@W@EM@@_@W
= 055%.1_ %‘9 =
“ i < Ju
(>R

oouitz>

* Gud!

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS,
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA
CIENCIAS MEDICAS

Toxoplasmosis congenita: relacion entre el
perfil de la respuesta inmune y el perfil clinico

TESIS QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS MEDICAS

PRESENTA
Valeria GOmez Toscano

TUTORA
Dra. Maria Dolores Correa Beltran

PROGRAMA DE MAESTRI'A’Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS,
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

Cd. México, octubre 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A Dios, por bendecirme y amarme tanto

A mis hijos Regina y Guillermo por ser el centro de mi vida y permitirme trabajar en esta
tesis

A mi esposo por su amor incondicional y acompafiarme en mi camino profesional

A mi mamd por su apoyo incansable para que esto sea posible

A mi papd por ser una parte fundamental de mi vida

A mis hermanos por su carifio y amor

Muy especialmente a mi tutora de tesis Dra. Dolores Correa Beltrdn por permitirme ser

su alumna desde la especialidad, pero sobre todo por su comprension, paciencia y ayuda
en los momentos mds dificiles



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Dolores Correa Beltran por toda su dedicacion y ensefianzas a lo
largo de este camino

A todas las personas que integran el laboratorio de Inmunologia experimental
por su amable apoyo para que este proyecto se haya llevado a cabo y sea
posible escribir esta tesis

A los medicos del Instituto Nacional de Pediatria que se han preocupado por
participar activamente en este proyecto y han dado seguimiento a nuestros
pacientes

A mis profesores de esta maestria en ciencias de la salud por su paciencia y
entrega generosa

A la Universidad Nacional Autonoma de México y al Instituto Nacional de
Pediatria por permitirme realizar mis estudios de posgrado

El presente trabajo se llevo a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria, en el
Laboratorio de Inmunologia Experimental y los Servicios de Infectologia,
Neurologia, Oftalmologia, Audiologia y Laboratorio de Seguimiento del
Neurodesarrollo.

Formo parte del proyecto 060/2008 del INP y recibié apoyo del Programa de
recurso Fiscal E022 del INP y del Fondo Sectorial de Investigacién en Salud
y Seguridad Social-CONACYT, No. 139721.



INDICE

RESUMEN ESTRUCTURADO .....cooiiieiiiieiiee ettt sttt e steeesteeesnaeeessaaesteeesnteeesnteeansneeannnees 5
SUMMARY oottt ettt sttt e ettt e e ettt e et eeaR bt e e ettt e et e e R e e e anae e e nna e e teeeanteeenneeeennes 6
ANTECEDENTES ...ttt ittt sttt e e e s e e st e e ssb e e e taeeenteeeasbaeeanteeesseeanseeennseeas 7
Toxoplasma gondii. ASPEctoS DIOIOGICOS .......cciiiuiiiiiiiie et 7

1Y o] (0] [0 T TSR 7

(O3 ol (o1 LY T - ST RTTRRPRI 8

(O3 ol [0 I ot=1 11 F- T SRR 8
TEANSIMISION ...ttt ettt et e et et e st e e ab e besbesbe e s s e besbeebe et e s beebeess e besbesbeessesbesbesteenrestearis 10
Clasificacidn clinica de la toxoplasmosis en SEres NUMANOS............ccveiviieieeieie e 10
oo (=] a0 o] [o] o] £ PSSR 12
ViIrUIENCTA I PAFASITO.....e.eiuieiiiieiieiee ettt sttt st ettt see e eneebesneneens 14
RESPUESTA TNIMUNE......tiiieete ettt b bbbt sb e e b e e b e e s bt e sbeesbeenbeesbeenbeenbe e e 17
Cuadro clinico de la toxoplasmosis CONGENITA ...........eovriiriiririie e 21
DIHAGNGSTICO. ...ttt bbb b bbbt b et b bbbt ekt b bbbt ekt b Rt bt et nnas 24
TFAEAMIEILO ..o.vecviitiite ettt ettt e et e et e st e s beeaeeebesbesbeesbesbesbeeae et e s beebeessebesbesbeensesbesbesreesesbearas 25
PIONOSTICO ... c.vite ettt ettt ettt ettt et s b e beeae e st e s b e e beeabesbesbeeteebesbeebeenseebesbeebeenbeebeebeennearearean 26
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL. ...ttt 27
JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt sttt 27
OBJETIVO GENERAL ...ttt sttt et anbee e 27
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt ettt sa ettt ettt as s 27
METODOLOGIA ......cocooiieoeeeeeeeeee ettt ettt 28
LI o Lo T L= = (0 o o PP 28
o] o] = Yol o T o] ] [=1 1 Y/ o S 28
o] o] = Tol o T T [T o[PS 28
CrItErios 08 SEIBCCION ...ttt ettt sb bttt sttt et et bene s 28

e T LT 0 [=] 1] = | OSSPSR 28
Muestras y estrategia eXPEriMENTAL ..........c.cviviiieiiiirir et e e e e e nre e 29

(O ot Tt To Y g o (=] =TSy 0o [T TSRS 32
DefiniCiON d& VAITADIES........... ittt 33
TaMATO 08 MUESEIA ...c.veeiieieeie ittt bbb bbb bbbt bbbttt b e nb e bt et sbe e 37
ANALISIS ESLAAISTICO ....veeeee ettt ettt ettt e ettt e et et b n e e ne s 38
S 0L Tod (0TI [0 o RS 38
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt e et e e e sttt e sh bt e e nbe e e ambe e e snbe e e anteeenbeeeenbeeennees 40
ASPECLOS CHINICOS ... vcveteitiieieie sttt sttt e e et e be st et et e st e e be st e e eteebesbeeeneereatennens 40
Relacién de cuadro clinico con perfil de repsuesta iINMUNE.........cc.coveievieriieirse s 44
DISCUSION . ..ottt ettt ettt ettt ettt e ettt ettt en s e eneeens 50
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cocooviveeeeeceeeeiee e eietetes e ese st an s, 55



RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes. La toxoplasmosis es una zoonosis de distribucion mundial. La prevalencia
varia segun la localizacion geogréfica de 0.01 a 0.3%. Tanto la transmision como la
patologia en el producto dependen de la carga parasitaria y el momento del embarazo en el
que ocurre la infeccion en la madre. La respuesta inmune de la madre y el embrion/feto
también son aspectos que determinan la probabilidad de transmisién vertical y el dafio. La
hipotesis de este trabajo fue que el perfil inmune Thl regulado de recién nacidos con
toxoplasmosis congénita se relaciona con manifestaciones clinicas localizadas, mientras
que el perfil inmune Thl no regulado o el perfil Th2 se asocian con presencia de
manifestaciones clinicas diseminadas o graves. Objetivo. Determinar la relacion entre el
perfil de respuesta inmune y el perfil clinico en recién nacidos con toxoplasmosis
congénita. Material y métodos. Seguimiento de una cohorte. Se incluyeron recién nacidos
con toxoplasmosis congénita que acudieron al INP procedentes del HG Gea Gonzalez, el
CS Rovirosa, el INPer o el INP durante marzo 2014 a febrero 2016, detectados
prenatalmente, al nacimiento o durante los primeros 7 dias de vida. Se evaluaron sus
caracteristicas clinicas, de laboratorio y gabinete, y se les midieron anticuerpos de todas las
clases y subclases por ELISA, asi como la sintesis especifica de TNF-a, IFN-y, IL-2, 1L-12,
IL-4, IL-6, IL8, IL-10 y TGF-B por citometria de flujo. Las variables independientes
(lozalizacion: neurolégica o disemianda, y gravedad: leve vs moderada/grave) se
relacionaron con el perfil inmune, comparando los niveles de las respuestas y las
proporciones de casos positivos; las pruebas esadisticas fueron la U de Mann Whitney y la
Fischer exacta, respectivamente. Resultados. Se analizaron 17 pacientes, en los que se
encontré una mayor proporcion de casos del grupo moderado de proliferacion celular de
linfocitos totales, y de los CD8+ y CD19+, y de produccion de TNF-alfa, IFN-gamma, en
comparacion con el grupo con infeccion leve; asi mismo, se produjo IL-2, TGF-beta y
anticuerpos IgA en mayor mayor proporcion en los pacientes que presentaron con clinica
localizada con respecto a aquellos con clinica diseminada. Conclusiones. La hipdtesis fue
apoyada parcialmente, pues se encontrd6 mayor regulacion en los casos menos graves y
localizados.



SUMMARY

Background. Toxoplasmosis is a zoonosis of worldwide distribution. The prevalence
varies according to the geographic location from 0.01 to 0.3%. Both the transmission and
the pathology in the product depend on the parasitic load and the time of pregnancy in
which the infection occurs in the mother. The immune response of the mother and the
embryo / fetus are also aspects that determine the probability of vertical transmission and
damage. The hypothesis of this work was that a regulated Thl immune profile of newborns
with congenital toxoplasmosis is related to localized and mild clinical manifestations, while
the unregulated Thl immune profile or the Th2 profile are associated with the presence of
disseminated or severe clinical manifestations. Objective. To determine the relationship
between the profile of immune response and the clinical profile in newborns with
congenital toxoplasmosis. Material and methods. Follow-up of a cohort. We included
newborns with congenital toxoplasmosis who came to the INP from HG Gea Gonzalez, CS
Rovirosa, INPer or INP during March 2014 to February 2016, detected prenatally, at birth
or during the first 7 days of life. Their clinical, laboratory and cabinet characteristics were
evaluated, and antibodies of all classes and subclasses were measured by ELISA, as well as
the specific lymphocyte proliferation and synthesis of TNF-y, IFN-y, IL-2, IL-12, IL-4 , IL-
6, IL8, IL-10 and TGF-B by flow cytometry. The independent variables (localization:
neurological vs disseminated, and severity: mild vs moderate / severe) were related to the
immune profile, comparing the response levels and proportions of positive cases; the
statistical tests were the Mann Whitney U and the exact Fischer, respectively. Results. 17
patients were analyzed, a higher proportion of cases of the group with moderate disease had
total, CD8 + and CD19 + lymphocyte proliferation, and production of TNF-alpha, 1FN-
gamma, higher in comparison with the group with mild infection. Likewise, IL-2, TGF-beta
and IgA antibodies were produced in greater proportion in the patients who presented
localized clinical symptoms compared to those with disseminated disease. Conclusions
The hypothesis was partially supported, since greater regulation was found in less severe
and localized cases.



ANTECEDENTES

Toxoplasma gondii. Aspectos biologicos

La toxoplasmosis es ocasionada por el protozoario Toxoplasma gondii. Este parasito es una
sola especie, y fue descubierto por Nicolle y Monceaux en 1908.1 Pertenece al Phylum
Apicomplexa, por el complejo apical de su parte anterior (figura 1). Infecta a todos los
animales homeotermos, de tierra, aire y agua.'?

2L

Figura 1. Taquizoito de Toxoplasma gondii dentro de una vacuola parasitéfora (VP). Se pueden
observar el Complejo apical (Co), los Micronemas (Mic), las Roptrias (Rop), el Aaparato de Golgi
(AG), los Granulos Densos (GD) y las vacuolas de amilopectina (Am) y de lipidos (CL).
Modificado de Dubey et al, 1998.

Morfologia

Ooquistes: Los felinos, hospederos definitivos, eliminan los ooquistes no esporulados con
las heces, los cuales se vuelven infectantes al cabo de 1 - 5 dias en el ambiente. Los
ooquistes esporulados son ovoidales, miden 10 - 12 um y contienen 2 esporoquistes, cada
uno con cuatro esporozoitos.

Taquizoitos: formas replicativas, que invaden y se replican dentro de cualquier célula
nucleada. Se observan en lafase aguday son responsables de la diseminacion y la
destruccion tisular. Miden 3 um x 6 um, de forma oval, con un extremo aguzado Yy el otro
redondeado. Se reproducen rapidamente por division endodiogenia en vacuolas
parasitéforas que forman en las células. El conoide, los anillos polares, los micronemas, las
roptrias y los granulos densos son de importancia en la adhesion, la invasion, la formacion
de la vacuola parasitofora y la adquisicion de nutrientes. La replicacién conduce a la lisis
celular y a la diseminacion de taquizoitos a diferentes tejidos, oasionando necrosis.

Bradizoitos: Los taquizoitos de T. gondiise diferencian en formas de muy lento
crecimiento, los bradizoitos, contenidos en los quistes tisulares; miden 1.5 um x 7.0 umy
su morfologia es semejante a la de los taquizoitos. Existen mecanismos por los cuales
entran en una etapa "quiescente” (latente). Estas formas, en su conjunto, con su pared,
constituyen los quistes tisulares, y dan lugar a inmunidad no estéril; en condiciones de



inmunocompromiso, los bradizoitos que contienen se reactivan y se diseminan como
taquizoitos.

Los quistes tisulares varian en forma y tamafio; en promedio miden 70 pm y pueden llegar
a contener 1000 bradizoitos, siendo de gran tamafio. Presentan una pared dura, y pueden
persistir en tejidos durante el resto de la vida del hospedero. Se ubican principalmente en
cerebro, masculo esquelético y cardiaco. Se considera que los quistes tisulares contribuyen
de manera fundamental al éxito de este parasito, ya que (1) ingeridos con carne cruda o mal
cocida, sobreviven al transito por tracto digestivo, lo que permite la invasion del intestino
delgado; (2) no son afectados por la respuesta inmune y por los farmacos; (3) los parasitos
pueden persistir sin afectar a las células a lo largo de la vida del hospedero; (4) son
infectivos, lo que contribuye a su diseminacién en la naturaleza a través de animales
carnivoros.t34

Ciclo de vida

En la figura 2 se muestra un esquema del ciclo de vida de T. gondii. Los félidos domésticos
y salvajes son los hospederos definitivos. En ellos se llevan a cabo las etapas sexuales y
asexuales del ciclo de vida de T. gondii, por lo que constituyen también los principales
reservorios. Los gatos se infectan habitualmente al ingerir carne contaminada de aves y
roedores con quistes tisulares, y con poca frecuencia a travées de ingesta de ooquistes. Los
felidos infectados (una gran mayoria asintomaticos) pueden eliminar hasta 1 millon de
ooquistes no esporulados por dia, 7 - 15 dias después de la exposicion. En el transcurso de
dias a semanas, los ooquistes esporulan en un medio ambiente adecuado (calido, con
humedad); en jardines, cajas de arena, pueden permanecer infectantes durante meses.

En el humano y multiples hospederos intermediarios (mamiferos, aves y otros animales de
sangre caliente), después de la ingesta de quistes con bradizoitos u ooquistes con
esporozoitos, los parasitos invaden las células de la mucosa del tracto digestivo, se
diferencian ataquizoitos y se multiplican localmente antes de diseminarse por via
sanguinea o linfatica a otros 6rganos. Invaden de manera activa casi cualquier célula, con la
formacidn de una vacuola parasitéfora a partir de la membrana citoplasmica del hospedero.

Ciclo celular

T. gondii presenta en su porcidon apical los organelos comunes de organismos de este
Phylum, involucrados en la adhesién e invasion. EI complejo interno de membrana y la
membrana plasmatica forman la tricapa lipidica caracteristica de estos protozoos, también
de relevancia en la replicacion, la movilidad y la invasion. Una vez que ingresa T. gondii a
la célula hospedera, se apropia de algunas funciones en beneficio propio. Los antigenos de
superficie, y las proteinas y otras moléculas de componentes estructurales del complejo
apical, como roptrias, micronemas y granulos densos, contribuyen de manera importante al
reconocimiento de células blanco, la invasion activa, la formacién de la vacuola
parasitofora y la reproduccion, con la lisis final de la célula.® Otras proteinas se consideran
efectoras cruciales, pues mantienen un equilibrio en la interaccion entre el parasito y la



celula, con gran eficiencia, si se considera la persistencia de la infeccion con poco o nulo
efecto (es decir, sin enfermedad). La persistencia del parasito en el organismo después de la

infeccion primaria, se atribuye en gran medida a los mecanismos que previenen la apoptosis
de la célula que lo hospeda.®
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Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Tomado de Correa et al, 2006.



Transmision

El humano puede adquirir la infeccion a través de:

- Ingesta de carne cruda/mal cocida contaminada con quistes tisulares, por manipulacion
inadecuada de la misma. Existe evidencia de que el riesgo de contraer la toxoplasmosis es
mayor debido a la ingesta de carne de cerdo mal cocida o cruda, pues la carga parasitaria es
mayor en estos animales que en otro tipo de ganado, conejos o aves.’

- Ingesta de agua/alimentos contaminados con ooquistes esporulados, eliminados en
materia fecal de gatos; también debe contemplarse la manipulacion inadecuada de las cajas
de arena de los gatos.®

- Transmision vertical - transplacentaria.

- Otros mecanismos menos frecuentes: trasplante de organos, transfusion sanguinea e
inoculacion accidental en laboratorios. %10

Clasificacion clinica de la toxoplasmosis en seres humanos

Abarca la infeccion asintomatica, asi como la toxoplasmosis adquirida, la congénita, la
ocular y la del paciente inmunocomprometido.

Infeccion asintomatica: Se presenta en la mayor parte de los casos. Los sitios
extraintestinales que son infectados en primera instancia son los ganglios mesentéricos y el
parénquima hepatico con rapida regeneracion celular.

Infeccion aguda adquirida: El periodo de incubacion es de 10 - 14 dias. Se presenta
linfadenitis cervical y occipital moderada, mal estado general; en ocasiones se incluye
linfadenopatia supraclavicular e inguinal, fiebre moderada, odinofagia, cefalea y mialgias.
También pueden existir  hiporexia, nausea, vomito y dolor abdominal.
Es posible encontrar hepatoesplenomegalia, sintomas respiratorios o cardiacos,
conjuntivitis y rash. El cuadro generalmente se autolimita al cabo de 3- 4 semanas, pero se
puede prolongar. El diagndstico temprano es de vital importancia en mujeres embarazadas
debido al riesgo de transmision fetal.

Infeccion aguda diseminada: los sitios principales de diseminacion son SNC , ojos,
corazon, higado y pulmones, con predileccién por sitios donde la respuesta inmune es
limitada, con lesiones celulares extensas que pueden conducir a encefalitis, retinocoroiditis,
pericarditis, derrame pericardico, miocarditis, miositis y neumonia intersticial, entre otros.
Esto se observa particularmente en sujetos inmunocomprometidos.
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Cabe mencionar que los taquizoitos se encuentran en todos los 6rganos en la infeccion
aguda. La lesion inicial es la necrosis causada por la muerte de las células parasitadas, con
una importante reaccion inflamatoria aguda. Al avanzar la infeccion aumenta la infiltracion
linfocitica, sin formacién de granulomas. Los sujetos inmunocompetentes resuelven la
infeccion y los quistes tisulares remanentes (con bradizoitos) no producen reaccion.

Toxoplasmosis congénita: Transmisién vertical debida a infeccion activa en la madre
desde tres meses previos al embarazo o a lo largo del mismo, ya sea por reactivacion de
bradizoitos en fase latente o, mas frecuentemente, por infeccion primaria aguda, aunque
hay evidencia acutalmente de que podria haber reinfeccion con cepas mas virulentas.t2
Esta exposiciénin uteroaT. gondii puede dar lugar a distintas consecuencias,
principalmente neurolégicas y oculares. La enfermedad grave se presenta en
aproximadamente el 10% de los productos infectados in utero, aunque una gran proporcion
de infecciones asintomaticas en el momento del nacimiento redundaran en secuelas antes
del afio de edad.™® En cortes histopatologicos se observan taquizoitos y quistes con
bradizoitos en placenta, pero las lesiones necréticas son poco frecuentes.

Toxoplasmosis ocular: derivada de una toxoplasmosis congénita en la mayor parte de los
casos, pero los casos de enfermedad adquirida postnatalmente también se detectan.*4's Los
principales signos y sintomas de la enfermedad ocular aguda son dolor ocular, fotofobia,
lagrimeo y vision borrosa. Los pacientes con lesiones oculares congeénitas, a pesar de una
deteccion antenatal oportuna y de tratamiento pre y postnatal, pueden presentar
reactivaciones de las lesiones. Es fundamental realizar estudios de seguimiento durante la
pubertad y en periodos posteriores para evaluar los resultados a largo plazo y los factores
prondsticos involucrados. En un estudio de seguimiento de 477 pacientes en Francia de
hasta 22 afios, se observo la aparicion de nuevas lesiones en la adolescencia (con una
probabilidad acumulada del 50%), en pocas ocasiones con disminucion grave de la
capacidad visual.!® Las lesiones oculares son necréticas, y con frecuencia destruyen la
arquitectura de la retina y involucrando la coroides (retinocoroiditis). Los hallazgos clasicos
de retinocoroiditis, que es la lesidbn ocular mas frecuente, incluyen lesiones blanco-
amarillentas con reaccion inflamatoria en vitreo, con bordes mal definidos, sobreelevados y
edema retiniano. La localizacion mas frecuente es en el polo posterior ocular, con tamafio
variable, y de forma redondeada u ovalada. Cuando existen cicatrices de lesiones previas,
se observan con bordes bien definidos, hiperpigmentados; en ocasiones el pigmento puede
apreciarse en toda la lesion.

Toxoplasmosis en el paciente inmunocomprometido: en personas con SIDA u otra causa
de inmunocompromiso (trasplante, quimioterapia) es una causa importante de muerte, ya
sea por reactivacion o -menos frecuente- por infeccion aguda, con patologia principalmente
a nivel de SNC: encefalitis necrosante focal, apreciable en neuroimagen con forma
semejante a la de un absceso: el signo de tiro al blanco es caracteristico, tanto en la
tomografia (TC) como en la resonancia magnética nuclear (RMN) con un absceso de
forma anular y un nédulo no central.l” También se pueden encontrar atrofia cerebral,
miocarditis, infiltrados pulmonares progresivos, retinocoroiditis grave con lesiones
confluentes y desprendimiento de retina.
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La terapia antirretroviral restaura la respuesta inflamatoria en los pacientes con SIDA, y
puede poner de manifiesto infecciones subclinicas o exacerbar, de manera paradodjica,
infecciones oportunistas como, en este caso, la toxoplasmosis. Se considera que hasta el
25% de pacientes que reciben terapia antirretroviral altamente activa (HAART) pueden
desarrollar el sindrome inflamatorio de reconstitucion inmune.8

Epidemiologia

La infeccion por T. gondii es una de las infecciones latentes méas frecuentes en humanos de
todo el mundo y México no es la excepcion.® La seroprevalencia mundial se considera
entre 30-50%, pero esto varia de manera importante entre regiones, debido a variables tales
como el clima y la presencia de felinos silvestres, ferales y domésticos que deambulan
libremente, asi como la dieta, la higiene y la susceptibilidad de los hospederos.?’ Se
detectan titulos significativos de anticuerpos en un 50-80% de los residentes de zonas
geograficas como Brasil y Centroamérica. Se observa una prevalencia de infeccién mas alta
en los climas calidos y himedos.>?1?? La prevalencia es elevada también en lugares donde
se consume carne mal cocida o cruda.? Se han producido brotes de infeccion aguda en
familias que han consumido el mismo alimento infectado.? En zonas de pobreza en las
cuales los nifios juegan en el suelo y estan expuestos al ambiente desde pequefios, la
prevalencia se incrementa desde edades tempranas.?2%3

En México se cuenta con estudios usando los bancos de suero de las Encuestas Nacionales
realizadas en los afios 1987, 2000 y 2006. En la primera se utiliz6 la técnica de
inmunofluorescencia (IFI) y se dividio a la Republica Mexicana en 3 sectores (norte, sur y
costa), con una seroprevalencia resultante de alrededor de un 32%, de mayor magnitud en
las costas del pais y menor en los estados del norte. Cabe hacer notar que en este estudio
existio una representacion importante en hombres de los grupos de edad 1-4, 5- 9 y 10-14
afios y una escasa representacion entre los grupos de 20 a 64 afios. En las Encuestas de
2000 y 2006, se encontré un aumento global de 41 a 43%, y un cambio en la distribucion
por estado, aunque hubo hiperendemicidad en las costas en ambas, hubo una disminucion
de la frecuencia en las zonas centrales del pais.!® La transmision inicia en la infancia y la
tasa de seroconversion es de 3 - 8%/afio. El rango de incidencia oscila entre 12 - 90%, el
cual incrementa con la edad; como se menciono, los factores asociados son educacion,
alimentacion, hacinamiento y habitos higiénicos.

En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de la Ciudad de México se realizd
un estudio para identificar las principales patologias neurolédgicas asociadas a VIH/SIDA en
el periodo contemplado entre 1995 y 2009. Se detectd toxoplasmosis cerebral en 42% de
320 pacientes.?*

Cabe mencionar el hallazgo reciente de alta prevalencia de anticuerpos de clase 1gG anti-T.
gondii (95.8%) en granjas de engorda en Yucatan, México, % lo que contrasta fuertemente
con literatura de 25 afios atras, donde en cuatro estados del centro del pais dichas
prevalencias fueron del 8.9%.2% Debe considerarse la falta de control de las poblaciones de
gatos ferales (y la presencia de duefios irresponsables) y las deficiencias en las medidas de
control en los sitios de consumo humano.?’
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La infeccion congénita por T. gondii es la segunda en términos de frecuencia e importancia
clinica en todo el mundo, después de la infeccion congénita por Citomegalovirus.?82° A
nivel mundial, la incidencia de la toxoplasmosis congénita varia desde 3/1000 a 1/10000
nacidos vivos segln las diferentes series.??228 En México existen pocos estudios. En 2005
se encontrd una frecuencia de 2/1000 para toxoplasmosis congénita detectada en una
poblacion no sesgada de neonatos de la ciudad de México.®® Como se menciond, la
toxoplasmosis en México puede estar aumentando (lo hizo entre 2000 y 2006);° ademas,
debe considerarse un nimero incierto de casos congénitos no detectados.

La transmision congénita ocurre como resultado de la infeccion materna primaria durante la
gestacion (figura 3).%! La transmision fetal en madres infectadas antes del embarazo es
extremadamente rara, excepto en el caso de mujeres inmunocomprometidas
cronicamente. 3!

Tradicionalmente, se ha descrito que la incidencia de la toxoplasmosis congénita depende
de cuatro factores durante el embarazo: 1) la edad de la madre con infeccion primaria, 2) la
distribucién por edades de las mujeres embarazadas en la poblacion, 3) la tasa de
transmision fetal en la infeccién primaria, y 4) el riesgo general de infeccion en esa
localizacion geografica.®® En general se cree que a mayor edad materna, la tasa de
toxoplasmosis congeénita serd menor, ya que casi todas las mujeres embarazadas infectadas
estarian en fase cronica, y por lo tanto con inmunidad concomitante a la presencia del
parasito enquistado en los tejidos. La tasa global de transmision de la madre al feto en
mujeres que tienen seroconversion durante la gestacion es del 25% al 30%, segun un
reporte muy conocido de una cohorte de Europa.®! La frecuencia y gravedad dependen
principalmente del periodo del embarazo en la cual se infecta la madre. La tasa de
transmision vertical puede ser tan baja como del 6% a las 13 semanas de gestacion,
intermedia (40%) a las 26 semanas, y de 72% a las 36 (figura 4).%
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Figura 3. Riesgo de infeccién congénita segln la semana de gestacion de la seroconversion
materna. Adaptado de Dunn et al, 1999. 3!
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Por otro lado, el riesgo de que un feto infectado presente signos clinicos se ha estimado en
61% si la infeccion fue adquirida a las 13 semanas de gestacion, 25% si se adquirié a las 26
semanas, y 9% si se adquiri6 a las 36 semanas (figura 4).223! Dado que la infeccion
congeénita es rara si la madre se infecta durante el embarazo temprano, el riesgo de que se
presenten signos clinicos en el hijo puede estimarse multiplicando el porcentaje de riesgo
de infeccion congénita (transmisién) que se muestra en la figura 3, por el porcentaje de
riesgo de signos clinicos de la figura 4A, segun la semana de gestacion de la seroconversion
materna y finalmente dividiendo el resultado entre 100; esto da la grafica mostrada en la
figura 4B.?23! Por ejemplo, dado un 40% de riesgo de transmision materno-infantil de la
infeccion materna adquirida a las 26 semanas de gestacion, y un riesgo del 25% de
presentar signos clinicos, si se produce la transmisidn, el riesgo general de presentar signos
clinicos, cuando no se conoce el estado de infeccion del feto es del 10% (40% x 25%
dividido entre 100). EI maximo riesgo de dar a luz a un nifio sintomatico se considera
entonces que es del 10% (8% a 14%), el cual se produce entre las 24 y las 30 semanas de
gestacion.®t

o0 En presencia de infeccion congénita Cuando no s conoce el estado de infeccidn del feto
i . 14 —
— Rigsgo -

P ““\ —a5%IC

-
na
|

-
=]
1

60— ., ,

_ ------""'--.__ .
40 — \\\
T R

e S
- t .

— . _
20— sy H"""H ——

e - |

T g ~

Riesgo de signos clinicos (%)
ra
i
rd
/
Fiezgo de signos clinicos (%)
[=F] [==]
[
\"\.
N
\\\ - ‘
\ \
A"
b
/ !

T 1 1 T 1 | T i
A 0 4 8 12 16 20 24 28 32 3k 40 B 0 4 & 12 18 20 24 28 32 98 40
Seroconyversion materna en la gestacion (en semanas) Seroconversidn materna en la gestacidn (en semanas)

Figura 4. Riesgo de desarrollar signos clinicos antes de los 3 afios de edad (no necesariamente
sintomaticos al nacimiento), segln la edad gestacional materna al momento de la seroconversién.
Adaptado de Dunn et al, 1999.%!

Virulencia del parésito

Toxoplasma gondii es una sola especie, y hace algunos afios se habia encontrado que la
variabilidad genética era baja, por lo que se clasificaba en tres linajes principales, I, 11 y 111,
aunque se reportaban algunas cepas atipicas.®> En la actualidad se conocen casi 280
variantes genéticas, debidas en gran parte a las cepas aisladas en Sudamérica y otras
regiones del mundo con climas mas calidos y humedos que los de los paises de Europa
occidental y Estados Unidos, donde se obtuvieron los primeros aislamientos (figuras 5 y
6).% La relacion entre la virulencia de las cepas y el cuadro clinico se puso de manifiesto
con las cepas “atipicas”, muy abundantes en Brasil y Surinam, que se asocian a problemas
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graves incluso en adultos imunocompetentes.®* Sin embargo, era controversial el papel de
las cepas en cuanto a la generacion de problemas clinicos en la infeccion congénita; por
ello, se realizé una revision sistemética con meta-andlisis y se encontr6 que la relacion del
trimestre de gestacion con la transmision vertical y la severidad del cuadro clinico sélo es
vélida para las cepas tipo Il y quiza para las tipo Il (no virulentas en ratones), siendo las
cepas tipo | y atipicas igualmente transmisibles y dafiinas en cualquier trimestre (cuadro
1).123% En México, se demostrd la presencia de infecciones tipo | o relacionadas a este
linaje en unos cuantos casos de infeccion perinatal de la Ciudad de México.*® Mas
recientemente se corroboro la preponderancia de las cepas tipo I, pero ademas, se demostrd
que cinco de nueve casos presentaron infeccion mixta, es decir, por mas de una cepa de T.
gondii (figura 7).12 No se pudo dilucidar si las infecciones eran de una sola exposicion o de
exposiciones seriadas, por lo que no es posible determinar si la inmunidad concomitante
sigue siendo el paradigma.

278 genotipos

Tipo I: virulentas
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Figura 5. Variabilidad genética de Toxoplasma gondii en el mundo. La localizacion de las cepas
clasicas I, 1l y 1l se marcan con flechas de sus colores respectivos en el dendrograma. Modificado
de Su et al, 2012.%
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Figura 6. Variabilidad genética de T. gondii en el mundo. Puede observarse la gran diversidad de

cepas en Brasil y Colombia en comparacién con Estados Unidos y especialmente Europa
occidental. Tomado de Su et al, 2012.%3

Cuadro 1. Relacién entre el tiempo de infeccibn materna o genotipo del parasito y
desenlace clinico en neonatos con toxoplasmosis congénita

Clinical problems

Odd ratio (Closs) P
Variable Total
Number of cases Percent
Gestation weeks at infection
<24 126 117 92.9 67.-9 (25.4-181.6) < 0.0001
>24 56 9 16.1
Parasite genotype
| or atypical 69 60 86.9 2.47 (1.1-54.) <0.012
Ilorlll 181 132 72.9
Tomado de: Rico-Torres et al, 2016.%°
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Figura 7. Infecciones mixtas (por mas de una variante de T. gondii) en la toxoplasmosis perinatal
en el valle de México. Se puede observar el patrén mixto en una sola muestra de un neonato (5N)
en el carril (1+11) comparando con los parones de las cepas de referencia (RH, Me49 y VEG).
Tomado de Rico-Torres et al, 2018.12

Respuesta Inmune

La infeccion por T. gondii induce respuesta inmunitaria humoral y celular, dando lugar a la
destruccion de los taquizoitos extracelulares, pues sobreviven los parésitos situados dentro
de los quistes tisulares. Una respuesta inmunitaria eficaz de tipo sistémico combinando
mecanismos innatos y adaptativos, es responsable de la desaparicion del parasito de la
sangre periférica durante la infeccion aguda, de la reduccion del niamero de taquizoitos en
todos los tejidos vy, tras los estados iniciales agudos, de la limitacion de la carga parasitaria
en otros 6rganos. Los taquizoitos se destruyen por los intermediarios reactivos del oxigeno,
la acidificacion, las fluctuaciones osmoticas, los intermediarios reactivos del nitrégeno, la
deplecion del triptéfano intracelular y los anticuerpos especificos combinados con el
complemento.!

Dos semanas posteriores a la infeccidn se pueden detectar anticuerpos 1gG, IgM, IgA e IgE
contra antigenos de T. gondii (figura 8). Los taquizoitos son lisados por el Complemento si
son reconocidos por anticuerpos de las clases IgM, 1gG1 o 1gG3. Los anticuerpos de clase
1gG2 e 1gG4 pueden proteger por neutralizacion y la produccién de anticuerpos IgA en las
superficies mucosas parece proteger al hospedero contra reinfeccion.®”*8 Los anticuerpos de
clase IgE rara vez se producen, pero cuando estdn presentes se asocian a problemas
clinicos, en ocasiones graves.*®
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Figura 8. Respuesta de anticuerpos en la infeccién adquirida primaria.

Posiblemente los astrocitos y la microglia desempefien papeles importantes en la respuesta
inmunitaria frente a T. gondii en el sistema nervioso central (SNC). En los estadios
precoces se produce una astrocitosis importante y diseminada en las regiones en las que se
detecta el parasito. Aunque T. gondii puede invadir, sobrevivir y multiplicarse dentro de los
astrocitos, es destruido por la microglia activada. 11=°

En la toxoplasmosis adquirida, tanto la respuesta innata como la adaptativa juegan un papel
primordial en la proteccion contra el dafio, no asi contra la infeccion.*®*! La primera es
mediada principalmente por macrofagos/monocitos, células dendriticas (DCs) y células
asesinas naturales (NKs), que pueden reconocer patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPS) a través de receptores particulares, entre ellos los TLRs; éstos inducen
la expresion de citocinas proinflamatorias como la IL-1, la IL-6 y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), asi como de la IL-12 y la IL-10 por macrdfagos y células dendriticas;
algunos estudios tempranos sugerian que los neutréfilos eran importantes en la respuesta
temprana, pero estudios mas recientes sugieren que no es asi, y que de hecho contribuyen a
la patogenia.!' Es importante la presentacion de antigenos a través de las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad clase Il y, por lo tanto, la induccién de la
respuesta inmune adaptativa, la cual, si es de perfil adecuado, protege contra una
reinfeccion (figura 9).%° Los NLR (receptores de tipo dominio de oligomerizacion de
nucledtidos [NOD]), que son una rama del sistema inmune innato, detectan signos o
patrones moleculares especificos de varios patdgenos. La susceptibilidad a la infeccion por
Toxoplasma en humanos se asocia a un polimorfismo en un NLR humano llamado NALP1
(NACHT-LRR-PYD proteina contenedora de dominios-1). 1!

En la fase aguda se induce una respuesta adaptativa Thl, durante la cual se producen altos

niveles de IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-a. Estas citocinas combinadas activan, entre otros, a
los macréfagos, a los linfocitos CD8+ y a las células NK, asi como la produccion de
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anticuerpos de la clase 1gGl e 1gG3, los cuales fijan complemento y promueven la
inflamacion, lo que a su vez resulta fundamental para el control de la infeccién por T.
gondii. Al funcionar como opsoninas, estos anticuerpos tambien potencian la actividad
fagocitica y la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC) por macréfagos y
células NK, respectivamente, a través de los receptores Fc-yRI y Fc-yRIII, eliminando al
parésito o a las células infectadas. Asi, protege al hospedero contra la rapida replicacién de
taquizoitos y los cambios patolégicos subsecuentes.

La expansion de las células NK y de los linfocitos T v en las fases iniciales de la infeccion,
proporciona una resistencia innata mientras que se desarrolla la respuesta adaptativa
mediada por linfocitos T CD4 y CD8 af. Estas distintas subpoblaciones de linfocitos T y
células NK posiblemente protegen al huésped mediante la secrecion de IFN, IL-2 y TNF-q,
mientras que no parecen lisar las células infectadas por T. gondii. El IFN-y derivado de las
células NK es crucial en la diferenciacion de las células dendriticas productoras de I1L-12.
Las moléculas coestimuladoras CD28 y ligando de CD40 resultan fundamentales para la
regulacion de la produccion de IL-12 e IFN-y en respuesta al parésito.!

Después de la invasion de enterocitos, T. gondii infecta las células presentadoras de
antigeno en la ldAmina propia intestinal e induce una respuesta Thl transitoria. La infeccion
por T. gondii de las celulas presentadoras de antigeno, como las dendriticas y los
macrofagos, condiciona una regulacion al alza de los contrarreceptores para CD28 y
CDA40L, CD80/CD86 y CD40. La union de CD80/CD86 a CD28 estimula la produccion de
IFN-y por los linfocitos T CD4+. Ademas, la uniéon de CD40L a CD40 estimula la
secrecion de 1L-12, lo que a su vez estimula la produccion de IFN-y. La importancia de
CD40L en la respuesta inmunitaria frente a T. gondii se confirma por publicaciones de
toxoplasmosis diseminada en nifios con defectos congénitos en la transmision de sefiales a
través de CD40L (sindrome hiper-lgM). Ademas, algunos estudios recientes han
demostrado que la expresion de CD40L es deficiente en los linfocitos T CD4+ de los
pacientes infectados por VIH. Puede ser que esta deficiencia esté implicada en una
produccion alterada de IL-12/IFN-y observada en la infeccion por VIH.!

Las células dendriticas, por su habilidad de producir IL-12, son las principales activadoras
de la respuesta inmune Thl. Los granulocitos también pueden contribuir a la produccion
temprana de IL-12. Esta citocina favorece la supervivencia durante la infeccion por T.
gondii estimulando la produccién de IFN-y por las células NK; se cree que también regula
la expresidn de esta Gltima citocina por los linfocitos T. EI IFN- vy, a su vez, tiene un papel
importante en la prevencion del desarrollo de la enfermedad. Ademas, las diferencias de las
concentraciones de IL-12 observadas durante la infeccién por las distintas cepas del
parasito pueden ser responsables de algunas diferencias en su virulencia. Parece que estas
diferencias guardan relacion con la activacion (fosforilacion) del factor de transcripcion
STAT3, que a su vez depende del alelo de la proteina de las roptrias denominada ROP16.1

El TNF-a es otra citocina clave para controlar la infeccion por T. gondii. Esta molécula es
necesaria para desencadenar la activacion de los macrofagos mediada por IFN- vy para la
actividad destructiva de T. gondii y para la produccion de 6xido nitrico (un inhibidor de la
replicacion de T. gondii) por los macrofagos. 1
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Se ha demostrado que la IL-10 regula a los macréfagos y reduce la destruccion de T. gondii
in vitro. La IL-4, que suele considerarse citocina capaz de regulacién a la baja, es
importante para la resistencia frente al desarrollo de enfermedad. También se ha
demostrado que la IL-7 tiene un efecto protector frente a T. gondii. Durante las fases
precoces de la infeccion, la IL-12, la IL-1 y el TNF-a actian de forma coordinada con la
IL-15 para estimular la produccion de IFN- y por las células NK.#>*3 Por su parte, IL-17 es
proinflamatoria y la IL-23 la regula.

Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la implicacion del IFN- y en la resistencia
del huésped frente a T. gondii. La participacién de los productos intermedios del nitrégeno
reactivos (incluido el ON) se sugiere por la observacion de que acetato de I-NG-monometil-
arginina (IF-NMMA), un analogo competitivo de I-arginina, inhibe de forma simultanea la
sintesis de ON vy la destruccion de los taquizoitos intracelulares por los macréfagos
peritoneales activados por citocinas y las células de la microglia. Parece que el papel
protector del ON es especifico para cada tejido, mas que sistémico.**4’

Las GTPasas p47 inducibles por IFN-y, IRGM3 (IGTP) ¢ IRGM1 (LRG47) parecen
fundamentales para el control de la infeccion por T. gondii y algunos estudios recientes han
vinculado IRGM3 con la destruccion autofagica de las vacuolas que contienen Toxoplasma
en los macréfagos activados por IFN- y. 1

Los macrofagos activados inhiben o matan al T. gondii intracelular. Sin embargo, el
parasito puede contrarrestar parcialmente estas acciones aun en estadios tempranos de la
infeccion. Toxoplasma gondii puede explotar células presentadoras de antigeno, también
llamadas “Caballos de Troya”, mediante la regulacion negativa de moléculas de superficie
celular e interferencia con las vias de apoptosis. Los linfocitos CD4+ y CD8+ son
citotoxicos para las celulas infectadas por T. gondii. Existe una interrelacion entre los
linfocitos T CD4+ y CD8+ tanto para la induccion de la resistencia como para el
mantenimiento de la latencia. ** Las citocinas proinflamatorias (IFN-y y TNF- o) y las
regulatorias (IL-10, TGF-pB) estan involucradas en el balance de esta respuesta.’* Asi, una
vez controlada la replicacion parasitaria, este perfil Thl debe ser regulado por citocinas
regulatorias, especialmente IL-10 y TGF-B, ya que una respuesta tipo Thl no regulada o
prolongada (sin Treg, es decir, sin IL-10 y TGF-B), puede provocar una reaccion
inflamatoria que cause dafio grave. De hecho, se ha encontrado que existe una regulacion a
la alta de IFN- y y TNF-a a >2200 pg/ml y >300 pg/ml, respectivamente, durante los
estadios tempranos de infeccion intraocular (p <0.01), pero los niveles caen drasticamente a
normales durante los estadios tardios de la infeccion en el dia 26.*® Subsecuentemente, la
respuesta regulatoria sigue induciendo la produccion de los anticuerpos 1gG1 e 1gG3, lo
que, paralelamente al disminuir la inflamacién, prolonga la protecciébn mediada por
anticuerpos.

Por ende, una respuesta “adecuada” contra T. gondii debe iniciar con un perfil Thl pero
debe ser regulada por citocinas tipo IL-10 y TGF-B, lo que da como fenotipo una respuesta
“regulada”.

Si la respuesta inicia en un microambiente Th2, esto es IL-5 e IL-13, se inhibe la
produccion de IFN-y y por ende, de los mecanismos efectores, provocando que no haya
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control de la proliferacién parasitaria y produciendo como consecuencia un dafio
considerable (figura 9).14° Los anticuerpos 1gG4 inhiben la fijacion del complemento por
otras subclases y, al igual que los de clase IgE, son promovidos por la IL-4, por lo que se
asocian a un perfil Th2.5%°! La 1gG2 es promovida por IL-2, pero aumentada por IL-6. Este
perfil también provoca inflamacion, por lo que se considera en el presente proyecto como
“respuesta Th2”.8 Sin embargo, algunos estudios en modelos animales han mostrado que
las ratonas prefiadas que no tienen el gen para la IL-4 (KO-IL-4) tienen menor
susceptibilidad a infeccion por T. gondii.>®

En seres humanos se sabe muy poco de la relacion entre las clases/subclases de anticuerpos
y la proteccion o dafio, pero los datos existentes son congruentes con una aparicion de la
IgG1 en la fase aguda, relacionada al fenotipo Thl protector en individuos
inmunocompetentes (respuesta Thl regulada) y una relacion de la IgE con el perfil Th2 (IL-
4, 1L-5 0 1L-13) y con problemas clinicos (fenotipo Th2).3851

En resumen, la respuesta regulada (y protectora contra enfermedad) es Thl, seguida de
Treg, y las respuestas no reguladas son Thl sin regulacion Treg y la respuesta Th2; ambas
ocasionan inflamacion y dafio tisular, en ocasiones grave; la segunda ademas, no detiene la
proliferacion de los taquizoitos del parasito.

Un aspecto relevante en el contexto de esta tesis, es que hasta hace poco se creia que la
inmunidad en los huéspedes inmunocompetentes duraba toda la vida y que la reinfeccion
exdgena no parecia producir repercusion clinica, aunque en un caso publicado, una mujer
embarazada con infeccion cronica presentd afectacion del feto tras la infeccion con una
cepa virulenta.!* Como se mostré en la seccion anterior, nuestros datos también sugieren
que hay infecciones dobles en algunos nifios con la forma congeénita y otros con infeccion
Unica cuyas madres tenian dos; aungque no se puede descartar que provengan de una sola
infeccidbn materna con dos cepas, podria también sugerir que infecciones subsecuentes
puedan causar infeccion en la madre y el feto.?

Cuadro clinico de la toxoplasmosis congenita

Como se mencionod anteriormente, el dafio clinico en la toxoplasmosis congénita depende
del tercio de la gestacion en que se infecta el producto, siendo mas grave cuando la
infeccidn se presenta en el primer trimestre del embarazo. El sistema ventricular es el mas
afectado en el neonato. La obstruccion inflamatoria causa hidrocefalia de los ventriculos
tercero y lateral con necrosis y vasculitis. El incremento en la presion intracerebral puede
producir destruccion hipotaldmica. Las areas necroticas, ocasionadas en gran medida por la
desintegracion de los quistes, usualmente se calcifican.

La patologia grave manifiesta se presenta como:

- Aborto, prematurez, 6bito.

- Infeccion generalizada, con hepatoesplenomegalia y compromiso de diversos érganos:
neumonia intersticial, miocarditis.

- Las lesiones en SNC y ojo, incluyendo hidrocefalia, microcefalia, convulsiones, retraso
psicomotor, retinocoroiditis, estrabismo, ceguera e hipoacusia.
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- La triada clinica asociada, poco frecuente, que incluye hidrocefalia, retinocoroiditis y
calcificaciones cerebrales intraparenquimatosas, que fue descrita por primera vez en 1942
por Sabin. Desde entonces, se han descrito un gran nimero de manifestaciones clinicas
(cuadro 2), algunas de las cuales ya se comentaron.>2>* El riesgo de lesiones oculares y
calcificaciones cerebrales intraparenquimatosas en los pacientes con toxoplasmosis varia,
puesto que en Europa es del 14% y 9% respectivamente, mientras que en Sudamérica es del
47% y 53%.

Fase temprana: proteccion Temprana, persitente 0
Persistente: patogénica debido a reactivada: replicacion
reaccion inflamatoria exacerbada parasitaria

Tardia: no proteccion IgM 19G2 {}
\ IL-6

‘ 19G4, IgE
~
ILT-12 IL-2 I /

TGF-B
Mecanismos efectores:
Mgs & Neu fagocitosis, | gG 1
NK-ADCC, CD8 cit6lisis \ (TAM)
Moléculas activas relacionadas: Te_mm: replicacion parasitaria
IL-1-B, TNF-a,, NO | gG3 Inmediatamente post- IFN-y:
(ITAMATIM) |g A modulacion, control de inflamacion

Figura 9. Representacion esquematica de los fenémenos inmunoldgicos principales durante la
toxoplasmosis adquirida y del cambio de clases subclases en seres humanos. ADCC: citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos; CDs: células dendriticas; ITAM: sefial intracelular de activacién

en macrofagos y células NK; ITIM: sefial intracelular de regulacion en células B; Mos:
macréfagos; Neu: neutrdfilos; NK: células asesinas naturales. Las lineas continuas y punteadas

representan regulacion positiva y negativa, respectivamente. Tomado de Correa et al, 2007.3

Como se menciono, los neonatos infectados durante el tercer trimestre nacen por lo general
sin signologia evidente. Cuando presentan manifestaciones, pueden parecer normales al
nacimiento y desarrollar la sintomatologia semanas o meses después, generalmente
secundarias al compromiso ocular: retinocoroiditis (presentando estrabismo o nistagmo), la
cual puede ocasionar ceguera, o afectacion del SNC, principalmente hidrocefalia, la cual
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origina convulsiones, fontanela abombada y aumento del perimetro cefalico. La
retinocoroiditis puede manifestarse en la edad escolar, y se ha documentado hasta los 22
afios en el seguimiento de una cohorte de pacientes con infeccion congénita.'® En algunas
ocasiones, la hidrocefalia aparece en nifios en edad escolar, secundaria a estenosis del
acueducto de Silvio.®4%52 Varias de las secuelas de la toxoplasmosis congénita se
presentan a largo plazo, en la infancia, adolescencia, y en jovenes adultos.

En los casos que nacen con signos aparentes, generalmente infectados a la mitad del
embarazo, hay una amplia gama de lesiones que van desde una ligera disminucién hasta
pérdida total de la audicién o la vision; convulsiones secundarias a calcificaciones
intraparenquimatosas e incluso hidrocefalia, microcefalia o anencefalia, que son las
lesiones mas dramaticas. En una infeccion diseminada, se pueden desarrollar procesos
neumaonicos intersticiales, hepatitis y miocarditis, asi como malformaciones internas y
externas.340

Cuadro 2. Signos en 210 lactantes con infeccién congénita por T. gondii

Hallazgos n examinados n positivos (%)

Prematurez 210

Peso al nacer <2500 g 8 (3.8)

Peso al nacer 2500 a 3000 g 5(7.1)
Retraso del crecimiento intrauterino 201 13 (6.2)
Ictericia 210 20 (10)
Hepatoesplenomegalia 210 9(4.2)
Pdrpura trombocitopénica 210 3(1.4)
Anomalias en el recuento sanguineo 102 9(4.4)
(anemia, eosinofilia)
Microcefalia 210 11 (5.2)
Hidrocefalia 210 8 (3.8)
Hipotonia 210 12 (5.7)
Convulsiones 210 8 (3.8)
Retraso psicomotor 210 11 (5.2)
Calcificaciones en la radiografia 210 24 (11.4)

Intracraneal

En la ecografia 49 5 (10.0)

En la tomografia computada 13 11 (84.0)
Electroencefalograma anémalo 191 16 (8.3)
Liquido cefalorraquideo anémalo 163 56 (34.2)
Microftalmia 210 6 (2.8)
Estrabismo 210 111 (5.2)
Retino-coroiditis 210

Unilateral 34 (16.1)

Bilateral 12 (5.7)

Tomado de Couvreur et al, 1984.%
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Diagnostico

Para comprender los métodos diagnosticos para infeccion por T. gondii, conviene recordar
lo siguiente: la 1gG aparece entre la primera a segunda semana post-infeccion, pero también
se transmite por via transplacentaria. Para diferenciar la IgG transmitida de la madre al hijo
de la sintetizada por el hijo, se emplea la técnica de western blot con el suero del paciente y
de la madre de manera simultanea, donde se observan neoanticuerpos cuando existen
bandas antigénicas reconocidas por los anticuerpos IgG del hijo. En cambio, la IgM se hace
positiva en la primera semana postinfeccion y su presencia en el neonato es diagnostica,
pues no atraviesa la barrera placentaria; si hay anticuerpos de clase IgA también son
confirmatorios, pero se presentan en un nimero menor de casos. No obstante, se han
descrito falsos positivos por contaminacion con sangre de la madre, por el proceso de la
extraccion de la sangre del cordon o por falta de especificidad de la técnica.>®

Por otro lado, se ha observado ausencia de IgM en un 25-30% de los pacientes infectados
debido a la inmadurez del sistema inmunitario o a baja sensibilidad de la técnica, o bien
porque la infeccion ocurre en etapas tempranas del embarazo y los anticuerpos ya
decayeron al nacimiento.

Finalmente, la PCR en punto final o en tiempo real permite demostrar la presencia del
parasito en circulacion y la cuantificacion de la carga parasitaria, respectivamente. Una
carga elevada se relaciona con la infeccion. Esta se puede realizar como complemento del
estudio serologico del paciente con sospecha de infeccion cuando no se detecta IgM
especifica.21322233752 Cape resaltar que el valor predictivo negativo de la PCR es bajo, ya
que solo un 20-40% de los casos tienen DNA parasitario en sangre; por ello los resultados
negativos de PCR no son de ayuda para descartar la toxoplasmosis.

Cabe mencionar que los anticuerpos de avidez baja en la madre apoyan que la infeccion se
adquirié en un periodo no mayor a 12 semanas, mientras que, entre mayor sea la avidez, es
méas probable que la infeccion haya ocurrido con anterioridad a este periodo. Por lo
anterior, la probabilidad de infeccion fetal en el Gltimo trimestre es alta, y debido al riesgo
mayor de infeccion fetal en este periodo, una avidez baja hace sospechar de infeccion
congénita. Por ende, ante una avidez baja y negatividad de cualquier otra prueba clinica o
confirmatoria, conviene seguimiento estrecho del neonato y en ultima instancia tratamiento
profilactico. 213:2223:37.52

Existen tres escenarios de toxoplasmosis congénita confirmada: los sintomaticos con IgM
positiva, sintomaticos con IgM negativa pero con historia de toxoplasmosis gestacional o
PCR positiva, o los asintomaticos con historia de toxoplasmosis gestacional e IgM o PCR
positivas. Existe duda del diagndstico cuando se refieren antecedentes de toxoplasmosis
gestacional pero el hijo se encuentra asintomatico y con IgM y PCR negativas. En este caso
se recomienda, si la infeccion fue en el segundo trimestre, dar seguimiento con IgG sin
iniciar tratamiento; si fue en el tercer trimestre, iniciar tratamiento ademas del seguimiento
con IgG, que de continuar positivo se continda el tratamiento. También el diagnostico de
toxoplasmosis congénita es dudoso cuando el antecedente de infeccion gestacional es
dudoso o ausente pero el paciente presenta manifestaciones caracteristicas con IgM y PCR
negativas. Aqui se recomienda descartar también infeccion por citomegalovirus y rubeola
y, en ese caso, iniciar tratamiento y dar seguimiento con IgG. #13:2223:37.52

Asi pues, el diagndstico de toxoplasmosis congénita no es facil ya que existe positividad
variable entre las pruebas diagndsticas para un mismo individuo. Por ejemplo, puede
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presentar 1gG e IgM positivo pero PCR negativo, lo que se explicaria por la naturaleza
intracelular del pardsito y que no necesariamente se encuentra circulando en el torrente
sanguineo. Otro ejemplo es el paciente que presenta Unicamente titulos de 1gG maés
elevados que los de la madre o un incremento en los titulos de 1gG a traves del tiempo, lo
cual por si solo hace sospechar fuertemente de infeccion congénita. Es por ello importante
combinar distintos métodos para una adecuada evaluacion diagnostica (el analisis
simultaneo de los tres tipos de pruebas permite incrementar la sensibilidad) o en algunos
casos solicitar nuevos titulos de IgG tres semanas después para confirmar o descartar la
infeccic')n. 2,13,22,23,37,52

Tratamiento

El tratamiento de la infeccion por T. gondii es una de las &reas de mayor problema
cientifico y médico, pues la infeccion sélo puede ser controlada meédicamente durante la
etapa aguda, ya que los bradizoitos contenidos en los quistes tisulares de la fase cronica son
de dificil acceso a las drogas, y por ende, no se ha descrito tratamiento quimico o
inmunologico alguno que erradique la infeccion: la terapeéutica especifica actla
principalmente contra la forma de taquizoito.? El tratamiento necesario y su duracion se
determinan por la naturaleza y la gravedad de la enfermedad y por el estado inmune del
paciente infectado.>*>* Los farmacos utilizados interfieren con la replicacion del parésito,
pero tambien afectan la hematopoyesis, por lo que deben acompafiarse de acido folinico,
ademas, suelen ser prolongados y tienen efectos colaterales. La gama de medicamentos
disponibles no es amplia, pues practicamente se restringen a la combinacion de
pirimetamina y sulfadiazina (o clindamicina si no hay tolerancia a la sulfadiazina).>*** La
dosis depende del objetivo del tratamiento, preventivo o curativo y, en este caso, del érgano
blanco y el grado de lesion.?®

Pirimetamina

La pirimetamina ha demostrado ser eficaz contra T. gondii. Cuando se utiliza junto con
sulfadiazina, se obtiene un efecto sinérgico.>*>* La terapia combinada esta indicada para la
mayoria de las formas de toxoplasmosis. Inhibe la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR),
y por lo tanto la sintesis del acido folico, Util para la sintesis de bases pdricas y
pirimidicas.>* Sus efectos adversos incluyen: hiporexia, nauseas, vémito, depresion
reversible de la médula désea (siendo la neutropenia la mas comun), anemia megaloblastica,
glositis atrdfica y alergia.®® Otros efectos toxicos también descritos son: anemia aplasica,
hepatotoxicidad y sindrome de Stevens-Johnson.®’

A todos los pacientes tratados con pirimetamina se les debe hacer una biometria hematica
dos veces por semana. Se pueden presentar convulsiones con la sobredosis de
pirimetamina.? Siempre se debe administrar conjuntamente con acido folinico para evitar la
depresion medular, ya que las células humanas pueden utilizarlo para la sintesis de acidos
nucleicos, lo cual no sucede en el caso de T. gondii.®’

Sulfadiazina

Antibiético derivado de sulfonamida, inhibe la sintesis de &cido fdlico mediante
antagonismo competitivo con el &cido para-aminobenzoico. Tiene actividad contra T.
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gondii, haciendo sinergismo con la pirimetamina.>® Puede causar litiasis renal. El riesgo de
desarrollar litiasis en estos pacientes puede reducirse con la administracion de una mayor
cantidad de liquidos (de 1 a 2 litros por arriba de los liquidos de mantenimiento) y la
alcalinizacion urinaria.> Otros efectos toxicos de la sulfadiazina incluyen nauseas, vomito,
dolor abdominal, reacciones de hipersensibilidad, por ejemplo, el sindrome de Stevens-
Johnson y el sindrome de DRESS (sindrome de erupcion cutanea con eosinofilia y sintomas
sistémicos), supresion de la médula dsea, y hepatotoxicidad.?>’

Trimetoprim con sulfametoxazol

Debido a que la actividad del sulfametoxazol es menor que la de sulfadiazina, el
trimetoprim-sulfametoxazol ha sido considerado menos eficaz como tratamiento para la
toxoplasmosis. Sin embargo, dado que en México no se encuentra disponible la
sulfadiazina, se emplea en su lugar este antibidtico. El sulfametoxazol inhibe la sintesis de
acido dihidrofélico a partir del &cido para-aminobenzoico interfiriendo con la sintesis de
acido folico.%® El trimetoprim bloquea la dihidrofolato reductasa e impide la reduccion del
acido dihidrofolico hasta acido tetrahidrofolico; lo anterior inhibe la formacion de folatos y
por consecuencia la sintesis de proteinas, causando lisis del microorganismo.® Los efectos
adversos se deben en su mayoria al sulfametoxazol y son nauseas, diarrea, y menos
comunes el eritema multiforme, sindrome de Stevens-Johnson, necrolisis epidérmica,
hematuria, proteinuria, neuritis periférica, alucinaciones y en el 5% de las veces se presenta
pancitopenia y aplasia medular.®®

Prondstico

La instauracion temprana de un tratamiento especifico para los pacientes con toxoplasmosis
congénita por lo general cura las manifestaciones activas, incluyendo la retinocoroiditis, la
meningitis, la encefalitis, la hepatitis, la esplenomegalia y la trombocitopenia, las cuales se
resuelven algunas semanas después del inicio del tratamiento y no se ha documentado una
disminucion significativa de la funcion cognitiva ni auditiva. S6lo un pequefio porcentaje
de nifios con dafio neuroldgico grave e irreversible por hidrocefalia, hiperproteinorraquia
importante y retraso en la colocacion de un sistema de derivacion, ha manifestado un
retraso psicomotor profundo y crisis convulsivas. En la mayoria de los pacientes, existe un
repunte de titulos serolégicos de anticuerpos contra T. gondii 3 a 4 meses después de la
suspension del tratamiento.2°’

Los nifios con una amplia afectacion al nacimiento pueden tener un desarrollo normal a
futuro o presentar alteraciones leves a moderadas de la vision, audicion, funcion cognitiva,
y otras funciones neuroldgicas. Por otro lado, algunos nifios con infeccién subclinica
presentan alteraciones intelectuales a pesar del tratamiento con pirimetamina y sulfadiazina.

La aparicion de lesiones oculares en los primeros afios de vida puede prevenirse usando
tratamiento antimicrobiano con pirimetamina y sulfonamidas. Ademas, el tratamiento
durante el primer afio de vida se asocia con una menor frecuencia de pérdida auditiva. El
retraso en el diagndstico y tratamiento, la hipoglucemia perinatal, la hipoxia, la hipotension,
las infecciones repetidas de la derivacion y la discapacidad visual grave, se asocian con un
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peor prondstico. El pronostico es reservado, pero no es necesariamente malo para los
pacientes infectados.?
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La patogenia en un paciente con toxoplasmosis congénita puede deberse a factores del
hospedero (feto) una vez que ocurrid la infeccion; el Gnico estudio que ha analizado esto
directamente en poblacion caucésica mostrd que el alelo DQ3 del HLA se asocia con
desarrollo de hidrocefalia. Por otro lado, si un feto se infecta hacia el final del embarazo
con cepas de tipo 11, tiene una probabilidad cercana al 80% de nacer sin problemas clinicos
aparentes, lo cual es congruente con su mayor capacidad de respuesta inmune, aunque
posteriormente puede desarrollar secuelas. Algunos pacientes nacen con signologia
sistémica; si bien esto puede deberse a infecciones por tipos mas virulentos de T. gondii,
(tipo I o atipicas), el perfil de respuesta inmune que presentan algunos de estos pacientes
puede jugar un papel preponderante. 354041

Por lo anterior, se puede concluir que hay controversia e informacién escasa con respecto al
papel de la respuesta inmune del neonato infectado congénitamente por T. gondii en
relacion a la presencia de manifestaciones clinicas, su gravedad y su localizacion.

JUSTIFICACION

Se conoce poco acerca de la relacion entre la respuesta inmune y el perfil clinico del
paciente con toxoplasmosis congénita. Con los resultados de este proyecto de investigacion
translacional, en el que se buscO encontrar esta relacion entre el perfil de la respuesta
inmune (Thl regulada vs Thl no regulada o Th2) y el perfil clinico del paciente con
toxoplasmosis congénita (presencia de manifestaciones clinicas localizadas/neurologicas vs
diseminadas, y leves vs moderadas/graves), pueden buscarse marcadores pronosticos a
futuro en los pacientes infectados por este protozoario, que permitan predecir el riesgo de
desarrollar manifestaciones clinicas durante el primer afio de vida, y con ello dar un
seguimiento mas estrecho a los pacientes que presenten un perfil inmune de riesgo clinico.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre el perfil de respuesta inmune del paciente con toxoplasmosis
congénita (Thl regulada vs Thl no regulada o Th2) y el perfil clinico (presencia de
manifestaciones clinicas localizadas/neuroldgicas vs diseminadas o cuadro clinico leve vs
moderado/grave) durante su primer afio de vida.

HIPOTESIS

El perfil inmune Thl regulado se relaciona con manifestaciones clinicas
localizadas/neuroldgicas en pacientes con toxoplasmosis congénita, mientras que el perfil
inmune Thl no regulado y el perfil inmune Th2 se relacionan con manifestaciones clinicas
diseminadas o cuadro moderado/grave.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

Seguimiento de una cohorte (descriptivo, longitudinal)

Poblacion objetivo

Pacientes con infeccidn congénita por Toxoplasma gondii confirmada

Poblacién elegible

Pacientes con diagnostico de infeccién congénita por Toxoplasma gondii que acudieron al
Instituto Nacional de Pediatria referidos por cualquiera de las siguientes centros:

-Centro de Salud “Dr. Gustavo A. Rovirosa”

-Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”

-Instituto Nacional de Perinatologia durante marzo 2014 a febrero 2016, detectados
prenatalmente, al nacimiento o durante los primeros 7 dias de vida.

Criterios de seleccién

Cohorte: Pacientes con infeccion congénita por Toxoplasma gondii diagnosticados
prenatalmente, al nacimiento o durante los primeros 7 dias de vida.

Criterios de inclusion: Se incluyeron pacientes con infeccidn congénita por T. gondii,
detectados por tamiz prenatal, postnatal o hallazgos clinicos y de laboratorio
confirmatorios, que contaron con perfil inmunoldgico realizado durante los primeros 7 dias
y cuyas madres aceptaron el estudio mediante consentimiento informado.

Criterios de exclusion: Se excluyeron pacientes infectados a quienes no fue posible realizar
perfil inmunoldgico durante los primeros 7 dias de vida.

Criterios de eliminacion: No se eliminaron pacientes, ya que no hubo pacientes que dejaran
de acudir a revision, que decidieran salir del estudio, que suspendieran tratamiento o en
quienes se hubiera encontrado alguna inmunodeficiencia.

Estrategia general

En las figuras 10 a la 14 se muestran los esquemas para el diagnostico de la infeccion
congénita y para la determinacion del perfil inmune.

Diagnodstico de infeccion congénita. Algunos pacientes fueron detectados como
sospechosos in utero a través de serologia a madres del INPer o del Centro de Salud “Dr.
Gustavo A. Rovirosa” (tamiz prenatal). Se diagnosticaron por tamiz postnatal (provenientes
del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez) o bien porque llegaron al INP por
manifestaciones clinicas. Al nacimiento se tomé sangre periférica o de cordon umbilical
para diagnosticar infeccion fetal por pruebas serolégicas (IgM, IgA y neoanticuerpos IgG
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por western blot), bioensayo en raton y PCR en tiempo real (QPCR). En caso de diagnostico
de infeccion congénita, se prescribié tratamiento durante un afio al nifio y seguimiento
clinico, de acuerdo con lo recomendado internacionalmente.

Estudio de perfil de respuesta inmune. De sangre periférica o del cordon umbilical se
extrajeron las células mononucleares periféricas para realizar ensayos de estimulacion con
antigenos de T. gondii, para determinar el perfil de la respuesta inmune, por medio de
citometria de flujo (proliferacion de linfocitos y perfil de citocinas) y ELISA indirecto para
todas las clases y subclases de anticuerpos anti-T. gondii.

Evaluacion clinica. Oftalmoldgica, audioldgica, neuroldgica e infectoldgica de los
pacientes, buscando los signos caracteristicos de las formas graves y cualquier indicio de
secuela. A todos los casos se les examind durante un afio.

Se buscé la relacién entre el perfil de respuesta inmune y el perfil clinico.

Muestras y estrategia experimental

Parto

Sangre periférica,
de cordon
umbilical (recién
nacido) y de la
madre

Sangre embebida

en papel filtro Suero/plasma Sangre total
ELISA de ELISA de
captura: IgM o captura: IgM o Células blancas
Western blot Western blot

Western blot: IgG Western blot: IgG Dnga(ﬁggii;o
(neoanticuerpos) (neoanticuerpos) (PCRq)
Bioensayo o

cultivo celular

Figura 10. Estrategia del estudio donde se inserta este protocolo. Se ejemplifica la realizacion de
tamiz postnatal.
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Titulos de IgG contra T.
gondii en suero del nifio
mayores que los de la

madre

1gG positiva contra T. gondii
después de los primeros 12
meses de vida

Aumento de titulos de IgG

contra T. gondii en 2
muestras tomadas con 3
semanas de diferencia
Caso de toxoplasmosis
congénita

Deteccion de
neoanticuerpos IgG contra
T. gondii por Western Blot

IgM contra T. gondii

PCR para T. gondii

Figura 11. Diagrama de las pruebas que se realizaron para confirmar el diagnéstico de
toxoplasmosis congénita.

Clasificacién
clinica
Localizada: 1 delas sig
Audioldgicas — L
Neuroldgicas
Hipoacusia
Prematurez, bajo peso al e
PP A Otras RPM, CC, pardlisis,
nacimiento, ictericia, es) as’tipéidad '
hepatomegalia, P L
! | | microcefalia,
. ’ alteraciones LCR,
linfadenopatia, exantema, calcificaciones,
fiebre, anemia, eosinofilia, hid falia
neumonitis Oculares — 1drocelalia
Retinocoroiditis, uveitis,
vitritis, coroiditis, vasculitis,
neuritis 6ptica, retinitis
pigmentosa exterior, Diseminada
neurorretinitis, papilitis,
pseudorretinitis, catarata,
microftalmia, desviaciones
retinocoroidales,
neovascularizacién coroidal,
gliosis, franjas traccionales
vitreas

2 6 mas de las anteriores

Figura 12. Clasificacion clinica del paciente con toxoplasmosis congénita. Se incluyen las formas
localizada y la forma diseminada de la enfermedad.
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Marcaje de las células con CFSE

Preparacién de cultivos de
activacién con antigeno de T.
gondii (exp) ConA (ctrl+), sin

estimulo (ctrl-)

S s s Separacién de células
angre periférica
mononucleares
72 h extraccién de
sobrenadante para ensayo de
medicién de citocinas
secretadas al medio por arreglo
de perlas citométrico (CBA)

120 h medicién de la
proliferacion celular antigeno
especifica por citometria de
flujo

Figura 13. Estrategia para el estudio de perfil inmunolégico en sangre periférica: ensayo de
proliferacion celular y CBA

pa—

Respuesta inmune Respuesta inmune Anticuerpos
celular
) IFN gamma, IL 2, IL 12,
Thi S INE alty IgG 1, 1gG3
| [ w4wsie ||
Th2 | (inflamatoria) 1 1gG2, IgG4
Reg IL 10, TGF beta

Figura 14. Estudio de perfil de respuesta inmune
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Seguimiento clinico

Los pacientes infectados por T. gondii fueron evaluados para la busqueda de
manifestaciones de toxoplasmosis congénita: prematurez, bajo peso al nacimiento, ictericia,
hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia, exantema, fiebre, neumonitis, uveitis,
vitritis, coroiditis, retinocoroiditis, vasculitis, neuritis Optica, retinitis pigmentosa exterior,
neurorretinitis,  papilitis,  pseudorretinitis,  catarata, microftalmia, desviaciones
retinocoroidales, neovascularizacion coroidal, gliosis, franjas traccionales vitreas,
hipoacusia, retraso psicomotor —leve, moderado o grave-, convulsiones, paralisis,
espasticidad, microcefalia, alteraciones del liquido cefalorraquideo, calcificaciones
intraparenquimatosas, hidrocefalia. Ademéas de la valoracion mensual en el Servicio de
Infectologia (donde se buscd intencionadamente hepatomegalia, esplenomegalia,
linfadenopatia, exantema, fiebre, anemia, eosinofilia 0 neumonitis), se evalu6 fondo de ojo
por parte del servicio de Oftalmologia cada 6 meses, se realizd tamiz auditivo por parte de
Audiologia al ingreso del paciente y se realizé valoracién neurolégica completa (en busca
de retraso psicomotor, convulsiones, paralisis, espasticidad, microcefalia o hidrocefalia) por
el servicio de Neurologia, cada 6 meses. Asimismo, se llevd a cabo seguimiento mediante
una evaluacion longitudinal del desarrollo psicomotor por parte del Laboratorio de
Neurodesarrollo: se efectuaron estudios para valorar la integridad neuroldgica, que
incluyeron la prueba de Braselton dentro de los 3 primeros dias de vida, y la escala de
desarrollo infantil de Bayley al mes, 6 y 12 meses de vida. Los pacientes con retraso
psicomotor acudieron por lo menos una vez al mes. Los estudios complementarios que se
efectuaron, en caso necesario, fueron electroencefalografia, US cerebral, TC craneo o RM
cerebral, y potenciales evocados auditivos y visuales del tallo cerebral.

En los nifios en que se corrobord toxoplasmosis congénita, se les indico tratamiento con el
esquema de pirimetamina mas TMP/SMX por un afo, asi como tratamiento de rescate con
acido folinico. Se corroboré el apego al tratamiento mediante biometria hematica en cada
consulta, donde se encontro, en la mayoria de los casos, neutropenia secundaria al uso de
pirimetamina.

Ubicacion del estudio

Esta tesis se insert0 en el proyecto de investigacion “Toxoplasmosis congénita. Relacion de
los polimorfismos de genes del parasito y de la respuesta inmune de la madre y del hijo con
la expresion, la actividad bioldgica, la transmision vertical y la patogenia fetal”, con No.
registro 060/2011 del INP y con apoyo de CONACYT (no. 139721), en el que se busco
analizar la relacién haplotipo/fenotipo en la toxoplasmosis congénita, esto es, identificar
polimorfismos de genes de T. gondii (haplogrupos) y perfiles de respuesta inmune
relacionados con transmision vertical o patologia fetal. Esta tesis se concentrd en la
relacion entre el perfil inmune del neonato y las manifestaciones clinicas.
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Definicién de variables

Variables cualitativas

Perfil de la respuesta inmune: De acuerdo a los resultados del nivel de expresion de las
citocinas extracelulares se formaron 2 grupos:
-con perfil no regulado
Thlsin Treg, 0
Th2
-con perfil regulado
Thl con Treg

Cualitativa, dicotémica.

Perfil clinico del paciente: se evaluaron los signos y sintomas presentes en infeccion
congénita por Toxoplasma gondii. De acuerdo a esto se formaron 2 grupos:

-con manifestaciones clinicas localizadas: manifestaciones de 1 de los siguientes apartados:
audiologicas, neurologicas, oculares, o 1 de las otras manifestaciones

-con manifestaciones clinicas diseminadas: 2 0 mas de las anteriores

Cualitativa, dicotomica.

Caso de infeccion congénita. Menor de 7 dias de vida infectado por T. gondii, demostrado
por uno 0 mas de los puntos descritos en el algoritmo, independientemente de la presencia
de signos clinicos:

Manifestaciones clinicas. Cualquiera de las siguientes:

Neuroldgicas (retraso psicomotor —leve, moderado o grave-, crisis convulsivas, paralisis,
espasticidad, microcefalia, liquido cefalorraquideo anormal, calcificaciones intracraneales,
hidrocefalia)

-Retraso psicomotor: Aparicién de hitos del desarrollo (aptitudes motrices, sensoriales,

cognitivas e interactivas) con una secuencia lenta para la edad y/o cualitativamente alterada

a lo largo de los 12 primeros meses de vida, confirmado mediante las escalas de Braselton o

Bayley. Variable cualitativa ordinal: sin retraso, retraso leve, moderado, grave.

Sin retraso: Coeficiente global de desarrollo >95%, déficit global <5%

Leve: Coeficiente global de desarrollo de 85-95%; déficit global de 5-15%.

Moderado: Coeficiente global de desarrollo de 60-85%; déficit global de 16-40%.

Grave: Coeficiente global de desarrollo de menos de 40-59%; déficit global de 41-60% o
mas.

-Crisis convulsivas: contracciones bruscas, violentas e involuntarias de un grupo muscular.
Variable cualitativa dicotomica: si/no.
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-Pardlisis: proceso anormal caracterizado por la pérdida de funcion muscular o de
sensibilidad de acuerdo a una exploracion neuroldgica detallada. Variable cualitativa
dicotomica: si/no.

-Espasticidad: hallazgo a la exploracion neuroldgica detallada que consiste en un trastorno
motor del sistema nervioso en el que algunos musculos se mantienen permanentemente
contraidos. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

-Microcefalia: anomalia congénita caracterizada por un tamafio anormalmente pequefio de
la cabeza en relacion con el resto del cuerpo y por un subdesarrollo del cerebro que
conduce a cierto grado de retraso mental. La medicién de la circunferencia de la cabeza se
encuentra mas de dos desviaciones estandar por debajo del tamafio medio para la edad v el
sexo, y presenta una frente estrecha e inclinada hacia atras, un occipucio aplanado y un
vértex puntiagudo. Variable cualitativa dicotémica: si/no.

-Liquido cefalorraquideo anormal: alteracion en el contenido de proteinas (normal:
<170mg/dl en neonatos), glucosa (normal: 1/2-2/3 partes de la glucosa sérica) o celularidad
(normal: 5-35 linfocitos/mm® en neonatos) de un liquido cefalorraquideo. Variable
cualitativa dicotomica: si/no.

-Calcificaciones intracraneales: acimulo de sales de calcio en el tejido cerebral observadas
mediante neuroimagen (ultrasonido transfontanelar, tomografia computada o resonancia
magnética). Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Hidrocefalia: acumulacion excesiva de LCR en el cerebro que ocasiona dilatacion anormal
del sistema ventricular, con o sin aumento de la presion intracraneana y vista por
neuroimagen (ultrasonido transfontanelar, tomografia computada o resonancia magnética).
Variable cualitativa dicotomica: si/no.

Oculares (retinocoroiditis, uveitis, vitritis, coroiditis, vasculitis, neuritis Optica, retinitis
pigmentosa exterior, neurorretinitis, papilitis, pseudorretinitis, catarata, microftalmia,
desviaciones retinocoroidales, neovascularizacion coroidal, gliosis, franjas traccionales
vitreas)

-Retinocoroiditis: Inflamacion de la retina y de la capa coroides del ojo observada por
oftalm6logo mediante exploracién de fondo de ojo. Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Uveitis: inflamacion de la Uvea, ldamina intermedia del ojo situada entre la esclerotica y la
retina, vista en exploracion oftalmoldgica detallada. Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Vitritis: Presencia de células inflamatorias en la cavidad vitrea documentada por
oftalmélogo. Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Coroiditis: Inflamacion de la coroides vista por exploracion oftalmoldgica. Variable
cualitativa dicotémica: si/no.
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-Vasculitis: Inflamacion de los vasos sanguineos, determinando asi deterioro u obstruccion
al flujo de sangre y dafio a la integridad de la pared vascular, en este caso referida a nivel
oftalmoldgico. Variable cualitativa dicotémica: si/no.

-Neuritis optica: Inflamacion del nervio dptico que puede originar una pérdida de vision
parcial o completa repentina, documentada por oftalmélogo. Variable -cualitativa
dicotomica: si/no.

-Retinitis pigmentosa exterior: Desorden que involucra la retina del ojo y causa reduccion o
pérdida, de forma gradual y progresiva, en su habilidad para sentir la luz, visto en
exploracion oftalmoldgica detallada. Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Neurorretinitis: Inflamacion de la retina y del nervio optico del ojo documentada por el
servicio de oftalmologia. Variable cualitativa dicotémica: si/no.

-Papilitis: Edema de la papila Optica secundaria a inflamacién o compresién, vista en
exploracion de fondo de ojo. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

-Pseudorretinitis: Degeneracion pigmentaria de la retina referida por oftalmologo. Variable
cualitativa dicotomica: si/no.

-Catarata: opacificacion total o parcial del cristalino que provoca que la luz se disperse
dentro del ojo y no se pueda enfocar en la retina, creando imagenes difusas y problemas
para apreciar los colores y cambios de contraste. Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Microftalmia: anomalia congénita que se caracteriza por un tamafio anormalmente
pequefio del globo ocular, diagnosticado clinicamente con la observacion del globo ocular
por parte de un oftalmoélogo. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

-Desviaciones retinocoroidales: Direccion viciosa o anormal de la retina y coroides,
referida por oftalmélogo. Variable cualitativa dicotémica: si/no.

-Neovascularizacion coroidal: aparicion de nuevos vasos coroideos, acompariados de tejido
conjuntivo, como respuesta a situaciones de isquemia prolongada, documentada por el
servicio de oftalmologia. Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Gliosis: Modificacion de la relacion normal entre el tejido neurorretinal y el tejido de
sostén que se produce en los casos de displasia retiniana, produciéndose un excesivo
crecimiento de los segundos para compensar la aplasia de los primeros. Variable cualitativa
dicotomica: si/no.

-Franjas traccionales vitreas: Alteraciones causadas por el desprendimiento incompleto del
vitreo con traccion persistente en la macula, con cambios cistoides y disminucion de la
agudeza visual, visto por oftalmélogo. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

Audioldgicas (hipoacusia)
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-Hipoacusia: pérdida de la capacidad auditiva con dificultad o imposibilidad para la
audicién normal, encontrada mediante tamiz auditivo o potenciales evocados auditivos.
Variable cualitativa dicotomica: si/no.

Otras (prematurez, bajo peso al nacimiento, ictericia, hepatomegalia, esplenomegalia,
linfadenopatia, exantema, fiebre, neumonitis).

-Prematurez: Nacimiento previo a completar 37 semanas de gestacion. Variable cualitativa
dicotomica: si/no.

-Bajo peso al nacimiento: Peso al nacer menor a 2,500 g. Variable cualitativa dicotomica:
si/no.

-Ictericia: Coloracion amarillenta de la piel y mucosas debida a un aumento de la
bilirrubina que se acumula en los tejidos, sobre todo aquellos con mayor nimero de fibras
elasticas. Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Hepatomegalia: Aumento patologico del tamafio del higado corroborado mediante
percusion del 6rgano a nivel del borde superior, a lo largo de la linea medio-clavicular, o
mediante palpacion del borde hepatico inferior (medicion de la distancia entre el margen
costal derecho y el borde hepético inferior, a nivel de la LMC, en posicion supina y al final
de la espiracion). El higado puede ser palpado hasta 3 cm debajo del borde costal derecho
en el neonato, 2 cm bajo el reborde costal en lactantes, y 1 cm hasta la edad de 7 afios. El
tamafo total del higado a la semana de edad es de 4.5a 5 cm, a los 12 afios de 7 a 8 cm en
los nifios y de 6 a 6.5 cm en las nifias. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

-Esplenomegalia: agrandamiento patologico del bazo, encontrado mediante palpacion del
mismo a 2 cm por debajo del reborde costal (estando el paciente en decubito supino, palpar
desde la pelvis en direccion al reborde costal izquierdo durante la inspiracion profunda).
Variable cualitativa dicotomica: si/no.

-Linfadenopatia: aumento de volumen de un ganglio linfatico confirmado por medicion con
cinta métrica (>0.5 cm en regidn epitroclear, 1.5 cm en region inguinal y 1 cm en el resto
de las regiones linfaticas). Variable cualitativa dicotdmica: si/no.

-Exantema: Erupcion cutanea consecuencia de esta enfermedad infecciosa. Variable
cualitativa dicotémica: si/no.

-Fiebre: Aumento patoldgico de la temperatura corporal igual o mayor a 38°C. Variable
cualitativa dicotémica: si/no.

-Anemia: disminucion de la hemoglobina por debajo de los limites normales (en nifios
<11g/dl). Variable cualitativa dicotomica: si/no.

-Eosinofilia: presencia de >500 eosindfilos/mcl en sangre periférica. Variable cualitativa
dicotomica: si/no.
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-Neumonitis: inflamacién pulmonar limitada al intersticio donde existe exudado
inflamatorio alrededor de los alveolos. La imagen radioldgica muestra un patron
intersticial. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

Manifestaciones clinicas localizadas/neuroldgicas. Manifestaciones Unicamente de sistema
nervioso central, ya sea retraso psicomotor (leve, moderado o severo), crisis convulsivas,
parélisis, hidro/microcefalia, calcificaciones intracraneales, liquido cefalorraquideo
anormal, espasticidad. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

Manifestaciones clinicas diseminadas. Manifestaciones de dos o mas de los siguientes
apartados: audioldgicos, neuroldgicos u oculares. En el caso de otros, dos 0 mas de estas
manifestaciones. Variable cualitativa dicotomica: si/no.

Manifestaciones clinicas leves. Manifestaciones que no ponen en riesgo la vida y donde los
pacientes pueden recibir tratamiento de forma ambulatoria.

Manifestaciones clinicas moderadas/graves. Manifestaciones que ponen en riesgo la vida
y/o requieren hospitalizacion.

Variables cuantitativas

indice de proliferacion. Se mide con indice de reactividad de los linfocitos. Variable
numerica continua.

Niveles de citocinas. Los niveles de citocinas se miden en ng/mL, por lo que son
cuantitativas, numéricas continuas.

Niveles de anticuerpos. Los niveles de anticuerpos se miden en unidades de absorbancia,
por lo que son numéricas continuas.

-Con las dos anteriores, que se dicotomizaron con base en punto de corte en positivos o
negativos, se construyeron las siguientes variables:

Perfil (fenotipo) de respuesta inmune:

-Th1 requlado (expresion de anticuerpos y citocinas Thl 1gG1/IgG3, IFN-y/IL-12/TNF-a +
IL-10 y/o TGF-B).

-Th1 no regulado o Th2: (1gG1/1gG3, IFN-y/IL-2/IL-12/TNF-a sin IL-10 o0 TGF-B; o bien
1gG2/1gG4/IgE, I1L-4/IL-5/IL-6).

Variable cualitativa dicotomica.

Tamaiio de muestra

Originalmente, se planed que el tipo de estudio fuera cohorte descriptiva longitudinal. Asi,
se calculd el tamafio de muestra del presente estudio para apoyar la hip6tesis de que entre
los pacientes infectados por Toxoplasma gondii con Th1l no regulado y/o Th2 aumentaba la
probabilidad de presentar manifestaciones clinicas diseminadas durante el primer afio de
vida, utilizando la siguiente férmula:
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n

2
2 (Zl—a/z V 213(1 - 13) + Zl—ﬁ\[PNo regulado(1 - PNo regulado) + PRegulado(1 - PRegulado))

2
(PNO regulado PRegulado)

Donde:

n.

Tamafio de muestra de un grupo de comparacion (perfil inmunoldgico regulado y no

regulado)
Z1_q/2- Valor de Z que corresponde al nivel de probabilidad del error tipo |
Z1-p: Valor de Z que corresponde al nivel de probabilidad del error tipo II

P

. Proporcion media de manifestaciones clinicas de los dos grupos sometidos a la

comparacion

Pno regulado- Proporcion de los casos que presentan manifestaciones clinicas diseminadas al
afio de vida en el grupo de nifios con perfil inmunolégico no regulado

Pregulado- Proporcion de los casos que presentan manifestaciones clinicas diseminadas al
afio de vida en el grupo de nifios con perfil inmunolégico regulado

Se consider6d adecuado suponer que en el grupo de nifios con perfil inmunoldgico no
regulado, 80% tendria manifestaciones clinicas diseminadas, y en el grupo regulado 40%
tendria manifestaciones clinicas diseminadas.

Probabilidad del error tipo I y 11 se establece p<0.05 y p<0.2, respectivamente, por lo que
Z1_00s5/2 = 1.96Y Z;_, = 0.84. Entonces,

2(1.96(2% 0.6 x (1 - 0.6) + 0.84/08 x (1 0.8) + 04 x (1 - 0.4))2
(0.8— 0.4)2

n =

=446 = 45

Por tanto, en cada uno de los dos grupos se requerian 45 casos. Dado que no se alcanzé el
tamafo de muestra, se limito a describir los hallazgos en el seguimiento de 17 casos.

Analisis estadistico

Estadistica descriptiva con distribuciones de frecuencias relativas y absolutas para variables
categdricas. Para variable numéricas continuas, como los indices de proliferacion o la
concentracion de citocinas, se us6 comparacion de medias por t de student o U de Mann
Whitney dependiendo de la distribucion. Se realiz6 ademas prueba exacta de Fisher una vez
que se dicotomizaron las variables como positivas 0 negativas. Se utilizd el paquete
estadistico SPSS 21.0.

Aspectos éticos

El proyecto de investigacion fue disefiado conforme a la normativa internacional y nacional
de estudios en seres humanos de acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud, (articulos 67, 68, 69). No se tratd de un estudio de
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intervencion, sino observacional, y los casos fueron intervenidos médicamente de acuerdo a
los estandares internacionales, nacionales y de los propios Institutos donde se llevé a cabo
el manejo de los pacientes, ofreciéndoles tratamiento. Se asegurd la confidencialidad de los
datos de los pacientes. Se siguieron las guias de buenas practicas clinicas. Los padres o
tutores de los menores firmaron carta de consentimiento informado, aprodaba por el Comité
de Etica en Investigacion, como parte integral del proyecto en el que se insertd la presente
tesis: “Toxoplasmosis congénita. Relacion de los polimorfismos de genes del parasito y de
la respuesta inmune de la madre y del hijo con la expresion, la actividad bioldgica, la
transmision vertical y la patologia fetal” con nimero de registro en el INP 060/2011.
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RESULTADOS

Aspectos clinicos

De los 17 casos de toxoplasmosis congénita, 12 se confirmaron antes del dia 13 de vida, en
parte gracias al tamiz pre y posnatal. Nueve fueron pacientes del sexo masculino y ocho del
sexo femenino. La mayoria de los pacientes nacieron a término, s6lo cinco fueron
pretérmino. Tres pacientes cursaron con peso bajo para la edad gestacional y dos con peso
muy bajo para la edad gestacional, todos ellos fueron pacientes de término (cuadro 3). Dos
pacientes murieron in utero, por lo que no fue posible realizarles respuesta inmune.

No hubo un predominio de sexo afectado, y en 12 de 17 casos (70.5%) se presentaban
complicaciones ya desde la gestacion (desde amenaza de aborto hasta oligohidramnios o
hidropesia fetal), como es esperado en los casos graves.

Dentro de las manifestaciones clinicas y radioldgicas, los pacientes presentaron cierto grado
de retraso psicomotor (ocho pacientes leve, dos pacientes moderado y tres pacientes grave);
cinco se encontraron espasticos, cinco también con calcificaciones intracraneales, cuatro
con hidrocefalia, uno con microcefalia y otro mas con ambas alteraciones. Ademas se
reporto atrofia cerebral en cuatro casos, alteracion de la via visual en potenciales visuales
en tres casos, y una de las siguientes manifestaciones en distintos casos: macrocefalia,
hemorragia intracraneal, asimetria ventricular, hiperproteinorraquia y sindrome convulsivo
que correlaciono por electroencefalograma (cuadro 3).

De las manifestaciones oculares, s6lo en dos pacientes se reportd retinocoroiditis, otras
manifestaciones a este nivel fueron: de un mismo paciente microftalmia y catarata
congénita bilateral, de otro paciente desprendimiento retiniano total bilateral y hemorragias
subcoroideas bilaterales, y finalmente en otro hemorragia subhialoidea y retiniana, los
altimos dos también con uveitis (cuadro 3).

De las manifestaciones audioldgicas, tres pacientes cursaron con hipoacusia (cuadro 3).
Finalmente, de las manifestaciones generales, siete pacientes presentaron hepatomegalia y
cinco esplenomegalia, seis cursaron con ictericia. Otras manifestaciones encontradas
fueron: trombocitopenia en dos casos, y uno de los siguientes en distintos casos:
linfadenopatias generalizadas, anemia, leucopenia y rash petequial (cuadro 3).

Los pacientes que fueron diagnosticados posterior a la sospecha clinica presentaron mas
manifestaciones clinicas que aquellos pacientes detectados por medio de tamiz pre o
posnatal. Aun asi, entre los pacientes detectados por tamiz prenatal hubo casos
sintdmaticos, los cuales presentaron retraso psicomotor leve, espasticidad y hepatomegalia
(cuadro 3).

Los pacientes detectados por tamiz posnatal presentaron mas manifestaciones que aquellos

que provenian del protocolo de tamiz prenatal, tales como retraso psicomotor leve,
moderado o grave, espasticidad, hidrocefalia, microcefalia, calcificaciones intracraneales,
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atrofia cerebral, hemorragia intracraneal, hemorragia subhialoidea y subretiniana, uveitis,
hipoacusia, ictericia, hepatomegalia, esplenomegalia y linfadenopatias generalizadas
(cuadro 3).

Finalmente, los pacientes detectados como casos clinicos cursaron con el mayor nimero de
manifestaciones como retraso psicomotor leve o grave, crisis convulsivas con alteracion en
EEG, hiperproteinorraquia, hidrocefalia, microcefalia, macrocefalia, calcificaciones
intracraneales, atrofia cerebral, asimetria wventricular, retinocoroiditis, microftalmia,
hemorragia subcoroidea, desprendimiento de retina, uveitis, catarata, hipoacusia, ictericia,
hepatomegalia, esplenomegalia y rash (cuadro 3).

En cuanto a la localizacidn, los pacientes detectados a través de tamiz prenatal presentaron
Unicamente clinica neuroldgica (localizada), mientras que los pacientes diagnosticados a
través de tamiz posnatal o por manifestaciones clinicas presentaron clinica neuroldgica
(localizada) o diseminada (cuadro 3).

Asimismo, en cuanto a gravedad, los pacientes que fueron detectados a traves de tamiz
prenatal presentaron solo clinica leve, mientras que aquellos diagnosticados a través de
tamiz posnatal o por manifestaciones clinicas cursaron con clinica desde leve a grave. Se
presentaron seis defunciones, en todos los casos el diagnostico se realizd hasta que se
presentaron como casos clinicos (cuadro 3).

En cuanto a las pruebas diagndsticas para confirmar infeccion por T. gondii en los 17
pacientes, todos los pacientes evaluados tuvieron anticuerpos 1gG especificos evaluados por
ELISA; 10 (59%) fueron positivos o sospechosos de neo-anticuerpos IgG en Western blot,
y 12 (71%) tenian anticuerpos IgM (Cuadro 4). Doce de los 17 pacientes (71%) tuvieron
PCR positiva, uno de ellos en el pulmdn de un ratén inoculado con la muestra de liquido
amniotico durante el embarazo (bioensayo). Hubo cinco casos en los que los titulos de 1gG
en ELISA fueron mas altos en los nifios que en sus madres 0 aumentaron en muestras
consecutivas del recién nacido. Sélo dos pacientes presentaron cuatro pruebas de
toxoplasmosis congénita positivas, seis pacientes presentaron tres pruebas positivas, otros
seis tenian dos y tres solo una (Cuadro 4). Asi, el diagnostico de laboratorio requirio de las
cuatro pruebas disponibles para optimizar la sensibilidad.

Cabe describir a continuacion dos casos de especial importancia:

El primer caso presentd coinfeccion por T. gondii y citomegalovirus. Se documentd in
utero restriccion del crecimiento intrauterino, hidrocefalia y oligohidramnios. Al
nacimiento, se corrobord que hubo restriccion del crecimiento intrauterino y peso bajo para
la edad gestacional, en quien se diagnosticé la coinfeccion grave y diseminada a los cuatro
dias de vida extrauterina.

El diagndstico de toxoplasmosis reveld avidez de IgG elevada -lo que sugiere una etapa
temprana de infeccion intrauterina- a pesar de estar cursando la fase aguda, demostrada por
el incremento en la titulacion de anticuerpos IgG por ELISA, aungue la PCR fue negativa.
El diagndstico de infeccion por citomegalovirus se confirmé a través de PCR en tiempo
real.
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El paciente recibio tratamiento para ambas infecciones, requirié hospitalizacion prolongada
y presento secuelas importantes. Dado que la toxoplasmosis y la infeccion por CMV tienen
caracteristicas clinicas superpuestas, las pruebas de laboratorio son cruciales para el
diagndstico diferencial, lo que en este caso permitié documentar ambas infecciones.

El segundo caso nos parecié relevante debido a que se encontré anoftalmia, hendidura
facial tipo 111 izquierda y toxoplasmosis congénita, asociacion no descrita previamente en la
literatura. La madre presentaba un embarazo intrauterino con producto gemelar bicorial
biamnidtico pero se reportd posterior involucion de uno de los sacos. En el octavo mes se
document6 defecto palatino completo unilateral en el feto.

El tamiz auditivo demostré hipoacusia bilateral. La prueba de PCR fue negativa; el ELISA
IgG positivo con avidez alta; por Western Blot, la IgM se reportd indeterminada y la 1gG
positiva con presencia de neoanticuerpos comparado de forma simultanea con el suero de la
madre, de quien se demostrd IgG también con avidez alta por ELISA; IgM e 1gG positivos
por Western Blot, y PCR negativa.

Se realiz6 tomografia de craneo, donde se observé hendidura oblicua izquierda oro
orbitaria, defecto parasagital izquierdo con ausencia de paladar 6seo y blando en el mismo
lado, vestibulo izquierdo estrecho, atresia de coanas bilateral, cornetes izquierdos
hipoplasicos, ausencia de globo ocular y nervio Optico izquierdos, con musculos
extraoculares hipoplasicos.

Recibio tratamiento para T. gondii y se realizo la primera cirugia para correccion de defecto
anatomico. La biopsia de mucosa del sitio de la anoftalmia demostré pseudoquistes de
Toxoplasma gondii. Se corroboro el diagndstico por inmunohistoquimica y PCR en el
tejido.>
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Cuadro 3. Aspectos demograficos, caracteristicas prenatales, manifestaciones clinicas, radioldgicas, localizacion y severidad de los 17
pacientes infectados congénitamente por Toxoplasma gondii

Cuadro 3. Hallazgos clincos en los casos de toxoplasmosis congénita

Origen  Caso Datos clinicos en Scma".n,s de Peso al ,Ed’fi ’,l Icteri- Hepato- Espleno- Re“"f” Otras ip E: Calcif i i i Retraso . Otros Localizaciéon ~ Gravedad de la
. Sexo gestacional . diagnéstico . " . coroi- . N y N Otros neurolégicos . Otros hallazgos ocaza wvedac ¢
del caso nimero el embarazo nacimiento  Macimiento (2) (dias) cia megalia megalia ditis oculares sia nes microcefalia  psicomotor sistemas infeccién infeccién

1 M Oligohidramnios 41 2838 (bajo) 0 - + - - - Cabeza en gota microretrognatia

Tamiz 2 Amenaza de aborto 39 3080 0 - - - - - - - Leve Neurolégico Leve
prenatal Bree -
reeclampsia, .
3 M colestasis hepatica 40 3260 0 Quisteen TC
Hematoma . . . ) Puarpura fulminante secundaria a P
4 M . 24 + + + - - - Microcefalia Atrofia cerebral I Disemin: Lev
placentario 38 50 (bajo) 3 ofia cerebra deficiencia de proteina C seminado eve
Potenciales visuales Llnfafienopal
Leve con alteracion de la " r”:isz d
5 E Precclampsia 37 1615 (muy 2 Parenquima- via visual, hipertono ger:stz:icc?'as Diseminado Moderado/
P bajo) - - - : - tosas h demiembros 7 on grave
inferiores y atrofia crecimiento
Tami cerebral. intrauterino
amiz
postnatal 4 v R 40 3530 27 - - - - - - - Estenosis hipertrofica del piloro Neurolégico Leve
Moderado
7 M - 39 3180 10 - - - - - - - Atrofia cerebral Neurologico Leve
Restriccion del Uveitis O,
. i Restriccio Coinfeccio énita con CMV,
8 M FTC'T'E_"ID 38 1383 (muy 4 ~ N N R s:i)wi(:ll;;?;e: 4 Subepen- Amb s Hemorragia dlel o hldr;cele t:’l:nce(r):ﬁ’éA, FOP, daiio Diseminado Moderado/
h'r:j rau ?”IPO' bajo) Ol, hemorragia dimarias mboas rave intracraneal crecimiento  pulmonar cronico por CMV, hipoplasia grave
oliéoﬁgera:naiZs subretiniana intrauterino cerebelosa, exantema petequial
| oD
9 E Toxoplasmosis aguda 38 2840 0 _ + _ _ _ _ _ _ Neurolégico Moderado/
alas 6 SDG grave
Asimetria
ventricular
Leve secundaria a
10 F Hidrocefalia 32 2400 28 - - - - - Parenquima- c_olapso Prematurez Diseminado Moderado/
tosas ventricular, EEG grave
con actividad
epiletiforme, crisis
convulsivas
Restriccion de Microftalmia y Periventricul . Restriccion
S Moder:
crecimiento N catarata aresy Atrofia cerebra_lv, del N . . . N oderado/
11 F . N 38 1945 (bajo) 28 + + + - o + : " : PEV con alteracion o Leucopenia, trombocitopenia Diseminado grave,
intrauterino e congénita parenquimat Hidrocefalia de la via visual crecimiento def "
hidrocefalia bilateral osas Vi intrauterino efuncion
Uveitisy Grave
Caso desprendimien Hiperproteinorraqui
P I . to completo de ad4g/dL, PEV con Moderado/
clinico Oligohhidrmanios e S o P . - —

12 M hidrocefalia 32 1700 12 + + + +  retina bilateral, + - alteracion grado IV Prematurez Calcificaciones intrahepaticas Diseminado grave,
hemorragia con dispersion defuncion
subcoroidea temporal-cortical

bilateral
13 M - nr 30 + + + Leve Macrocefalia Colestasis Diseminado M%?Z:f‘edol
Moderado/
14 F nr + + + Rash petequial Diseminado grave, muerte
perinatal
. . : . P Moder:
15 M Hidrops fetalis 24 0 Hidrops fetalis Diseminado grac\’/?ee :l?ict)(/)
Hidrops fetalis y I Moderado/
16 F polihidramnios a 0 Diseminado grave, 6bito
Colestasis, ascitis, trombocitopenia, Moderado/

17 F Parto prematuro 26 7 + - - Prematurez " anemia PN piseminado grave,

defuncion

PEV= potenciales evocados visuales
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Cuadro 4. Métodos diagndsticos confirmatorios en los 17 casos de infeccion congénita por
Toxoplasma gondii

Caso Avidez 19G Aumento 1gG IgM  PCR Técnicas diagnosticas
1gG WB IgG enel neonato  WB
tiempo >
madre

1 alta neo - - + - 1gG WB con neoanticuerpos, 1gM

2 baja neo - - + + 1gG WB con neoanticuerpos, IgM, PCR

3 NR + - - + +*  IgM, bioensayo en raton

4 alta neo - - + - 1gG WB con neoanticuerpos, 1gM

5 Limit neo - - + + 1gG WB con neoanticuerpos, IgM, PCR

6 baja neo + - - + 1gG WB con neoanticuerpos, baja avidez con elevacion de IgG por ELISA,
PCR

7 Limit + - - + + IgM, PCR

8 alta neo + - + - 1gG WB con neoanticuerpos, 1gM, elevacion de titulos de IgG por ELISA

9 alta neo - - - + 1gG WB con neoanticuerpos, PCR en LA

10 alta + - - + ind IgM

11 Limit neo - + + - 1gG WB con neoanticuerpos, 1gM, IgG neonato > IgG madre

12 baja neo + + - + Elevacion de titulos de IgG por ELISA, 1gG neonato > 1gG madre, 1gG WB
con neoanticuerpos, PCR

13 baja neo - - + + 1gG WB con neoanticuerpos, IgM PCR

14 baja  NR - - + +  IgM,PCR

15 NR - nr nr - + PCR en muestra de cordon umbilical

16 NR - nr nr - + PCR en muestra de cordon umbilical

17 alta + + + + + Elevacion de titulos de 1gG por ELISA, IgG neonato > 1gG madre, I1gM,
PCR

NR= no realizado, limit= limitrofe, neo= neoanticuerpos, LA= liquido amniético, ind=

indeterminado (muestra insuficiente)

Relacién de cuadro clinico con perfil de repsuesta inmune

En cuanto a la relacion entre el perfil clinico y la respuesta inmune, se encontraron algunas
diferencias entre grupos clasificados de acuerdo a la gravedad, si bien ninguna tuvo
significancia estadistica. Por ejemplo, en cuanto a gravedad, se presentd mayor indice de
proliferacion linfocitaria, tanto de linfocitos totales, como los CD8+ y CD19+ en aquellos
pacientes con cuadros moderados/graves que en los pacientes con clinica leve (figura 15).

El TNF-alfa y el IFN-gamma fueron producidos de forma muy similar por todos los
pacientes, fuesen con clinica leve o moderada/grave (figura 16). Sin embargo, el TGF-beta
se produjo mas en los casos leves que en los moderados/graves (figura 16).
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Figura 15. indice de proliferacion celular de linfocitos totales, CD3+, CD4+, CD8+ y CD19+ en
pacientes con clinica leve VS moderada/grave. La linea negra es la mediana de cada grupo,
mientras que la linea roja muestra el valor de corte.
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Figura 16. indice de produccion de TNF-alfa, IFN-gamma y TGF-beta en pacientes con clinica
leve VS moderada/grave. La linea negra es la mediana de cada grupo, mientras que la linea roja

muestra el valor de corte.
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Aunque no hubo diferencia significativa en el nivel de la IL-2 entre los grupos, la mayoria
de los pacientes con clinica leve la produjeron, mientras que en los pacientes con clinica
moderada/grave s6lo uno la produjo en un nivel muy bajo (figura 17). En cambio, la IL-4,
IL-5, IL-6 e IL-10se produjeron de manera muy similar en los pacientes con clinica leve y
en aquellos con clinica moderada/grave.
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Figura 17. indice de produccion de IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10 en pacientes con
clinica leve VS moderada/grave. La linea negra es la mediana de cada grupo, mientras que la linea
roja muestra el valor de corte.

En relacion a la respuesta humoral, cabe notar un mayor indice de reactividad de los
anticuerpos IgA en pacientes con clinica leve en comparacion con aquellos con clinica
moderada/grave, y ninguno de éstos los produjo (figura 18). En cambio, se produjo un
indice de reactividad muy similar de los anticuerpos de clase 1gG1, 1gG3, 1gG2 o 1gG4
entre los dos grupos, aunque cabe sefialar que los de clase 1gG4 especificamente no fueron
producidos por ningun caso moderado/grave (figura 18).

En cuanto a localizacién, se observo una proliferacién linfocitaria y de CD8 y CD19

discretamente mayor en pacientes con clinica diseminada que en aquellos con clinica
neuroldgica (localizada) (figura 19).
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Figura 18. indice de reactividad de 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4 e IgA en pacientes con clinica leve VS
moderada/grave. La linea negra es la mediana de cada grupo, mientras que la linea roja muestra el
valor de corte.
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Figura 19. indice de proliferacion celular de linfocitos totales, CD3, CD4, CD8 y CD19 en
pacientes con clinica neurolégica VS diseminada. La linea negra es la mediana de cada grupo,
mientras que la linea roja muestra el valor de corte.
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Asimismo, se observd una discreta tendencia a mayor produccién de TNF-alfa asi como
mayor proporcion de positivos, en el grupo de pacientes con clinica diseminada que en
aquellos con clinica neuroldgica (localizada) (figura 20). Aunque el IFN-gamma se produjo
en niveles similares entre los grupos (no hubo diferencia significativa), cabe resaltar que
hubo tres casos positivos (42%) dos de los cuales produjeron altos niveles, mientras que en
el otro grupo s6lo hubo un caso positivo, pero en niveles muy bajos. La produccion de
TGF-beta fue muy similar en ambos grupos (figura 20).
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Figura 20. indice de produccion de TNF-alfa, IFN-gamma y TGF-beta en pacientes con clinica
neurolégica VS diseminada. La linea negra es la mediana de cada grupo, mientras que la linea roja
muestra el valor de corte.

La IL-2 por su parte, se produjo en mayor nivel y proporcion de pacientes con clinica
neuroldgica (localizada) que en los pacientes con clinica diseminada (figura 21). Las otras
interleucinas se produjeron en niveles similares por los pacientes de ambos grupos (figura
21).

Se encontrd un indice de reactividad de anticuerpos IgA discretamente mayor en pacientes
con clinica neuroldgica (localizada) en comparacion con aquellos con clinica diseminada
(figura 22). En cambio, se produjo un indice de reactividad muy similar de IgG1, 1gG3,
1gG2 e 1gG4 entre los dos grupos.
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Figura 21. indice de produccion de IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10 en pacientes con
clinica neuroldgica VS diseminada. La linea negra es la mediana de cada grupo, mientras que la
linea roja muestra el valor de corte.
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Figura 22. indice de reactividad de IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 e IgA en pacientes con clinica
neuroldgica VS diseminada. La linea negra es la mediana de cada grupo, mientras que la linea roja
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Al dicotomizar las variables, se realizd prueba exacta de Fisher, con la cual tampoco se
encontrd significancia estadistica. Unicamente en cuanto a gravedad: la IL-2 se encontro
que se produjo en un 80% de los casos leves vs tan solo un 20% en los casos
moderados/graves (p=0.103); por otro lado, el TNF-alfa se produjo en un 40% de los casos
leves vs en 100% en los casos moderados/graves (p=0.083); y las CD8 proliferaron
especificamente en un 40% de los casos leves vs en 100% de los casos moderados/graves
(p=0.119).

DISCUSION

En esta tesis se estudié un grupo de neonatos y dos fetos infectados congénitamente por
Toxoplasma gondii en cuanto a la presentacion clinica, y se buscé si la gravedad o la
localizacion de los problemas clinicos se relacion6 con el perfil inmune de los neonatos.

En este grupo de pacientes se presentd prematurez en 29.4%, comun denominador en
cualquiera de los agentes del grupo TORCH, lo que contrasta con lo reportado por
Couvreur et al, quienes reportaron este hallazgo en sdlo un 10.9%.%° Es posible que esto se
deba a la mayor sobrevida en la actualidad de pacientes pretérmino gracias a los avances
médicos desde entonces (1984).

Esta descrito en la literatura que la triada clasica asociada, descrita por primera vez por
Sabin en 1942 y que contempla hidrocefalia, retinocoroiditis y calcificaciones cerebrales
intraparenquimatosas, es poco frecuente.®® En este estudio también se corroboré de forma
poco frecuente, pues solo el caso 13 presentd la triada clasica. Por otro lado, esta descrito
que hasta un 75% de los pacientes infectados congenitamente por T. gondii son
asintomaticos y hasta un 85% de éstos cursan con secuelas de toxoplasmosis congénita a
largo plazo.%® En la cohorte se demostrd que el 100% de los casos fueron sintomaticos
desde el nacimiento o lactancia temprana, puesto que en todos ellos se documento por lo
menos retraso psicomotor leve. Mas aun, el porcentaje de presentacion de retraso
psicomotor fue del 100% versus tan sélo un 5% reportado por Couvreur et al.>® Los
porcentajes de presentacion de otras manifestaciones clinicas tampoco fueron similares con
respecto a lo descrito en la literatura internacional, en particular: ictericia (29% VS 10%),
esplenomegalia (29% VS 41%), retinocoroiditis (12% VS 22%), hipoacusia (18% VS
10%), calcificaciones intracraneales (29% VS 11%), microcefalia (12% VS 5%) e
hidrocefalia (24% VS 4%). Lo mas probable es que la retinocoroiditis se haya presentado
en un porcentaje inferior en nuestro grupo neonatal comparado con la literatura
internacional debido a que ésta generalmente se presenta en etapas posteriores de la vida y
no desde el nacimiento. En cambio, la gran mayoria de manifestaciones sistémicas o
neuroldgicas, como la ictericia, hipoacusia, calcificaciones intracraneales, hidrocefalia y
microcefalia, se presentaron en un porcentaje considerablemente mayor en nuestra
poblacion con respecto a lo descrito por otros autores internacionales, probablemente
debido en buena medida a la virulencia de las cepas del parasito encontradas en México,
aungue también debido al diagndstico tardio y a la falta de tratamiento prenatal en algunos
casos, como se analiza mas adelante.
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La gran proporcion de casos con manifestaciones clinicas puede estar asociada con el
momento del diagnostico, ya que los signos fueron menos graves en los nifios detectados
antes del nacimiento. Cabe sefialar que las madres se sometieron a tratamiento prenatal para
evitar la transmisién vertical, y aunque ésta de todos modos ocurrid, el tratamiento pudo
disminuir la carga parasitaria y permitir una mejor respuesta fetal ante el patdgeno. De
hecho, los pacientes detectados por tamiz prenatal presentaron Unicamente clinica
localizada (neuroldgica), leve. En cambio, los pacientes detectados por tamiz posnatal
presentaron clinica diseminada en un 60% y moderada/grave en un 40%. Finalmente, los
pacientes detectados como casos clinicos presentaron manifestaciones diseminadas en el
89% y moderadas/graves en el 100%. Esto resalta la importancia de efectuar un diagndstico
prenatal temprano para iniciar tratamiento oportuno y mejorar el prondstico de la
enfermedad. Desafortunadamente, los datos presentados también sugieren que rara vez se
realiza el tamiz a mujeres embarazadas para infeccion por T. gondii, o por el resto de los
agentes del grupo TORCH. Es fundamental descartar intencionadamente infecciones
potencialmente congénitas en toda mujer embarazada, ya que frecuentemente no se piensa
en ellas, en parte porque cuando ocurren, se presentan de forma subclinica en el embarazo.
Cabe resaltar que siete pacientes se diagnosticaron al nacimiento y mas de la mitad antes
del dia 13, lo que sugiere que la toxoplasmosis en México es mas grave que en otras partes
del mundo. Entre los factores que determinan la gravedad de la infeccidn estan el momento
de la transmision vertical durante el embarazo, el perfil inmunologico de la madre o el
recién nacido, la carga del parasito y su virulencia. En este sentido, cabe resaltar que las
cepas reportadas en México son mayormente tipo | o relacionadas a éstas, las cuales son
altamente virulentas, y mas importantemente, se han encontrado binomios infectados por
dos cepas, lo que podria explicar por qué no hubo algin caso asintomatico, como se ha
reportado en paises al norte de México y de Europa. 12313536

Es fundamental resaltar los dos casos que tuvieron especial relevancia, uno debido a
coinfeccion con otro agente del grupo TORCH, y el segundo, a manifestaciones clinicas
inusuales para T. gondii, situaciones no esperadas en ambos casos después de haber
realizado una extensa revision de la literatura.

La coinfeccion entre los patégenos del complejo TORCH ha sido escasamente investigada
y hay muy pocos casos documentados de coinfeccion congénita por citomegalovirus y T.
gondii: se encontrd un informe de caso de un recién nacido prematuro con coinfeccion por
VIH, CMV y T. gondii que inicialmente no tenia evidencia de enfermedad, pero requirio
estudios de imagen repetidos y pruebas seroldgicas para confirmar el diagnostico.®® Con lo
anterior, se confirma la importancia de estudiar posibles coinfecciones entre agentes del
grupo TORCH, ya gue incrementan los problemas clinicos y las secuelas.

Por otro lado, el diagnéstico de laboratorio de la toxoplasmosis congeénita no es facil debido
a la posible variacion de resultados, como se demuestra en esta cohorte. Si bien el estandar
diagnostico es la persistencia de 1gG en el lactante mas alla del primer afio de vida -ya que
a esa edad se descartaria que un resultado positivo fuese producto de anticuerpos maternos -
no es pertinente esperar todo un afio para establecer un diagndstico de certeza, pues se
requiere tomar decision terapéutica. Asi pues, para el diagnostico de toxoplasmosis
congénita en la mayoria de los casos de esta cohorte se emplearon el resto de pruebas
diagndsticas disponibles, incluyendo ELISA I1gG con avidez, Western blot 1gG e IgM y
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PCR con bioensayo en raton. Es fundamental recalcar ciertos aspectos de estas pruebas. La
PCR puede ser negativa por la naturaleza intracelular del parésito, por lo que no
necesariamente circula en el torrente sanguineo durante la fase aguda.>*®! Esto ocurri6 en
un 29% de los pacientes detectados, lo que sugiere que el parasito estaba en los tejidos en el
momento del diagndstico y no circulaba en la sangre. Ademas, la IgM también fue negativa
en otro 29% de los pacientes diagnosticados, pero el diagnéstico definitivo en ellos se
establecié con al menos otra de las pruebas disponibles. La presencia de neoanticuerpos
IgG en el neonato por Western blot se demostré en el 59% de los casos, lo que fue decisivo
como apoyo en varios casos.’® La elevacion de titulos de 1gG a través del tiempo y los
titulos mayores de 1gG en el neonato que en la madre, apoyaron el diagnéstico en un 29%,
si bien ambas pruebas fueron menos importantes para establecer el diagndstico. Es
importante destacar que la avidez no es una prueba confirmatoria para toxoplasmosis
congénita, ya que refleja la combinacion de anticuerpos maternos con los neonatales,
porque cruzan la placenta durante el embarazo y pueden adquirirse mediante la lactancia.
Aungue Baquero et al mencionan que la avidez de 1gG no tiene interés diagnostico para el
recién nacido con probable infeccion por T. gondii, de acuerdo a los hallazgos del presente
estudio consideramos que tiene relevancia para conocer el tiempo aproximado en que se
infecto el recién nacido y poder estimar asi el riesgo de manifestaciones clinicas o secuelas,
recordando de antemano que una avidez baja sugiere una infeccion de menos de 12
semanas, mientras que una avidez alta sugiere una infecciéon mayor a este tiempo.>’ Los
resultados mostrados resaltan la importancia de combinar varios métodos de diagndstico.
Ademas, el encontrar diferentes subclases de anticuerpos IgG entre madre e hijo en ELISA
podria apoyar el diagnostico de certeza, pero falta establecer su utilidad. 523

En cuanto a la relacion entre el perfil de respuesta inmune y el perfil clinico, cabe
mencionar que no se definid un perfil Thl regulado, definido en el presente proyecto por la
produccién de IFN-gamma, 1L-2, IL-12 y TNF-alfa, asi como de anticuerpos 1gG1 e 1gG3,
seguido de la produccion de IL-10 y TGF-beta. Tampoco s encontro el perfil Thl no
regulado (definido por la produccion de IFN-gamma, IL-2, IL-12 y TNF-alfa, asi como de
anticuerpos 1gG1 e 1gG3), o el Th2 (definido por la produccion de IL-4, IL-5, IL-6, asi
como de anticuerpos 1gG2 e 1gG4). Pero se observaron algunas diferencias en la
proliferacidn linfocitaria, la produccion de algunas citocinas o en el indice de reactividad de
algunos anticuerpos que nos parecen de importancia biologica, entre los grupos,
clasificados por su localizacion o por su gravedad.

En primer lugar, se presenté mayor indice de proliferacion linfocitaria, de CD8+ y CD19+
en aquellos pacientes con cuadros diseminados o graves que en los pacientes con
localizacion neuroldgica o leve. Cabe recordar que los linfocitos CD8+ son citotoxicos para
las células infectadas por T. gondii y existe una interrelacion entre los linfocitos T CD4+ y
CD8+ tanto para la induccién de la resistencia, como para el mantenimiento de la latencia,
por lo que en cuadros mas serios se corrobord su mayor indice de proliferacion.** Lo que
Ilama la atencion es la relacion con los CD19+, pues son los linfocitos que dan lugar a las
células plasmaticas que producen los anticuerpos y se esparaba que algunas subclases
(1gG1 e 1gG3, ademas de la 1gA) se relacionaran a proteccién. La Gltima si se asocio a un
cuadro mas leve, lo cual puede deberse a que tiene un papel neutralizante, y sobre todo,
parece proteger al hospedero contra una reinfeccion. 3840
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En segundo lugar, en cuanto a la produccion de algunas citocinas, el dato méas significativo
fue que en el caso de la IL-2 se observd mayor produccion en los casos neurolégicos con
respecto a los diseminados, sugiriendo en este escenario su papel protector ya que se
encuentra dentro del perfil Thl regulado. También, la IL-2 y el TGF-beta se produjeron en
mayor nivel y por mayor proporcion de pacientes con clinica leve que en aquellos con
clinica moderada/grave, lo que corrobora la hipétesis del papel protector de estas citocinas,
reguladoras. Sin embargo, aunque no hubo significancia estadistica, al analizar la
produccion de IL-10 de acuerdo a gravedad, ésta estuvo presente en dos pacientes con
clinica moderada/grave y en ningun caso de clinica leve, contrario a lo que hubiéramos
esperado de acuerdo a nuestra hipétesis inicial, ya que se ha demostrado que desactiva los
macrofagos y reduce la destruccion de T. gondii in vitro,* por lo que regularia la respuesta
inflamatoria.

Un resultado importante y complementario a los hallazgos de TGF-beta fue que hubo
diferencias en la produccion de TNF-alfa e IFN-gamma entre los pacientes con localizacion
neurologica y aquellos con infeccion diseminada, siendo producidas por todos los neonatos
del segundo grupo y sélo por uno de los casos de infeccion localizada; la primera tiene un
papel importante en la prevencion del desarrollo de la enfermedad y la segunda es clave
para controlar la infeccion por T. gondii, ya que activa a los macrdfagos para la produccion
de 6xido nitrico. Ambas se asocian con una respuesta Thl no regulada.

No hubo diferencias en la produccion de IL-4 e IL-6 en ambos escenarios clinicos, quiza
debido a que todos nuestros pacientes presentaron manifestaciones clinicas. *

Finalmente, unas limitantes de este estudio radican en que no se buscaron células
dendriticas, macrofagos/monocitos ni células natural killer, células que se consideran
inducen la expresion de citocinas proinflamatorias como la IL-1, la IL-6 y el TNF-alfa, asi
como de la IL-12 y la IL-10. Tampoco se midi6 la produccion de otras citocinas
importantes como IL-7, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17 e I1L-23, lo que hubiera sido interesante
en términos de respuesta inmune. A pesar de no alcanzarse el tamafio de muestra necesario
para el disefio del estudio, donde se requerian 45 pacientes para cada grupo, consideramos
que los hallazgos descritos previamente son de interés bioldgico.
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CONCLUSIONES

A pesar de la baja incidencia conocida de la infeccion congénita por T. gondii, se logrd
el reclutamiento de 17 casos.

La presentacion de toxoplasmosis congénita en esta cohorte fue sintomética en todos
los casos contrario a lo reportado en la literatura e independientemente de haberse
realizado un diagndstico prenatal o no, lo que se explica tanto por la presencia de
infecciones dobles con cepas de alta virulencia como por una atencion prenatal
inadecuada. Sin embargo, las manifestaciones clinicas graves y diseminadas fueron
predominantemente en aquellos pacientes detectados de forma clinica o posnatal.

Debido a la complejidad y heterogeneidad de las manifestaciones clinicas, donde la
triada clasica se presenta en un porcentaje muy bajo, es necesario combinar varios
métodos para un diagndstico preciso.

En cuanto al perfil inmunolégico, si bien no fue posible aceptar o rechazar la hipotesis
del proyecto debido a que no se alcanzo el tamafio de muestra, y por ende no que fue
posible la medicion de las citocinas y anticuerpos en todos los casos, el hallazgo mas
significativo al evaluar la produccion de las distintas citocinas fue la mayor produccion
de IL-2, TGF-beta y anticuerpos IgA en los casos neurologicos que en aquellos
diseminados, lo que tiene interés bioldgico, pues refuerza la hipdtesis de que la
respuesta inmune debe estar regulada para ser protectora y no dafiina.
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