semejantes a filamentos intermedios, la cual presenta actina y otras proteinas
caracteristicas del citoesqueleto de este parésito *>%4,

Asociado a estos componentes del citoesqueleto se encuentra un motor de actina miosina
denominado glideosoma, el cual es el responsable de la motilidad por deslizamiento durante los eventos
de invasion e internalizacion del parésito % %> %,

Este motor se caracteriza por la presencia de un grupo especial de miosinas denominada miosinas
de clase XIV (MyoA) que se encuentra altamente conservada a lo largo del grupo de los °7; estas, junto
con la cadena ligera de la miosina (MLC1) son las responsables de generar la fuerza durante el
movimiento de deslizamiento 6 gliding *%.

Los componentes que sustentan el anclaje y la motilidad del parasito, se encuentra en el espacio
que existe entre la membrana plasmatica y el complejo membranal interno gracias a las proteinas GAP4S5,
la cual ha demostrado ser clave en la regulacion y ensamblaje del complejo por medio de procesos de
fosforilacion y a GAP50, una proteina integral de membrana que se encuentra en el complejo membranal
interno y que sirve con andamio para el mantenimiento del complejo *% 1%,

De la misma forma, este evento de motilidad, requiere la polimerizacion de actina en filamentos,
cuya dindmica en el caso de los apicomplexas esta estrictamente regulada por diferentes factores como
son, el factor despolimerizador de actina (Tg-ADF) y la proteina Formina (TgFRM3), las cuales se
expresan en todos los estadios invasivos del parasito'!: 102,

Una vez activada la motilidad, se dispara un segundo proceso dinamico consecutivo al
deslizamiento denominado extrusion del conoide (Figura 14). Este, es un evento clave en el proceso de
invasion activa en el cual el parasito extiende el extremo apical a manera de estilete sobre la membrana
celular para censar el sitio en el cual llevar a cabo la invasion.

Este evento estd estrechamente relacionado con la secrecion de roptrias, lo cual facilita un proceso
de invasion exitosa ' 26193 Este evento dindmico puede ser inducido aun en ausencia de la célula
hospedero, para esto, se han utilizado diversos agonistas como inoforos para calcio'®, lo cual sugiere
fuertemente que este proceso es dependiente de la dinamica de calcio al interior de los depositos de este
cation presentes en el taquizoito!* 1%,

Se ha demostrado que la extrusion del conoide, es un evento dependiente de la participacion de
la fosfolipasa C (PLPC), y que durante este evento ocurre la formacion de inositol trifosfato, un
incremento intracelular de calcio y la activacion de una proteina homologa a PKC?; de la misma forma
se ha demostrado que uso de farmacos que modifican la dinamica de componentes del citoesqueleto
como filamentos de actina o inhibidores de la actividad ATPasa de la miosina, ha permitido sugerir que
estos componentes del citoesqueleto son los responsables de la motilidad, pero que esta no depende de
la accion de calmodulina 6 de microtubulos 26 1%4,
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Figura 14 Extrusion del conoide (A) Diagrama de un taquizoito en reposo con el conoide introducido;

(B) Diagrama de un taquizoito activado con el conoide extruido.
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7 Resumen

Toxoplasma gondii es uno de los parasitos mas exitosos conocidos al momento, es capaz de infectar a
multiples organismos desde aves hasta humanos; ademas, puede infectar y replicarse dentro de
practicamente todas las células nucleadas. Su éxito en este planeta le es conferido por una eficiente
estrategia de invasion a la célula hospedera y por su gran capacidad de diseminacién a través de todo el
organismo. Las barreras bioldgicas (hematoretiniana, hematoencefalica, placenta) son el principal
mecanismo de defensa contra infecciones microbianas; sin embargo, el parasito logra atravesarlas
infectando 6rganos inmunoprivilegiados ocasionando las patologias mas severas.

El proceso de invasion del parasito ha sido estudiado extensamente; en contraste, poco se conoce
con relaciéon a la diseminacion tisular. Para que el pardsito logre llegar e infectar los organos
inmunoprivilegiados debe migrar y atravesar barreras biologicas posiblemente de dos maneras: a)
adhiriéndose al epitelio, infectdndolo o modificando las uniones intercelulares; o bien b) pasando dentro
de leucocitos, camuflandose.

En los ultimos afios se ha elucidado el proceso de diseminacion de algunos parasitos con igual
virulencia que Toxoplasma. Los conocimientos recientes pudieran ser utilizados para extender el estudio
hacia el parasito.
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Toxoplasma gondii es considerado un parésito cosmopolita, tiene la capacidad de infectar practicamente
a todas las células nucleadas de los organismos de sangre caliente, incluido el humano !; actualmente se
sabe que un tercio de la poblaciéon mundial se encuentra infectada por este parasito; sin embargo, gran
parte de este grupo no lo sabe 2.

Toxoplasma es un importante patdogeno oportunista, causa infecciones congénitas en el feto,
incluyendo retraso mental, ceguera, convulsiones y muerte. En mujeres embarazadas puede causar aborto
3; ademds, este parasito es el causante de encefalitis en individuos inmunocomprometidos * y
coriorretinitis en individuos sanos °. Para lograr estas condiciones patoldgicas, Toxoplasma debe llegar
hasta estos 6rganos inmunoprivilegiados (placenta, cerebro y 0jo) y debe atravesar barreras biologicas;
sin embargo, el mecanismo molecular que el parésito utiliza para lograr infectar estos 6rganos esta por

ser elucidado.

En la actualidad se conoce que un nimero limitado de patdgenos cuentan con mecanismos que
les permiten atravesar barreas bioldgicas; sin embargo, un cierto nimero de microorganismos de alta
virulencia como virus, bacterias, parasitos y hongos son capaces de cruzar barreras bioldgicas tan
importantes e impermeables como la hemato-encefalica, la placentaria y el intestino, utilizando para ello
diversas estrategias como el trafico dentro de leucocitos, la transcitosis (migracion transcelular) y la
migracion paracelular ®7. En el caso de parasitos como Plasmodium y Eimeria, los cuales pertenecen al
mismo phylum que Toxoplasma (el Apicomplexa), se comparte la capacidad de atravesar barreras
bioldgicas y distribuirse por todo el organismo hospedero.

Las barreras bioldgicas tienen la funcion de regular la permeabilidad de fluidos, manteniendo un
balance homeostatico mediante el sellamiento de los espacios paracelulares, de tal forma que se logra
una polarizacién entre la zona apical y la basal de los epitelios. El funcionamiento de las barreras
celulares esta determinado por las uniones intercelulares, las cuales dependen de moléculas de adhesion
ubicadas en las caras basolaterales de los epitelios y endotelios®.

Existen procesos fisiologicos que han resuelto la migracion a través de las barreras celulares, uno
de los més importantes corresponde el trafico de leucocitos que se lleva a cabo por una transmigracion
celular * 1°. El proceso de migracion leucocitaria ha sido extensamente caracterizado y hoy en dia se
conocen las diferentes etapas involucradas y que incluyen una primera interaccion entre los leucocitos y
el endotelio vascular a través de moléculas de adhesion de naturaleza glicoproteica de poca afinidad
conocidas como selectinas, seguido de una activacion celular disparada por el reconocimiento de
receptores integrinas que reconocen a moléculas de la superfamilia de la inmunoglobulinas ° '°. Este
evento trae como consecuencia la activacion de la motilidad leucocitaria con cambio de forma y
finalmente la diapédesis.

Todas las formas invasivas de Toxoplasma (esporozoito, taquizoito y bradizoito) tienen la
capacidad de invasion celular; sin embargo, el taquizoito es la forma mas invasiva, proliferativa y con
mayor capacidad de diseminacion tisular, en gran medida debido a su elevada propiedad dindmica y
secretora que lo caracteriza. Una vez llevada a cabo la infeccion, Toxoplasma inicialmente cruza el
epitelio intestinal, se disemina en los tejidos profundos y atraviesa barreras bioldgicas tales como la
placenta y la barrera hematoencetfilica, siendo precisamente estas ubicaciones donde el parasito ocasiona
los dafios mas graves de la enfermedad !'. Aquellos patogenos que logran atravesar estas barreras de
defensa son aquellos que causan las patologias més severas. La alta capacidad migratoria de Toxoplasma
se esquematiza en la Figura 15.
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Figura 15 Migracién del parasito Toxoplasma gondii a través de las barreras bioldgicas del organismo
hospedero. Toxoplasma logra diseminarse por multiples tejidos llegando a 6rganos inmunoprivilegiados
como el cerebro y el ojo atravesando las barreras hemato-encefélica y hematoretiniana respectivamente
(A); atraviesa el epitelio intestinal (B) e incluso es capaz de llegar al feto atravesando la berrera
placentaria (C). Al inicio de la infeccion el parasito atraviesa el epitelio intestinal, el tejido conectivo y
llega a los capilares; es aqui donde el parasito puede viajar por el torrente sanguineo disemindndose por
todo el organismo mediante diferentes métodos. El sentido de la migracion de Toxoplasma a través de
las barreras biolodgicas se representa por las flechas negras.

7.1 Poblaciones clonotipicas de Toxoplasma gondii 'y su capacidad de diseminacion

En ensayos in vitro, Toxoplasma es capaz de cruzar monocapas de células epiteliales y endoteliales
unidireccionalmente desde la cara apical hacia la cara basolateral a través de un proceso que estad asociado
a su motilidad y virulencia !!. De hecho, la virulencia del parasito estd asociada con sus propiedades
genotipicas. Mediante el andlisis del genoma de Toxoplasma, mismo que se encuentra reportado en un
sitio publico de internet (www. ToxodB.org), se ha podido determinar con técnicas de amplificacion de
genes por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriores analisis con enzimas de restriccion
(RFLP), la existencia de tres poblaciones clonotipicas de Toxoplasma clasificadas como tipo I, IT y III,
las cuales se caracterizan por tener diferentes grados de virulencia y distribucion en diferentes hospederos
12.13 Los taquizoitos del tipo I se asocian con una infeccién activa en el modelo murino y son altamente
patogénicos; mientras que los del tipo II son medianamente virulentos (LDso=10°-10%) y los del tipo III
son de baja virulencia (LDso>10°) '3. De los aspectos mas relevantes en las infecciones por parasitos tipo
I (por ejemplo los de la cepa RH) es su alta capacidad de diseminacion hacia multiples tejidos, misma
migracion que es considerablemente menor en otras poblaciones clonotipicas (tipo II y III) !!.
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Los taquizoitos tipo I de Toxoplasma, son los de mayor distribucion geografica y en consecuencia
los mas caracterizados. Estos parasitos tipo I se diseminan rdpidamente y alcanzan grandes cargas
parasitarias en los tejidos atin a bajos indculos'® 1. Al ser los mas virulentos, presentan una elevada
capacidad de diseminacion tisular in vivo en modelos de toxoplasmosis murina e in vitro en modelos de
migracion a través de monocapas de células crecidas en filtros y en cdmaras de Boyden !!, migracion que
es mayor en comparacion con las otras poblaciones clonotipicas (I y III) '®. Los parasitos tipo I presentan
también una gran capacidad para la transmigracion ex vivo a través de intestino de ratén asi como una
penetracion directa a la 1amina propia y endotelio vascular '!.

7.2 Posibles mecanismos de diseminacion de Toxoplasma gondii en el hospedero

Como se mencion6 en lineas anteriores, la patogenia del parasito esta potenciada por la alta capacidad
que tiene para atravesar barreras bioldgicas e infectar diversos Organos, entre ellos los
inmunoprivilegiados como el ojo y el cerebro; sin embargo, a la fecha se desconoce con certeza como se
realiza este proceso. En la actualidad se ha propuesto que la migracion de Toxoplasma pudiera estar dado
por una migracion tipo caballo de Troya, donde el parésito viajaria camuflado dentro de leucocitos '’
(Figura 16); sin embargo, recientemente se ha demostrado que Toxoplasma penetra directamente al
epitelio y a la matriz extracelular (MEC), lo cual nos indica que la migracion a través de las barreras
bioldgicas debe ser un proceso activo '® (Figura 16). Sin embargo, los determinantes genéticos que le
permite la capacidad de migracion tan efectiva con la que cuenta el parasito permanecen por ser
esclarecidos.

Un modelo celular que se ha utilizado para estudiar la migracion transepitelial por Toxoplasma,
es la linea celular MDCK, la cual fue aislada originalmente de un rifion de perro. Estas células se
caracterizan por conservar en cultivo las caracteristicas tipicas de un epitelio como son: polaridad celular
asi como la presencia de uniones intercelulares de anclaje, oclusoras y de contacto al substrato. Con base
en los estudios de interaccidon entre taquizoitos de 7. gondii y monocapas de células MDCK, se ha
sugerido que Toxoplasma atraviesa los epitelios mediante el reconocimiento de la proteina [ICAM-1, que
es una molécula de adhesion intercelular perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas, se
encuentra distribuida en los endotelios vasculares y participa en la migracion fisiologica de los leucocitos
18 Este reconocimiento lo lleva a cabo el parasito mediante la proteina MIC2 que se asocia a la membrana
plasmatica de la célula hospedero durante el proceso de adhesion inicial. A la fecha se desconoce si los
taquizoitos interactian con las barreras endoteliales de la misma manera que con las células MDCK; al
menos en monocapas de células MDCK, los parasitos se localizan en las cercanias a las uniones
intercelulares '®. Estudios mas recientes han brindado informaciéon que corrobora que el parasito
interacciona con el endotelio vascular, lo cual pudiera estar relacionado con su proceso de diseminacion
¥ Incluso, se ha reportado que la presencia de bradizoitos en células de epitelio intestinal de raton, altera
la proteina de unidn estrecha ocludina %; este proceso llevado a cabo también por taquizoitos no afecta
la integridad de la monocapa celular '®.
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En un estudio reciente se analiz6 el efecto de la infeccion por Toxoplasma en una estirpe de
células de epitelio pigmentario retiniano (ARPE-19) 2!, Las células ARPE-19 juegan un papel crucial en
la fisiologia de la retina y la formacion de la barrera hematoretiniana 2. Puntualmente, como resultado
de la infeccioén con taquizoitos de Toxoplasma a células ARPE-19 (con una cepa altamente virulenta:
RH), se evidencio un incremento en la permeabilidad de la monocapa celular. El resultado anterior se
demostré al observar alteraciones en la proteina de union estrecha ocludina, lo cual ocasiond la pérdida
de la integridad de la monocapa celular desde estadios tempranos de la infeccion 2'. Ademas, la
funcionalidad de las uniones intercelulares en monocapas de células ARPE-19 durante la infeccion de
Toxoplasma, fue evaluada mediante la medicion de la resistencia transepitelial. Se demostré un
decremento en la resistencia transepitelial en aquellas monocapas que estuvieron en presencia de
Toxoplasma desde la primera hora de infeccion en comparacion con el control; para las cuatro horas post-
infeccion el decremento fue diez veces menor al control 2!, Esta pérdida en la integridad de uniones
estrechas se traduce en un incremento en la permeabilidad paracelular, sugiriendo que el parasito logra
atravesar el epitelio contribuyendo al dafio ocular, mismo dafio que es visible en la toxoplasmosis ocular.

Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que el parasito también utilice la via transcelular para su
migracion; es decir, que Toxoplasma invada a la célula epitelial, prolifere y al romper a la célula durante
su exteriorizacion pueda en consecuencia tener acceso a la lamina basal y tejido conectivo; de esta forma
pudiera alcanzar los microcapilares para su diseminacion por via sanguinea '¢ (Figura 16).

En modelos murinos de infeccidon oral, Toxoplasma invade, prolifera y atraviesa el epitelio
intestinal, alcanzando el torrente sanguineo para diseminarse a todos los tejidos del organismo, al
atravesar la barrera hematoencefalica y la placentaria, ocasiona diferentes patologias como encefalitis y
aborto, respectivamente 2* (Figura 15). Una vez en la circulacion sanguinea, se desconoce si Toxoplasma
se disemina como un parasito extracelular libre o si lo hace transportado por leucocitos infectados (que
no destruyen al parasito a menos de que sean previamente activados por IFN-y), los cuales pueden
atravesar muchas barreras biologicas como parte de sus funciones de vigilancia inmunoldgica (Figura
16). El mecanismo por el cual Toxoplasma atraviesa los diferentes epitelios del organismo atin no queda
claro. Reportes recientes en modelos de células epiteliales en cultivo, sugieren que el parasito puede
utilizar la via paracelular para su migracion transepitelial, como se mencioné en lineas anteriores; es
decir, que el pardsito migra entre los espacios intercelulares lo cuales contienen moléculas y estructuras
de adhesion 24 (Figura 16).

7.3 Diseminacion sistémica de Toxoplasma

En modelos de toxoplasmosis murina inducidos por la infeccion intragastrica con quistes tisulares, se ha
reportado la presencia de taquizoitos dentro de leucocitos en el intestino de raton '!. Se han propuesto
varias células que podrian participar en la diseminacion tisular de Toxoplasma después de la liberacion
intragéstrica de los pardsitos con eventos celulares como sigue: 1) la diseminacion temprana del parasito
es llevada a cabo por células de estirpe monocitica CD11c+ presentes en la lamina propia del intestino y
en nodulos linfaticos; 2) en la sangre, los parasitos se asocian con cé€lulas CD11b+ muy probablemente
monocitos y finalmente 3) los pardsitos se han ubicado en células dendriticas y leucocitos recuperados
de nodulos linfaticos mesentéricos y de sangre. Debido a que estas células se encuentran parasitadas,
pueden desencadenar en consecuencia el proceso infeccioso cuando son transferidas intravenosamente a
ratones sanos en los cuales migra y alcanza el cerebro !!. Esto indica que monocitos sanguineos CD11b+
parasitados pueden migrar a través de la barrera hematoencefélica y promover la entrada del parasito en
este organo.
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Estos datos dan soporte a la hipdtesis de que el taquizoito utiliza a los leucocitos para migrar y
diseminarse in vivo. Sin embargo, no es claro si las células CD11c+ caracterizadas in vitro participan en
la diseminacioén in vivo ya que se ha encontrado que después de la inoculacidon del parasito por la via
natural, las células CD11c+ se encuentran solamente en 6rganos linfoides secundarios y no en sangre.
En ese mismo reporte se describido que los pardsitos adquieren patrones diferentes de distribucion
intravacuolar cuando son mantenidos en condiciones in vitro que cuando se encuentran infectando al
animal !,

Aun no queda claro cémo es que el parasito llega al torrente sanguineo, a través del cual se
disemina por todo el organismo hasta alcanzar tejidos alejados del sitio de infeccion original, como lo es
el cerebro o el ojo (Figura 15). Ya sea llegar al torrente directamente desde el intestino o bien dentro de
macrofagos infectadas como anteriormente se mencion6 (Figura 16). Cualquiera que sea la forma en que
Toxoplasma se disemina, es posible encontrar al parasito en el torrente sanguineo del organismo
hospedero a pocas horas de una infeccion oral en raton 2°; ademds, lo anterior nos indica que el parésito
es resistente a los factores del complemento °.

Taquizoitos en torrente
sanguineco

Flujo sanguinco
Eritrocitos

Células endoteliales
Membrana basal

Matriz extracclular
Migracion en leucocitos

Tejido conectivo

Migracion transcelular Migracion paracclular

Uniones cstrechas

Figura 16 Posibles mecanismos de migracion de Toxoplasma gondii a través de los epitelios. Migracion
transcelular: el parésito infectaria las células y saldria del otro lado del epitelio lisando a la célula,
degradando asi componentes de la MEC. Migracion paracelular: Toxoplasma atravesaria el endotelio
o epitelio mediante el espacio célula-célula, donde tendria que afectar las uniones intercelulares como
las uniones estrechas. Migracion en leucocitos: el parasito viajaria camuflado dentro de leucocitos
(migracion tipo caballo de Troya); los leucocitos pasan hacia el otro lado del epitelio el realizar su funcion
de vigilancia inmunoldgica, acarreando asi al parasito.

7.4 Posible papel de proteasas en el proceso de diseminacion de Toxoplasma

A la fecha, algunos estudios han descrito que el parésito genera algunas modificaciones al macréfago
hospedero que pudieran potenciar el proceso de diseminacion. Algunas de estas modificaciones que se
han estudiado se centran en la expresion de metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) del
hospedero 2”28, Estas MMPs son proteasas que han sido ampliamente estudiadas, y se conoce que su
actividad est4 relacionada con migracion celular y remodelacion de la MEC. Lo anterior permite, por
ejemplo, una migracion de las células cancerosas hacia diferentes tejidos generando metéstasis 2°.
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En el caso de Toxoplasma se ha reportado que existe un expresion inducida de MMPs en el
macrofago hospedero; posiblemente éstas moléculas estdn involucradas en el mecanismo por el cual
Toxoplasma se disemina por todo el organismo e incluso hacia érganos inmunoprivilegiados. En estudios
recientes se ha demostrado un incremento de una MMP (MMP-9) en sobrenadantes de cultivo dias
después de haber comenzado la infeccion por el parasito, asi como el incremento de la secrecion de las
formas activas de algunas MMPs ?’. Incluso, algunos estudios han demostrado que al inhibir las proteasas
inducidas del hospedero se abolid la capacidad la migracion de macrofagos infectados en substratos de
Matrigel %%.

Posiblemente las proteasas estén jugando un papel muy importante en el proceso de diseminacion
del parésito hacia 6rganos inmunoprivilegiados, tal como lo hacen otros organismos con alta capacidad
de diseminacién y en los que se degrada la MEC por propia cuenta del patdogeno para lograr la
diseminacion, por ejemplo: en Entamoeba histolytica, donde las proteasas facilitan la locomocion y
diseminacion de los trofozoitos invasores *°; en Acanthamoeba spp y Trypanosoma brucei se ha
demostrado la degradacion de componentes de la MEC por algunas proteasas, la cual le permite al
patogeno diseminarse ! 3% en Trichomonas vaginalis, se han definido a algunas proteasas como factor
de virulencia ¥-%; en Trypanosoma cruzi, componentes de MEC como coldgena, heparan sulfato y
laminina son destruidos por el parasito, mientras que fibronectina no es afectada *®. Sin embargo, para el

caso de Toxoplasma casi nada se ha estudiado al respecto.
7.5 Proteinas accesorias en el proceso de diseminacion

Todos los parasitos pertenecientes al grupo de apicomplexas tienen una serie de proteinas
transmembranales conservadas pertenecientes a la familia conocida como TRAP (trhombospondin-
related anonymus proteins). Estas proteinas que son almacenadas en organelos secretores y
posteriormente son expuestos a la superficie del parésito. Estas proteinas tienen modulos adhesivos
dentro de ectodominios compuestos por combinaciones de una dominio tipo integrina I/A y varias
secuencias repetidas del tipo trombospondina (TSR). Notablemente las proteinas TRAP son esenciales
para la motilidad e invasion de esporozoitos de Plasmodium, mientras que los dominios TSR y los I/A
son importantes para infecciones productivas en los hospederos animales 37 3.

Se ha propuesto que la translocacion de las moléculas TRAP via la interaccion con el
citoesqueleto proporciona la fuerza para el “gliding” o deslizamiento del parasito y la invasion celular.
En Toxoplasma la molécula homologa de TRAP es la proteina MIC2 la cual es secretada apicalmente y
translocada rapidamente en un proceso que depende del citoesqueleto de actina antes de ser liberada de
la membrana por un proceso proteolitico, de hecho se reportd que los homodlogos de TRAP estan unidos
al citoesqueleto a través del dominio C terminal con la proteina aldolasa unidora de actina 3% .

Toxoplasma también puede inducir modificaciones en la distribucion y funcionalidad de un tipo
de union intercelular conocido como unidon comunicante o union tipo gap. Las uniones comunicantes
funcionan como canales intercelulares entre dos células adyacentes a través de los cuales se transfiere
informacion quimica. Los canales estdn constituidos por los conexones, los cuales son los complejos
multiproteicos que se organizan transitoriamente mediante la agrupacion de seis proteinas conocidas
como conexinas, presentes en las membranas basolaterales y que permiten el paso de moléculas menores
a 5 kDa. La infeccion de astrocitos con Toxoplasma produce una disminucion en la expresion y
acoplamiento de las conexinas entre las células parasitadas, alterando en consecuencia la comunicacioén
intercelular *!.
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Todavia quedan muchas preguntas por responderse en relacion a las estrategias que utiliza este
parasito a fin de asegurarse una exitosa distribucion sistémica. El conocimiento de receptores y ligandos
de union que determinen el tropismo tisular permitira disefiar en un momento dado estrategias
moleculares que bloqueen la distribucion tisular de los parésitos en 6rganos delicados como el cerebro y
el ojo o incluso en ubicaciones bioldgicas como la placenta y el feto.
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8 Resumen

Los quistes tisulares son las estructuras encargadas del albergar los bradizoitos, y estdn conformados por
la pared y la matriz quistica. Hasta la fecha no se tiene un tratamiento eficaz contra la toxoplasmosis por
que la pared del quiste sirve como barrera de proteccion contra la actividad de farmacos y contra la
respuesta inmune del hospedero infectado, ya sea por la activacion de células efectoras o por la
produccion y liberacion de citocinas como interferon gamma a partir de macréfagos activados, los cuales
son capaces solo de fagocitar y destruir taquizoitos extracelular. Considerando la importancia del proceso
de enquistamiento de Toxoplasma en la patogénesis de la enfermedad, se han desarrollado diferentes
metodologias para inducir la diferenciacion de taquizoitos a bradizoitos y formacion de quistes tisulares
tanto in vivo como in vitro. La aplicacion de tratamientos farmacoldgicos y vacunas contra 7. gondii, ha
tenido un avance limitado, la estandarizacion de condiciones que permitan la obtencion de preparaciones
enriquecidas de quistes, permitird caracterizar su composicion bioquimica para el disefio de farmacos
que sean capaces de atravesar la pared del quiste con el fin de eliminar a los parasitos ahi alojados.
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En los organismos homeotermos, la infeccion con Toxoplasma gondii se lleva a cabo a nivel intestinal,
la cual inicia con la ingesta ya sea de ooquistes esporulados que contienen esporozoitos, presentes en
fuentes de agua y hortalizas, o por el consumo de carne mal cocida contaminada con quistes tisulares,
que alojan los bradizoitos, por lo que su ingesta en condiciones de poca higiene representa una importante
forma de transmision de la toxoplasmosis. Tanto los esporozoitos como los bradizoitos invaden el epitelio
intestinal para posteriormente diferenciarse en la forma altamente invasiva y replicativa denominada
taquizoito !.

Todas las formas de diferenciacion de 7. gondii son virulentas asi como intracelulares obligadas;
es decir, que solo dentro de la célula pueden desarrollarse y proliferar. Una vez dentro de la célula blanco,
el taquizoito lleva a cabo su proliferacion intracelular dentro de una vacuola parasitéfora (VP) por
endodiogenia, un proceso asexual de division celular, en el cual la célula madre produce dos células hijas
2, Como resultado de la infeccion, se activa la respuesta inmune de defensa del hospedero con la
produccion y liberacion de interferon gamma (IFN-y) por macrofagos activados, los cuales son capaces
de fagocitar y destruir taquizoitos que pudieran encontrarse a nivel extracelular en los momentos previos
a la invasion celular. La accion de los macrofagos o de otras células de defensa como linfocitos o de
moléculas efectoras como los anticuerpos, complemento, etc., no son efectivos contra la forma
intracelular del parasito. También se ha observado que la presencia de IFN-y activa por otro lado, un
proceso de diferenciacion en 7. gondii que conduce a su diferenciacion de taquizoitos a bradizoitos, con
la consecutiva transformacion de la VP en un quiste tisular. Los bradizoitos permanecen en estado de
latencia dentro de los quistes tisulares a lo largo de la vida del hospedero. El mecanismo de diferenciacion
de la forma de taquizoito a bradizoito y los eventos moleculares de su regulacion ain permanecen
desconocidos. Estos quistes tisulares conteniendo bradizoitos se localizan en tejidos como musculo, ojo
y cerebro. Sin embargo, en otros estudios se ha sugerido que los quistes pueden localizarse en regiones
especificas del cerebro, pero con un tropismo particular en la amigdala medial y basolateral; por ello se
le ha relacionado con esquizofrenia y suicidios **.

En términos de quimioterapia anti-7oxoplasma, hasta el momento no existen fArmacos capaces
de eliminar los quistes tisulares presentes en los hospederos infectados. Parte de esto se debe a que, a la
fecha, se desconocen las propiedades bioquimicas de los quistes tisulares, asi como de los bradizoitos
alojados en su interior °.

En el hombre, una vez que los esporozoitos o los bradizoitos invaden al epitelio intestinal y se
diferencian a taquizoito, estos proliferan y atraviesan la ldmina basal intestinal para iniciar su
diseminacion tisular por via sanguinea o linfatica. Con la activacion del sistema inmunolédgico y
produccion de IFN-y, se inicia la diferenciacion de los taquizoitos a bradizoitos y formacion del quiste
tisular, en el cual permanecen en forma latente hasta por varios afios, iniciando asi una infeccion cronica
67 En individuos inmuno-comprometidos y cronicamente infectados con 7. gondii, los bradizoitos salen
del quiste tisular y se diferencian a taquizoitos, diseminandose por todo el organismo reactivandose asi
la enfermedad. Esta reactivacion de los parésitos de un estado cronico a uno agudo se asocia con la
migracion de los taquizoitos a través de la barrera hemato-encefalica hacia 6rganos vitales como el
cerebro, en donde esta relacionado con diversos desordenes neurologicos produciendo cuadros de
encefalitis y muerte 8. Cuando la infeccion con 7. gondii ocurre durante el embarazo, el parésito alcanza
la placenta e infecta al feto, produciendo dafios oculares, cerebrales y aborto °.
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8.1 Morfologia y biologia de bradizoitos y quiste tisular

Se ha descrito la existencia de tres cepas clonotipicas de Toxoplasma gondii de acuerdo a su genoma
(Tipo L, I1 y IIT) !. Ademas de las diferencias genotipicas de las poblaciones clonotipicas de 7. gondii,
también se ha hecho una correlacion con su grado de virulencia, distribucion preferencial en ciertas
especies animales y habilidad para formar quiste. En el genotipo I se encuentra la cepa RH, la cual es
considerada de virulencia elevada con una letalidad del 100 % (LD100) al infectarse ratones susceptibles
como los de la cepa BALB/c con un solo parasito; adicionalmente presenta una elevada motilidad in vitro
y una rapida diseminacioén in vivo, y por ello es considerada como una cepa no formadora de quiste. En
el genotipo II encontramos a las cepas 76K y ME49, las cuales se caracterizan por una virulencia
intermedia e inducen una fuerte respuesta pro-inflamatoria. Finalmente, en el genotipo III estan entre
otras, las cepas NED y VEG, las cuales causan el 50 % de letalidad con aproximadamente 10° parasitos
y por ello se consideran de muy baja virulencia; las lineas clonales difieren entre si en solo 1-2 % en su
secuencia nucleotidica en su genoma '°. Los parésitos de los tipos II y 111 forman quistes en animales, asi
como en modelos in vitro de cultivos celulares infectados '!. Este tipo de cepas han sido utilizadas en el
estudio del proceso de diferenciacion de taquizoito a la forma de bradizoito, asi como del proceso de
enquistamiento in vitro. Mediante el estudio de estas poblaciones de baja virulencia se ha podido
determinar que los bradizoitos son una forma parasitaria intracelular de poca motilidad, baja virulencia
y lenta proliferacion que al igual que los taquizoitos también se dividen por endodiogenia y que
transforman a la célula hospedera infectada en un quiste tisular. Se ha demostrado que bradizoitos
maduros aislados de cerebros de ratones infectados, se encuentran en la fase GO con un contenido
uniforme de ADN 2. Se hicieron estudios sobre la dindmica de la conversion a G1, en un sistema in vitro
empleando parasitos tipo Il (Prugniaud) sometidos a la privacion de CO> para el mantenimiento de
bradizoitos hasta por 2 semanas. En estas condiciones, se determin6 que los bradizoitos inmaduros se
replican lentamente en forma asincronica en unas 12 horas en comparacion con los taquizoitos que
requieren para dividirse cerca de 6 horas utilizando una combinacién de endodiogenia y endopoligenia
(replicacion asexual mediante el cual més de dos células hijas se forman dentro de la célula madre) .
Curiosamente, en el contexto de este sistema, el 10-20 % de vacuolas se transforman a quiste tisular,
conteniendo parasitos individuales que carecian de un apicoplasto (orgadnulo adquirido por endosimbiosis
primitiva con algas), un plastido no fotosintético '** 4. A pesar de su estado de quiescencia, los bradizoitos
en desarrollo bajo estas condiciones, son muy moviles y capaces de salir de la célula hospedera sin
destruir el quiste y asi invadir una célula vecina. Por otro lado, los bradizoitos dentro de los quistes
maduros purificados a partir de cerebros de raton también exhiben cierta motilidad intravacuolar *. La
motilidad del bradizoito dentro quiste y durante la invasion de células vecinas puede explicar el aumento
en la cantidad de quistes y de bradizoitos en ratones infectados a pesar de la baja frecuencia de ruptura
del quiste.

Dentro de las caracteristicas de los bradizoitos se encuentran la presencia abundante de granulos
cuyo contenido son polisacaridos como la amilopectina, tienen un nticleo localizado mas cercano al
extremo posterior del parasito, tienen roptrias mas electrodensas, numerosos micronemos asi como una
baja motilidad y replicacion > 16,

El quiste tisular mide entre 50 a 70 um y contiene aproximadamente entre 1000 y 2000
bradizoitos que miden aproximadamente 7 x 1.5 um.

El tamatio del quiste depende del tipo de la célula hospedera, asi como de su grado de madurez.
Por ejemplo, en cerebro no suelen pasar de los 70 pm de didmetro y generalmente presentan una forma
esferoidal (Figura 17), mientras que en tejido muscular pueden llegar a medir hasta 100 pm de diametro
y son més elongados !7.
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El quiste se compone principalmente de la pared quistica y la matriz quistica (Figura 18 A). La
pared quistica es una estructura compacta y electrodensa responsable de aislar a los bradizoitos, esta
pared es eléstica y delgada, mide alrededor de 0.5 um de grosor y tiene un aspecto aspero y desigual,
posee una permeabilidad que deja cruzar moléculas de hasta 10 kDa (figura 18 B).

Figura 17 Morfologia del quiste tisular por microscopia electronica de barrido. Se puede observar que
presentan una estructura esférica de aproximadamente 25 micras de diametro; y una pared gruesa con
presencia de material fibroso y vesicular, la cual es la responsable de mantener a los bradizoitos aislados
del medio extra quistico. Escala =15 um.

La pared quistica da positiva a la reaccion de acido peryodico de Schiff y se une a la lectina de
Dolichos biflorus (Figura 19) y a la aglutinina de germen de trigo succinilada (S-WGA) debido a que es
una pared rica en carbohidratos principalmente N-N-acetil galactosamina y N-acetilglucosamina.

Entre las proteinas relacionadas a la pared quistica se encuentran algunas de la familia GRA de
las cuales las que se han detectado en la pared quistica a GRAS de manera abundante y a GRA1, GRA3
y GRAG6 '8, mientras que la matriz quistica esta compuesta por un material filamentoso y por vesiculas
de diferentes tamafios y estructuras tubulares. Las vesiculas pequefias oscilan de 50 a 140 nm de diametro,
mientras que las grandes presentan una cobertura densa en su superficie externa, y miden de 250 a 700
nm de diametro. Los componentes tubulares encontrados en la matriz quistica son similares a la red
vesiculo-tubular encontrada en la VP, estas estructuras tubulares tienen de 30 a 50 nm de diametro .
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Figura 18 Estructura de la pared del quiste tisular, (A). El quiste esta conformado por la pared y la matriz
quistica (B). La pared a su vez se encuentra formada por 2 capas o fases, una fase externa compacta y
rigida (inserto B lineas rojas) y una interna mas laxa (inserto B lineas azules). Durante el proceso de
enquistamiento los bradizoitos, secretan vesiculas y estructuras lamelares, en la region posterior de su
cuerpo, que podrian corresponder a los componentes de la pared quistica 10. Escalaen A=5 uym yen B
=100 nm.

En los tejidos del hospedero, los quistes inmaduros pueden llegar a medir hasta 5 um y contener
2 bradizoitos en su interior. Una VP en su formacion temprana puede contener taquizoitos o bradizoitos.
La identificacion de bradizoitos y de estructuras quisticas, es posible mediante técnicas histoquimicas las
cuales detectaran marcadores especificos de bradizoitos y de la pared del quiste. Los bradizoitos
desarrollan quistes en diversos tejidos, pero son mas comunes en tejido nervioso y muscular; sin
embargo, no queda claro cudl es la célula o tejido preferido por el parasito para realizar esta inter-
conversion > 1320,
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Figura 19 Quiste de la cepa ME49 A) Microscopia Optica de contraste de fases de un quiste tisular de la
cepa ME49 (tipo II) de Toxoplasma; B) Microscopia confocal del quiste con tincidn para la glicoproteina
CST1 de la pared con la lectina de Dolichus Biflorus acoplada a isotiocianato de fluoresceina (en verde)
y en azul se marcan los ntcleos de los bradizoitos con el colorante DAPI. Escala =5 um.

En los bradizoitos no se observan cuerpos lipidicos, son positivos a la tincion acid-Schiff (PAS)
y resisten mds las condiciones de acido-pepsina (sobreviviendo hasta 2 horas en pepsina-HCL, en
contraste con el taquizoito que sélo resiste 10 minutos con el tratamiento). En el modelo de raton, el
tiempo en que los bradizoitos tardan en penetrar una célula hospedera después de la infeccion via oral es
de 2 horas y la conversion a taquizoitos se realiza después de 18 horas. Se detecta parasitemia a las 24
horas post-infeccion y a los 4 dias hay invasion de diferentes 6rganos. La formacion de quistes se observa
6 dias después de la infeccion 2°. Aparentemente la pared del quiste se forma a partir de la yuxtaposicion
de la membrana de la vacuola parasitofora y de la membrana de la célula hospedera, con la presencia de
filamentos intermedios que lo rodean y que no estan incorporados a la pared del quiste ya que no se
observan en quistes purificados a partir de células hospedera 2'.

8.2 Proteinas estructurales y de superficie

Durante la inter-conversion de estadios (taquizoitos a bradizoitos) se presentan cambios morfologicos y
moleculares, que incluyen expresion de antigenos-estadio especificos y alteraciones en el metabolismo
22 muchos de estas diferencias se demostraron mediante el uso de antisueros policlonales y con técnicas
de Western blot, inmunofluorescencia y ELISA 2022,

La mayoria de los antigenos identificados hasta el momento en taquizoitos como bradizoitos
pertenecen a dos diferentes familias: SAGI y SAG2 (surface antigens). La familia SAGI1 incluye a
SAG3, (BSR)4 (bradyzoite specific recombinant), Proteinas SRS 1-3 (SAG-related sequences), SAGS,
SAGS5.1 y SAGS5.2. SAGI y SRS1-SRS3 estan presentes Uinicamente en taquizoitos, BSR4 so6lo en
bradizoitos y SAG3 en ambos (ver tabla 1) 3. Esta familia de proteinas juega un papel importante en el
proceso de adhesion del parasito a la célula blanco.

Dentro de la familia SAG2 se encuentran SAG2A (antes SAG2), SAG2B-SAG2D. SAG2A y
SAG2B que se expresan exclusivamente en taquizoitos, mientras que SAG2C y SAG2D se expresan
solamente en bradizoitos 2!. Las enzimas y el metabolismo bioquimico de los bradizoitos no se han
estudiado en detalle debido a la dificultad para obtenerlos en cantidad suficiente in vitro.
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Utilizando técnicas de biologia molecular se han podido identificar diferentes enzimas como las
enolasas de taquizoitos y bradizoitos, la glucosa-6-fosfato isomerasa y el lactato deshidrogenasa (LDH).
Se ha demostrado que los bradizoitos poseen una ATPasa que esta ausente en los taquizoitos '°.

Dentro de las proteinas caracteristicas de taquizoitos estan: SAG1, SAG2A, SAG2B, LDH1 y
ENO?2, mientras que proteinas propias de bradizoitos estan: SAG2C, SAG2D, SAG4 y BSR4. A la fecha
se sabe que unicamente SAG3 se presenta en ambos estados. En cuanto al estadio de bradizoito, las que
son especificas son SAG2C, SAG2D, SAG4, la recombinante especifica de bradizoito 4 (BSR4), el
antigeno de matriz (MAG1), LDH2, la enolasa ENOI1 y el antigeno de bradizoito 1 (BAG1). La deteccion
de estas moléculas mediante el uso de anticuerpos permite determinar el estado de diferenciacion del
parasito en una célula o en un tejido determinado.

Estudios realizados in vivo han demostrado que el tamafio del quiste tisular depende de la madurez
del quiste, el tipo de célula hospedera infectada y el método citoldgico utilizado para hacer la medicion.
El tejido quistico en miocitos es 2-3 veces mas grande que aquellos en células neurales. Mediciones
hechas en quistes extraidos de cerebros mostrd un crecimiento uniforme hasta las 10 primeras semanas,
después de las cuales se presenta una considerable variabilidad en tamafo, debido quiza a una segunda
generacion de quistes tisulares. El tejido quistico puede alcanzar hasta 60 micras de diametro y contener
unos 60,000 organismos. El tamafio de los quistes puede variar dependiendo de la cepa de T. gondii *°.

Tabla 1 Moléculas de bradizoitos y su distribucion topografica.
BAG = Bradyzoite antigen

Nombre de antigeno | Distribucidén por inmunoflourescencia
BAGI1 (hsp30) Citoplasma

BAGS5 Citoplasma

BSR4 (p36) Superficie

SAG4 Superficie

MAGI Matriz

P21/p21 Superficie

P43/p34 Superficie

CST1 Pared quiste tisular

8.3 Mecanismo de enquistamiento in vivo

Los mecanismos que se han propuesto en relacion al proceso de enquistamiento de 7. gondii se han
relacionado con la induccidn in vitro de estados de estrés en el parasito y en la célula hospedera. In vivo
el estrés es generado por la activacion de células de la respuesta inmune y citocinas liberadas como una
respuesta del hospedero a la presencia del parasito. La respuesta inmune celular activada incluye a células
T CD8" en sinergia con las células T CD4". Durante la fase inicial de la infeccion, los macrofagos
constituyen el principal mecanismo de defensa del hospedero, mediante la fagocitosis del parasito, por
otro lado, las células asesinas naturales (NK) también contribuyen teniendo un efecto citotoxico directo.

Las células Th1, las NK y los macrofagos son las encargadas de la produccion de IFN-y. El IFN-
v es una citocina que limita la replicacion intracelular del parasito 23, cuya importancia fue evidenciada
en ratones transgénicos carentes de IFN-y y que fueron infectados generando su muerte en contraste con
los animales normales que solo desarrollaron una toxoplasmosis cronica 24, la administracion exégena
del INF-y en los animales deficientes protegié de una infeccion letal.
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Aunque no esta del todo claro su papel especifico, se ha encontrado que el INF-y induce a la
enzima que degrada al triptofano la indolamina 2,3- dioxigenasa >, generando una posible carencia de
este aminodcido lo que se ha asociado con una probable disminucion de la replicacion del parasito con
la formacion del quiste aunque atin no esta claro.

El factor de necrosis tumoral (TNF) a es otra citocina que también se ha vinculado con la
induccion de la diferenciacion a bradizoito en macrofagos murinos. El TNF-a presenta un efecto
sinérgico con el IFN-y para facilitar la conversion a bradizoitos 2°. En un estudio realizado en fibroblastos
humanos se determin6 que la interleucina 6 (IL-6) favorece la formacion de bradizoitos in vitro *°. A la
fecha se desconocen las sefiales involucradas en la induccidn del enquistamiento del parasito.

8.4 Mecanismos de enquistamiento in vitro

Considerando la importancia del proceso de cistogénesis de Toxoplasma gondii en su ciclo biologico y
en la patogénesis de la enfermedad, se han desarrollado diferentes metodologias para inducir la
diferenciacion de taquizoitos a bradizoitos y quistes tisulares en cultivos de células infectadas 2’.

No obstante la induccion del enquistamiento de 7. gondii in vitro ha sido reportada desde la
década de los sesentas, las bases moleculares por las cuales se da este fenomeno ain no estan del todo
caracterizadas 7 3. Estudios previos realizados in vitro muestran que los factores inmunolégicos no son
siempre necesarios para la induccion de la formacion del quiste tisular 5.

En la actualidad se han descrito diferentes estrategias experimentales (Figura 20) con las cuales
se puede inducir el desarrollo de bradizoitos en células infectadas todas ellas generando un
microambiente de estrés para el parésito 2° como:

PH alcalino. El mantenimiento de células infectadas con 7. gondii en medio de cultivo con pH
alcalino (8.0-8.2), es la estrategia mas comunmente utilizada para inducir la conversion de taquizoito a
bradizoito in vitro *°. Los bradizoitos obtenidos mediante este método son los que presentan un fenotipo
mas definido *!. Una estrategia altamente eficaz consiste en infectar el cultivo celular con taquizoitos de
T. gondii por un par de horas en condiciones fisioldgicas de pH (7.2-7.4) para permitir la invasion de los
parasitos para después cambiar el medio de cultivo a pH alcalino ajustado con KOH. Las células
infectadas son cultivadas por lo general en una atmoésfera sin CO2 exdgeno para evitar la variacion de
pH. Sin embargo, el cultivo celular mantenido bajo pH alcalino por periodos prolongados sufre severos
dafios lo que impide estudiar en detalle el desarrollo de los bradizoitos *2. La exposicion de los taquizoitos
extracelulares a pH alcalino por una hora previa a la invasion de la célula hospedera, activa la induccion
de la conversion a bradizoitos evitando asi el dafo sobre la célula hospedera; sin embargo, el rango de
conversion es mucho menor al obtenido al cultivar las células invadidas con el parésito en pH alcalino.

Tanto el dafio directo al parasito como los cambios en la célula hospedera pueden detonar la conversion
33
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IFN-y y otras citocinas pro-inflamatorias. E1 IFN-y es una citocina que participa en la induccioén
y regulacion de la respuesta inmune celular que en el caso de la toxoplasmosis contribuye entre otros
aspectos a la activacion de macrofagos induciendo asi un grado resistencia contra el parasito. E1 IFN-y
junto con otras citocinas induce varios mecanismos efectores como la produccion de 6xido nitrico y la
limitacion de triptofano, ambos factores que limitan la replicacion del parasito o causan su muerte >*. El
cultivo de células infectadas con taquizoitos de 7. gondii en presencia de IFN-y induce la formacion de
quistes 2> ?°. Este método de cistogénesis, mimetiza el efecto de citocinas de la respuesta inmune sobre
el parasito 2°. El enquistamiento de los taquizoitos inducido por IFN-y varia de acuerdo a la estirpe de las
células hospederas invadidas. En macrofagos invadidos, el enquistamiento ocurre de manera exitosa, lo
que no sucede en astrocitos de raton y células neuronales de rata. Este método no ha sido exitoso en las
cepas RH y VEG *2. Por otro lado, la interleucina 6 (IL-6) que se produce en procesos inflamatorios, es

eficaz en la produccién de quistes en fibroblastos humanos *°.

Farmacos. Dentro de los farmacos que se han utilizado con mas frecuencia para inducir la
cistogénesis estdn: pirimetamina, sulfadiazina, clindamicina, espiramicina, hidronaftoquinonas y
macrolidos de nueva generacion. La mayoria de estos farmacos disminuyen la replicacion de 7. gondii.
La combinacion de pirimetamina-sulfadiazina induce la inter-conversion con la expresion de antigenos
bradizoito-especificos. La atovacuona, es uno de los firmacos mads efectivo en la inter-conversion y
formacion de quistes in vitro 2> 3.

Choque térmico. Otra estrategia para inducir la conversion de 7. gondii es la de aplicar cambios
en las temperaturas de incubacion de las células infectadas como factor de induccion de la diferenciacion
e inter-conversion a bradizoitos y formacion de quistes in vitro. El procedimiento consiste en mantener
las células no infectadas por dos horas a 34 °C para que estas adquieran termo tolerancia. Posteriormente
las células son llevadas a 37 °C, para su infeccion por dos horas con taquizoitos de 7. gondii y
posteriormente se elevada la temperatura de incubacion a 43 °C durante 12-48 horas, después las células
son mantenidas de nuevo a 37 °C por el tiempo que dure el experimento. Bajo estas condiciones se
observa desde las 48 horas la presencia de estructuras quisticas similares a las aisladas de cerebros de
ratones infectados. Cabe mencionar que el tratamiento con calor induce la formacion de quistes en cepas
virulentas y avirulentas de 7. gondii 3.

Estrés nutricional. Recientemente se ha observado que la privacion de nutrientes (como la
arginina), bloquea de manera eficiente la replicacion de 7. gondii y dispara la diferenciacion de taquizoito
a bradizoito, asi como el desarrollo in vitro de estructuras semejantes a quistes titulares *°. 7. gondii
carece de la enzima necesaria para sintetizar arginina de novo por lo que requiere tomar este aminoacido
de la célula hospedera. Al incrementar los niveles intracelulares de cGMP y cAMP de manera permanente
o transitoria se ha demostrado inducir la diferenciacién de T. gondii en la cepa PLK mas no en la RH *’.

Estrés oxidativo. El mantenimiento con nitroprusiato de sodio se ha visto que actiia como una
fuente de 6xido nitrico (NO) exdgeno y también inhibe las proteinas implicadas en la cadena respiratoria
del parédsito »°. También, los fArmacos que interfieren con las mitocondrias del parasito inducen su
diferenciacion a bradizoito 2° 38, El tratamiento con arseniato de sodio también desencadena la expresion
de antigenos de bradizoitos 2. Otra estrategia experimental con la cual se puede inducir el proceso de
diferenciacion del parésito es por mantenimiento del cultivo en condiciones axénicas >, o el agotamiento
de pirimidinas por la deplecion de la enzima uracil-fosforribosiltransferasa (UPRT) sometidas a ambiente
con CO; (0.03 %) '**%°. Los compuestos que causan estrés sobre el reticulo endoplasmico o inductores
que interfieren con la salida de calcio también inducen la formacion de quistes *! 2.
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Conversion espontdnea. La transicion de taquizoitos a bradizoitos puede ocurrir de manera
espontanea sin la necesidad de aplicar alglin factor de stress; sin embargo, esto ocurre con una baja
frecuencia. El grado de diferenciacion varia de una cepa a otra. Recientemente se han descrito cambios
en la fase pre-mitdtica del ciclo celular particularmente en la fase llamada G2 que se ha asociado con la
diferenciacién a bradizoitos .

Es tema de controversia si la linea celular es determinante para la inter-conversion de 7. gondii.
En la mayoria de las lineas celulares se obtienen quistes, mas este hecho no ha sido cuantificado. Los
fibroblastos humanos (células HFF) son unos de los mas utilizados para estudiar el fenomeno de
diferenciacion. Para la induccion de la formacion de quistes de 7. gondii por stress se han utilizado
diferentes lineas celulares como células Vero, fibroblastos humanos, macrofagos murinos, neuronas de
rata, astrocitos y microglia las cuales se han invadido con parésitos de diferentes cepas de 7. gondii como
RH, ME-49, NTE, PLK, VEG y algunas cepas exdticas como: COUG, CAST, GPHT, MAS, FOU ?’.

[ Cistogénesis in vitro ] [ Cistogénesis in vivo ]

/

Presencia de INF-y
Nitroprusiato de sodio
Choque térmico

pH alcalino

Férmacos

Carencia de arginina
Incubacién axénica
Carencia de pirimidinas

Disminucion de INF-y
Disminucién de células T
Disminucién de IL-12

Figura 20 Factores asociados con la inter-conversion de taquizoito a bradizoito. Del lado izquierdo se
enlistan los mecanismos involucrados con el cambio al estadio de bradizoito mientras que al lado derecho
se muestran los relacionados a la reactivacion del parasito es decir la transformacion de bradizoito a
taquizoito.
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La aplicacion de tratamientos farmacologicos y vacunas contra 7. gondii, ha tenido un avance
limitado debido en gran medida a la falta de modelos experimentales que nos permita la caracterizacion
del proceso de cistogénesis in vitro de T. gondii, de manera reproducible y con una alta frecuencia, y con
ello permitir el aislamiento del quiste tisular, una de las formas de transmision de las parasitosis mas
importantes y que aloja en su interior a la forma infectiva de 7. gondii, los bradizoitos. La estandarizacion
de condiciones que permitan la obtencidon de preparaciones enriquecidas en quistes tisulares, permitira
caracterizar su composicion bioquimica, sus propiedades inmuno-protectoras, asi como sus eventos
moleculares para la busqueda, evaluacion y disefio de farmacos que sean capaces de atravesar la pared
del quiste tisular con el fin de eliminar a los parasitos ahi alojados.
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9 Resumen

Toxoplasma gondii es un parésito apicomplexo intracelular obligado que infecta a la mayor parte de los
animales de sangre caliente del planeta. La infeccion por 7. gondii trae complicaciones de tipo ocular,
neuroldgico y en varias ocasiones enfermedad sistémica principalmente en inmunocomprometidos e
individuos infectados congénitamente. La inmunidad contra 7. gondii es compleja y depende en gran
medida de la heterogeneidad genética del parasito y del hospedero. La respuesta eficiente contra 7. gondii
es un proceso orquestado que se inicia desde la inmunidad innata, la cual es muy importante para el
ensamblaje de una respuesta adaptativa eficiente lo que lleva como fin a la activacion de una respuesta
citotoxica con la subsecuente regulacion de la infeccion y el establecimiento de la memoria
inmunologica. T. gondii es uno de los parasitos que mas atencion atraen por su capacidad de modulacion
del sistema inmune, sin embargo, en el presente capitulo se tratan los componentes principales de la
respuesta inmune basados en estudios en modelo murino y en células humanas y finalmente se hace un
acercamiento hacia las estrategias vacunales que se han utilizado contra este parasito.

La respuesta inmune a la infeccion por 7. gondii puede variar considerablemente dependiendo de
la presentacion clinica de la enfermedad. La respuesta inmune local y sistémica puede variar entre
individuos y parece que la respuesta inmune depende fuertemente del componente genético y del estado
general del sistema inmune del hospedero'.
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9.1 Inmunidad innata, el papel de los TLRs

El reconocimiento de los protozoos parasitos es una tarea complicada para el sistema inmune de los
mamiferos, esto es parcialmente debido a que la mayoria de las moléculas virales y microbianas que son
reconocidas por los receptores inmunes innatos también se encuentran en patdgenos eucariotas(1). En
lugar de eso, el sistema inmune innato ha evolucionado para reconocer a 7. gondii por medio del
reconocimiento de una serie de moléculas diferentes que estdn presentes solamente en pardsitos
protozoos. Para el caso de 7. gondii, en el raton el receptor Toll mas importantes es TLR11, pero en
humanos este gen lleva a la transcripcion de una proteina no funcional®; por lo tanto en humanos los
receptores que juegan un papel importante son TLR5(2) que reconocen a la profilina, asi como los TLR2
y TLR4 que reconocen anclas de fosfatidilglicoinositol (GPI)(3—6) y TLR4 que es importante para el
reconocimiento de la proteina de choque térmico 70 (HSP70)(7,8). Por otro lado, se reconoce la
ciclofilina 18 que actia como una quimioquina que activa la produccion de IL-12 a través de la unién al
receptor de quimioquina 5 (CCR5)(9).

Todo este reconocimiento de los patrones moleculares asociados a membranas (PAMPs) de
Toxoplasma gondii por parte de los TLRs (Toll Like Receptors), converge en la activacion del factor de
diferenciacion mieloide 88 (MYD88), factor que se cree necesario para la activacion de IL-12 seguida
de la activacion de la produccion de IFN-y segiin se muestra en estudios con ratones(10). Por lo tanto se
cree que la activacion de MYD88 dependiente de TLRs en células dendriticas (DC), lleva a la activacion
de células T ayudadoras 1 (Thl) de manera dependiente de IL-12, lo cual se requiere para la
sobrevivencia del hospedero durante la infeccion(11,12). Sin embargo, ya se ha demostrado que ratones
deficientes en MYDS88 no se logran proteger cuando se tratan con IL-12 luego de una infeccion con 7.
gondii y que la activacion de MYD88 en DCs promueve la produccion de IFN-y en células natural killers
(NK) pero no en células T(13). También se tiene evidencia de que la produccion de IL-12 dependiente
de MYD8S puede variar segun el genotipo de 7. gondii, como pasa cuando se infectan macrofagos de
ratén con una cepa RH (tipo I) y se observa que la produccion de IL-12 se da de manera independiente
de MYDSS, mientras que cuando se infectan los mismos macrofagos con una cepa ME49 (tipo II) ocurre
lo contrario (14).

Juntas, todas estas moléculas inducen una respuesta inmune innata efectiva que controla la fase
inicial del crecimiento del paréasito(7-9). A pesar de todo y gracias a estos reportes, se tiene un modelo
de activacion de DC por TLRs que ha llevado a la identificacion de las vias moleculares para la activacion
de la respuesta innata contra 7. gondii(15).

9.2 Mecanismos efectores mediados por IFN-y

La capacidad del interferon de eliminar las células infectadas con 7. gondii fue demostrada en estudios
con macrofagos humanos que fueron estimulados con IFN-y, lo que lleva a la induccion de la actividad
antimicrobiana y el metabolismo oxidativo contra el paréasito. La purificacion parcial de fracciones
solubles producidas por linfocitos humanos en respuesta a antigenos de Toxoplasma o concanavalina A,
complementado con el bloqueo del IFN-y, permitieron establecer que esta citoquina es el principal factor
que aumenta la capacidad de los macréfagos humanos para matar el parasito(16). Adicionalmente,
experimentos usando macrofagos aislados de personas con SIDA muestran que estas células son capaces
de eliminar a 7. gondii cuando son estimuladas con IFN-y(17). El IFN-y es la mayor molécula requerida
en el hospedero para la resistencia contra el pardsito y en varios de los mecanismos de proteccion
mediados por IFN-y, los cuales se citan a continuacion:
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1) La induccidn de indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO)(18), lo que esta involucrado en la supresion del
crecimiento de 7. gondii via la induccion de la degradacion del triptéfano hacia N-formilkinurenina,
resultando en la inanicion celular del parésito (cell starvation) debido a la deficiencia de este
aminoacido, lo que lo hace susceptible a los mecanismos de defensa inmune del hospedero(19).

i1) La produccion de 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina(20) que es importante en el raton pero no
para la respuesta por macrofagos humanos(21-25) es mediada por los intermediarios del NO que
son moléculas no polares sin carga que cruzan con facilidad las membranas y por lo tanto interactian
con el parasito en la vacuola parasitofora. La inhibicion de enzimas metabolicas por parte del NO
constituye un mecanismo importante de citostasis (bloqueo de la mitosis) mediado por NO(26). Otro
mecanismo es el mediado por la 6xido nitrico sintetasa (iNOS) que depende de la deplecion de la
arginina durante la sintesis de NO. 7. gondii es un auxo6trofo estricto que toma este aminoacido desde
el citoplasma de las células infectadas, entonces la sintesis de NO resulta en la escasez de arginina
y el bloqueo eficiente en la replicacion del parasito. La arginina es importante para el pardsito porque
es un activador metabolico para la diferenciacion del taquizoito a bradizoito(27).

ii1) Las especies reactivas de oxigeno (ROS) también cumplen su funcién como mecanismo mediado por
IFN-y y se han descrito en monocitos humanos y macréfagos de raton activados(28). Esto contrasta
con reportes de que la produccion de ROS no es inducida por 7. gondii en macrdéfagos humanos,
donde se muestra que la no produccién de ROS en estas células se correlaciona con la incapacidad
para eliminar o inhibir el crecimiento intracelular del parasito(29). Por eso, el papel de las ROS en
la eliminacion de 7. gondii todavia es tema de controversia(15).

iv) Otro mecanismo inducido por IFN-y es la activacion de las GTPasas relacionadas con la inmunidad
(IRGs y GBPs). El gen IRG contiene 21 copias en raton y solamente 2 en humanos (IRGC,
IRGM)(30), lo que muestra que la inmunidad hacia patégenos intracelulares mediada por IFN-y es
diferente entre especies(31). La infeccion por 7. gondii resulta en la carga de las IRGs sobre la
membrana de la vacuola parasitéfora(32), lo que lleva a su vesiculacion, rompimiento y eliminacion
del parésito por degradacion lisosomal(33,34). Las IRGs cumplen una funcidon importante en el
control del parasito principalmente contra cepas tipo Il y III, en contraste las cepas tipo I pueden
suprimir este efecto de control(35). Este efecto de inhibicion por parte de las cepas virulentas o tipo
I en raton se debe principalmente a las proteinas ROP18 y ROPS, las cuales impiden que las IRG se
ubiquen en la membrana de la vacuola parasitofora y por lo tanto se evita la eliminacion del
parasito(36) El papel de las IRGM del humano se cree que estd asociado con la maduracion del
fagosoma y sobre la destruccién de patdgenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis y
Salmonella typhimurium mediada por autofagia(30). También se ha asociado con un aumento en el
riesgo de suftir la enfermedad de Crohn debido a polimorfismos en IRGM que pueden llevar a afectar
la eficacia de la autofagia(37). Sin embargo, esta por probar el papel de estas proteinas en el control
de T. gondii en el humano. Las GBPs (p65 guanylate-binding proteins) son otra familia de proteinas
inducidas por IFN-y que participan en la inmunidad contra el parasito(38) y las cuales estan presentes
en ratones los cuales tienen 13 GBPs y en los humanos en los cuales hay 7 GBP (39). Se cree que
estas proteinas trabajan en la eliminacion de 7. gondii mediada por IFN-y en fibroblastos humanos
gracias a un mecanismo de muerte celular lo que induce al egreso del parésito antes de la replicacion
intracelular, llevando a una proliferacion limitada facilitando que las células inmunes procesen al
parasito, en este proceso estan involucradas las proteinas GBP1, GBP2 y ATGS5 (40).
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v) Otros mecanismos también incluyen el agotamiento de hierro lo que se ha demostrado usando agentes
quelantes de hierro ya que 7. gondii en su estado intracelular es hierro-dependiente. Este elemento
se requiere para la replicacion en experimentos con enterocitos tratados con IFN-y, lo que sugiere
que en estas células se da una limitacion del hierro disponible intracelularmente para el parasito, por
lo que se plantea como un mecanismo antimicrobiano en enterocitos, los cuales hacen parte de las
células de la primera linea de defensa en las mucosas (41).

vi) También estd la muerte de la célula hospedera mediada por P2X7; este es un receptor con una alta
expresion en la superficie de los macrofagos la cual es regulada por IFN-y y su activacion se da por
el ATP extracelular liberado por procesos como dafio celular. Para 7. gondii se muestra entonces
que la activacion de P2X7 favorece la muerte del parésito, proceso que se da en paralelo con la
apoptosis de la célula y de forma independiente a la produccion de NO. Esta activacidén se ha
mostrado como eficiente para matar microorganismos intracelulares que sobreviven en células de la
linea monocito/macréfago como Mycobacterium, Chamydia y Leishmania, caracteristica que la
comparte 7. gondii(42).

vii) Un altimo mecanismo que se reporta como importante es la activacion de un componente del
inflamosoma, el NALPI, el cual es un miembro de los NOD-/ike receptors (NLR) que pertenecen a
la familia de proteinas que forman los inflamosomas(43) y que es inducida por IFN-y luego del
efecto de IL-18 en la infeccion por Toxoplasma (44). En experimentos con monocitos NALP1
knockdown se evidenci6 la acelerada pérdida de la viabilidad celular seguida de desintegracion
celular, por lo que se sugiere que el inflamosoma NALP1 es critico en el proceso de inhibicion del
crecimiento y muerte de 7. gondii en monocitos humanos.

La activacion del inflamosoma NALP1 activa una cascada de mecanismos inmunes innatos,
incluyendo la produccion de citoquinas proinflamatorias y mecanismos que llevan a la muerte de las
células infectadas como la apoptosis(43).

9.3 Inmunidad adaptativa

Los mediadores producidos en la respuesta innata llevan al desarrollo de una respuesta adaptativa. La
IL-12 induce la expansion celular de la respuesta Thl lo que promueve el desarrollo de células T CD8+
citotoxicas (45-47). Este tipo celular se ha demostrado que produce la muerte a células de raton
infectadas con 7. gondii. También, estudios in vivo muestran que estas células T CD8+ citotdxicas
controlan el nimero de quistes tisulares y previenen la encefalitis. De una manera importante, la
resistencia a la encefalitis en ratones infectados con cepas tipo Il de 7. gondii se ha relacionado con la
region Ld del gen del complejo de histocompatibilidad tipo I. Esto indica que los péptidos que se puedan
presentar por esta ruta y su interaccion con el linfocito T CD8+ son de vital importancia para la proteccion
contra la infeccion(46,48). Las citoquinas de tipo Th2 contrarrestan varios de los efectos positivos de las
citoquinas de tipo Thl y por lo tanto presentan efectos adversos en la inmunidad, como ocurre con la IL-
10 que regula al IFN-y de modo que se bloquea la habilidad de esta citoquina de activar a los
macréfagos(49). Sin embargo varios estudios en ratones muestran que la ausencia de citoquinas Th2 tales
como la IL-4 y la IL-13 puede resultar en una elevada inmunopatologia y mortalidad, por ello en niveles
adecuados tiene un efecto de balanza evitando los efectos deletéreos del exceso de respuesta Thl, y por
esta razon se dice que el balance entre Th1 y Th2 es claramente delicado(50). En definitiva, estudios en
raton demuestran la importancia de citoquinas como la IL-12, TNF-a e IFN-y como mediadores de la
resistencia del hospedero al parésito (51), y factores como los haplotipos especificos del CMH (Complejo
Mayor de Histocompatibilidad) se sabe que son determinantes no solo en la resistencia del hospedero,
sino también a la susceptibilidad a la infeccion.
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La respuesta de linfocitos CD4+ y CD8+ definitivamente parece ser uno de los componentes mas
importantes en la resistencia del hospedero al parasito(52), ademas de la contribucion del sistema inmune
innato como se comentd previamente.

Luego de que la resistencia del componente innato y los mecanismos dependientes de IFN-y han
controlado la replicacion de los taquizoitos, las células CD4+ y CD8+, son esenciales para mantener a
los bradizoitos en un estado de latencia, ademés de que el control de la fase cronica y aguda también
requiere la presencia de subpoblaciones celulares. Un punto importante en el estudio de la inmunidad
adquirida contra Toxoplasma es conocer como se estd dando la presentacion de antigenos, y en este
contexto ya hay reportes de antigenos cuya especificidad por el TCR se conoce, ademas, también hay
herramientas y acercamientos genéticos que permiten estudiar la biologia del parasito, lo que permite el
analisis de la presentacion de antigenos por los CMH Iy 11 y la respuesta de células CD4+ y CD8+ en el
contexto de una infeccion por 7. gondii”’.

La importancia de las células CD4+ y CD8+ se reportd a partir de estudios comparativos de
infeccion con 7. gondii en ratones desnudos SCID y con ratones inmunocompetentes(52). En general, la
respuesta inmune en un hospedero inmunocompetente en el curso de una infeccion por Toxoplasma
confiere inmunidad protectora en un evento de reinfeccion. Sin embargo, el parésito persiste en forma de
bradizoito al interior de los quistes intracelulares. Se cree que la ruptura de estos quistes es el origen de
la respuesta inmune contra el parasito(53) En el evento de una inmunodeficiencia y en particular en
SIDA, los bradizoitos se liberan y se diferencian a taquizoitos, cuya proliferacion no es controlada
efectivamente por el sistema inmune del hospedero, llevando a un dafo cerebral severo(54,55).

Por lo tanto, la inmunidad celular es el componente clave por parte del hospedero para reaccionar
ante el ataque por Toxoplasma. En un contexto general, los macrofagos, los linfocitos T, los “natural
killers” y un perfil de citoquinas son los mayores elementos involucrados en la respuesta inmune contra
T. gondii. Los anticuerpos por otro lado, juegan un papel menor en la proteccion pero son de gran
importancia para el diagnostico de la toxoplasmosis en humanos(53).

En la inmunidad adquirida, se plantea que las células dendriticas luego de su activacion por los
mecanismos efectores de la inmunidad innata son las que presentan antigenos a los linfocitos T (TL). Sin
embargo este mecanismo requiere una estrecha interaccion entre las células presentadoras de antigeno
(APC) y el TL gracias al mecanismo CD40/CD40L(56,57) y se sabe que la infeccion por Toxoplasma
lleva a la activacion de CD40 en humanos(58) Estas células efectoras (TL CD4+ y CD8+), que son las
involucradas en la resistencia a la infeccion por Toxoplasma ejercen su funcion via actividad citotoxica
y/o la secrecion de citoquinas involucradas en la regulacion de la respuesta inmune(59).

En ratones, las TL CD4+ maduras se dividen en 2 subpoblaciones: Thl (cé€lulas citotoxicas) y
Th2 (células T ayudadoras). Esta diferenciacion se basa en la lista de citoquinas secretadas luego de la
estimulacion. Las células tipo 1 producen IL-2 e IFN-y mientras que las células tipo 2 producen IL-4, IL-
5, IL-6 e IL-10. Esta subpoblacion de CD4+ se requiere para el desarrollo de la resistencia durante la
etapa temprana de la infeccion(60) y para la inmunidad durante la vacunacion(61,62).

La resistencia a estas respuestas esta relacionada con una inmunidad de tipo-1 promovida por IL-
12 e IFN-y, las cuales se producen luego de la activacion de células NK y macréfagos(63—65) Sin
embargo, se sabe que el control de la infeccion por Toxoplasma es el resultado de una relacion sinérgica
entre células T CD4+ y CD8+(62).
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Se ha planteado que las células T CD8+ se activan por proteinas de superficie del parasito(66) o
por proteinas secretorias como GRAG6 (67), GRA3, GRA7 y otras(68—70) lo que parece ser un evento
esencial en la resistencia durante la fase activa de la infeccion en humanos y ratones que al final permite
ensamblar una respuesta inmune protectora.

Los TL CD8+ activados por la IL-2 secretada por los TL CD4+, llevan a cabo su actividad
citotoxica contra los taquizoitos o las células infectadas(71,72). Esta respuesta es activada por el IFN-y
y esta restringida al CMH-I ayudando a que el hospedero adquiera resistencia al parasito durante la fase
crénica de la infeccion(53).

La persistencia de la memoria es un hecho establecido en humanos pues una primoinfeccion
protege al feto ante una posible reinfeccion, aunque existen reportes ocasionales de reinfeccion con
infeccion congénita, estos reportes son la excepcion a la regla y adicionalmente los niveles de anticuerpos
permanecen en niveles detectables a lo largo de la vida del hospedero(73).

Es posible que la persistencia en la memoria de las células T se deba a la ruptura regular de quistes
tisulares o infecciones recurrentes por via oral(53). Esta persistencia en esta subpoblacion celular es
asegurada por mecanismos de sefalizacion intracelulares que dependen del NF-kB2(74), seguido por la
activacion de proteinas de superficie o de otro tipo provenientes del parasito. También se sabe que la
activacion de los receptores CD28 en los linfocitos y receptores B71 (CD80) y B72 en células dendriticas
son esenciales para la adquisicion de una buena memoria de linfocitos(75).

9.4 Procesamiento antigénico, memoria inmunologia y haplotipos del complejo de
histocompatibilidad tipo I y II

El procesamiento de los antigenos microbianos y de los péptidos que se generan en el contexto del
complejo de histocompatibilidad de clase I es llevado a cabo por las células presentadoras de antigenos.
Este proceso es esencial para la activacion de los linfocitos T CD8+ los cuales son necesarios para la
resistencia a largo plazo contra patdgenos intracelulares como 7. gondii(76). La via clasica de
procesamiento involucra la presentacion de antigenos propios y extraiios desde el citosol lo que lleva a
que los linfocitos T CD8+ reconozcan a las células infectadas. Adicionalmente se conoce una ruta alterna
las células presentadoras de antigeno profesionales (APCs) como las células dendriticas (DCs), que
reconocen el microambiente que las rodea y procesan antigenos exdgenos por presentacion cruzada a los
linfocitos T CD8+ para iniciar una respuesta especifica y parece estar relacionada con la activacion de
linfocitos T CD8+ “naive” en infecciones por varios virus, bacterias intracelulares(77) y Plasmodium
voelii(78).

En el contexto de los péptidos, el concepto de que estos podrian estar involucrados en diferentes
respuestas inmunes no tomo fuerza hasta 1986 cuando se los relacioné con las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH I y IT)(79). Cuando una célula fue infectada por un microorganismo
intracelular, el sistema inmune tiene la gran tarea de seleccionar cuales son los péptidos propios de los
péptidos ajenos. En este momento juegan un papel muy importante las células T citotoxicas (CD8+), las
cuales estan en la capacidad de reconocer a las células infectadas. El receptor de las células T (TCR) esta
disefiado en principio para reconocer de todo, incluyendo péptidos propios. En el timo ocurre un proceso
de seleccion donde las células T son escogidas para reconocer lo que “no es propio” porque si estas
reconocen un complejo de histocompatibilidad de tipo I cargado con un péptido propio, recibiran una
sefial de muerte(80).
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Luego, cerca de un 2% de las células T que provienen de la medula 6sea sobreviven a este proceso
de seleccion y el resto se eliminan para prevenir enfermedades autoinmunes donde se reconozca lo
“propio”. Cuando un péptido corresponde a lo “no propio”, las células T pasan a ser activas y sufren un
proceso de seleccion para luego eliminar a las células infectadas(79).

Para que un péptido pueda ser ensamblado en el CMH-I y expuesto en la superficie celular para
su presentacion a una célula T debe pasar por una serie de modificaciones que van, desde el
procesamiento de la proteina en proteosoma y la accion de varias proteasas. En humanos existen al menos
3 tipos de proteosomas con diferentes sitios de corte(81) que dan como resultado fragmentos de péptidos
con longitudes de entre 3-18 aminoacidos(82). De estos fragmentos peptidicos generados, se dice que
menos del 1% que escapen a alglin proceso de degradacion por alguna aminopeptidasa citosolica, tendran
una alta probabilidad de asociarse con una proteina de transporte al reticulo endoplasmatico (TAP) para
poder ser ensamblados a los CMH de tipo 1(83). TAP no permite el ingreso al reticulo endoplasmatico
de péptidos con longitudes menores a 8 aminoacidos, de la misma manera que el CMH de tipo I no
permite el acoplamiento de péptidos menores a esta longitud(84) Estos péptidos que logran entrar al
reticulo endoplasmatico seran recortados por las aminopeptidasas ERAP1 y ERAP2, las cuales detienen
su actividad cuando los péptidos recortados llegan hasta 8 aminodcidos(85). La destruccion de los
péptidos por aminopeptidasas citosolicas es un factor esencial el cual toma importancia cuando se habla
en términos de nimeros(83). Una sola célula contiene aproximadamente 10° proteinas y usualmente entre
10° y 10° moléculas de CMH clase I. Teniendo en cuenta esto, es muy poco probable que un solo péptido
encuentre a su correspondiente CMH-I. Por eso se considera que <0,1% de los péptidos seran
presentados, por tal motivo la probabilidad que tiene un péptido de ser presentado depende de que la
proteina de origen se exprese en cantidades significativas, probablemente >10% copias(79).

La generacion de memoria ante estos antigenos que fueron presentados depende de una pequetia
poblacion de linfocitos T citotoxicos (LTC) que se diferencian del resto de los LTC por no presentar una
funcion efectora activa, por lo tanto, esta pequefia poblacion de LTC sin una habilidad citotoxica aparente
puede sobrevivir preferencialmente para convertirse en cé€lulas de memoria(86). Se ha planteado la
posibilidad de una subpoblacion de células T CD8+ “naive” que estan predestinadas a convertirse en
células de memoria o que la heterogeneidad a nivel de células “naive” podria afectar la funcion efectora.
Sin embargo, eventos estocasticos luego de la activacion inicial de una célula T CD8+ podrian determinar
la seleccion de una ruta en particular por la cual una célula hija se diferencia a célula efectora o a célula
de memoria. También, varios factores podrian influenciar al nivel celular el control de la transicion desde
célula T “naive”(86). Por ejemplo y sin ser un hecho deterministico, la expresion de IL-7Ra en las células
T CD8+ es critica para el desarrollo de la memoria en infecciones virales. La expresion de IL-7Ra se
correlaciona con la expresion aumentada o mantenida de bel-2, la cual es una molécula intracelular anti-
apoptotica(87). Otros factores como la expresion de IL-2, IL-7 e IL-15 en células T CD8+ se ha asociado
al mantenimiento de las funciones efectoras y de memoria en esta subpoblacion celular(88).

En la respuesta a Toxoplasma gondii la consecuencia de una activacion Thl es el desarrollo de
células T CD8+ de memoria de larga vida. Luego de la activacion de células T CD8+ “naive” durante
la infeccion, estas proliferan raépidamente y se diferencia a una poblacion heterogénea de células efectoras
compuesta por unas células efectoras de corta vida (SLECs) y células que presentan una vida media mas
larga que son las células precursoras de memoria (MPECs)(89). Las SLECs proveen los mecanismos de
control por medio de la produccion de moléculas efectoras dentro de las que se encuentran citoquinas y
moléculas que causan citdlisis. Luego de esta expansion y diferenciacion inicial, el grupo de células T
CD8+ activadas pasan por un proceso que se denomina contracciéon donde las SLECs diferenciadas
entran en apoptosis dejando a la pequefia subpoblacion de MPECs (89).
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Estas células precursoras de memoria luego se diferencian en células de memoria reales y pasan
por un proceso de proliferacion homeostatica y continuamente se estdn renovando. Muchos factores
como la exposicion al antigeno, la coestimulacion y el nivel de inflamacién tienen influencia sobre la
ruta de diferenciacion que toman estas células(90)

En el contexto de la presentacion de antigenos, los péptidos de 7. gondii deben ser presentados
por el complejo de histocompatibilidad que corresponde de acuerdo al origen del epitope (intracelular o
extracelular). En el humano las moléculas encargadas de esta presentacion (HLA) estan localizadas en
el brazo corto del cromosoma 6 y se sabe que es el sistema mas polimoérfico en humanos. La region clase
I en este cromosoma contiene los genes para HLA-A, HLA-B y HLA-C que codifican para las cadenas
pesadas de las moléculas de clase I(91).

La importancia de la presentacion de antigenos por el complejo de histocompatibilidad II radica
en la necesidad de activar la respuesta dependiente de los linfocitos T CD4+ y sus citoquinas asociadas.
Experimentos en ratones que no expresan los genes la o le (que corresponden al complejo de
histocompatibilidad II) muestran un incremento en la mortalidad cuando se les infecta con cepa ME49
en comparacion con aquellos ratones que si expresan /a o 1e(92). Sin embargo varios estudios muestran
que estos determinantes genéticos no se correlacionan con la resistencia a quistes cerebrales y
encefalitis(50). Claramente el procesamiento de antigenos por el complejo de histocompatibilidad II es
importante en la infeccion para activar la respuesta mediada por los linfocitos T CD4+, esta subpoblacion
celular juega un papel critico relacionado con la produccion de IL-2 para el desarrollo de los linfocitos T
CD8+(50) (figura 21), los cuales son los responsables de la respuesta inmune protectora contra
Toxoplasma gondii.
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Figura 21 Modelo de respuesta inmune contra Toxoplasma gondii en humanos (tomado de Henriquez ef
al 2010 (50), modificada por Sofia Citlali Berumen Solis. 7. gondii presenta varios PAMPs (patrones
moleculares asociados a membrana de patégenos) como la proteina de choque térmico 70 (HSP70),
anclas de glicofosfatidil inositol (GIPL) y profilina que cuando son reconocidas por su respectivo TLR
inducen una cascada de sefializacion que resulta en la expresion de varias citoquinas. Varias proteinas
provenientes del pardsito son procesadas y se presentan por el complejo de histocompatibilidad II al TCR
de los linfocitos T CD4+, lo que resulta en produccion de IL-2. Por otro lado, los péptidos que ingresan
a la ruta de procesamiento y presentacion por el complejo de histocompatibilidad I son presentados a los
linfocitos T CD8+ para activar una respuesta citotoxica.

9.5 Vacunas basadas en péptidos contra Toxoplasma gondii

Una vacuna contra Toxoplasma en humanos es importante porque la gran mayoria de la poblacion esta
en riesgo de presentar infeccion con este parasito, ademds los tratamientos actuales son inadecuados
porque solamente controlan la fase de taquizoitos y no eliminan los estadios asociados con la infeccion
crénica(93). En paises como Colombia la prevalencia de anticuerpos para Toxoplasma es mucho mas
alta que en Europa y los Estados Unidos, debido seguramente a la mayor exposicion a factores de riesgo
para adquirir la infeccion, a la posibilidad de mayores dosis de infeccion y a la presencia de cepas del
parésito muy diferentes genotipica y fenotipicamente que pueden tener una capacidad aumentada de
proliferacion(94-96), de la misma manera, las prevalencias reportadas para Colombia llegan hasta 80%,
lo que corresponde a formas de la infeccion congénita, aguda y cronica (94,97,98) poniendo de manifiesto
el grave problema que representa la Toxoplasmosis para la poblacién humana.
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Se han reportado por més de 50 afios estrategias vacunales utilizando preparaciones de antigenos
crudos, parasitos inactivados o vacunas de ADN, mientras que las estrategias basadas en subunidades
purificadas o productos recombinantes son relativamente nuevas y se vienen reportando entre unos 10 y
20 afios. Las vacunas de subunidades tienen la ventaja de que se pueden seleccionar antigenos especificos
y evitar antigenos que podrian ser irrelevantes o en el peor de los casos tener la capacidad de inducir
cuadros febriles o respuestas inmunes exacerbadas. Ademas, una respuesta inmune pequefia 0 moderada
inducida por antigenos del parasito podria ser aumentada para mejorar su inmunogenicidad si se aplican
en el contexto de un esquema de inmunizacion. Una desventaja potencial es que las vacunas de
subunidades a pesar de ser lo bastante especificas, pueden presentar falta de potencia inmune y por lo
tanto se requieren formulaciones con adyuvantes apropiados para aumentar su efectividad (99).

Una busqueda en el NCBI a julio de 2017 con las palabras clave “Toxoplasma vaccine” arroja
829 resultados, mientras que con las palabras clave “Toxoplasma vaccine peptides” se encuentran 253 y
utilizando las palabras clave “Toxoplasma peptide subunit vaccine” se obtiene un total de 23 estudios
dentro de los cuales se describen resultados de experimentos que llevan a activar respuesta citotoxica y
de anticuerpos y donde de una u otra forma se muestra el uso de diferentes estrategias vacunales y
proteinas de donde se derivan varias secuencias antigénicas. Entre las proteinas estudiadas se encuentran:
Gotl, Terlp, LMBR, PLA2(100), AMA1, RON2 y RON4(101), GRA4(102) (Wang utiliz6 GRA4 para
buscar epitopes B), TgCDPK1(103), TgGR(104), ROP5(105), MAGI (antigeno de taquizoito y
bradizoito)(106), SAG1, ROP1, ROP2, ROP4, GRA1l, GRA2, GRAS5, GRA6, HF10 (HF10 es un
decapéptido inmunodominante derivado de GRA6(67), GRA7, MIC1, MIC4, HSP70, SAG2, SAG3,
SRS1, TgPI-1, Actin Depolymerization Factor, TCP, NTPases II, P54 y P24(99). Lo caracteristico en los
estudios con estas proteinas, es que los antigenos se han utilizado como vacuna ya sea individualmente
o en cocteles y administrados a ratones humanizados por diferentes rutas usando distintos adyuvantes o
en ensayos con células humanas.

Al momento de probar los epitopes inmunogénicos en el modelo animal, la seleccion de los
adyuvantes es crucial y puede influir profundamente sobre la eficacia de la vacuna(99). En ensayos de
vacunas para Toxoplasma se han utilizado hasta ahora adyuvantes para administracién subcutanea como:
FCA, FIA, liposomas, saponina QuilA, ISCOMs, SBAS1, Mono-fosforil lipido A, lipopéptidos, PADRE,
GLA-SE e IL-12. Para administracion intraperitoneal: FCA, FIA, liposomas, VetL-10, Lactobacillus,
FMA e hidroxido de aluminio (ALUM). Para administracion intramuscular: ALUM, FIA y CpG. Para
administracion oral: toxina colérica y macroparticulas de quitosan. Para administracion intranasal:
salbutamol, toxina colérica y enterotoxina (99).

Han aparecido nuevas estrategias para desarrollar una respuesta inmune que controle al parasito
en el modelo raton que se basan en la inclusion de péptidos que activan la respuesta Th1, Th2 y humoral
con constructos de péptidos con demostrada inmunogenicidad en nanoparticulas (107,108). Para el caso
de Toxoplasma hay reportes donde se demuestra el uso de adyuvantes para TLR2 (Pam2Cys) y TLR4
(GLA-SE), CD4 (PADRE-AKFVAAWTLKAAA) y el disefio o prediccion por herramientas
bioinformaticas de péptidos con alta afinidad por diferentes haplotipos del complejo de
histocompatibilidad en humanos (HLA*A02, HLA*A03, HLA*B7) con los que se pretende desarrollar
una vacuna que abarque la mayor parte de la poblacion humana (68—70,100,109)
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9.6 Estrategias computacionales para la seleccion de epitopes inmunogénicos como candidatos a
vacuna

La estrategia convencional para el desarrollo de vacunas se basa principalmente en 2 métodos: primero,
usar patogenos atenuados por medio de pases seriados in vitro para obtener cepas vivas atenuadas que
pueden ser usadas como vacunas y segundo, identificar antigenos que confieran inmunidad protectora
para que puedan ser usados en vacunas de subunidades “no vivas”(110). La mayor revolucion con el
desarrollo de las vacunas de subunidades es que se pueden conocer cudles son los componentes de un
microorganismo que son suficientes para activar una respuesta inmune, sin que se aumente el riesgo de
efectos secundarios. Las principales caracteristicas que presentan estas moléculas es su presencia y
conservacion en el patogeno de interés, su visibilidad por parte del sistema inmune del hospedero y su
habilidad de activar una respuesta inmune (111).

La secuenciacion de los genomas microbianos ha hecho posible el descubrimiento de todos los
posibles epitopes T CD8+ y CD4+ de cada patdgeno que pudieran estar disponibles para el desarrollo de
vacunas y fundamento la aparicion de la estrategia para identificacion de candidatos vacunales llamada
vacunologia reversa(112). De esta manera, desde que se secuencid el primer genoma de un organismo
en 1995 (Haemophilus influenzae Rd)(113) se determiné que existia un gran potencial de esta nueva
tecnologia para identificar proteinas o mezclas de proteinas que pudieran ser usadas para una vacuna. El
método de vacunologia reversa por lo tanto, ofrece 2 ventajas grandes: primero, favorece la identificacion
de un espectro mas amplio de candidatos, incluyendo proteinas que no se habian identificado antes debido
a que estaban enmascaradas por otras mas inmunodominantes, y segundo, permite la identificacion de
blancos vacunales de organismos que son dificiles de cultivar en el laboratorio(111).

La vacunologia reversa se basa en el uso combinado de informacidon genética e inmunologica
para identificar antigenos relevantes para el diagndstico o el desarrollo de vacunas. En este contexto, la
identificacion de epitopes reconocidos por células T CD4+ o T CD8+ se puede utilizar en “reversa” como
herramienta para identificar nuevos antigenos. Se pueden disefiar entonces, péptidos con una uniéon
predicha hacia diferentes tipos o supertipos de HLA con el objetivo de cubrir la mayor parte de las
poblaciones en zonas endémicas. El efecto o la reactividad inmune de los péptidos se pueden probar con
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de individuos expuestos o vacunados. Si el
antigeno es inmunodominante o frecuentemente reconocido en el proceso natural de la infeccion (ya sea
luego de una vacunacion o exposicion natural), esta estrategia podria llevar a un “hit” hasta en casos
cuando la precision de las predicciones bioinformaticas son tan bajas como 10% (112)

Un punto importante que se debe tener en cuenta en el contexto de la prediccion de epitopes es la
gran cantidad de polimorfismos asociados a las moléculas HLA, de tal manera que cada molécula tiene
su grado de especificidad con relacidon a la unién del péptido, por lo que probar grandes cantidades de
epitopes se torna poco practico. Para resolver este inconveniente, existen 2 soluciones: primero
seleccionar un nimero limitado de alelos (entre 10-15, dependiendo de la clase de HLA y el locus
considerado), esto permite la cobertura de parte de la poblacion (114—116). Segundo, se ha visto que
aunque diferentes alelos estan asociados con diferentes especificidades de union, la mayoria de los alelos
de HLA pueden ser categorizados en “supertipos” los cuales pueden estar asociados con un gran nlimero
de péptidos solapantes especificos(117—120). Por lo tanto, si se enfoca la bisqueda hacia este grupo de
alelos se favoreceria una cobertura de cerca del 90% en la poblacion general con pocas secuencias de
péptidos. Ademads, aunque la frecuencia de los diferentes alelos puede variar dramdaticamente en
diferentes grupos étnicos, la frecuencia de los “supertipos” es relativamente constante en las diferentes
poblaciones (112).
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La mayoria de los enfoques vacunales llevan principalmente a la induccion de anticuerpos contra
un patogeno especifico, lo que en muchos casos es necesario y suficiente para la eficacia de la vacuna,
que en estos casos lleva a la inactivacion directa del patdgeno de interés por la accion neutralizante de
los anticuerpos o por cooperacion con células inmunes. Sin embargo, bien se sabe que los anticuerpos
no pueden inducirse eficientemente en ausencia de células CD4+, las cuales juegan un papel importante
en la expansion y diferenciacion de las células B. Ademas, la activacion de células CD8+ cuya respuesta
celular es un elemento clave para la inmunidad contra patogenos intracelulares como 7Toxoplasma, juegan
un rol primordial para la defensa, lo que pone de manifiesto la importancia y la necesidad de la inmunidad
celular en el disefio y eficacia de una vacuna. En este punto, se evidencia de nuevo la importancia de la
informacion gendémica de los organismos de estudio, con lo que se pueden dilucidar por medio de
herramientas bioinformaticas las secuencias de epitopes CD4 o CDS para el disefio de péptidos.

Un punto algido en estas metodologias es la demostracion de las respuestas citotdxicas inducidas
por péptidos sintéticos luego de un disefo bioinformatico. En los tltimos 10-15 afios se han introducido
tecnologias como el marcaje con tetrameros, ELISPOT o marcaje intracelular, lo que ha permitido la
medicion exacta de las respuestas celulares. El monitoreo de la inmunidad celular es de particular interés
en casos donde las respuestas de células CD4+ y CD8+ se creen que son de relevancia para la proteccion
y la eliminacion de la infeccion.
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10 Resumen

La toxoplasmosis es una enfermedad compleja que cubre un amplio rango de manifestaciones clinicas
que van desde una forma asintomatica a infecciones diseminadas en el paciente inmunosuprimidol.
Recientemente el uso de bioterapias en pacientes con artritis basada en anticuerpos contra el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF o) aument6 el grupo de pacientes que pueden presentar manifestaciones
cerebrales y oculares?.

En ocasiones se pueden observar casos de miositis, miocarditis 0 neumonitis en personas
inmunocompetentes en Guyana Francesa (norte de América del Sur) y en Colombia, llegando incluso a
ser fatales o requerir de soporte ventilatorio en unidades de cuidado intensivo® % >. Se ha postulado que
las cepas de la regiébn amazonica podrian ser mas virulentas lo cual explicaria estas presentaciones
clinicas tan inusuales. Ninguna de las manifestaciones de la infeccion es especifica y por ello el
diagnostico debe incluir un analisis diferencial utilizando diversas pruebas de laboratorio que permitan
confirmar el diagnostico y poder ofrecer un tratamiento oportuno y adecuado’.
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10.1 Toxoplasmosis ganglionar

La toxoplasmosis ganglionar es una causa frecuente de consulta, usualmente benigna y que se presenta
en el 15% de quienes adquieren la infeccion'. La intensidad de sus manifestaciones probablemente
depende de la dosis y virulencia de la cepa. Se pueden afectar las cadenas cervicales (Figura 22), axilares
o inguinales y se acompafia de astenia y adinamia; en algunos casos puede llevar a un sindrome de fatiga
crénica. Su importancia clinica radica en el diagnoéstico diferencial que se debe hacer con linfoma, aunque
recientemente también se le ha dado importancia a la probabilidad de desarrollar retinocoroiditis después
de una toxoplasmosis adquirida ganglionar o asintomatica.

A pesar de que no hay estudios longitudinales de seguimiento que determinen cual es la
probabilidad de desarrollar retinocoroiditis después de una toxoplasmosis ganglionar, existen reportes de
brotes y de casos esporadicos que permiten estimar que entre el 3% y 10% de los casos pueden terminar
con compromiso de la retina®.

Por esta razon, aunque en Europa y Estados Unidos muchos consideran que la toxoplasmosis
ganglionar no requiere tratamiento. En el caso de la toxoplasmosis adquirida en Sudamérica dado el
riesgo de desarrollar lesiones oculares hasta en un 10% de los casos’ se recomienda el tratamiento con

antibioticos en todos los casos sintomaticos °.

El clinico debe llevar a cabo una evaluacion general y descartar otras causas de eventos
linfoproliferativos, que puedan ser benignos como en el caso de la mononucleosis o malignos como el
linfoma. Por esta razon, en caso de no existir respuesta al tratamiento o presentarse aumento en el tamafo
de los ganglios o que las adenopatias se fijen a estructuras profundas o presenten cambios en su
consistencia, es necesario llevar a cabo una biopsia®.
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Figura 22 Adenopatia cervical en un caso de toxoplasmosis adquirida. La flecha indica la zona de
adenopatia. Jorge E. Gobmez M., archivo personal.

La confirmacion de una infeccién toxoplasmica reciente como causa de la presencia de
adenomeglias, se hace con pruebas para la deteccion positiva de IgG e IgM anti-Toxoplasma y un
resultado de prueba de avidez baja para IgG especifica’. La biopsia permite confirmar el diagnéstico y
descartar otras etiologias. Los aspectos histopatologicos tipicos son la hiperplasia folicular, la presencia
de células epitelioides dentro del area paracortical y distension de los sinusoides por presencia de
linfocitos B. Estos mismos hallazgos se pueden encontrar en leishmaniasis, histoplasmosis o
mononucleosis infecciosa o ser similares a los hallazgos en el linfoma de Hodking °. Un tratamiento de
un mes con Trimetoprim-Sulfametoxazol (40 mg sulfamethoxazol/ 8 mg trimetoprim per kg) dos veces
al dia mostro ser eficaz en un estudio doble ciego aleatorio!”.
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10.2 Toxoplasmosis congénita

La toxoplasmosis estd considerada dentro de las entidades del complejo TORCHs (Toxoplasmosis,
Rubeola, Citomegalovirus y Herpesvirus) que son las causas mas importantes de infeccion fetal. Las
manifestaciones clinicas tiene un espectro amplio que va desde infecciones asintomaticas hasta lesiones
cerebrales y oculares severas. En muchos casos se presenta como un cuadro similar a sepsis neonatal con
dificultad respiratoria, ictericia y déficit neuroldgico. Un metanalisis publicado en 2013 en el Boletin de
la Organizacion mundial de la Salud'! estimé la incidencia anual de toxoplasmosis congénita a nivel
mundial en 190,100 casos (95% intervalos de confianza: 179,300-206,300).

Se encontré6 que las regiones con mayor frecuencia de toxoplasmosis congénita fueron
Sudamérica y algunos paises de Oriente Medio y de bajos ingresos'!.

Los resultados de estudios colaborativos y multicéntricos en toxoplasmosis congénita en los
ultimos afios han aportado nuevos conocimientos y conceptos que han transformado de manera
significativa nuestra comprension del problema, lo cual ha tenido grandes implicaciones para el disefio
de los programas de control. Un aspecto clave ha sido el hallazgo de diferencias en el desenlace clinico
de los nifos con toxoplasmosis congénita de Sudamérica con respecto a los niflos europeos y de

Norteamérica, lo cual tiene implicaciones en la actitud terapéutica y de seguimiento clinico'?.

La primera evidencia firme de esta diferencia o divergencia geografica apareci6 durante el estudio
colaborativo “Systematic Review on Congenital Toxoplasmosis” o SYROCOT !3. En este estudio se
encontrd que el riesgo de lesiones oculares fue mucho mayor en las cohortes de nifios infectados en
Sudamérica (47%; 18/38) que en las cohortes europeas (14%, 79/550). Esto luego fue confirmado en un
estudio prospectivo durante cuatro afios de cohortes en Europa y Brasil, el cual encontrd que los nifios
brasilefios tenian lesiones oculares mas grandes y numerosas, comparadas con sus contrapartes en
Europa'®. Esto puede explicarse por la diferencia entre las cepas en América del Sur y las de Europa o
Norteamérica'>!6,

El primer estudio multicéntrico colombiano en toxoplasmosis congénita'” aporto experiencia para
implementar los programas de control y nuevos conocimientos epidemioldgicos. En este estudio en 19
hospitales y centros de atencion materno infantil de siete ciudades, se recolectaron 15,333 muestras de
sangre de cordon umbilical y se aplicaron varios métodos para determinar marcadores de riesgo para la
infeccion. Se encontraron 15 nifios con la infeccidn congénita (incidencia de 1 caso por 1,000 recién
nacidos).

Entre ellos, ocho casos eran asintomadticos y se les inicid tratamiento. De los ocho nifios sin
sintomas, tres tuvieron tratamiento en el embarazo. En contraste, ocho niflos tenian sintomas diversos,
ninguno de ellos fue diagnosticado durante el embarazo y ninguno recibid tratamiento antes del
nacimiento.

Entre los 15 nifios con infeccion confirmada, 3 murieron antes del primer mes de vida (20% de
letalidad). Los pediatras no sospechaban de toxoplasmosis como causa de los sintomas en estos nifos y
sino se hubiera hecho el programa de tamizacion no se hubieran detectado. Por primera vez en un estudio
epidemiologico sobre toxoplasmosis congénita, se logréo descubrir una relacion entre alta o baja
frecuencia de marcadores de riesgo para toxoplasmosis congénita y alta o baja precipitacion de lluvias
por ciudad respectivamente!’. Esto fue confirmado recientemente en un estudio metagenémico con
muestras de suelo de Norte, Sudamérica y la Antértida y en el cual se hall6 la correlacién entre mayor
presencia de ADN de Toxoplasma y la humedad del suelo '8,
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Dos cuadros clinicos son los mas frecuentes: una forma visceral con hepatoesplenomegalia e
ictericia similar a sepsis neonatal y un sindrome neurolégico acompaiado de dafio ocular. En el caso del
sindrome visceral o similar a sepsis neonatal, la hiperbilirrubinemia caracteristicamente es de predominio
de la bilirrubina directa y puede acompafiarse de trombocitopenia.

La forma visceral tiende a presentarse de manera separada de la forma neurolégica. Las formas
neurologicas son indicativas de infecciones maternas adquiridas durante el primer trimestre de embarazo
y por tanto de que la infeccion ocurrid in utero.

Las formas neurolégicas pueden presentarse con hidrocefalia, microcefalia y microftalmia'®. La
triada clasica es hidrocefalia o dilatacién ventricular, calcificaciones intracerebrales (Figura 23) y
retinocoroiditis.
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Figura 23 Calcificaciones intracerebrales y dilatacion ventricular. La imagen corresponde a una
tomografia cerebral de un nifio con toxoplasmosis congénita (Jorge E. Gomez-Marin, archivo personal).

Se debe realizar un examen fisico buscando alteraciones del perimetro cefalico,
hepatoesplenomegalia o ictericia en las primeras 24 horas de vida. Ninguna de las manifestaciones en
recién nacidos es patognomonica para toxoplasmosis y también pueden encontrarse en otras infecciones
fetales incluyendo citomegalovirus, rubeola, herpes virus y sifilis.
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El diagnostico en el recién nacido entonces recae principalmente en la serologia. En todos los
nifios sintomaticos (con sintomas compatibles con sindrome de TORCH) o asintomaticos es necesario
utilizar la deteccion tanto de IgM como de IgA anti-Toxoplasma para el diagnostico. Existe un grupo de
nifios en los cuales no se encuentra ni IgM ni IgA y por ello todo nifio con sospecha o que su madre haya
tenido criterios de infeccion durante el embarazo debe ser seguido hasta la desaparicion de los IgG
cuando no se encuentra ni IgM ni IgA especificas'®. Debido que puede detectarse una disminucion de la
IgM en nifios cuya madre se infectd en los primeros meses de gestacion o se presenta la inhibicidon o
reduccién en la presencia de anticuerpos especificos cuando la madre ha tenido tratamiento, el
diagnostico no se puede hacer basandose s6lo en pruebas para IgM, por esta razon la combinacion de
pruebas permite mejorar la sensibilidad del diagndstico y se pueden utilizar los siguientes criterios
diagnosticos:

a. Nifios con prueba ISAgA o ELISA para IgM o IgA anti-Toxoplasma positivas en sangre de cordon
(se debe confirmar a los 10 dias de vida pues puede haber paso de IgM o IgA maternas durante el
parto) o en los meses que siguen al nacimiento.

b. Nifos con persistencia de titulos de IgG anti-Toxoplasma mas alla del primer afio de vida.

c. Nifios que no tienen descenso de los titulos IgG anti-Toxoplasma o cuando estos titulos aumentan
durante el seguimiento a partir del tercer mes de vida.

Un aporte reciente ha sido el criterio de avidez baja de la IgG anti-Toxoplasma adicional a la
presencia de IgM o IgA especificas 2°. Esta avidez baja no es consecuencia de la que tiene la madre, sino
que refleja la baja avidez inicial en la respuesta inmune del nifio. La PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) en sangre del recién nacido no aporté criterios adicionales a los métodos de deteccion de
IgM o IgA y se debe tener en cuenta que en nifios de madres tratadas con espiramicina durante la
gestacion, puede existir la infeccidn aunque se presente en una baja probabilidad los marcadores
seroldgicos habituales (IgM e IgA) y por lo tanto es necesario realizar el seguimiento seroldégico mensual
de los niveles de IgG en muchos de estos nifios para poder llevar a cabo el diagnostico?’.

En Colombia entre 2011 y 2012 se desarrollaron las primeras guias en el mundo con metodologia
formal y basadas en evaluacion GRADE y que incluyen evaluaciones socioeconémicas?!#>?*, Las guias
se encuentran disponibles en el sitio web: http://gpc.minsalud.gov.co. Una revision reciente enfatiza el
uso de Pirimetamina y Sulfadiazina con acido folinico (Leucovorin) durante un afio como medicamentos
de primera linea®*. Se da una dosis de Pirimetamina 2 mg/kg el primer dia y luego a 1 mg/Kg dia (no
exceder 15 mg/dia) y de Sulfadiazina 100 mg/Kg/dia repartido en dos dosis. Se debe realizar un anélisis
del cuadro hematico mensualmente y se debe descontinuar el tratamiento y cambiar a Azitromicina si los
neutrofilos caen por debajo de 800/mm3. Para recurrencias en retinitis en nifios, se recomienda la
Azitromicina o la Clindamicina como segunda linea junto con pirimetamina. La prednisona (1 mg/kg/dia)
se puede dar por corto tiempo cuando hay vitreitis en polo posterior afectando la fovea o el nervio dptico
o cuando las proteinas en liquido cefalorraquideo (LCR) son mayores a 1 g/dL?*. Los esteroides se
empiezan luego de dar las dosis de carga de pirimetamina con sulfadiazina y se mantiene hasta observar
la reduccion en inflamacion vitrea o cuando las proteinas en LCR desciendan por debajo de 1 g/dL**. Las
convulsiones en un nifio con toxoplasmosis congénita se tratan mejor con Levotiracetam (Kepra), ya que
en contraste al fenobarbital no induce enzimas hepaticas que degradan a la pirimetamina, ni desplaza la
sulfadiazina de la albumina como la difenihidantoina y no dispara toxicidad en médula ésea asociada a
la carbamazepina (Tegretol) %*. En caso de convulsiones mioclonicas asociadas a recurrencias en SNC
se ha observado mejoria con dieta cetonica®.
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Se debe llevar a cabo un seguimiento seroldgico que permita determinar si hay respuesta
terapéutica asociada a una reduccion de los niveles de anticuerpos en los nifios durante el ano de
tratamiento. Se considera que hay un rebote inmunologico si se elevan los titulos de IgG por encima de
200 UI, o menos si la ultima serologia para IgG fue negativa®*. También puede presentarse una IgM
positiva cuando previamente estaba negativa. Estos eventos de rebote inmunologico se pueden
correlacionar con suspension del tratamiento o episodios febriles o malnutricion®. En cohortes francesas
los rebotes inmunologicos luego de suspender el tratamiento al completar un afio, no estuvieron
relacionados con aparicion de nuevas lesiones de coriorretinitis®®>. De hecho se observé negativizacion
de los anticuerpos IgG hasta en un 30% de los nifios durante el tratamiento y su reaparicion luego de
suspenderlo al afio®’.

10.3 Toxoplasmosis en pacientes inmunosupprimidos

La reactivacion de una infeccion por Toxoplasma es la principal causa de dafio cerebral en pacientes con
SIDA. En 60% de los casos en los pacientes con infeccion por VIH, se presenta una alteracion en el
estado mental con sintomas de focalizacion y con hemiparesia como manifestacién mas frecuente?®.
También hay pardlisis de pares craneales, ataxia y dismetria.

El riesgo de aparicion de esta presentacion la tienen los individuos con presencia de anticuerpos
séricos 1gG anti-Toxoplasma y cuentas de CD4+ menores a 200/ml 2’. El diagnéstico se basa en la
presencia de hallazgos clinicos y radioldgicos. Existen unos criterios propuestos por el Control Disease
Center de Estados Unidos (CDC): ) inicio reciente de una lesion neurolégica focalizada o de alteracion
en el estado de consciencia; II) lesion con efecto de masa demostrada por tomografia cerebral y III)
anticuerpos IgG para T. gondii positivos o respuesta clinica o radioldgica al tratamiento especifico 2. La
lesion tipica en la tomografia o TAC es multiple, hipodensa, con predileccion por los ganglios basales y
cuando se usa medio de contraste se observa una lesion hipercaptante en “diana”. En lesiones de fosa
posterior en ocasiones el TAC no permite visualizar la lesion como si lo puede hacer la RNM o resonancia
magnética nuclear. Sin embargo, los linfomas primarios de cerebro no pueden ser distinguidos de la
toxoplasmosis cerebral por estos métodos. En la practica la confirmacion diagnostica se basa en una
respuesta favorable al tratamiento especifico. El diagnostico diferencial se debe hacer con linfoma en
primer lugar y con leucoencefaloptia multifocal o abcesos por hongos o por micobacterias 2°.

Otra poblacion susceptible de reactivacion son los pacientes que reciben trasplantes o terapia
biologica con anticuerpos anti TNF o. En estos pacientes la sintomatologia incluye cefalea (en 49%—
55%), fiebre (41%—-47%), cambios de conducta (37%—-38%), confusion (15%—52%), letargia (12%—
43%), hemiparesia (39%—49%), convulsiones (24%— 29%), ataxia (~30%) y paralisis de pares craneanos
(17%-28%)**. La cefalea es significativamente menos frecuente y los sintomas de focalizacion
significativamente mas frecuentes, en toxoplasmosis cerebral que en otras neuroinfecciones®>. Se debe
tener en cuenta que hasta un 10% de los pacientes pueden presentar encefalitis difusa sin lesiones focales
[36-38]. En las imagenes de resonancia magnética nuclear, en T1 las lesiones pueden aparecer como
areas focales de baja intensidad la que aumenta luego de inyectar gadolinium. En T2 las lesiones tienen
una intensidad alta relativa*®3®, La toxoplasmosis extra-cerebral es rara y se ve en inmunosupresiones
avanzadas y con lesiones concurrentes en el sistema nerviosos central en el 41% de los casos***!. En los
pacientes con trasplante cardiaco los sintomas ocurren en los primeros tres meses luego del trasplante y
consiste en una miocarditis febril con encefalitis 0 neumonitis®®. La incidencia de toxoplasmosis
adquirida del donante es menos frecuente en trasplantes de otros 6rganos solidos*>*2,
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El diagnoéstico etioldgico es crucial para los pacientes con infeccion por VIH, ya que un
tratamiento oportuno es eficaz y mejora la calidad de vida posterior*’. Se recomienda usar un algoritmo
basado en criterios de hallazgos en las imagenes (TAC o resonancia) junto con una prueba positiva para
IgG anti-Toxoplasma y confirmado por una repuesta al tratamiento especifico con Pirimetamina-
Sulfadiazina o Trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) por 14 dias**. Los niveles elevados de IgG
anti-Toxoplasma tienen un alto valor predictivo positivo para el diagndstico**. EI PCR no es muy util
y tiene solo una sensibilidad de 18% en sangre periférica y como mucho de 35% en liquido
cefalorraquideo’->3. Por lo tanto los estudios hasta ahora no muestran utilidad de la prueba de PCR para
diagnostico®>¥-3. La falta de mejoria luego del tratamiento debe llevar a realizar una biopsia
estereotaxica®>. La biopsia cerebral permite confirmar otras causas como linfoma o tuberculosis 3.

La profilaxis primaria se realiza en todo paciente con VIH con terapia antirretroviral o no y con
linfocitos CD4+ T <200/uL *°. El antibidtico recomendado es una tableta al dia de TMP-SMX (160 mg
trimetoprim y 800 mg sulfametoxazol) [56]. Para el tratamiento cuando aparecen los sintomas, se sigue
un esquema de seis semanas de pirimetamina mas sulfadiazina y acido folinico >, este Gltimo se usa para
evitar la toxicidad hematopoyética®’. En paises donde no se obtiene la sulfadiazina, se puede utilizar la
combinacién pirimetamina-sulfadoxina (sulfa de vida media larga) en dosis semanal®® 0 TMP-SMX>°-63,

En los pacientes que no toleran las sulfas una alternativa es combinar pirimetamina con
clindamicina (300 mg, cuatro veces al dia) %*. El tratamiento es exitoso en 70%—-85% de los pacientes
[65-66]. Adicionalmente, el esquema antiretroviral HAART (Highly Active anti Retroviral Therapy) ha
aumentado de manera significativa la sobrevida de los pacientes infectados por el VIH y disminuido la
incidencia de la toxoplasmosis cerebral®. La reaccion idiosincratica de Stevens-Johnson se caracteriza
por fiebre y lesiones muco- cutdneas en pacientes que utilizan sulfadiazina o sulfadoxina combinadas
con pirimetamina o sulfametozaxol con trimetoprim®’. La frecuencia reportada es de 1,2 por 100,000
exposiciones a la pirimetamina-sulfa y de 1,5 por 100,000 exposiciones para el TMP-SMX. Las tasas
son mayores en adultos (1,7 casos por 100,000 exposiciones a la pirimetamina sulfa y 2,6 casos por
100,000 exposiciones al TMP-SMX) y en personas con infeccion por el VIH (4,9 casos por 100,000
exposiciones a pirimetamina-sulfas y 8,4 casos por 100,000 con TMP-SMX) ¢7,

Luego del tratamiento de una infeccion sintomética en el inmunosuprimido se requiere una
profilaxis secundaria para evitar recrudescencias (>50%)%%. En estos casos la combinacién de TMP-
SMX no es eficaz y se debe prescribir pirimetamina con sulfadiazina o clindamicina®®®. Esta profilaxis
segundaria puede ser descontinuada de manera segura cuando los linfocitos CD4+ T hayan aumentado a
> 200 células/mm3 durante tres meses consecutivos’’’2,

La toxoplasmosis ocular es responsable del 30 al 50% de los casos de uveitis posterior en personas
inmunocompetentes y en algunos paises es una de las causas mas importantes de trastorno visual’>",
Esta forma clinica de toxoplasmosis lleva a un deterioro importante de la calidad de vida de los pacientes
sobre todo si tiene lesiones bilaterales y mayor niimero de recurrencias °. De acuerdo con los reportes
de varias series, esta forma clinica es mas comiin en Sudamérica, el Caribe y algunos sitios en Africa
comparado a Europa y Norte América’®. En Colombia la incidencia se ha estimado en 3 nuevos casos
por 100,000 habitantes por afio’” mientras que en Gran Bretafia es de 0,4 casos por 100,000 habitantes
por aio’®. Adicionalmente la forma ocular es mas severa en Sudamérica, debido a la presencia de cepas
virulentas que llevan a la respuesta inmune a un tipo Th27%,
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Existe evidencia de acuerdo con reportes de brotes, de los hallazgos de un estudio longitudinal
de varios afios en Brasil y de estimaciones de prevalencia en la poblacion, que entre un 2% a un 19% de
las infecciones postnatales pueden terminar en retinocoroiditis®'**. Segin nuestras estimaciones en
Colombia, esto ocurre en 5% de las personas infectadas y de ellas el 20% tienen alteracion de la funcion
visual en el ojo afectado®*. Esta amplia variacion del riesgo puede ser influida por factores como la dosis
del ino6culo, la cepa del parasito o la susceptibilidad del hospedero. No existe evidencia que permita
atribuir el peso especifico de cada uno de estos factores potenciales para determinar el prondstico de
aparicion de lesion ocular y por lo tanto no se conocen los factores predisponentes que permitan definir
los pacientes con riesgo entre los que adquieren la infeccion. Se recomienda el seguimiento de los casos
de toxoplasmosis ganglionar o recientemente adquirida sin otros sintomas, con fundoscopia periddica.
El periodo entre la adquisicion de la infeccion y la manifestacion ocular ha variado entre dos semanas a
cuatro meses, por lo tanto deberia hacerse un seguimiento mensual durante los primeros seis meses. De
acuerdo con el estudio en Brasil pueden aparecer lesiones nuevas entre uno y siete afios después, aunque
no existe estudio que valide el beneficio del seguimiento mas alla del afio *2.

Aunque existen reportes de la existencia de una frecuencia mayor de ciertos polimorfismos en los
genes para varias citocinas en personas con lesiones oculares por Toxoplasma comparado a controles
infectados pero sin lesion ocular %7 no es posible llegar a conclusiones definitivas sin andlisis de
ligamiento genético y andlisis funcional de las consecuencias de estos polimorfismos para poder
establecer si realmente estos son determinantes de la susceptibilidad a la forma ocular.

La mayoria de los casos se distinguen por presentar focos discretos de retinocoroiditis®. Las
lesiones en su fase inicial se caracterizan por la presencia de un exudado inflamatorio y al terminar la
inflamacion se inicia un proceso de pigmentacion caracteristico (Figura 24).

Figura 24 Cicatriz de coriorretinitis pigmentada tipica de toxoplasmosis ocular (flechas). Foto de fondo
de ojo (Jorge E. Gobmez-Marin, archivo personal).
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Otra caracteristica de la forma ocular de la toxoplasmosis es su tendencia a recurrir lo cual puede
llevar a extension en el tamafio de la lesion o a la aparicion de nuevos focos®. Uno de los sitios donde
se encuentra con mayor frecuencia la retinocoroiditis es la macula. El diagndstico se hace por la
sintomatologia y el examen clinico. Los pacientes manifiestan vision turbia y disminucion de la agudeza
visual. Al fondo de ojo durante la fase inflamatoria se encuentra una vitreitis que impide ver la retina,
cuando ha disminuido un poco la inflamacion se encuentra el signo de la “llamarada en la niebla”, que
corresponde al exudado inflamatorio®®*°. Las recurrencias suelen tomar lugar en los bordes de estas
cicatrices. En un estudio en casos colombianos, el nimero promedio de recurrencias fue de dos
recurrencias cada 11 afios®. El indice ajustado de recurrencias mostré que los factores asociados a
recurrencias fueron el uso previo de esteroides orales sin antibidticos y la inyeccién subconjuntival de
esteroides, por lo tanto es recomendable evitar estas practicas terapéuticas®®. El diagndstico diferencial
es muy amplio y debe incluir las causas no infecciosas como las uveitis autoinmunes (predominantes en
la tercera y cuarta década de la vida) y las infecciosas como la toxocariasis -indistinguible durante la fase
inflamatoria-, tuberculosis, liies e histoplasmosis ocular’!.

Las lesiones se deben describir de acuerdo con su tamafo con respecto al disco optico. Durante
el examen oftalmologico se puede encontrar vitreitis, uveitis anterior, vasculitis o papilitis. Las
complicaciones mas frecuentes son el estrabismo, hipertension ocular, sinequias, cataratas,
desprendimiento de retina, iritis o edema macular cistoide’”®,

No hay diferencias en distribucion segiin género o edad 7%, Se encuentra ceguera definitiva
unilateral en 24% a 37% de los casos’”"’®. Una de las consecuencias poco advertidas de la toxoplasmosis
ocular es la disminucion en el campo visual, todo paciente deberia tener un analisis de campimetria®2.

Esto podria explicar el riesgo aumentado de accidentes de transito en los pacientes con
toxoplasmosis, incluyendo pacientes que no saben que tienen cicatrices de retinocoroiditis, tal como
hemos encontrado en los estudios de tamizacion por fundoscopia en personas sin historia previa de
enfermedad visual 3%,

De acuerdo con los criterios de Holland se realiza una clasificacion de la toxoplasmosis ocular
segln el origen congénito o adquirido, el estado de actividad inflamatoria y la localizacién®!.

Con base en la manera de adquisicion: la toxoplasmosis ocular se clasifica como congénita si es
transmitida durante la primoinfeccion de la madre embarazada a su bebé, estos casos se definen por un
diagnostico hecho desde el nacimiento o por la presencia de sintomas oculares como estrabismo y cicatriz
de retinocoroiditis desde el nacimiento. La forma adquirida ocurre si el individuo se infecta luego del
nacimiento, a cualquier edad y se define por la presencia de anticuerpos IgM especificos acompafiados
o no por la IgA especifica. Es indeterminada si no es posible precisar el momento de la infeccion.

De acuerdo con el estado de actividad inflamatoria: La toxoplasmosis ocular se clasifica en activa
si se observa la presencia de una lesion inflamatoria color blanco-cremosa retinocoroidea acompafiada
generalmente de celularidad vitrea, con o sin presencia de uveitis anterior. A su vez la forma activa es
primaria si se presenta una lesion de retina color blanco-cremosa focal no asociada a lesiones cicatrizales
retinocoroideas en ninguno de los 0jos y activa recurrente cuando se presenta una lesion retinocoroidea
activa en pacientes con cicatrices retinocoroideas previas, ya sea en el ojo afectado o en el contralateral.
El estado cicatrizal inactivo se define por el hallazgo de una lesion retinocoroidea atrofica con bordes
hiperpigmentados, o una lesion retinocoroidea hiperpigmentada antigua, sin otros signos de inflamacion
intraocular °'.
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De acuerdo con la localizacion: las lesiones ocurren frecuentemente cerca de la macula o
perimaculares, también pueden encontrarse papilares o en la periferia de la retina. Estas localizaciones
definen el compromiso de la agudeza visual siendo las maculares las que llevan a mayor déficit visual y
las periféricas a menor reduccion, sin embargo todos los pacientes deberian evaluarse a nivel del campo
visual que puede comprometerse en el caso de las lesiones periféricas’!. El diagnostico no puede ser
basado solamente en el examen clinico oftalmolégico pues hasta 20-30% de las lesiones caracteristicas
no son toxoplasmosis®! y lesiones atipicas ocasionales pueden presentarse en la toxoplasmosis, por lo
cual se hace necesario el uso de pruebas de laboratorio *>°3. Las pruebas en sangre periférica son
necesarias pero no son suficientes. Si una prueba es negativa para IgG anti- Toxoplasma se debe buscar
otra etiologia, pero si la prueba es positiva esto no es confirmatorio. Se puede encontrar IgM especifica
lo cual indica una infeccion reciente®. También se puede detectar ADN de Toxoplasma en sangre pero
esto tampoco es confirmatorio, pues también se puede encontrar hasta en el 30% de pacientes
asintomaticos y sin lesiones oculares®. Por esta razon se propone un algoritmo diagnéstico (Figura 25)
que se inicia con las pruebas en sangre periférica.

La Sociedad Internacional de Enfermedades Inflamatorias Oculares propone la adopcion de los

criterios de diagnéstico por Holland y colaboradores °'.

Estos criterios son: a) lesion fundoscOpica altamente sugestiva consistente en lesion de
retinocoroiditis con bordes hiperpigmentados o lesion inflamatoria retinocoroidea, b) presencia de
anticuerpos anti-7oxoplasma 1gG positivos y c) la exclusion de otras causas de lesiones necrotizantes en
el fondo de 0jo’!. De esta manera, si la lesion es tipica y los anticuerpos positivos se inicia tratamiento.
Luego de cinco semanas de tratamiento con antibidticos y esteroides, si no hay respuesta evidenciada por
disminucién en la inflamacién o si la lesién no es tipica, se indica la puncién en humor acuoso. La
puncion de la cdmara anterior se realiza con una aguja de jeringa de insulina.

El procedimiento se realiza bajo anestesia tdpica y profilaxis antibidtica. El volumen que puede
ser tomado es entre 150 a 200 microlitros. Se debe tomar una muestra de sangre en brazo de manera
simultanea. Inicialmente se debe realizar una PCR en humor acuoso, si este es positivo se confirma la
infeccion lo cual se encuentra hasta en el 28% de los casos®>%>.

El PCR en humor acuoso es positivo en 30-40% de los casos y confirma el diagnostico *°. Si es
negativo se dtermina la presencia de anticuerpos IgG y se compara la carga de anticuerpos entre suero y
humor acuoso y pruebas de Western blot para cada isotipo (G, M y A) lo cual permite diagnosticar el 40-
60% de los casos’!*.

La presencia de IgM o IgA especificos por Western blot en humor acuoso y su ausencia en suero
o la presencia de una banda diferente en el Western blot para IgG en humor acuoso con respecto al suero,
son los criterios que confirman el diagnostico. El uso de la PCR en tiempo real segiin un estudio en 34
casos y 76 controles, combinado con Western blot y la carga local de anticuerpos permite diagnosticar
hasta el 90% de los casos”.

Si las pruebas son negativas se busca otra etiologia (Toxocara, Herpesvirus, Citomegalovirus,
etcétera) segun sea indicado por la clinica o antecedentes. Durante las reactivaciones o recurrencias no
se observan cambios significativos en los niveles de anticuerpos, por lo tanto el seguimiento es
meramente clinico, aunque en estudios previos hemos reportado que puede encontrarse IgM en el 28%
o IgA en el 14% de los casos con recurrencias’®.
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Como explicamos mas arriba, en la actualidad se sabe que el PCR en sangre periférica no es un
criterio util para diagnostico de toxoplasmosis ocular ni para el seguimiento, ya que puede ser positivo
en personas inmunocompetentes sin lesion ocular o en pacientes con retinocoroiditis por 7Toxoplasma

activa o inactiva®’,

Paciente con lesion corioretiniana
sugetiva de toxoplasmosis

Determinacién por ELISA de anticuerpos IgG

séricos contra Toxoplasma
|

Positivo Negativo |

! l Busqueda de otras
PCR PCR etiologias:
Positiva en HA Negativa en HA . HSV
. CMV
. Sifilis
. TB
. Leptospira
A ¢ l
[ ————  Positivo Negativo

!

Western blot en:

HA/suero (si esta
disponible)

A

Positivo Negativo

Figura 25 Algoritmo diagndstico para toxoplasmosis ocular.

Cuando existan muestras de vitrectomia estas pueden utilizarse igualmente para inoculacion en
raton. La medicion de la carga local de anticuerpos (lo cual es una simple relacion entre los niveles de
IgG por ELISA entre suero y humor acuoso) ha reemplazado el coeficiente de Desmonts-Witmer. Esta
carga se estima dividiendo el resultado en Ul/ml de las IgG especificas en suero (diluido 1/300) con las
de humor acuoso, también en Ul/ml (diluido 1/10). Si el indice es menor a 2 indica infeccion ocular por
Toxoplasma, entre 2 y 3 es dudoso y mayor a 3 es negativo.

El coeficiente de Desmonts Witmer implicaba medicion de los IgG totales por inmunodifusion
radial para las mismas muestras. Lo que si se debe hacer todavia es determinar que la barrera hematocular
esta intacta, midiendo la presencia de anticuerpos anti sarampion en el humor acuoso, la cual debe ser
negativa. Dado el hecho de una alta prevalencia de sarampidn en la poblacion y que este virus no produce
coriorretinitis, todo anticuerpo anti-sarampion presente en el humor acuoso es de origen sérico y
evidencia una transudacion pasiva.
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De acuerdo con las observaciones realizadas sobre casos en los cuales se han utilizado esteroides
sin antibidticos en Sudamérica, se considera como recomendacion para una buena préctica clinica utilizar
siempre un esquema que incluya antibidticos®’ a pesar de un metanalisis que no demostraba mayor
beneficio con la adicion de antibidticos®®. Esto se debe a la diferencia en presentacion clinica entre los
casos europeos y sudamericanos.

La recomendacion basada con la revision de la evidencia es la utilizacion en casos no complicados
y como tratamiento inicial en adultos (mayores de 50 kg) una dosis inicial de 100 mg de pirimetamina
(tabletas de 25 mg) el primer dia, seguido por una dosis diaria de 50 mg de pirimetamina y 1 g de
sulfadiazina (tabletas de 500 mg) dos veces al dia, por seis semanas, acompafiado de una dosis diaria de
25 mg de acido folinico una vez al dia durante todo el tratamiento (Folinato de calcio o factor citrovorum,
nombre comercial es Leucovorin o Rescovulin) utilizado para evitar la anemia®’. Los antibioticos se
acompanan de prednisolona oral 1 mg/kg dia desde el tercer dia de iniciado el tratamiento y con dosis
que disminuyen gradualmente por 2 semanas. Este tratamiento debe darse por minimo 4 a 6 semanas. En
Colombia no existe la presentacion farmacoldgica de combinacion Pirimetamina/Sulfadiazina y por lo
tanto se debe recurrir a preparaciones magistrales. La combinacion pirimetamina/ sulfadoxina ha sido
evaluada en infeccion congénita y en el embarazo y se incluye como opcidn valida dentro de la guia de
tratamiento colombiana para toxoplasmosis congénita y en el embarazo, pero no existen estudios en
adultos con toxoplasmosis ocular.

El tratamiento alternativo si no se cuenta con Pirimetamina y Sulfadiazina es trimetoprim 160
mg/ sulfametoxazol 800 mg, cada 12 horas por 6 semanas, acompafiado de prednisolona oral 1 mg/kg
dia desde el tercer dia y con dosis que disminuyen gradualmente por 2 semanas®. Se debe afiadir
tropicamida y prednisona tdpicas si presenta uveitis anterior activa. En caso de alergia a sulfas es una
buena opcidn la azitromicina 500 mg/dia, por un periodo de 5 semanas con prednisolona oral a dosis de
1 mg/kg/dia, disminuyendo gradualmente cada semana a la mitad de la dosis, por un periodo de 4 a 5
semanas”. No existe evidencia suficiente para otros antibidticos®’. En la fase aguda se debe realizar
evaluacion semanal de la inflamacion (Tyndall, celularidad), tamafio de la lesioén y la evolucion de la
agudeza visual. En caso de no respuesta se debe remitir a retindlogo y evaluar puncién de humor acuoso
para PCR mas otros examenes segun historia o antecedentes. Se debe evaluar la necesidad de inyeccion
intravitrea de clindamicina luego de 10 semanas de tratamiento sin respuesta. En pacientes que no toleran
la terapia sistémica o en aquellos en los cuales la enfermedad progresa y no es controlada a pesar del
tratamiento sistémico la clindamicina intravitrea puede ofrecer una alternativa con buenos resultados en
muchos casos'%. Finalmente se debe advertir al paciente sobre el riesgo de recurrencias que puede variar
entre 1 episodio cada 5 o 10 afos y que existe un mayor riesgo en los tres primeros afos luego de un
episodio. El uso de esteroides subconjuntivales o de esteroides sistémicos sin antibidtico esta

contraindicado en el manejo de retinocoroiditis por Toxoplasma *°.
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10.4 Toxoplasmosis y enfermedad mental

Metanalisis recientes de estudios descriptivos del tipo casos y controles, han llamado la atencion sobre
una posible asociacion entre toxoplasmosis cronica y esquizofrenia'®®!92. La asociacion mas fuerte
encontrada fue en el tercer estudio nacional de salud mental de Estados Unidos (NHANES III), hecho en
7,440 personas entre 15-39 afios. Los analisis encontraron una asociacion con depresion bipolar tipo |
(odds ratio ajustado: 2.4; 95% CI: 1.2— 4.8) pero no con depresion mayor'®®. Estudios previos en ratén
habian encontrado modificaciones en el comportamiento de ratones con infeccion cronica que los hacian
mas lentos o de respuesta retardada y favoreciendo ser apresados por gatos, lo cual seria una ventaja
evolutiva para perpetuar la transmision del parasito!%+1%,

Otros estudios en humanos de tipo descriptivo han encontrado asociacion entre infeccidon cronica
y cierto tipo de personalidad o reactividad motora retardada y aumento en la probabilidad de accidentes
de transito, aunque esto ultimo podria explicarse también por la reduccion en el campo visual en personas
con retinocoroiditis!®*!1°. Algunos estudios in vitro con células nerviosas apoyan la existencia de
desequilibrios en citosinas '!!2, Esto podria ser generado por una respuesta cronica inflamatoria de baja
intensidad provocada por la presencia persistente del pardsito en tejido nervioso central.

La consecuencia de esto seria un desequilibrio en neurotransmisores, notablemente disminucion
en la dopamina, lo cual da un apoyo tedrico a este tipo de asociacion !'2. Se ha encontrado incluso
reduccion en densidad sustancia gris en pacientes con toxoplasmosis pero no en controles '3, Se ha
llegado hasta realizar estudios de tratamiento aleatorios controlados frente a placebo, utilizando
antibidticos para Toxoplasma y sin encontrar efecto benéfico hasta ahora!!#!15,

Una relacion definitiva entre esquizofrenia y toxoplasmosis queda todavia por ser establecida
pues a pesar de la evidencia epidemioldgica y de algunos hallazgos en laboratorio, estos no son
suficientes y muchas asociaciones pueden ser epidemiologicas pero no de causalidad. Una prueba
definitiva requerird el aislamiento y tipificacion de las cepas y demostrar que el tratamiento especifico
antiparasitario (o una vacuna) previene la aparicion de los sintomas.
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11 Resumen

La patogenia de la toxoplasmosis constituye la respuesta de las células o los tejidos ante este parasito,
desde el momento inicial de la infeccion hasta la expresion final de la enfermedad. En este capitulo se
aborda desde la adquisicion de la infeccion, diversos mecanismos de trasmision, su diseminacion tisular
hasta alcanzar la via linfatica y sanguinea generando parasitemia sistémica. La patogenicidad donde la
virulencia tiene un papel fundamental y depende del genotipo de las cepas. La fisipatogenia que se
presenta desde la invasion celular, multiplicacion del parasito hasta la formacion de calcificaciones
importantes en el cerebro. La infeccion aguda a partir de la diseminacion del parésito y como la infeccion
avanza a pulmon, higado, ganglios linfaticos entre otros 6rganos con una variada sintomatologia. La
infeccion asintomatica y como esta puede complicarse posteriormente en procesos neumonicos
intersticiales, hepatitis, miocarditis. Sin embargo, en la etapa subaguda con aparente regresion de lesiones
viscerales, se presentan afectacion del SNC y ojo. El dafio a SNC debido a la escasa propagacion de los
anticuerpos hacia este tejido. La patologia ocular como resultante del rompimiento de quistes tisulares
basicamente en la retina, la toxoplasmosis congénita en la fase aguda, diseminada y generalizada y sus
consecuencias para el producto segln la etapa de gestacion en la que la madre adquiere la infeccion y el
papel de oportunista que juega este parasito en los pacientes inmunodeprimidos que puede llevar a estos
pacientes a la muerte.
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La toxoplasmosis es una infeccion zoonotica parasitaria con un amplio rango de distribucion en el
mundo. Toxoplasma gondii, es un protozoario intracelular obligado del phylum Apicomplexa, grupo al
que pertenecen especies que expresan como caracteristica estructuras polarizadas, un citoesqueleto
complejo y un arreglo organelar localizado en su extremo apical. El parésito puede infectar a diversos
animales terrestres, acuaticos y a las aves, de todos ellos, los mamiferos son considerados como el
principal grupo afectado y entre estos queda incluido el hombre. El hombre adquiere la infeccion por
diversos mecanismos (ingestion de carne cruda o insuficientemente cocida de animales infectados,
contaminacion con heces de gatos, por via transplacentaria de una madre infectada al producto,
transfusiones sanguineas, entre otros). Cuando el ingreso es por la via oral mediante la ingestion de
ooquistes maduros o de quistes tisulares conteniendo bradizoitos, las secreciones digestivas actian sobre
la pared que rodea a estas estructuras quisticas, permitiendo la liberacion de ocho esporozoitos
provenientes de un ooquiste o de cientos de bradizoitos, en el caso de los quistes tisulares. Estas masas
quisticas llenas de parasitos constituyen un estado exitoso que favorece la existencia del protozoario y
que dentro del hospedero muestran una sobrevivencia mayor al transitar por el tracto gastrointestinal,
facilitandose el proceso de invasion del intestino delgado. Aparentemente los quistes no se ven afectados
por la accién de la respuesta inmune o por farmacos y los bradizoitos contenidos dentro de los quistes
tisulares, persisten como formas infectantes, permaneciendo tisularmente a lo largo de la vida del
hospedero .

El primer paso para la invasion celular de esporozoitos y bradizoitos es el reconocimiento de un
punto de unién en las células epiteliales (enterocitos) de la mucosa intestinal, para su posterior invasion,
incluso de células extraintestinales, llevandose a cabo un ciclo de reproducciéon incompleta. La infeccion
aguda inicial lleva a la diferenciacion répida a taquizoitos, formas intensamente dindmicas e invasivas
que cruzan eficientemente el epitelio. Cuando en el hospedero se desarrolla una respuesta inmune como
resultado de la infeccion con Toxoplasma, el proceso evoluciona hacia la cronicidad y se forman los
quistes tisulares con multiples bradizoitos. Los parasitos liberados de ooquistes y los liberados de los
quistes tisulares se multiplicardn y éstos nuevos trofozoitos pasaran al torrente sanguineo e incluso a la
circulacién linfatica diseminandose por todo el organismo.

Durante la diseminacion tisular, los parasitos llegan a diversos organos, con un tropismo
particular hacia el musculo esquelético, miocardio, sistema nervioso central (SNC), ojo y placenta, entre
otros. Se desconoce a la fecha cuales son las moléculas y ligandos tanto del hospedero como del parasito
involucrados en dicho tropismo tisular. En algunos de estos sitios parasitados se observa una
regeneracion celular a manera de mecanismo compensador de la acelerada multiplicacion del parasito, a
partir de los nuevos parasitos liberados por rompimiento de la célula invadida, se lleva a cabo la invasion
de células cercanas al sitio primario o incluso en células alejadas de éste, para alcanzar de alguna forma
la via linféatica y la sanguinea a fin de generar una parasitemia sistémica.
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Toxoplasma gondii invade a las células en un proceso que es independiente de la fagocitosis
normal, el complejo apical del parasito rapidamente diferenciado en taquizoito, se adhiere y fija a la
membrana celular, induciendo diversos cambios en su superficie, penetra generando una invaginacion
de la membrana plasmatica, y formando una unién movil de las membranas de la célula blanco y del
parasito, y en donde se ha encontrado un papel de la produccion de hialuronidasas y lisozimas. Como
resultado de este proceso se forma un compartimento especializado, una vacuola parasitofora
inicialmente originada de la membrana de la célula hospedera y posteriomente modificada por la
insercion transmembranal de moléculas secretadas por el parasito intravacuolar y derivada de la
membrana de la célula hospedera y del deslizamiento que. La naturaleza molecular de la vacuola
parasitofora, evita la fusion de los lisosomas y del efecto litico por las hidrolasas alojadas en el interior
de este organelo. Esta situacion que favorece al parasito y permite que prolifere de una manera activa,
sin peligro de ser destruido y escapando a las células efectoras y citocinas y anticuerpos generados por
la induccion de la respuesta inmune *% 36,

Entre los organelos que tiene el parésito, destacan de manera importante: las roptrias, debido a su
papel biologico en la invasion celular, los micronemas por su participacion en el proceso de adhesion asi
como, los granulos densos que presentan diversos componentes como las proteinas GRA vy el inhibidor
de serin proteasa-1 (TgPI-1) los cuales son secretados al interior de la vacuola parasitéfora. Al ser T.
gondii un organismo intracelular obligado, la invasién es un hecho trascendental que permitird su
sobrevivencia en el hospedero y donde su proliferacion se lleva a cabo basicamente por la multiplicacion
asexual denominada endodiogenia (intravacuolar), que daré por resultado la formacion de células hijas
que contendran todos los elementos requeridos para generar parasitos hijas con las mismas propiedades
de virulencia. Cuando el nimero de taquizoitos dentro de la vacuola parasitofora es elevado, ésta se
rompe y provoca lisis, necrosis y consecuentemente una reaccion inflamatoria, donde los parasitos
liberados iniciaran un proceso repetitivo de invasion en células vecinas que para su multiplicacion rapida
intravacuolar durante los primeros dias de la infeccidon y posteriormente su diseminacion hacia ganglios
linfaticos mesentéricos y de ahi a todos los 6rganos del sistema. Aproximadamente diez dias después de
la infeccion la proliferacion de taquizoitos disminuye gradualmente, dando lugar a la formacién
progresiva de quistes tisulares’.

La capacidad de 7. gondii para invadir y diseminarse hacia la economia organica es su principal
efecto patogénico. El esporozoito, el bradizoito y el taquizoito pueden tener esa capacidad invasivo-
celular; sin embargo, éste tltimo por sus caracteristicas dinamicas lo hacen la forma més invasiva. Dentro
de la patogenicidad de 7. gondii, la virulencia juega un papel importante, los linajes genéticos del parasito
han sido estudiados experimentalmente utilizando modelos animales, encontrandose variedades como
los genotipos I, II y III de las diferentes cepas de 7.gondii. Se han utilizado marcadores microsatélites e
isoenzimaticos, mostrandose que los parasitos del tipo II predominan en un 84.6% de pacientes con
toxoplasmosis congénita, al igual que en los casos con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA)S,.

En modelos murinos, se ha podido determinar que los taquizoitos de las cepas de tipo I muestran
la mayor virulencia. Otra causa relacionada con la patogenia es su elevada diseminacion, a través de la
cual, el parasito realiza migraciones transcelulares, prolifera, destruye a la célula, se libera y alcanza la
microcirculacion en el tejido conectivo, para su distribucion tisular’. Se ha analizado la presencia de una
proteina chaperone Hsp90 que podria estar vinculada con diverso proceso esenciales del parasito y con
la invasion de la célula hospedera, su replicacion e incluso con la interconversion de taquizoito-
bradizoito”.
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El parasito muestra especial afinidad por células del Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) y
deslizandose por el endotelio vascular, el proceso fisiopatogénico que se presenta en los sitios se debe a
la clara invasion celular, multiplicacion del parésito, lisis celular, necrosis, desarrollo de zonas focales
de consolidacion con formacion de una lesion granulomatosa, que mas adelante consolida en el desarrollo
y formacion de calcificaciones, particularmente notables en el cerebro. En los sitios en los que la defensa
inmune es débil, como es el caso del SNC, los astrocitos comparten propiedades funcionales con los
macréfagos, de hecho la barrera hematoencefalica retarda el paso de diversos elementos como los
anticuerpos especificos o el interferon gamma, necesarios para bloquear e impedir la multiplicacion del
parasito. Una Situacién semejante se presenta en el ojo.

11.1 Infeccion aguda

Inicialmente en la infeccion aguda, la diseminacion del parésito es de forma rapida, en si la etapa
intestinal en el hombre es de corta duracioén y practicamente asintomatica, alcanzando pulmon, higado,
ganglios linfaticos, entre otros érganos. Los taquizoitos se multiplican en la mayoria de células nucleadas,
como macrofagos, fibroblastos, células reticulares, células sinusoides de revestimiento, células
alveolares y fibras musculares. Es sorprendente la capacidad que muestra esta fase del parésito en su
multiplicacion celular asi como, en su diseminacion a diversos tejidos, lo que se ve reflejado en un
espectro clinico de variada sintomatologia, que genera un sindrome infeccioso indeterminado !!- 213,

La formacion de anticuerpos anti-7Toxoplasma suele ocurrir entre 7 y 14 dias después de la
infeccion y la respuesta inmune mediada por células generalmente se presenta entre 14 y 30 dias después.
En condiciones de inmunosupresion del hospedero, es frecuente que se genere una importante
destruccion celular mucho antes que el individuo elabore una adecuada respuesta inmune llegando
incluso a causarse estados graves como encefalitis y muerte. La presentacion y la tendencia a evolucionar
hacia la gravedad del paciente se deben a la produccion de severas zonas de necrosis por infarto y
trombosis vascular. En el SNC el parasito puede localizarse tanto en la neurona, como en la microglia.
Las lesiones mas frecuentes que se aprecian en esta fase son miocarditis, encefalitis, neumonitis
intersticial y hepatitis.

El nimero de parésitos es variable, asi como el grado de reaccion celular y necrosis, y esta
asociado a la resistencia que muestra el hospedero y a la virulencia del protozoario. La edad del individuo
y el estado inmunoldgico son importantes, ya que las alteraciones anatomopatologicas seran de mayor
intensidad en la infancia, al igual que en aquellos procesos que generen un inmunocompromiso como el
SIDA, leucemias y diversos tipos de neoplasias o condiciones con tratamientos farmacologicos
inmunosupresores como por ejemplo, el empleo de una terapia prolongada con esteroides, entre otros'*.

11.2 Infeccion asintomatica

En el curso de una infeccion asintomadtica o con manifestaciones clinicas poco aparentes, suele observarse
la presencia de una hiperplasia linforreticular o histiocitaria, inclusive puede apreciarse la presencia tipica
de elementos quisticos tisulares. En el caso de tratarse de un cuadro de severa infeccion es factible el
desarrollo de procesos neumonicos intersticiales, hepatitis, miocarditis entre otros. El estudio
histopatologico no muestra una imagen tipica de las lesiones generadas por el parasito; sin embargo, es
posible observar dafios focales caracteristicos y una respuesta acompafiada con incremento de linfocitos,
células mononucleares y células plasmaticas'>!>.
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En un periodo subagudo del padecimiento, se pueden incluir los casos que presentan lesiones en
una fase de aparente regresion de lesiones viscerales, no asi las de los casos de afectacion del SNC y del
ojo, en donde el parasito puede continuar su proliferacion. Es probable que un elevado ntimero de
individuos en estas condiciones hayan adquirido la infeccidén de forma congénita o, poco tiempo después
del nacimiento, mostrandose en ellos poca resistencia al parasito. Puede haber evidencia de una infeccion
aguda previa a manera de acumulaciones focales de linfocitos, células plasmaticas, eosinofilos, o con
proliferacion de fibroblastos y consecuentemente el establecimiento de zonas de necrosis'.

11.3 Toxoplasmosis en el sistema Nervioso Central

La aparente desaparicion del parésito en algunas visceras puede deberse a fendmenos inmunologicos, no
asi cuando se encuentra en SNC, donde la persistencia y proliferacion de 7. gondii se debe a la escasa
propagacion de los anticuerpos hacia este tejido. Puede apreciarse localmente un area de alteraciones
periventriculares, delimitadas por la presencia de infiltrados celulares, trombosis de pequefios y grandes
vasos, con grados variables del proceso necrotico. Hay intensa multiplicacion de células de la microglia,
muerte de astrocitos y la formacion de infiltrados linfocitico y granulocitico, asi como, la presencia de
material fibroso que afecta capilares cercanos. Las manifestaciones clinicas de una toxoplasmosis
subaguda puede estar asociada con hidrocefalia, crisis convulsivas, asi como dafio en coroides®!*!®,

En la infeccidn crénica, ya sea con presencia o ausencia de manifestaciones clinicas, los quistes
conteniendo bradizoitos y que estan localizados en SNC, retina y corazén y, por diversos mecanismos
no totalmente comprendidos, pueden sufrir rompimiento en alguna etapa de la vida del individuo
provocando necrosis tisular®!”. En el SNC la actividad litica del parésito, induce a la formaciéon de
nddulos microgliales focales, asi como a la necrosis paraventricular y dafo en las células ependimarias
y del sistema ventricular, lo que se traduce en la formacién de una ependimitis obstructiva e hidrocefalia,
donde la vasculitis y el cuadro trombético conducen a la referida necrosis y posteriormente a la formacion
de calcificaciones' (Figura 26).

Figura 26 Toxoplasmosis congénita. Calcificaciones intracraneales Multiples, debida a toxoplasmosis
congénita tardia en un escolar.
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11.4 Toxoplasmosis ocular

La patologia ocular que se describe en la toxoplasmosis, es generalmente el resultado del rompimiento
de quistes tisulares situados basicamente en la retina, produciéndose en ella lesiones focales. Esta zona
se considera un sitio primario de infecciones en 0jo; sin embargo, el dafio también puede ubicarse en
coroides, cadmara anterior, vitreo y nervio optico. Aproximadamente un 10% de las lesiones en ojo tienden
a la cronicidad, donde los taquizoitos juegan un papel importante debido su activa proliferacion y en
consecuencia a la citolisis retiniana. Cuando la infeccion es congénita, puede afectarse un solo 0jo o a
ambos, observandose que un elevado niumero de individuos que cursan con coriorretinitis toxoplasmica,
son candidatos a presentar uveitis posterior, sindrome manifiesto, entre poblacion afectada que habita
diversas zonas endémicas del padecimiento. Las infecciones que se presentan en edades posteriores
habitualmente no afectan ojo, si se trata de infecciones agudas; pero suele presentarse la misma
coriorretinitis si se trata de un proceso de infeccion crénica. El dafio en la retina se debe a las lesiones
necroticas y es posible la observacion del parasito en el tejido retiniano, fundamentalmente puede
apreciarse deterioro en el area macular y la tipica lesion coriorretiniana pigmentada en ‘“sacabocados;
(Figura 27), a través de la cual es posible observar la esclerotica. Este proceso coriorretiniano evoluciona
dejando cicatrices en retina y coroides; si el area afectada ocurre a nivel de la mécula, el individuo sufrira
pérdida permanente de la vision. Las lesiones pueden ser solitarias, multiples o cercanas a un proceso de
cicatrizacion, la cual se describe como maculopatia idiopatica aguda, donde la lesion primordial es la de
una coriorretinitis necrozante y que dada la severidad del dafio puede desarrollar hemorragias en el humor
vitreo, desprendimiento de retina y en consecuencia cegueratota]'®1%-20-21.22,

Figura 27 Fondoscopia. Coriorretinitis bilateral. A) Ojo derecho, se observa una lesion subretiniana
blanca con un halo blanco, en la arcada vascular temporal inferior, vemos una cicatriz coriorretiniana
con pigmento circundante. B) ojo izquierdo, observamos una lesion inferior que presenta bordes
irregulares y fibrosis subretiniana. Donada por la Dra. Carmen Olivier Romo Huerta, Jefa del
Departamento de Oftalmologia y Banco de Ojos del Nuevo Hospital Civil Hospital Civil of Guadalajara
“Dr. Juan I. Menchaca, Guadalajara, Jalisco, Mexico.
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11.5 Toxoplasmosis y linfadenopatia

También posterior a la infeccion aguda y en una fase latente, 7. gondii puede generar aproximadamente
entre el 3 y el 20% una linfadenopatia cervical, siendo éste un dato clinico caracteristico. Las dimensiones
de los ganglios son variables oscilando en promedio un diametro entre 1 y 3 cm. Los ganglios afectados
muestran hiperplasia histiocitaria, con formacion de conglomerados rodeados por estos histiocitos, que
pueden estar presentes en corteza y en médula ganglionar, eventualmente pueden observarse células
gigantes multinucleadas. Es posible contar con la confirmacion seroldgica de toxoplasmosis, con la
evidencia de la patologia tisular y no asi, la deteccion del parésito en el tejido. La formacion de
granulomas, es una patologia que requiere rapido diagnostico, inicialmente seroldgico, aunado al estudio
histopatologico con la finalidad de descartar procesos linfomatosos diversos, tratese de pacientes
inmunocompetentes o inmunocomprometidos. En algunos casos de recién nacidos de madres infectadas
y en donde el nifio presenta adenopatias, debe establecerse el diagnostico temprano, debido a que pueden
producirse cuadros de meningoencefalitis y dafio en otras visceras '>!423,

11.6 Toxoplasmosis congénita

La toxoplasmosis congénita puede circunscribirse a tres fases fundamentales: a) generalizada, b) aguda
y ¢) diseminada, descrita por Pinkeston y Henderson en 1941; la encefalitis aguda resulta en un dafio
cerebral. Basicamente la infeccion intrauterina estd relacionada con la etapa gestacional en la que el
producto la adquiere. Durante el primer trimestre del embarazo el riesgo de infeccion del producto es
aproximadamente del 20%; para el segundo es del 25% y para el tercero del 65%. A diferencia de este
riesgo de infeccidn, la patologia que se produce en el producto, serd inversa considerando los mismos
periodos; es decir, en el primer trimestre del embarazo el dafio es grave en el 60% de los productos,
medianamente grave en el 20% y asintomatica en el 20%; para el segundo trimestre el dafio serd grave
en el 30%, medianamente grave en el 25% y un 45% seré asintomatico. En el caso del ultimo trimestre
de la gestacion, los casos graves son ocasionales, los de gravedad intermedia se presentaran en un 8% y,
el 92% restantes asintomaticos.

Si se considera la totalidad del embarazo se sefiala que el 72% de los recién nacidos tendran un
curso asintomatico, 17% mediana gravedad y el 11% cuadros de magnitud severa 34,

Para la infeccién y patogenia, la genética del pardsito es importante ya que determina la
replicacion rapida del taquizoito, adicionalmente durante la infeccion, diversos genes de la respuesta
inmune innata y adaptativos son inducidos para su expresion. La presencia y actividad de una respuesta
inmune Thl como célula de respuesta protectora, debe ser también modulada para evitar dafio en el
hospedero por el proceso inflamatorio; paraddjicamente en la toxoplasmosis congénita este patron de
respuesta podria estar modificado, tener un papel protector o, de dafio, inducir un aborto o favorecer el
paso transplacentario del parasito. La respuesta inmune tipo Th1 no solo es importante para el control de
procesos infecciosos, sino también, es fundamental en la implantacion exitosa y de apoyo en la
supervivencia del trofoblasto. El polimorfismo de genes en ambos fenémenos podria estar relacionado
con la susceptibilidad de 7. gondii y su transmision vertical, en el aborto o en las diversas patologias en
el feto 2. Generalmente los cuadros de toxoplasmosis congénita son debidos a una infeccion de la madre
durante el curso del embarazo, se ha sefialado que la infeccion en la mujer antes de la concepcion no es
un elemento sustentable para transmitir la parasitosis al nifio; sin embargo, la literatura sefiala casos
comprobados que avalan esta situacion 26. Por otro lado, en los casos de aborto desencadenados a partir
del primer trimestre gestacional, es probable que la mujer cuente con un historial clinico de abortos de
repeticion y que sin causa anatomica o endocrinologica, puedan deberse en su caso a la toxoplasmosis.
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Los productos infectados que sobreviven pueden mostrar lesiones multisistémicas en SNC
irreversibles como hidrocefalia, microcefalia, anencefalia, calcificaciones intracraneales y coriorretinitis.
En el segundo y tercer trimestre los productos pueden nacer asintomaticos o algunos casos el desarrollo
posterior de lesiones oftalmicas como coriorretinitis bilateral. El dafio en SNC se manifiesta con el
desarrollo de productos que pueden mostrar macrocefalia con hidrocefalia y encefalitis, de nuevo la
reaccion inflamatoria esta presente, conformada por mononucleares y con taquizoitos en la periferia de
las mismas 2*?7?%, La extensa lesién necrotico-inflamatoria en la toxoplasmosis congénita no es
proporcional al nimero de parésitos presentes en el parénquima, los cuales son de hecho relativamente
escasos. La placenta es un o6rgano regulador dindmico y fuerte, que inicialmente actia como frontera
entre el trofoblasto fetal, las células de la madre y el tejido con el que entra en contacto. El grosor de la
barrera placentaria varia segun la evolucion del embarazo, hacia el final del mismo muestra un espesor
de 1 a2 um, esta barrera no es estatica y su comportamiento dindmico se debe al movimiento de la sangre
que ingresa de manera pulsatil al espacio intervelloso. Al final del embarazo existe escaso tejido
conectivo dentro de las vellosidades y esto podria explicar el mayor riesgo que existe en las infecciones
verticales. La identificacion de la zona principal de penetracion de 7. gondii hacia la placenta se
desconoce y su identificacion permitiria avanzar en la comprension de la forma este protozoario difunde
hacia el feto '+°.

11.7 Toxoplasmosis en el transplante de érganos

La incidencia de toxoplasmosis en trasplante de oOrganos solidos es mayor en los receptores
seronegativos, particularmente cuando se trata de trasplante de corazén y cuyo donante es seropositivo.
Es menor en receptores de trasplante de 6rgano no cardiaco. Los quistes pueden ser transferidos en el
organo y reactivarse en el receptor inmunodeprimido. Los principales problemas a los que se enfrenta un
paciente sometido a trasplante son, el rechazo del 6rgano y a las infecciones. Las novedades terapéuticas
inmunosupresoras han disminuido el riesgo de rechazo; sin embargo, las infecciones son un determinante
importante en la morbilidad y mortalidad de los pacientes.

Las infecciones causadas por 7. gondii puede presentarse en el receptor de forma primaria o por
la reactivacion de una infeccion latente, ambas situaciones estan asociadas en los trasplantes con la
aplicacion de terapia inmunosupresora, observandose en el paciente periodos de presentacion bien
definidos o el de un riesgo posterior al trasplante. Inicialmente la presentacion de la enfermedad es
atipica, generalmente un corazon puede contener masas quisticas en el tejido, a partir del cual el estado
proliferativo del parasito se activa y pasan directamente a una fase de diseminacion en el individuo
receptor, manifestindose mas adelante con el desarrollo de focos distantes. Es importante considerar el
factor de riesgo en un receptor seronegativo y donador seropositivo. La infeccion puede adquirirse
también con injertos renales o hepaticos, aunque con este ultimo 6rgano son raros los casos adquiridos
mediante la recepcion de este 6rgano. Entre los principales cuadros clinicos que manifiestan a una
toxoplasmosis en sujetos trasplantados estan la neumonitis necrozante, miocarditis y encefalitis %3132,

11.8 Toxoplasmosis en el paciente inmunodeprimido

Toda la secuencia de eventos que desencadena la respuesta inmune tratando de controlar la fase
proliferativa del parésito (taquizoitos) y su paso a la fase quistica y ruptura de estas masas, es constante,
donde el hospedero se enfrenta ademads a un proceso de deterioro inmunologico a expensas de la respuesta
celular, hasta el desarrollo en la mayoria de los casos a dafio encefalico. La toxoplasmosis asociada con
el paciente inmunocomprometido, es posible que conlleve a una evolucion mortal de la infeccion,
derivada de una reactivacion toxoplasmica.
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El espectro clinico es manifestado por la patologia neurologica, con importante reaccion
granulomatosa asociada a gliosis y desarrollo de nodulos microgliales, hasta el progreso de una
encefalitis con cardcter necrosante. La instalacion de un proceso granulomatoso se aprecia por la
presencia de un abundante infiltrado linfocitario, asi como, la presencia de neutréfilos y monocitos que
favorecen el desarrollo de lesiones centrales en el area que conforma la necrosis. El estado
inmunodepresivo y la constante proliferacion de 7. gondii en paredes vasculares cerebrales apuntan al
desarrollo de una hiperplasia fibrotica focal. El dafio también puede encontrarse a nivel de plexos
coroideos en donde la lesidon necrética persiste y debe considerarse esta ubicacion para diferenciarla de
las lesiones intra o periventriculares en pacientes con SIDA ya que el transito del liquido céfalo raquideo
(LCR) podria ser el vehiculo que ofrezca diseminacion de la infeccion %33, En si la toxoplasmosis
cerebral puede ser la manifestacion inicial del SIDA, consecuencia de una reactivacion de infeccion
previa y latente, hasta la presentacion del estado inmunosupresivo del padecimiento.

11.9 Reactivacion de la toxoplasmosis

Una situacion particular que demanda atencién es la que se observa en las recaidas, es decir individuos
que tuvieron toxoplasmosis congénita con largos periodos asintomaticos y con una reactivacion posterior.
Aun no son claros los mecanismos fisiopatogénicos que originan esta recaida, ni el por qué el dafio
fundamentalmente se presenta en la retina y no en cerebro; ahora bien, caso contrario sucede en pacientes
con SIDA cuya deficiencia de células T induce a la formacion de lesiones con elevada proporcion de
dafio en el SNC. La razon de ésta diferencia es ain desconocida, si se considera que los quistes
localizados en cerebro y en retina, aparentemente son iguales y que la coriorretinitis y la patologia del
SNC es producto de procesos inflamatorios y necrdticos que rodean al quiste **. La patologia que se
origina en sitios diferentes a SNC, ojo o miocardio, esta poco estudiada, solo en situaciones especiales y
en casos particulares como el SIDA, es necesaria una vigilancia médica continua sobre las
manifestaciones que pudieran presentarse.

Es posible la presencia de dafio primario en otro 6rgano diferente a los que cominmente se estudia
en la toxoplasmosis, por ejemplo cuando la infeccion se localiza en pulmén o en tubo digestivo,
particularmente en este Ultimo sitio se ha demostrado una infeccion activa por Toxoplasma, causando
paralisis que afecta a células del tracto gastrico como las que se ubican en la capa muscular, macrofagos
tisulares y en células endoteliales, apreciandose en estas zonas la presencia de abundantes quistes y los
caracteristicos focos necroticos * (Figura 28).

La patogenia y la anatomapatologia en la toxoplasmosis, no son eventos que se estudien de forma
aislada, su mejor entendimiento requiere del conocimiento de la biologia del parasito, de la inmunologia,
biologia molecular y la accion multidisciplinaria involucrada. La toxoplasmosis es un proceso dindmico,
dado que se da una fluctuacion constante en la triada ecologica hospedero, parasito y ambiente. Lo que
se conocia sobre el padecimiento se ha reforzado con las nuevas tecnologias, pero también se debe
considerar que el ambiente y patrones biologicos, epidemioldgicos y derivados de multiples cambios,
podrian ir modificando perceptible o imperceptiblemente la patogenia y la patologia en esta enfermedad,
donde para algunos especialistas Toxoplasma gondii es una especie oportunista y para otros, un auténtico
patdgeno. En México la toxoplasmosis esta presente en todas las dreas aunque con una mayor prevalencia
en las zonas costeras, donde el parasito se mantiene infectante, tanto en animales como en el humano. El
escaso control de los felinos domésticos y las pobres medidas de control en las unidades de produccion
de animales de consumo humano estan favoreciendo la diseminacion del parasito, la infeccion y el
desarrollo de la enfermedad %37,
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Figura 28 Corte histologico de pulmén (400x) en el que se observan algunos quistes de Toxoplasma en
el epitelio alveolar con datos de necrosis en las células adyacentes, detritus, algunas células inflamatorias
y material proteinaceo. Donada por Dr. Ramon Franco Topete Médico Patologo, Departamento de
Microbiologia y Patologia del CUCS, Jefe del Departamento de Patologia del Nuevo Hospital Civil de

Guadalajara.
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12 Resumen

El diagnostico de toxoplasmosis es de gran importancia debido a los dafios causados por este parasito en
personas inmunodeprimidas o en mujeres embarazadas, el diagnostico de toxoplasmosis activa
representa un signo para iniciar un tratamiento farmacologico de inmediato. En este capitulo se aborda
el arsenal de diagndstico para la infeccion de Toxoplasma. Se desglosa en métodos directos en los cuales
podemos demostrar la presencia del Toxoplasma en sus formas de taquizoitos ¢ quistes. Los métodos
indirectos de deteccion de los aticuerpos IgM e IgG contra Toxoplasma que han sido las herramientas
mas utilizadas y han llevado a discriminar entre una infeccién primaria, aguda 6 cronica.

Los métodos moleculares para la identificacion de ADN-Toxoplasma a través de la reaccion en
cadena de polimerasa (PCR). La prueba de fragmentos de restriccion de reaccion en cadena de polimerasa
(PCR-RFLPs) para identificar cepas. Asi como el método de fusion de alta resolucion para determinar el
genotipo de Toxoplasma gondii a partir de muestras bioldgicas.

El diagndstico de la toxoplasmosis representa un punto muy importante en la desicion de iniciar
0 no un tratamiento antiparasitario. Los métodos inmunoldgicos que detectan a los isotipos IgM e IgG
contra Toxoplasma han sido las herramientas mas utilizadas y que han permitido discriminar entre una
toxoplasmosis activa o aguda de una cronica. En personas inmunosuprimidas o en mujeres embarazadas,
el diagnostico de una toxoplasmosis activa representa una sefal para iniciar de inmediato una tratamiento
farmacologico.

Histdéricamente se han desarrollado diversas metodologias que incluyen desde el aislamiento del
parasito en muestras bioldgicas y evaluacion por xenodiagnostico mediante la inoculacion intraperitoneal
de suero, o liquido cefalorraquideo en ratones susceptibles evaluando la supervivencia y la deteccion de
los taquizoitos en el liquido peritoneal, hasta la determinacion de anticuerpos IgM e IgG séricos anti-
Toxoplasma y recientemente la deteccion del DNA del organismo mediante técnicas de biologia
molecular como la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) que permite incluso detectar a un solo
parésito en un volumen de muestra ensayada. A continuacion, se sefialan las diversas pruebas y estudios
que permiten el diagnostico de esta parasitosis.
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12.1 Aislamiento del parasito 6 bioensayo

El diagnéstico de la toxoplasmosis aguda puede hacerse mediante la inoculacion de muestras sospechosas
de sangre, liquido cefalorraquideo (LCR), material ganglionar y otros liquidos o tejidos corporales, en la
cavidad peritoneal de ratones inmunosuprimidos 6 susceptibles como la cepa BalB/c. La presencia de los
taquizoitos en el liquido peritoneal de los ratones se detecta mediante microscopia de contraste de fases
de 6 a 10 dias después de la inoculacion. Los parasitos se observan con su forma caracteristica de media
luna con membrana y citoplasma refringente y un nucleo redondo denso ubicado en el centro del parasito,
en algunos casos presentando una motilidad en forma de serpentin o de movimientos rotatorios, aunque
también los pardsitos pueden solo presentar un movimiento vibratorio tipo browniano. Se recomienda
realizar un frotis del exudado peritoneal del raton, la muestra se fija con metanol y se tifie con colorante
de Wright, Giemsa o May-Grunwald, y se observa al microscopio. Los pardsitos se presentan una
membrana a veces granulosa, un citoplasma tefiido de azul y el nucleo de rojo centrado en el citoplasma.
También pueden hacerse frotis de liquidos corporales. Si no se encuentran toxoplasmas en el liquido
peritoneal del raton, pueden determinarse los titulos séricos de anticuerpos anti-Toxoplasma alas 4y 6
semanas post- inoculacion.

El aislamiento de 7. gondii a partir de liquidos corporales del paciente representa una infeccion
aguda. La sensibilidad de este método en el diagnostico de toxoplasmosis aguda se ha considerado de
casi del 90%, sin embargo la deteccion de los pardsitos en las muestras biologicas es de muy baja
frecuencia ya que en general los parasitos estan ubicados a nivel intracelular.

C D

Figura 29 A) Taquizoitos a partir de exudado peritoneal de raton, tincion Diff-Quick, objetivo 10X.T2.
B) Taquizoitos a partir de exudado peritoneal de raton, tincion Azul de metileno alcalino (Sabin-
Feldman), objetivo 100X.C) Multiples quistes tisulares en encéfalo de raton, sin tincidn, objetivo 20 X.
D) Quiste tisular en encéfalo de raton, tincion Diff-Quick, objetivo 40 X. E). Cortesia del M. en Cs.
Gustavo Salas Lais. Estudiante del doctorado en ciencias en Biomedicina y Biotecnologia Molecular,
ENCB-IPN.Mexico. The Laboratory Diagnosis in Toxoplasma Infection, Toxoplasmosis, Dr. Isin Akyar
(Ed.), InTech, DOI: 10.5772/67999. Available from: https://www.intechopen.
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En el caso de recién nacidos con toxoplasmosis, la inoculacion de ratones con la sangre del nifio
en la primera semana de nacimiento, alcanza un 75% de resultados positivos; sin embargo, al mes solo
un 52%. Una desventaja de este método es que se requiere de personal especializado en el manejo de 7.
gondii, por el riesgo de contaminacion, ademas de que es necesario esperar de cierto tiempo para obtener
el resultado!'~.

12.2 Cultivo celular

Los cultivos celulares cada dia son mas utilizados para el diagnostico y aislamiento de parésitos in
vitro™S, el parasito ha sido aislado de fluidos pulmonares >° asi como de fluido cerebroespinal en
pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)’'2. El diagndstico mediante cultivos
también se ha utilizado en casos de toxoplasmosis ocular'® !4, Otros usos del cultivo celular son para el
estudio de la interaccion hospedero-parasito, para la busqueda de factores implicados en la resistencia
innata, para la caracterizacion molecular y genética de los diferentes aislados!®, para la busqueda de

moléculas candidato para vacuna y para determinar la eficacia de fArmacos antiparasitarios'®.

Es necesario tener las condiciones de infraestructura para este procedimiento, como seria
campanas de bioseguridad clase II, incubadoras de 37°C con suministro de C0», asi como lineas celulares
susceptibles para ser invadidas y permitan la proliferacion de los parasitos como las células Vero de
mono verde de Africa, fibroblastos humanos (HFF) entre otras. El procedimiento consiste en crecer las
células hospederas en medios de cultivo complementados con suero fetal bovino a fin de aportar los
nutrientes necesarios para el crecimiento y en condiciones de 37°C y con atmosfera de 5% de CO».

Cuando las células alcanzan una confluencia del 80% (es decir que el 80% del area de la caja de
cultivo esté cubierta con células), se adicionan los liquidos corporales bajo estudio y se mantienen en
cultivo por 5 a 8 dias.

Dependiendo de la cantidad de parasitos presentes en la biopsia o liquido corporal del paciente
sera la destruccion de la monocapa celular y la cantidad de taquizoitos recuperados en el sobrenadante.
En el diagndstico de liquidos intraoculares (humor acuoso y vitreo), la correlacion con el diagnéstico de
coriorretinitis y ELISA es del 67% y con cultivo celular es del 91%.

12.3 Histologia

La deteccion de taquizoitos en cortes histologicos de biopsias sospechosas es indicativo de que una
infeccidn activa estd presente, en contraste, la deteccion de quistes tisulares que contengan bradizoitos
en muestras histoldgicas confirma solo una infeccion en estado cronico de toxoplasmosis. La presencia
de quistes en la placenta, en fetos 6 en recién nacidos es indicativa de una infeccion congénita, de acuerdo
al nimero de quistes en los cortes histologicos se puede sugerir el caso de una infeccion activa e inicio
inmediato del tratamiento farmacologico.

En material de biopsia 60 autopsia, los taquizoitos y bradizoitos enquistados son usualmente
demostrables con la tincion de Wright, Hematoxilina & Eosina, Figura 30 A y B. En donde los bradizoitos
contienen un vacuolas de glucdgeno, el tamafio del quiste es importante como puede observarse en cortes
histologicos de cerebro. Existen otras técnicas de tincion como la de Schiff-acido peryddico,
inmunofluoresencia especifica y tincion con inmunoperoxidasa que son igualmente eficientes.



180

Los procedimientos anteriores tienen un gran valor diagndstico, pero son limitados debido a la
dificultad que entrafia tanto el crecimiento de parasitos in vivo como la identificacion de taquizoitos por
métodos histoquimicos®>*

A)

Figura 30 A) Fotomicrografia de corte de cerebro (1000x) que muestra dos quistes, adyacentes multiples
taquizoitos liberados entre la substancia blanca adyacente sin respuesta inflamatoria evidente. B)
Fotomicrografia (1000x) de pared alveolar que muestra células del epitelio con quistes de Toxoplasma
asi como una inclusion citomegalica en el ntcleo de una de las dos células epiteliales, un macrofago
alveolar en la parte superior de este caso de infeccion con VIH-SIDA. Ambas con tincién de
Hematoxilina & Eosina. Donada por Dr. Ramoén Franco Topete Médico Patélogo, Departamento de
Microbiologia y Patologia del CUCS, Jefe del Departamento de Patologia del Nuevo Hospital Civil de
Guadalajara.

12.4 Inmunodiagnéstico

El primer intento para realizar el diagndstico seroldgico para toxoplasmosis se llevd a cabo en 1937 por
Sabin y Olitzky con una prueba que se conocié con el nombre de neutralizacion en la piel de conejo, la
cual posteriormente fue abandonada!, ese mismo afio Nicolau y Ravello!” describieron una prueba de
fijacion de complemento aplicable al diagndstico de esta parasitosis, como el antigeno era practicamente
anti-complemento fue remplazada ventajosamente por la descrita por Warren y Russ'®. En 1948 Sabin y
Feldman idearon una reaccidon basada en la coloracion de los toxoplasmas puestos en presencia de
anticuerpos especificos'®. En el siguiente aflo MacDonald en 1949 desarrollaron la técnica denominada
como “Pock Counting”, que tiene como base la reduccion del nimero de colonias de toxoplasmas
observables en la membrana coriolantoidea del embrion de pollo, por accién de los anticuerpos®.

El método de hemaglutinacion indirecta fue concebido por Jacobs y Lunde en 1957, técnica que
alcanz6 gran difusion y que consistio en la inhibicion de la aglutinacion de eritrocitos de carnero en
presencia de anticuerpos antitoxoplasmicos?'.
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O’Connor en 1957 propuso un procedimiento de precipitacion en gelosa, método que si bien no
cumplio6 con las expectativas, dio las bases para investigar presencia de anticuerpos antitoxopldsmicos
en el humor acuoso??; con ciertas variantes, este método fue empleado para este fin por Desmonts en
Paris. Fulton y Turk publicaron en 1959 su prueba de seroaglutinacién en tubo, muy sencilla pero con
fuentes de error’’, basandose en el consumo de oxigeno por una suspension de toxoplasmas vivos, en
1960 describieron una reaccion de floculacion sobre ldmina que fue modificada y perfeccionada por
Engelbrecht’® y en 1964 Garin y Despeiges publicaron una reaccion basada en la aglutinacion de
particulas de bentonita sensibilizadas con antigeno toxoplasmico? y posteriormente se sentaron las bases

para el uso de anticuerpos fluorescentes, hoy en dia tan aplicados en el diagnostico inmunolégico.
12.5 Diagnostico de rutina

A continuacion, se mencionan las pruebas que han tenido mayor aplicaciéon en el diagndstico serologico
y que se han convertido en métodos de rutina en el laboratorio clinico. Actualmente se dispone en el
mercado de una amplia variedad de pruebas seroldgicas que pueden usarse para medir anticuerpos frente
a T. gondii. La prueba de tincién de Sabin-Feldman'®, Fijacién de complemento (FC) practicamente ha
caido en deshuso?®. El método de hemaglutinacion indirecta (HIA)?*"28, la prueba de los anticuerpos
fluorescentes indirectos?® (IFI), y el inmunoensayo ligado a enzima (ELISA)**3? todas ellas, miden de
forma satisfactoria la presencia de anticuerpos circulantes del isotipo IgG contra 7. gondii. Pueden
detectarse titulaciones positivas de IgG mayores a diluciones tan solo en 2 a 3 semanas después de la
infeccion y se suele alcanzar su méximo a las 6 a 8§ semanas, declinando lentamente hasta una nueva
linea basal, la cual generalmente permanece de por vida. Es necesario obtener una titulacion sérica de
IgM a la vez que la titulacion de IgG para establecer si la infeccion se encuentra en un estado activo
agudo o en uno crénico **. Los métodos de que se dispone actualmente para esta determinacion son,
ELISA para IgM de doble anticuerpo y el ensayo inmunoabsorbente de IgM (IgM-ISAGA). Estos
ensayos son especificos, sensibles y evitan los resultados falsos positivos asociados al factor reumatoide
y los anticuerpos antinucleares. La I[gA-ELISA es mas sensible que la [gM-ELISA en la deteccion de la
infeccion congénita en el feto y el recién nacido.

En el paciente que presenta solo linfadenopatia, la titulacion positiva de IgM es una indicacion
de infeccion aguda. La titulacion sérica debe valorarse de nuevo a las 3 semanas. La elevacion de IgG
sin aumento de la IgM sugiere que existe una infeccion cronica (latente). Si existe un aumento de la IgG
o de la IgM deben valorarse de nuevo titulaciones a las 3 6 4 semanas y se debe de sospechar en una
toxoplasmosis activa que implicaria el inicio inmediato del tratamiento antiparasitario.

12.6 Prueba de Sabin y Feldman

La reaccion de Sabin y Feldman se considera como un ensayo fundamental o clasico. También conocida
como la “prueba del colorante”, esta basada en exponer a una suspension de taquizoitos vivos al suero
del paciente y posteriormente al colorante azul de metileno. Cuando hay anticuerpos anti-7oxoplasma en
dicho suero, por efecto de los factores del complemento, se lisan los parasitos perdiendo su propiedad de
captar al colorante permaneciendo como estructuras incoloras bajo el microscopio (resultado positivo a
toxoplasmosis). Cuando no hay anticuerpos anti-7oxoplasma en el suero ensayado, los parasitos
permanecen vivos con una membrana celular intacta y por lo tanto captan al colorante tifiéndose de color
azul (Resultado negativo a toxoplasmosis).
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De todas las reacciones, la prueba de Sabin y Feldman es considerada como la de mayor valor
diagndstico y de especial interés por haber introducido en las técnicas de laboratorio un nuevo fendémeno
serologico; es ademas la primera vez en la serologia humana que se usa la properdina (Globulina y
presente en el suero humano) en una reaccion antigeno anticuerpo. La principal desventaja de esta prueba
es que se utilizan parasitos vivos, lo cual es un inconveniente por el riesgo de contaminacion o accidentes
de laboratorio y requiere de una infraestructura muy especializada para el mantenimiento de los parasitos,
por lo que solo se realiza en centros de referencia y laboratorios de investigacion.

Interpretacion de los resultados. Parasitos tefiidos de azul (negativo) y més del 50% de parasitos
no tefiidos (positiva), hasta la dilucion a la que se presente esta reaccion'®.

12.7 Reaccion de fijacion de complemento

Este método consiste en una reaccion in vitro del antigeno (taquizoitos de 7. gondii) y de anticuerpos
(presentes en el suero problema), en presencia de complemento de cobayo. En presencia de anticuerpos
positivos anti-Toxoplasma, los componentes del complemento participaran y experimentaran fijacion.
Esta reaccion se visualiza con un sistema indicador que consiste en eritrocitos mas anticuerpos
(amboceptor hemolisina) especificos para los hematies. Si todo el complemento se consumid en la
reaccion antigeno-anticuerpo los eritrocitos no experimentardn lisis. Por otra parte, en caso de no haber
anticuerpos especificos en el suero problema no ocurrird uniéon antigeno-anticuerpo en la reaccion, y el
complemento no experimentard fijacion ni serd utilizado, quedando en libertad para lisar los eritrocitos
(Figura 29, E)'®. En la actualidad esta prueba ha caido practicamente en desuso.

Interpretacion de la prueba: Si hay hemolisis se considera negativa, y si no existe hemolisis se
considera positiva, llevandose la lectura a la maxima dilucion.

12.8 Hemoaglutinacion

La prueba de hemoaglutinacion fue descrita por primera vez por Jacobs L, en 1957. El fundamento de
esta prueba se basa en la propiedad que tienen los anticuerpos anti-7. gondii de producir aglutinacion en
presencia de eritrocitos sensibilizados con antigenos citoplasmaticos y de membrana del parasito. Esta
prueba es util, presenta una alta sensibilidad pero no parece tener ventajas sobre inmunofluorescencia,
pudiendo interferir en el diagnostico de la toxoplasmosis congénita, ya que los anticuerpos detectados
son IgG.

Las ventajas que ofrece son rapidez y alta sensibilidad, 6ptima para ser usada en asociacion con
fijacion de complemento e inmunofluorescencia indirecta®®.

Interpretacion de la prueba: Si existe aglutinacion la prueba es positiva, y si hay inhibicion a la
aglutinacion la prueba es negativa. Llevandose su lectura a la mas alta dilucion. Posteriormente
Yamamoto en 1991, estandarizd una prueba para la determinacién de anticuerpos IgM, con una
sensibilidad de 98% y especificidad de 95%°.

12.9 Prueba de aglutinacion modificada (MAT)

Para esta prueba, se fijan los taquizoitos con formaldehido en placas de microtitulacion en forma de U a
los cuales se adiciona el suero diluido.
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En muestras de suero positivas, se produce una capa delgada de aglutinacion, mientras que en las
muestras negativas se produce un sedimento compacto de precipitados de taquizoitos en el fondo del
pozo?®. Esta prueba fue descrita primero por Fulton y Turk?® con una baja especificidad y sensibilidad,
debido a la union de IgM normal a la superficie del parasito, y mejorado por la preparacion del antigeno
usando un amortiguador con 2-mercaptoetanol el cual elimina las I[gM no especificas. Esta prueba detecta
los anticuerpos IgG, sin limitacion de la especie del hospedero, pero los resultados falsos negativos
pueden ocurrir durante las primeras etapas de la infeccion aguda?’.

La especificidad y la sensibilidad de MAT son comparables a la prueba de Sabin y Feldman, en
la mayoria de las especies. Ademas, MAT también se puede utilizar en fluidos corporales, siendo muy
util en trabajo de campo.

12.10 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Esta prueba consiste en la fijacion de los taquizoitos en portaobjetos los cuales se ponen en contacto con
el suero de pacientes y con anticuerpos conjugados a moléculas fluorescentes. La reaccion antigeno-
anticuerpo se evidencia por microscopia de fluorescencia. En los casos positivos se ve una fluorescencia
amarillo verdoso brillante y un color rojo sin fluorescencia en los negativos. El color de a fluorescencia
dependerd del fluorocromo que esté conjugado a los anticuerpos.

La inmunofluorescencia es una prueba que muestra alta precision cuando se adapta para
anticuerpos especificos. Se sabe que el ser humano al infectarse responde primero con la produccion de
IgM, misma que desaparece posteriormente. La deteccion de IgM especifica en el recién nacido
diferencia los anticuerpos trasmitidos de la madre al producto (IgG atraviesa barrera placentaria y los
IgM son incapaces de hacerlo). Puede decirse que la deteccion de IgG especifica contribuye al
diagndstico la mayoria de las veces; sin embargo, pueden persistir titulos considerables de anticuerpos
durante meses y algunos afios. Pueden existir resultados falsos negativos en presencia de toxoplasmosis
congénita, en pacientes inmunosuprimidos ¢ en casos de toxoplasmosis de forma ocular. Ademas suelen
darse falsos positivos por presencia de factor reumatoide y anticuerpos antinucleares, ya que estos causan
fluorescencia no especifica en la deteccion de IgM, por lo que es recomendable hacer estas dos
determinaciones antes de pasar a la inmunofluorescencia®®. Interpretacion de la prueba: Si los
toxoplasmas presentan fluorescencia amarillo verdoso brillante es indicativo que la prueba es positiva y
si presentan un color rojo, indican que son negativos®.

12.11 Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

El ensayo inmuno enzimatico (ELISA) descrito inicialmente en 1971 por Engvall y Perlman, utiliza
anticuerpos conjugados a una enzima®’. El anticuerpo conserva su capacidad de unién especifica al
antigeno, mientras la enzima es capaz de una reaccion de oxido-reduccion, en la cual el sustrato se
precipita en un producto colorido. En este sistema, el antigeno o el anticuerpo se absorben a una fase
solida insoluble (microplacas de poliestireno).

Existen diversas variantes de ELISA: Directo, indirecto, de captura y competitivo. Todos
permiten la determinacion de antigenos en fluidos bioldgicos a excepcion del método indirecto con el
que solo se detectan anticuerpos. En los métodos directos, el anticuerpo dirigido especificamente contra
el antigeno es el que lleva unida la enzima, en cambio, en los métodos indirectos el conjugado enzima-
anticuerpo reacciona con un primer anticuerpo, el cual reacciond previamente con el antigeno.
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En los ensayos de captura, el conjugado enzima anticuerpo se une al antigeno previamente fijado
a un primer anticuerpo absorbido en la fase solida. Se agrega el sustrato de la enzima y se mide la
intensidad del color desarrollado, la cual es proporcional a la magnitud de la reaccion antigeno-
anticuerpo.

Las enzimas més empleadas son la peroxidasa de rabano (HRP), la fosfatasa alcalina (FA) y la B-
D-galactosidasa (BG), debido a su estabilidad y reproducibilidad de resultados. Los sustratos para la
enzima HPR son el peréxido de hidrogeno o el peréxido de urea, que al ser reducidos hacen que ciertos
cromogenos se oxiden en la reaccion enzimatica desarrollando un producto colorido. La orto-
fenildiamina, continua soluble después de ser oxidada y es la mas utilizada. Los sustratos para la FA son
el p-nitrofenil fosfato, que produce color al ser degradado por la enzima a temperaturas mayores de 30°C,
el 5 bromo-4cloro-3-indoilfosfato se puede emplear en los ELISA en tubo o en dot-ELISA.

Una ventaja importante de este método es su alta sensibilidad frente a las pruebas de colorante de
Sabin y Feldman e IgM-IFI, ya que en estudios seroldgicos que se han realizado en los cuales ambas
pruebas resultaron negativas, por la técnica de ELISA el 92.8% de dichos sueros fueron positivos, ya que
estan disefiadas para detectar bajas concentraciones de antigenos de Toxoplasma gondii. Esta prueba
suele dar al igual que IgM-IFI resultados falsos positivos en presencia de factor reumatoide y también en
algunos casos de infeccion cronica. Es una prueba répida y sencilla para detectar antigenos circulantes o
bien anticuerpos anti-7oxoplasma clase IgG o IgM en suero, que nos permite distinguir una infeccion
reciente de una pasada.

El método de ELISA detecta del 70 al 80% de casos de nifios infectados congénitamente, un
aumento de la titulacion de IgM que se extienda mas alla de la primera semana es indicativo de infeccion
aguda, ya que el promedio de duracion de la [gM materna es de 3 a 5 dias. Ademas, se puede determinar
anticuerpos en suero y humor acuoso. En la actualidad es la prueba mas empleada para determinar IgG
e IgM contra 7. gondii, siendo utilizada con éxito en el serodiagnodstico de una variedad de infecciones.

Interpretacion de la prueba: Si el ELISA es cualitativo inicamente se observa desarrollo de color
en la seropositividad. Si la prueba es cuantitativa, se mide la intensidad del color desarrollado a una
determinada longitud de onda (nandmetros) y la lectura de absorbancia es proporcional a la magnitud de
la reaccidon antigeno-anticuerpo, cada casa comercial marca su valor de corte asi como si el método es
cuantitativo 6 cualitativo. Para el método de ELISA en el laboratorio, hay que estandarizar la técnica y
compararla con otras previamente probadas antes de ser utilizada en el diagnostico>!.

A finales del siglo XIX varios antigenos recombinantes, de diferentes sitios del parasito fueron
analizados*>*; Los antigenos de granulos densos GRA1, GRA2, GRA4, GRA6, GRA7 y GRAS, de
proteinas de roptria ROP1 y ROP2, la proteina de la matriz MAG1, de proteinas de micronemos MIC2,
MIC3, MIC4 y MICS y los antigenos de superficie SAG1 y SAG226, se evaluaron como marcadores de
diagnostico en seres humanos o animales mediante ELISA para detectar anticuerpos especificos IgG e
IgM3233, Las combinaciones de antigenos recombinantes han mostrado més sensiblidad y especificidad
que el uso de un solo antigeno. Por ejemplo, las combinaciones de SAG2A, GRA2, GRA4, ROP2, GRAS
y GRA7 son potencialmente Utiles para detectar anticuerpos IgG en los seres humanos con la infeccion
recientemente adquirida®**¢, ROP1, SAG1, GRA7, GRAS y GRA6 son prometedores para detectar
anticuerpos especificos IgM>’ mientras que GRA7 y GRAS se utilizan para detectar anticuerpos IgA
especificos®*’. En un estudio se identificé una proteina especifica de esporozoitos relacionada con la
embriogénesis-(TgERP), que puede reaccionar con anticuerpos especificos de ooquistes, y ser usado para
detectar una infeccion temprana por esporozoitos implicando a los ooquistes como fuente de infeccion’®.
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12.12 Prueba de avidéz

La prueba de avidez de IgG, fue descrita por Hedman et al.*° Esta prueba mide la avidez del anticuerpos
especificos para unirse al antigeno de 7. gondii. Para desnaturalizar los agentes protéicos presentes en el
suero, éste se trata previamente con una solucion de urea. La avidez puede ser variable durante el curso
de la infeccion®. En la etapa temprana de la infeccion, los valores de avidez son bajos, y aumentan con
la duracion de la infeccion*!. Por lo tanto, la prueba de avidez puede distinguir la infeccion aguda de la
cronica. La prueba es aplicable por diferentes procedimientos serologicos, tales como ELISA y WB*2 43,
Sin embargo, hay limitaciones de la prueba IgG en las mujeres embarazadas, ya que éstos anticuerpos
pueden persistir durante meses** 4, y el tratamiento de T. gondii puede alterar los resultados *¢%. La
interpretacion de los diferentes métodos diagndsticos presentados en este capitulo, pueden ser observados

en la Tabla 2.

Tabla 2 Interpretacion de los métodos diagnosticos para toxoplasmosis humana.

coloreados

de corte

METODO REPORTE UNIDADES INTERPRETACION
DIRECTO y BIOPSIA Observacion de parasitos niimero/campo Infeccion Aguda
BIOENSAYO con | Aislamiento de parasitos 7 6 > | numero/campo Infeccion Aguda
diferentes fluidos | dias de inoculacion.
corporales
CULTIVO CELULAR Crecimiento de parasitos Infeccion Aguda
Para fluidos corporales
HISTOLOGIA Hallazgo de taquizoitos niimero/campo Infeccidn reciente
Hallazgo de quistes niimero/campo Infeccién crénica
SABIN Y FELDMAN Observacion de pardsitos no | Dilucién con valor | Dilucibn mayor a 1:256,

infeccidn reciente

HEMOAGLUTI-NACION

Positiva en altas diluciones

Diluciéon con valor
de corte

Infeccion reciente

corporales

111

INMUNOFLUO- Positiva 1:64 IgG 6 IgM Dilucién con valor | Infeccién pasada
RESCENCIA Positiva > 1:256 de corte Infeccion reciente.
INDIRECTA
ELISA Positiva IgG bajos titulos pgr/ml 6 Ul/ml Infeccion pasada
Positiva IgM Infeccion reciente
AVIDEZ DE IgG Baja avidéz y Alta avidéz (segun | Densidad optica Infeccion reciente
reporte de casa comercial) Infeccion pasada
WESTERN BLOT 2 6 mas bandas reveladas con Acs | Numero bandas | Infeccion pasada
IgG KDa Infeccion reciente
2 6 mas bandas reveladas con Acs
IgM
INMUNOCITO- Presencia de taquizoitos Infeccion reciente
QUIMICA Presencia de quistes Infeccion pasada
INMUNOHISTO-
QUIMICA
PCR Presencia de ADN ADN Infeccion reciente
PCR TIEMPO REAL | Aumento de copias de ADN ADN Intensidad de infeccion
Fluidos Disminucién de copias de ADN Disminucion/ tratamiento
corporales
PCR-RFLP, MS, HRM | Aislamiento del parasito y | ADN Cepa I Mayormente patogena
con diferentes fluidos | genotipificacion de cepas I, II 6




186
12.13 Western blot

El Western blot es una técnica inmunoenzimatica, basada en la union de anticuerpos especificos presentes
en el suero de los pacientes al estar en contacto antigenos de Toxoplasma fijados en papel de
nitrocelulosa. Primeramente, los antigenos protéicos deben ser separados mediante una electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE-SDS), posteriormente deben ser transferidos e inmovilizados en una fase
solida (membrana de nitrocelulosa). Se debe bloquear ¢ saturar el papel de nitrocelulosa con alguna
proteina no antigénica (albumina sérica bovina) para prevenir la unién inespecifica de los anticuerpos
que se emplean. A la reaccion antigeno-anticuerpo que corresponde a la primer etapa de la reaccion, se
le agrega un segundo anticuerpo unido a una enzima como peroxidadasa de rabano 6 fosfatasa alcalina,
siendo visible la reaccion mediante un sustrato y un cromogeno que participe in situ, mismo que revelara
bandas (proteinas antigénicas de 7. gondii) en la membrana de nitrocelulosa que reconocieron los
anticuerpos especificos>®.

El diagnostico seroldgico en pacientes con SIDA, no siempre corresponde a la titulacion de
anticuerpos en suero y liquido cefalorraquideo, por lo que la técnica de Western blot ha sido utilizado
para caracterizar antigenos y el reconocimiento de éstos por los anticuerpos IgG, IgM e IgA en suero y
fluido cerebral de pacientes con toxoplasmosis cronica y aguda®6-8, éste método también se ha utilizado
en pacientes inmunocompetentes en la busqueda de proteinas del parasito que puedan ser utilizadas como
marcadores de diagnostico de infeccion aguda 6 cronica, indicando si las proteinas reconocidas por los
anticuerpos del suero de pacientes en diferentes fases de infeccion, son especificas del Toxoplasma>S!.
Otras aplicaciones recientes para el diagnostico de la toxoplasmosis congénita en sueros y calostros de
mujeres que habian dado a luz, en estos ensayos se encontraron correlacion significativa entre los
anticuerpos IgG e IgA de calostro y suero, ademds se observd que los anticuerpos IgA reconocen un
mayor nimero de antigenos en calostro que en suero®?. Este método también ha sido utilizado con otros
liquidos corporales como la saliva®.

12.14 Inmunocitoquimica e inmunohistoquimica

La inmunocitoquimica se basa en la localizacion de moléculas (antigenos de Toxoplasma en células en
cultivo mediante anticuerpos especificos marcados, ademas de un anticuerpo secundario marcado con
peroxidasa ¢ fosfatasa (Figura 31). La inmunohistoquimica tiene el mismo fundamento de la
inmunocitoquimica la diferencia es que esta se realiza en tejidos. Se han realizado estudios para examen
neuropatoldgico del tejido cerebral en pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana VIH/SIDA, para valorar lesiones del tejido cerebral multifocal difundido y difuso®. Mediante
imunohistoquimica también se han realizado estudios en diferentes tejidos para la demostracion de

Toxoplasma gondii, como es en toxoplasmosis ocular®>-¢7,
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Figura 31 A) Inmunocitoquimica de Neuronas (color rojo) infectadas con Taquizoitos de Toxoplasma
(Color verde), B) Astrocitos infectados (Color Rojo) con taquizoitos, nicleos marcados con Dapi (Color
Azul). Tomado con objetivo de 40 X.

12.15 Técnicas moleculares
12.16 Generalidades del genoma del Toxoplasma gondii

La biologia molecular ha permitido el avance en el conocimiento molecular de 7. gondii. Su genoma
contiene una longitud total de aproximadamente 65 megabases (MB), distribuido en 14 cromosomas que
van de los 1.9 a 7.4 MB. Su contenido de GC es del 52.3% y codifica para aproximadamente 7,988
proteinas y contiene 296 genes no codificantes pequefios (Ensembl Protists: T. gondii: 4.

La secuencia del genoma completo de las cepas GT1, ME49 y VEG lo clasifica en tres tipos, I,
IT y IIT respectivamente. A la fecha, el analisis mediante polimorfirmos de longitud variable generados
por enzimas de restriccion (RFLPs) utilizando mas de 900 cepas del pardsito, permiten su clasificacion
en 140 genotipos agrupados en 12 grupos principales. Resultados similares se obtuvieron mediante la
secuenciacion de intrones de un nimero mas pequeiio de muestras y también utilizando marcadores de
microsatélites. A pesar de estos avances, se requiere de secuenciar mas genomas completos para una
mayor precision en la clasificacion de los linajes (informacion obtenida de la pagina de J. Craig Venter
Institute)’.

12.17 Diagnéstico molecular mediante la reaccion en cadena de la polimersa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en efectuar una replicacion repetitiva in vitro de
una secuencia especifica de ADN. Al amplificar o copiar varias veces un fragmento de ADN, aumenta
en forma proporcional la sensibilidad de la misma. El producto amplificado se analiza en un gel de
agarosa o poliacrilamida con tinciones especiales. Esta técnica es 1til en la deteccion del parasito en
muestras de suero, células mononucleares de sangre periférica (CMSP), orina, placenta, liquido
amnidtico, cerebroespinal y cefalorraquideo’!"”’. La sensibilidad y especificidad del PCR depende de la
técnica que se utiliza en la extraccion del ADN, los iniciadores que se utilizan en el PCR y los pardmetros
de la reaccion de amplificacion’>”> 787 Los genes de Toxoplasma mas conservados por lo tanto que se
utilizan en la deteccion del ADN de este parasito son primeramente el Gen B1 del cual existen 35 copias
en el genoma del parasito, seguido por la region repetitiva REP de 529 pares de bases (pb), la cual tiene
alrededor de 300 copias en el genoma.
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Otras secuencias de copia unica que se utilizan en laboratorios de investigacion principalmente
para genotipificar, son las correspondientes a los genes SAG1, SAG2, SAG3, SAG4 y GRA47. Este
método diagnostico es muy valioso en infecciones agudas, cuando el parasito cruza la placenta e infecta
al feto o en infecciones en pacientes con SIDA’!"”° y otras inmunosupresiones en donde se presente una
reactivacion del parasito’®. Desafortunadamente, es dificil tener un valor de confiabilidad en los ensayos
de PCR. Para un diagndstico pre-natal la sensibilidad reportada va del 64% al 97.4% con un valor
predictivo negativo del 87.7% al 99.7% respectivamente; en el caso de pacientes con VIH con
toxoplasmosis la sensibilidad reportada va desde el 13% al 87.5% %%, Con la deteccion de la secuencia
REP 529 pb se ha reportado una sensibilidad hasta del 100% en fluido amnidtico’.

La secuencia REP 529 pb, estd teniendo un mayor auge para utilizarla en el diagnéstico de T.
gondii mediante PCR por demostrar mayor sensibilidad’*’®, posiblemente el alto nimero de repeticiones
en la secuencia del parasito aumenta las posibilidades de deteccion. Las variaciones en los resultados son
debidas a que no todos los pacientes tienen el mismo tiempo de infeccion, ademés del tipo de muestra
clinica, las condiciones de almacenamiento que afectan la sensibilidad.

Ademés, actualmente no hay un consenso para los iniciadores que se deben de utilizar en la PCR,
una de las regiones mas conservada es el gen B1, aun asi existen algunos polimorfismos y las cepas de
Toxoplasma en muestras clinicas no son del mismo genotipo, factores que pueden afectar en la deteccion
del parasito. Se requiere un mayor nimero de estudios que comparen al gen Bl y la secuencia REP529
pb para llegar a un consenso con la seleccion de iniciadores. Un factor mas que puede afectar los
resultados obtenidos es la variabilidad reportada en las técnicas de extraccion de ADN.

En pacientes con SIDA, el diagnéstico de toxoplasmosis cerebral se basa en la presencia de
manifestaciones clinicas de sindrome de hipertension intracraneal, una cuenta de linfocitos T CD4+
menor a 200/ml, la deteccién de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en suero y liquido
cerebroespinal, lesiones granulomatosas obtenidas por estudios de neuro-imagen y una respuesta positiva
al tratamiento.

En estos pacientes la deteccion de 7. gondii mediante PCR en liquido cerebroespinal ha mostrado
diferentes sensibilidades, llegando a una sensibilidad del 87% cuando la muestra se toma lo més pronto
posible de preferencia durante los tres primeros dias y a un maximo de siete dias después de comenzar
el tratamiento especifico’.

Una gran ventaja de la técnica del PCR, es que permite descartar otro tipo de patologias que
presentan la misma sintomatologia tales como linfoma primario en liquido cefalorraquideo, neuro-
tuberculosis o reactivacion por enfermedad de Chagas.

La PCR puede ser en el futuro, indudablemente una herramienta exitosa de diagnostico en la
toxoplasmosis, cuando exista una correlacion satisfactoria entre el cuadro clinico del paciente y la
presencia de ADN de 7. gondii, aspectos que aun deben ser mds estudiados y estandarizados. Ademas,
que en los paises en vias de desarrollo y atin en muchos desarrollados no se ha implementado para el uso
diario del diagnostico debido a su elevado costo.
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12.18 PCR en tiempo real

A diferencia del PCR convencional, el PCR en tiempo real, mediante el uso de sondas o colorantes
intercalantes mide el producto de amplificacion en cada ciclo y puede ser cuantificado con el uso de
estandares de concentracion conocida. El PCR en tiempo real ha sido utilizado con éxito para detectar el
ADN de T. gondii en sangre humana, fluido cerebroespinal, humor acuoso, liquido amniético, y otras
muestras’+76808182 Ademds se utiliza para evaluar la progresion de la toxoplasmosis y la eficacia del
tratamiento, ya que puede estimar la intensidad de la infeccion por T. gondii 7>** El ensayo de PCR en
tiempo real con la region de fragmentos de 529pb es considerada como la técnica de mejor rendimiento
para el diagndstico de toxoplasmosis en comparacion con la deteccion del gen B1%3.
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Figura 32 Se observa en A) Reaccion en cadena de la polimerasa convensional, DNA de Toxoplasma
gondii ampliando el elemento RE, carriles 3 y 5 y en 1 Control. B) Grafica de plot ampliado de diferentes

ciclos de copias de DNA, con un AN 0,01743 que significa que la muestra es positiva.
12.19 Amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)

LAMP es una técnica de amplificacion de ADN bajo condiciones isotérmicas, que combina rapidez,
eficiencia y una alta especificidad. La amplificacion del ADN procede de la repeticion de dos reacciones
de elongacion en una estructura que tiene forma de bucle. Utiliza una ADN polimerasa con actividad de
desplazamiento de hebra y dos iniciadores internos y dos externos. Los iniciadores internos contienen
secuencias de las cadenas sentido y anti sentido del molde de ADN e inician la reaccion LAMP.

Los iniciadores externos hibridan a unas cuantas bases de los internos e inician la sintesis de ADN
con desplazamiento de hebra, formando una estructura en forma de bucle, que inicia una sintesis de ADN
por auto reconocimiento. Se pueden producir hasta 10 copias del ADN molde en menos de una hora®*.
Los productos finales son ADN con multiples bucles formados por alineacidon entre las secuencias
repetidas invertidas alternas presentes en la misma cadena®. Solo requiere de un bafio de agua o un
termoblock para realizar la amplificacion del ADN y los amplicones se pueden analizar en un equipo de
PCR en tiempo real o mediante electroforesis®®. Este método es ligeramente mas sensible que la PCR
convencional, pero ligeramente inferior a la PCR en tiempo real®’.
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El ensayo de LAMP ha sido evaluado mediante la deteccion de regiones de los genes REP529pb,
SAG1, SAG2 y Bl de T. gondii a partir de muestras de sangre periférica humana®’-*. La sensibilidad
reportada fue de 0.1 taquizoito y no se encontré reactividad cruzada con otros parasitos. La deteccion de
SAG2 mostr6 mayor sensibilidad (87.5%), seguida de SAG-1 (80%) y B1 (80%). En todos la
especificidad fue del 100%®’. Sin embargo, como todas las técnicas de amplificacion de 4cidos nucleicos,
su alta sensibilidad requieren de un riguroso control de calidad para descartar falsos positivos.

12.20 Reaccion en cadena de la polimerasa — fragmentos polimorficos de longitud variable
generados por enzimas de restriccion (PCR-RFLPs)

La PCR-RFLP se basa en la capacidad de las endonucleasas de restriccion que reconocen polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs), que al digerir los productos de PCR generan fragmentos polimoérficos de
longitud variable que se visualizan como patrones de bandas de ADN mediante electroforesis en geles
de agarosa o poliacrilamida®. En 1995 Howe y Sibley identificaron tres linajes predominantes (los tipos
I, I y III) a partir de 106 cepas de 7. gondii aisladas de seres humanos y animales por medio de PCR-
RFLP utilizando 6 marcadores®’.

Desde entonces en diferentes laboratorios, se han seleccionado varios conjuntos diferentes de
multilocus marcadores, para caracterizar a 7. gondii en aislamientos de individuos mediante PCR-
RFLP%. Actualmente para la clasificacion de genotipo de T. gondii se desarrolld6 un PCR nested
multiplex (Mn-PCR-RFLPs) que utiliza 10 marcadores genéticos, incluyendo los genes SAG1, SAG2,
SAG3, Btub, GRA6, C22-8, ¢29-2, L358, PK1Y apico’!. El Mn-PCR-RFLP se ha aplicado ampliamente
en la tipificacion genética de muestras clinicamente positivas, y ha generado una gran cantidad de datos
sobre la diversidad genética del parasito®>®°. Al igual que todas las técnicas en las que hay amplificacion
de ADN, se deben incluir varios controles negativos para tener un estricto control de calidad.

12.21 Analisis de microsatélites

Los microsatélites (MS) son secuencias de ADN corto (2 a 6 pb) con repeticiones en tdndem. Se
encuentran a lo largo del genoma y generan cambios en la longitud debido a la insercion o delecion de
una o multiples unidades de repeticion, lo que genera multiples alelos en un locus MS en una poblacion.

Las repeticiones en tandem en 7. gondii son a menudo simples, con tan solo repeticiones de dos
nucleétidos, que ocurren de 2 a 20 veces® 2. Se han utilizado un total de 15 marcadores de MS,
incluyendo (tub2, W35, TgM-A, B18, B17; M33, IV.1, XI.1, M48, M102, N60, N82, AA, N61, N83)
para determinar el genotipo de T. gondii en diferentes laboratorios” 4. Ajzenberg et al. desarrollaron un
método facil para genotipificar 7. gondii en un solo PCR-mulitiplex utilizando 15 marcadores MS, en
que los 8 marcadores MS (tub2, W35, TgM-A, B18, B17, M33, IV.1 y XI.1) podrian diferenciar los tipos
I, 11, y III de todos los genotipos atipicos, y los otros 7 marcadores (M48, M102, N60, N82, AA, N61,
N83 ) podrian mejorar la resolucion en la diferenciacion genética en aislamientos estrechamente
relacionados dentro de un haplogrupo o linaje clonal®*®*. El ensayo multiplex 15-MS es la mejor
herramienta disponible para identificar 7. gondii de aislamientos genéticamente diferentes o idénticos,
es decir, para identificar la fuente de la infeccion en un brote, contaminacion de laboratorio e infecciones
mixtas. La limitacion de este ensayo es el requisito de un secuenciador automatizado con la aplicacion
del “gene scan”. La desventaja es que muestras escasas en ADN, podrian causar la ausencia de picos o
picos de baja intensidad, generando productos de PCR no especificos”**.
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12.22 Fusion de alta resolucion

En una muestra homogénea, este método puede analizar variaciones genéticas, lo que permite
caracterizar polimorfismos con base en la temperatura de fusion de la secuencia generada por su longitud
y contenido de GC®. Sobre la base de un unico SNP del gen B1 que se encuentra en miultiples copias, el
HRM puede clasificar correctamente tres tipos distintos de cepas de T. gondii’®>. Este ensayo fue
desarrollado para determinar el genotipo de la infeccion por 7. gondii directamente a partir de muestras
bioldgicas, con una genotipificacion de mayor capacidad al utilizar genes de multiples copias en
comparacion con genes de una sola copia, evitando asi cultivo celular o bioensayo.
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13 Resumen

La infeccion por Toxoplasma gondii causa al ser humano dafios importantes como el aborto, afectaciones
al Sistema Nervioso Central y Ocular. Por lo anterior el tratamiento es de suma importancia para limitar
el dafo.

En este capitulo se describen diferentes agentes terapéuticos que han sido utilizados para el
tratamiento de la toxoplasmosis. Se aborda el mecanismo de accion y su efectividad. Los Inhibidores de
la dihidrofolato reductasa incluyen a la pirimetamina quién ha sido la principal protagonista sola o en
combinacion de otros agentes en el tratamiento de la toxoplasmosis. En pacientes con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida la infeccion por Toxoplasma es causante de dafios importantes en Sistema
Nervioso Central, esto llevd a uso de terapéuticas conmbinadas con la pirimetamina como las
combinaciones con sulfonamidas como la sulfadiacina, sulfametacina y sulfameracina. Otro agente
utilizado es la clindamicina y su eficacia ha sido comparada con la combinacion de pirimetamina y
sulfadiacina. Otro grupo importante de agentes terapéuticos son los macrolidos y azalidos en los cuales
se encuentra la roxitromicina, eritromicina y la azitromicina. La combinacién del Trimetropin con
pirimetamina ha sido beneficiosa respecto a la mortalidad en pacientes con VIH. El trimetropin con
sulfametazoxol es utilizado como profilactico para evitar encefalitis toxoplasmica en pacientes con
inmunosupresion.
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13.1 Agentes antimicrobianos

Los avances cientificos en relacion al conocimiento de la biologia de 7. gondii han permitido algunas
aportaciones sobre aplicaciones en el tratamiento y la prevencion de la toxoplasmosis. El aumento en el
numero de pacientes con encefalitis toxoplasmica (ET), debido al SIDA pandémico, ha despertado el
interés en el estudio de los mecanismos de accion de agentes antimicrobianos y su actividad contra 7.
gondii'.

Se han realizado estudios en modelos de ratones con ET aguda e infeccidon cronica causada por
Toxoplasma, con un modelo adecuado que simula de manera detallada la encefalitis de reactivacion
crénica que se presenta en la ET en pacientes con SIDA: Por otra parte, se ha demostrado que cepas
diferentes de 7. gondii pueden tener susceptibilidades diferentes a un agente antimicrobiano
dado?. Esto evita la extrapolacion de los resultados a partir de una sola cepa de 7. gondii.

13.2 Inhibidores de dihidrofolato reductasa (DHFR)

Debido a que 7. gondii es un protozoario intracelular obligado que lo hace completamente dependiente
del hospedero para su abastecimiento de purinas, se han investigado de manera extensa estos agentes.
Estos incluyen la pirimetamina, que se ha estudiado principalmente en combinacidon con otros agentes.
La combinacién de pirimetamina y sulfadiacina sigue siendo la mejor terapia para pacientes con ET? y
la pirimetamina es el estandar con el cual se compara la mayor parte de los estudios experimentales. Asi
mismo, se ha demostrado que el trimetroprim tiene actividad contra T gondii, pero su habilidad para
inhibir la reproduccion de los parasitos fue menor que una concentracion comparable de pirimetamina®.
Estudios retrospectivos sugieren que el trimetroprim con sulfametoxazol son eficaces en el tratamiento
de ET? pero estudios in vivo e in vitro han demostrado que la pirimetamina con sulfadiacina tienen mayor
eficacia®®. El trimetrexato tiene una actividad considerablemente mayor en la inhibicién de DHFR de T.
gondii que la pirimetamina o trimetroprim’®. Sin embargo, un estudio clinico en donde se utilizé
trimetrexato como terapia activa demostr6 una respuesta clinica inicial, pero un alto indice de recaidas
cuando se utilizo este agente solo'?,

Piritrexin, un inhibidor de la DHFR soluble en lipidos, tiene actividad in vivo e in vitro contra T.
gondii °!! El tratamiento de ratones infectados solo prolongd el tiempo anterior a la muerte. Cuando se
combind con sulfadiacina, esta combinacion protegid de manera significativa contra la muerte a los

11
ratones ' .

En el modelo murino se ha probado la combinacion de sulfadiazina mas pirimetamina con
fluconazol y pirimetamina con fluconazol. El fluconazol es un importante triazol antifingico utilizado
en contra de otros patdgenos oportunistas. Las combinaciones de sulfadiazina mas fluconazol y la
pirimetamina o fluconazol por 10 dias con 10 mg / kg / dia de fluconazol combinado con 40/1 mg / kg /
dia de sulfadiazina y pirimetamina gener6 un 93% de supervivencia en ratones CF1 infectados con la

cepa RH de T. gondii, frente al 36% de los ratones tratados con solo sulfadiazina y pirimetamina'?,

Un estudio reciente en el modelo murino tratado con nanocapsulas lipidicas de pirimetamina
(PYR-enLNC), en el cual se observdé aumento de la tasa de supervivencia de ratones y se presentaron
menos efectos secundarios versus animales que solo fueron tratados con las mismas dosis de
pirimetamina no-encapsulados. Con este estudio se demostrd que la nanotecnologia puede ayudar a dar
un enfoque prometedor para el desarrollo de formulaciones mas eficaces y con mayor tolerabilidad'?.
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Figura 33 Formula quimica de la Pirimetamina C12H13N4Cl. Su mecanismo de accion se lleva a cabo

inhibiendo la sintesis de tetrahidrofolato que es indispensable para la sintesis de purinas presentes en el
DNA y RNA del parasito.

13.3 Sulfonamidas

El mecanismo de accion de las sulfonamidas se basa en la inhibicion de la sintetasa del acido
dihidrofélico que interfiere con la habilidad del parésito para utilizar el acido paraaminobenzodico. En
combinacion con los inhibidores DHFR, proporcionan un bloqueo secuencial del metabolismo de folatos
a dos niveles, con lo cual explica su actividad sinérgica contra 7. gondii. Entre las sulfonamidas probadas,
la sulfadiacina, sulfametacina y sulfameracina tuvieron mayor eficacia'*!°,


http://www.wikiwand.com/pt/Carbono
http://www.wikiwand.com/pt/Hidrog%C3%A9nio
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Figura 34 Estructura de las sulfonamidas A) Sulfadiazina, B) Sulfanilamida, C) Sulfaquinoleina, D)
Sulfametazaxol, E) Estructuras Quimicas comunes en los derivados de las sulfanamidas, que tienen en
comun en su estructura quimica el nitrogeno en la posicion 4, un anillo de benceno y una azufre con dos
enclaces dobles unidos a el oxigeno. Lo que siempre se sustituye es la amida(NH2) por otros radicales.
Su mecanismo de accion es la inhibicion de la sintesis del acido hidrofolico y cofactores FAH4 para la
sintesis de timidina, purinas y metionina que participan en la formaciéon de DNA, RNA y proteinas
respectivamente, por lo que el parasito muere.

13.4 Clindamicina

En modelos experimentales de infeccion aguda y cronica causada por Toxoplasma, €l tratamiento con
clindamicina redujo en forma significativa la mortalidad'”!'®* En un modelo de toxoplasmosis
intracerebral, Hofflin y Remington'® demostraron ha habilidad de la clindamicina para reducir la cantidad
de taquizoitos y la inflamacion del cerebro afectado. Estos resultados sirvieron como estimulo para dos
estudios clinicos en perspectiva, los cuales demostraron que la combinacion de pirimetamina y
colindancia se pudo comparar con la de la pirimetamina con la sulfadiacina®®! para el tratamiento de
ET en SIDA: No se conoce el mecanismo de accion de la clindamicina contra la infeccion causada por
T. gondii.
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Figura 35 Estructura quimica de la Clindamicina.

La clindamicina, tiene un efecto bacteriostatico. Interfiere con la sintesis de las proteinas, en una
manera similar a la eritromicina, uniéndose a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Esto causa el
antagonismo si son administrados simultaneamente y hace posible una resistencia cruzada.

13.5 Macrdlidos y azalidos

La roxitromicina, un derivado de la eritromicina, protegio a los ratones contra una infeccion letal causada
por T. gondii****. La azitromicina, un nuevo macrélido de 15 miembros, tiene actividad in vitro contra
T. gondii*** y una actividad in vivo contra la toxoplasmosis murina®?!. Probada en forma paralela con
otros macrdlidos, la azitromicina fue considerablemente més activa que la roxitromicina y eritromicina?
Es interesante que el grado de proteccion vario del 40 al 100%, dependiendo de la cepa de T.gondii

utilizada®

La habilidad de la claritromicina para inhibir 7. gondii se demostr6 tanto en ratones como en
modelos in vitro***’ En estudios clinicos se ha reportado que pacientes tratados con una combinacion de
pirimetamina y claritromicina mostraron una respuesta clinica con una resolucion parcial o total de las
lesiones en la TC.
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Figura 36 Estructura molecular de los marcolidos eritromicina, claritromicina y Azitromicina.

Su mecanismo de accidn se basa en que la inhibicion de la sintesis de proteinas de las bacterias
por unirse al sitio P de la subunidad 50S: Bloqueando el proceso de translocacion del peptidil-ARNE.

13.6 Tetraciclinas

Tanto la doxiciclina como la miociclina tienen actividad in vivo e in vitro contra la infeccion causada por
T. gondii en ratones su mecanismo de accion se basa en que la inhibicion de la sintesis de proteinas de
las bacterias por unirse al sitio P de la subunidad 30S Figura 37%.
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Figura 37 Derivados de las tetraciclinas A) Doxicilina y B) Minociclina.

13.7 Hidroxinaptoquinona

La hidroxinaptoquinona, atovaquinona (anteriormente designada 566¢80), tiene una actividad potente in
vitro tanto contra los taquizoitos como contra los quistes®®3!,

En la toxoplasmosis murina, el tratamiento con atovaquinona redujo de manera significativa la
mortalidad, ya que presentd una actividad notable contra las siete cepas de T.gondii estudiadas,
informaron que seis de ocho pacientes con SIDA con ET a los que no les sirvid la terapia estandar o no
fueron tolerantes a ella mejoraron clinica y radiolégicamente mediante el tratamiento con atovaquinona’!-
32, Por desgracia, tres de los pacientes recayeron mientras recibian monoterapia con atovaquinona.
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La mayor parte de los casos de ET en pacientes inmunocomprometidos fueron el resultado de una
infeccion latente anterior. Los regimenes recomendados en la actualidad son activos solo contra los
taquizoitos. Debido a su notable actividad contra los quistes, atovaquinona tiene el potencial para evitar
la reactivacion de ET en pacientes con SIDA: Esto sugiere que en el futuro podré elaborarse un farmaco
0 una combinacion de farmacos para evitar la necesidad de una terapia de mantenimiento que impida la
recaida.

Metabolismo del acido folico
Trimetroprim
sulfonamidas

Macrélidos
Sintesis de proteinas

(inhibidores de 50 S)
P Tetraciclinas
i teml ram?.ﬁ i Sintesis de proteinas
ctioplasmatica (inhibidores de 30 S)
Estructura de la membrana ‘ Sintesis de proteinas (tRNA) ‘
citoplasmatica
Polimixina Pared celular

Figura 38 Mecanismo de accion de diferentes drogas usadas en el tratamiento de la toxoplasmosis.

Los inhibidores de la sintesis de 4cido para-aminobenzoico (PABA), sulfamidas y pirimetamina
inhiben el 4cido dihidrofolico que da origen al tetrahidirofolato y finalmente inhibe la sintesis de DNA
y RNA del parésito.

13.8 Otros medicamentos

Pfefferkorn (1989) reporté que la Emicina, un inhibidor potente de la sintesis de DNA y RNA, tiene
actividad in vitro contra T. gondii. Arprinocid, un analogo de la purina, inhibe el transporte de
hipoxantina en la transmembrana y tiene una actividad notable in vitro contra T. gondii*®. y actividad in
vivo contra la toxoplasmosis murina**. No se ha utilizado en humanos.

Dapsone, un inhibidor potente de sintetasa del dihidropteroato de 7. gondii, tiene actividad in
vitro contra T. gondii y redujo de manera significativa la mortalidad cuando se usé en toxoplasmosis
murina*-’. Qinghaosu y pentamidina tienen actividad contra T. gondii. El potencial terapéutico de estos
tres agentes yace en la experiencia clinica considerable que ya se tiene por usarlo en otras enfermedades
infecciosas®°.

En un estudio con Sulfacloropirazina (SPZ) se trataron taquizoitos de 7. gondii a dosis de (250
mg / ml) durante 2 h a 37 ° C. para medir el efecto y los cambios ultraestructurales de los taquizoitos, se
observo que la morfologia y ultraestructura de los taquizoitos pueden verse afectados de manera
significativa por SPZ, mediante la inhibicidon de su metabolismo energético, la induccion de la apoptosis
y dafiar su estructura. Sin embargo, ningun mecanismo de este farmaco ha sido estudiado. El estudio
proporciona una base experimental para el estudio adicional sobre el mecanismo de SPZ contra T.
gondii®.



207

En un estudio realizado en astrocitos de rata cultivados in vitro e infectados con taquizoitos de la
cepa RH de Toxoplasma gondii, fueron tratados con nitazoxanida en una concentracion de 10 mg / ml
por 24 y 48 h, produciendo un 97% de muerte en 7. gondii a las 48 h.

La tasa de mortalidad de 7. gondii fue mayor cuando fueron tratados con nitazoxanida que con
pirimetamina. Se observo una mayor tasa de toxicidad en astrocitos utilizando pirimetamina a 40 mg /
mL. La nitazoxanida redujo la infeccion mas eficiente que pirimetamina y fue citotdxico para astrocitos
en la dosis administrada*'.

13.9 Combinacion de terapia antimicrobiana

Ademas de la combinacion de la pirimetamina con la sulfonamida y combinaciones de la pirimetamina
con otras sulfamidas utilizadas en estudios clinicos descritos anteriormente, han demostrado tener
actividad sinérgica contra 7. gondii en estudios experimentales que incluyen la pirimetamina con
dapsona*?, la claritromicina con minociclina®’, la azitromicina con pirimetamina** y la azitromicina con
sulfadiacina®. Las observaciones han demostrado la actividad sinérgica de las combinaciones de
claritromicina con minociclina, claritromicina con sulfadiacina, claritromicina con pirimetamina,
atovaquinona con pirimetamina, y atovaquinona con sulfadiacina en toxoplasmosis murina. La
combinacion de Trimeptropin con pirimetamina ha mostrado una tendencia beneficiosa respecto a la
mortalidad en pacientes con VIH, asi como la profilaxis con Trimetropin y Sulfametazoxol, para

Evitar la encefalitis toxoplasmica en estos pacientes sigue siendo vigente a pesar de los efectos
secundarios en los pacientes®.

En algunos estudios realizados en mujeres embarazadas y tratadas con la combinacion de
espiramicina se ha observado tasas de transmision significativamente mas bajos en los nifios nacidos de
madres tratadas (P <0,01)*. Otro estudio en mujeres embarazadas que sero-convirtieron en el tercer
trimestre tratadas con sulfonamidas mas espiramicina, reduciendo la transmision en los nifios, debido a
la eficacia del tratamiento?’. Un estudio realizado en recién nacidos, tratados con espiramicina. La
comparacion de los nifios recién nacidos, hijos de mujeres que sero-convirtieron durante el embarazo,
fueron evaluados respecto al riesgo de lesiones intracraneales y oculares. El tratamiento que recibieron
las madres fue con espiramicina y la combinacion de ésta con sulfonamidas. La sero-conversion materna
se asocid inversamente con el riesgo de lesiones intracraneales pero no con las lesiones oculares*.

13.10 Modificadores de la respuesta biologica

La inmunoterapia sigue siendo una esperanza terapéutica para el tratamiento de infecciones que ponen
en peligro la vida de pacientes inmunocomprometidos. Las citocinas que se han usado in vivo en modelos
murinos de toxoplasmosis con informes que indican que han tenido éxito incluyen interferon gamma
(IFN-y)*-3° Interleucina-2 (IL-2)!, Factor de necrosis tumoral (TNF) e Interleucina-1 (IL-1)3233

Dado que el IFN-y se ha identificado como un mediador importante de resistencia contra la
infeccion causada por 7. gondii, los investigadores han estudiado el papel de éste administrando de
manera exogena en combinacion con antibidticos y han demostrado su actividad sinérgica en
toxoplasmosis murina con roxitromicina, pirimetamina y azitromicina®*>°. El tratamiento con IFN-y en
combinacién con clindamicina mostré un efecto protector extra®®.
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Posiblemente en los proximos afios existan nuevas propuestas a través de estudios de epigenética

en el parésito, que den informacion de mecanismos implicados en la modulacion de la activacion de
genes etapa especifica y la diferenciacion del parasito en 7. gondii. Sera necesario estudiarse la
interconversion-taquizoito bradizoito que incluye importantes cambios morfoldgicos y fisioldgicos, que
requieren la modulacion de la expresion génica etapa especifica para el desarrollo de nuevos tratamientos
para la toxoplasmosis®’.
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14 Resumen

La toxoplasmosis es una zoonosis, con una distribucion cosmopolita. La prevalencia aumenta con edad
en la mayor parte de las poblaciones. Existen diferencias importantes debidas al clima. En este capitulo
se describen las prevalencias de diferentes lugares del mundo, considerando algunos aspectos que como
el clima, los hébitos alimenticios, la convivencia con gatos pueden influir en éstas. En lugares con climas
frios las prevalencias han sido menores, respecto a climas tropicales como en Africa y América Latina
donde éstas pueden ser mayores al 50%. Los hébitos alimenticios como la ingesta de carne cruda o mal
cocida son factores importantes para mayores prevalencias en poblaciones que los practican este habito.
Las poblaciones que presentan prevalencias altas son: Mujeres con aborto, duefios de gatos, que no
tienen control de sus heces y la alimentacion de su gato, pacientes con SIDA entre otros. El método
diagndstico su sensibilidad y especificidad también son importantes para prevalencias en poblaciones
abiertas. Cuando existen diferentes prevalencias, analizadas con métodos diagnosticos diferentes, en un
mismo pais, se ha observado que mediante el metandlisis, se puede obtener una prevalencia ponderada
de esas poblaciones.
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14.1 Poblacion General

La toxoplasmosis es una zoonosis causada por Toxoplasma gondii, parésito intracelular obligado que
infecta todas las células y tejidos de los vertebrados'=. Su distribucion es mundial aunque existen grandes
diferencias determinadas por el clima regional. En paises con clima frio como en Alaska, la prevalencia
es del 1%°, aunque en forma global, en los Estados Unidos se determiné entre los afios 1988-1994 una
prevalencia ajustada por edad del 22.5 %’. En China se reporté una prevalencia del 12,5%3. En Europa,
las prevalencias son moderadas en Serbia con un 38.1%°. En algunos paises las estrategias de control y
vigilancia epidemioldgica ha logrado reducir las prevalencias de toxoplasmosis, como por ejemplo en
Grecia durante 1984 la prevalencia fue del 37% y 2004 se detectd una reduccion al 24.1%!%; en los paises
bajos en 1995-1996 la prevalencia fue del 40% y decrecié en 2006-2007 a 26%''. En los paises que
tienen clima tropical, las prevalencias de anticuerpos son més elevadas como ocurre en Africa y en
América Latina'?"1%; en la Reptiblica Democratica de San Tome y Principe 54.8%!¢, Venezuela 85.5%!7
y en Brasil con rangos del 50 al 80%'®. Por otro lado hay diferencias también en la distribucion de acuerdo
a la presencia de los hospederos definitivos. En algunas islas del Pacifico donde no existian gatos no se
encontraron anticuerpos contra T. gondii en la poblacién'?!°, asi mismo la prevalencia es mas alta cuando
los duenos de gatos conviven con ellos dentro de la casa, los alimentan con desechos de mesa o con carne
cruda'®. Existen numerosos estudios en los cuales se ha demostrado que la prevalencia a la infecciéon
aumenta con la edad de la poblacion ®7. Estudios seroldgicos en nifios de América Latina mostraron que
el 30% se infectd en los primeros 5 afios de vida, y el 70% de la poblacion en los primeros 25 afios de

vida, este mismo fenémeno se ha observado en otras poblaciones como en Estados Unidos de America’.

En México se han realizado estudios de seroprevalencia en poblacion general, demostrado
mediante el método de Sabin y Feldman, una positividad del 22 al 47 %, y por intradermoreaccion se
comprobd que del 15 al 65% de la poblacion habia estado en contacto con Toxoplasma gondii ©, Roch
reportd en 1966 el 30%!°. Velasco Castrejon et al reportaron en 1992 por inmunofluorescencia indirecta
y en una poblacion de 29,935 muestras recopiladas de toda la Republica Mexicana, una seroprevalencia
del 50%?2, menor en la zona norte con un 17.1% en el estado de Baja California Sur y con la maxima
seroprevalencia en los estados cercanos al tropico de cancer y zonas costeras con un 67.5% en el estado
de Tabasco y del 36.2 % para el estado de Jalisco °.

Un estudio comparativo reciente llevado a cabo en sueros obtenidos de las Encuestas Nacionales
de Salud, con 3,599 sueros recopilados en el 2000 y 46,800 sueros recopilados en el 2006, se obtuvieron
valores ponderados y valores ajustados de 62,5% y 40,0% respectivamente para el afio 2000 y del 63.7%
y el 43,1% respectivamente para el 2006, lo que reflejo un ligero aumento de la prevalencia®®. Es
importante aclarar que los estudios antes mencionados se llevaron a cabo con metodologias diferentes lo
cual dificulta la comparacion epidemioldgica. En un estudio de meta-analisis que incluia 90 estudios con
132 diferentes grupos, con un total de 70,123 desde 1951 hasta el 2012, de los cuales 19,262 resultaron
positivos, 27.4% con una prevalencia cruda 6 ponderada de 20.6% con una tendencia a la baja y menor
que en grupos de riesgo, en donde la prevalencia ponderada fue de 37.8%. Las diferencias con respecto
a las otras encuestas, es que el meta-analisis ajusta la diferencias metodolégicas incluidas en el estudio®.
Ese mismo afio en el estado de Durango se reportd una prevalencia de 12%?2. Finalmente en el Grafico
1. Se muestran las prevalencias de los grupos estudiados en Jalisco en poblaciones con y sin riesgo para
toxoplasmosis.
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PREVALENCIA DE ANTICUERPOS ANTI- Toxoplasma
EN GRUPOS POBLACIONALES CON DIFERENTES
RIESGOS

"% IgG
"% IgM

Grafico 1 Se muestra la prevalencia de anticuerpos anti-Toxoplasma IgG e IgM en diferentes
poblaciones: Se observa un incremento en la prevalencia en poblaciones con mayor riesgo como son;
Recién nacidos (RN) con malformaciones, mujeres con embarazo de alto riesgo (EAR) que tuvieron
recién nacidos con malformaciones, donadores de rinén, mujeres con abortos, duefios de gatos, pacientes
con SIDA y Trabajadores de rastro.

14.2 Prevalencia en embarazos normales, anormales y abortos

La toxoplasmosis en obstetricia es considerada de gran importancia, debido al compromiso en que se
encuentran involucrados tanto la madre como el producto.

En el mundo se han realizado una gran variedad de estudios de prevalencia, observandose rangos
del 5% hasta el 95% en mujeres embarazadas*>-’. En el continente asidtico existen diversas prevalencias
de la toxoplasmosis en el embarazo como sigue: En Tailandia del 28.3%?7, Malasia con un 42.47%% y
en Myanmar de 30.7%2%, en Turquia con un 30.1%’, en Andhra Pradesh, India con 40.5% y 45% 3*3! y
en Nepal del 50.6% *.
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En Europa las prevalencias van desde el 12,9% en Espafia®®, un 16.4% en Italia **, Londres con
un 17.8% 3° y en Polonia con 41.3% 3. En paises del medio oriente, en Saudi Arabia un 24.1% 37,
Palestina 27.9% * noroeste de irdn 54.13% ***° y en Japon con un 10.3% *'. En América Latina, en
Colombia con un 45.8%*. En mujeres con aborto, las prevalencias son un poco més elevadas y mayores
al 50%*2%%4-55 En la poblacién de Goidnia en Brasil, la prevalencia en mujeres con aborto fue de
51.4%>. En Qena Egipto del 46.1% >* y en India del 51.9% 3°. En México se ha reportado una
seropositividad del 18.2%, 19% y 30%, en mujeres con partos anormales 0 abortos y de estas el 34.5%
de sus hijos han sido infectados al nacer *33-5’; sin embargo, en investigaciones mas recientes en el estado
de Yucatan se reportaron cifras del 44.8% en aborto habitual y 49.01% en aborto espontaneo>® en este
mismo estado, en el 2013 se demostré un aumento de la prevalencia del 55%. En un estudio realizado
en 350 mujeres con embarazo de alto riesgo en el estado de Jalisco se observo una seropositividad del
34.9% para IgG y 20.7% para IgM, en un grupo de 105 mujeres con aborto habitual se encontro el 44.9%
con IgG y el 33.3% con IgM®°.

14.3 Seroconversion durante el embarazo

La seroconversion de IgM a IgG durante el embarazo ha sido estudiada en diferentes grupos, existiendo
una variacion por trimestre de gestacion, donde se han determinado anticuerpos contra 7. gondii antes y
durante el embarazo. Se demostrd que la mayoria de las seroconversiones suceden en el segundo y tercer
trimestre de gestacion, lo que puede disminuir la severidad del dafio. Estos valores varian dependiendo
del area geografica *=3!. En Suecia de 51 /1000°', en Brazilia 2005 del 0.64%%* y en Paran4 Brasil del
1.1% %. En la Tabla 3, se pueden observan diversas prevalencias en mujeres embarazadas de América,
Europa, Asia y Medio Oriente.
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Tabla 3 Prevalencia de mujeres embarazadas de diferentes paises del mundo. Positivos (+), Anticuerpos
anti-Toxoplasma IgG (IgG) e IgM (IgM), Embarazo de alto riesgo (EAR), No realizado o no especificado
(ns), IgG baja avidez (BA).

PAIS O CIUDAD AUTOR ANO N METODO N IgM+ | IgM(%) NIgG + | IgG Sero-

(%) conversion
AMERICA
ARGENTINA, Mar de Plata Ianiro JL 1997 3,514 IF1 ns ns 1,173 334
BRASIL, Cascavel, Parana Mioranza SL 2008 334 IF1 ns ns 181 54.2
BRASIL, Parana Bittencourt LHFB, 2011 422 ELISA ns 3 255 60.6
BRASIL, Brasilia Nébrega OT 2005 2636 ELISA 17 0.64 NS 0.00 0.57/1000
BOLIVIA Guzman A 2009 213 IFI ns ns 150 70.40
CANADA Tanner 1987 ELISA 40
CALIL, COLOMBIA Rosso F 2008 955 MEIA 27 2.89 461 48.3
COLOMBIA, Cicuta Cardenas D 2015 2015 167 ELISA 34.00 0.34 52 31
CUBA, La Habana Martinez R 1994 372 ELISA ns ns 264 71
CUBA Gonzilez T 1992 ELISA 70.9
CEBA, La Habana Sanchez-Gutiérrez A 2003 596 ELISA ns ns 190 63.1
CUBA, Pinar del Rio Sanchez-Gutiérrez A 2003 1210 ELISA ns ns 290 66.5
MEXICO, JALISCO Galvan-Ramirez ML 1995 350 ELISA 76 20.7EAR 122 34.7
MEXICO, DURANGO Alvarado-Esquiverl C. 2006 343 ELISA 0 0 22 6.1
EUROPA
ALEMANIA,Berlin Liesenfeld O, 2001 125 ISAGA ns ns 16 18.8 BA
DINAMARCA Lebech M 1995 5402 ELISA 36 0.65 1480 27.40
ESPANA, Barcelona Muiioz C 2004 16,362 ELISA 106 0.64 4,687 28.6 1.02/1000
GRECIA Decavalas G 1990 270 ELISA 0 0 141 52.30
ITALIA ,Scilia Puccio G 2014 846 ELISA 3 0.35 156 17.9
NORUEGA Pal A 1998 35,940 ELISA 3907 10.9 ns NS 0.147
REINO UNIDOS, Londres Flatt A 2013 2610 ELISA ns ns 449 17.2
REINO UNIDO Gras L 2003 446 ISAGA 120 27.1 ns NS
POLONIA, LODZ Nowakowaska D 2014 4916 ELISA 240 4.9 2030 41.3 0.7
TURQUIA,AYDIN Ertug S 2005 770 ELISA 0 0 388 50.38
ASIA Y MED. ORIENTE
INDIA Visakhapatnam, Suryamani Chintapalli 2013 80 ELISA 16 20 36 45
INDIA,ANDHRA PRADESH Das Sakar M 2012 105 ELISA 24.25 23.1EAR 29 27.6

EAR
IRAN,NOROESTE Babaie J 2013 419 ELISA 79 18.8 144 344
IRAN. ESTE ASERBAYAN Mehrangiz Rajaii 2013 1653 ELISA ns ns 898 54.3
JAPON Sakikawa M 2011 4466 A-LATEX ns ns 469 10.5 0.1
KOREA Kyun Han 2008 351 ELISA ns ns 14 4
MADAGASCAR Lelong B 1990 599 ELISA ns ns 500 83.5
MYANMAR Hemah Andiappan, 2014 215 ELISA 1 0.47 65 30.23
MALASIA Hemah Andiappan 2014 219 ELISA 6 2.74 87 39.7
NEPAL Shiba Kumar Rai 1998 345 ELISA 3 1.7 191 554
NEPAL, Kaski Suresh J 2014 176 ELISA 10 5.7 89 50.6
QATAR Marawan M 2010 1,857 ELISA 76 4.1 858 54.13
SAUDI ARABIA Mohamed K 2016 195 ELISA 12 6.2 39 20
TAHILANDIA Nissapatorn V 2011 640 ELISA 39 6.1 181 28.3

14.4 Personas que conviven con gatos

La presencia de gatos domésticos ha estado relacionada con un aumento en las seroprevalencia de
anticuerpos anti-7Toxoplasma, debido a que éste es el hospedero definitivo, cuando este se encuentra
infectado por 7. gondii, constituye una fuente de infecciéon al humano y a animales de granja por la
excrecion masiva de ooquistes en heces®. Frenkel (1975) determiné en 150 muestras de Costa Rica, una
prevalencia en gatos del 38%%, en 1982 en Noruega se demostré una prevalencia del 50% y ese mismo
afio en Estados Unidos, Ladgies (1982) demostro el 31%. En 1990 en EUA Digiacomo reportd el 36%%,
en Cuba 1991 Martinez informé el 55.9% de seropositividad en convivientes con gatos®® y en ese mismo
pais en 1994 el 86.6% de gestantes de la Habana que convivia con gatos fueron positivas con un riesgo

relativo de 6.6%°.
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En el estado de Jalisco en 1995, personas que convivian con gatos se demostrd el 64.0% de
seropositividad'®, en Rio cuatro Cordova Argentina de 249 estudiados, en 126 que convivian con gatos
tuvieron una prevalencia de 60.3%°%, en Venezuela el 40.7% de convivientes con gatos fueron positivos
a T. gondii’®. Estudios méas recientes siguen considerando de vital importancia las implicaciones de la

zoonosis en la salud publica, como la convivencia con gatos en la toxoplasmosis humana’!.

14.5 Inmunocomprometidos

Anteriormente la toxoplasmosis cerebral fue considerada como un desorden relativamente raro, con el
surgimiento del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) en 1981, la prevalencia de toxoplasmosis
aumento considerablemente. Actualmente en muchas instituciones, la toxoplasmosis cerebral es la mayor
causa de abscesos en el cerebro y la encefalitis toxoplasmica, como la principal causa de infeccion en
SNC en pacientes con SIDA y generalmente es consecuencia de la reactivacion de una infeccion latente
previa en el cerebro y resulta del deterioro progresivo del sistema inmune; sin embargo, la patogénesis
de ésta reactivacion se atribuye a la disminucién de la respuesta inmune celular hacia el parasito’2. La
incidencia de toxoplasmosis en una poblacion infectada con HIV, depende principalmente de la
prevalencia de anticuerpos anti-Toxoplasma en la poblacion de la region que habitan”. La
seropositividad en pacientes HIV+ inicialmente tenia un rango del 10% al 45% en Estados Unidos de los
cuales se ha estimado que del 20% al 47% de estos pacientes, desarrollaran subsecuentemente encefalitis
toxoplasmica, datos similares reportados en Iran con 25-50% de prevalencia de toxoplasmosis en
pacientes con SIDA y encefalitis en el 50.1% de dicha poblacion’®. En Africa, las prevalencias en estos
pacientes (SIDA) son las més altas’*"8, como ocurre en Etiopia con prevalencias del 59.8% al 93.3%747°,
en Zambia y Uganda fue reportando una seroprevalencia con 34.0% y 40.0% respectivamente’® y en el
Congo de 63.3%"°. En Brasil las prevalencias oscilan entre 60%, y en el 90% de los pacientes que mueren
por SIDA, el principal patdgeno que dafia SNC es Toxoplasma®®. En Irn se ha reportado un amplio rango
de prevalencias en pacientes con HIV/AIDS que van del 18.23% al 66%°. En Francia, Turquia y Brasil
se han reportado seroprevalencias hasta de un 90%°%°. En México en 1995 se realiz6 un estudio en el cual
se encontro el 50% de seropositividad®'. Al analizar los datos anteriores se considera al igual que en otras
poblaciones que las seroprevalencias, en este tipo de pacientes, estd relacionada con la prevalencia de la
parasitosis en la poblacion general de cada zona geografica y que aumenta con la edad de los individuos.
Otras poblaciones de alto riesgo son los pacientes con céncer, los pacientes con transfusiones y con
trasplante de 6rganos®?.
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