UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

“EFECTO PARASITICIDA DE UN AGONISTA DE LA
DEHIDROEPIANDROSTERONA ( ADHEA) EN EL PARASITO
INTRACELULAR Toxoplasma gondii”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

BIOLOGA

Presenta:
ANGELICA LUNA NOPHAL

Director de Tesis:
Dr. Jorge Morales Montor

Asesor Interno:
M. en IBSH. Angélica Flores Ramirez

PAPIIT-IN214011

México D.F. Noviembre, 2012



‘B“’Tﬂ{ﬁf”f@(
o FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

“ZARAGOZA”

DIRECCION

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted que la alumna LUNA NOPHAL ANGELICA, con nimero de
cuenta 406077701, de la carrera de Biologia se le ha fijado el dia 28 del mes
de noviembre de 2012 a las 15:00 hrs. para presentar examen profesional, el
cual tendra lugar en esta Facuitad con el siguiente jurado:

PRESIDENTE BIOL. MARIA DEL CARMEN SALGADO MEREDIZZ@

VOCAL DR. JORGE MORALES MONTOR*

SECRETARIO M. en IBSH ANGELICA FLORES RAMIREZ

SUPLENTE DRA. JUANA MONROY MORENO

SUPLENTE BIOL. ITZEN AGUINIGA SANCHEZ

A\
El titulo de la tesis que presenta es: Efecto parasiticida de un agonista de la
Dehidroepiandrosterona (ADHEA) en el parasito intracelular Toxoplasma

gondii.
Opcidn de titulacion: tesis.

Agradeceré por anticipado su aceptacion y hago propia la ocasion para
saludarle.

ATENL l\4 ENTE
“POR MI RAZ@HA CARANSL &€SPIRITU”
Mexico, D. Fwa 28=de ctubreade 2012.
-3 ‘ s T

, B -
DR. VICTQRH UEL MEND@ZA NUNEZ

RECIBI
OFICINA DE EXAMENES DR. CARLOS CASTILLEJOS CRyzZ
4

PROFESIONALES ¥ DE GRADUO JEFE DE CARRER

e ———




*DEDICATORIA*

A mi mamita que ha sido la persona mds importante en tfoda mi vida, la Unica que
siempre me ha apoyado incondicionalmente en todo lo que he decidido emprender
en la vida, ella que ha sido ejemplo de perseverancia, valor, esfuerzo, y amor

A mi papd, un hombre excepcional al cual admiro, amo y me ha apoyado siempre,
¢l me ha ensefiado nunca darme por vencida y luchar por todo lo que deseo lograr

A mi esposo y mi hija que han sido mi motivacién para superarme desde que
estamos juntos compartiendo una vida

A mis hermananitas Sariy Gabi, con las que he compartido todo, nosotras que
siempre hemos sido amigas y complices en muchas cosas, y aunque nos peleamos o
tenemos malos entendidos, siempre nos apoyamos y defendemos unas a la otra

A mi tio Juan que siempre ha sido para mi como un padre mds que un tio, de quien
siempre he recibido un apoyo incondicional y el mejor ejemplo en todo

A mi abuelita Roberta que es la mujer mds ejemplar que he conocido en toda mi
vida y de la cudl admiré su fortaleza, valores y el amor que siempre hos ha dado

"El éxito de la vida no estd en vencer siempre, sino en no desanimarse nunca.”
Andnimo.




Agradecimientos Efecto parasiticida de un agonista de la Dehideefriosterona\DHEA) en el parasito
intracelularToxoplasma gondii.

AGRADECIMIENTOS
Académicos
A la Universidad Nacional Autonoma de México poeas un orgullo formar parte de una de

las universidades mas importantes de Ameérica Lgtelanundo.

A la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza perime admitido y formado como
profesional con ayuda de sus excelentes profedersmejor carrera: BIOLOGIA.

Al Dr. Jorge Morales Montor por haberme recibidosenlaboratorio, haber confiado en mi
para desarrollar un proyecto de investigacionrdeste su laboratorio y haberme brindado su
ayuda y apoyo en todo momento de la realizaciémpdglecto, ademas por ser uno de los

mejores investigadores que he tenido el placepdecer.

A la Dra. Saé Mufiiz Hernandez, quién ha sido ms@sedurante todo el desarrollo de la
tesis, por soportarme y haber tenido mucha pa@esanmigo, pero sobre todo porque todo
lo que sé deToxoplasma gondii lo he aprendido gracias a ella que es una excelente

investigadora.

A la Maestra en IBSH. Angélica Flores Ramirez queeld mejor profesora de asignatura que
tuve durante la carrera, por haberme aconsejadeatsiamente sobre lo que pudiera hacer en
un futuro y por haber confiado siempre en mi cagatly sobre todo por haberme escuchado

y guiado cuando mas desesperada estaba en eldétela carrera.

A mis sinodales, la Biologa Maria del Carmen Sabgdierediz, la Dra. Juana Monroy
Moreno y la Bidloga Itzen Aguifiiga Sanchez, pordrate apoyado en la revision de mi tesis

y por los consejos que me dieron.

A la Bidloga Lorena Lopez Griego, Técnico Académubel laboratorio; por su ayuda,
ensefianza y asesoria durante el desarrollo dédagas que ocupé durante el desarrollo de

mi tesis. Y por la amistad y confianza que me liadado.

Al Dr. Rébmel Hernandez Bello por haberme ensefigglmas técnicas que me fueron de gran

ayuda en el desarrollo de mi tesis.

-



Agradecimientos Efecto parasiticida de un agonista de la Dehideefriosterona\DHEA) en el parasito
intracelularToxoplasma gondii.

Al Dr. José Diaz del Instituto Nacional de Cancegth por haber proveido material
indispensable para la realizacion exitosa de estgepto de tesis, y por su amable

contribucién para con la misma.

A mis comparferos de laboratorio Nelly, RosaliatliJtEli, Monse, Ana, Cristian, Hugo,
Nashla, Armando, Victor, Marlsa, Jonathan, ValeReardo, Paul, Lorena, sin olvidar a la
Dra. Karen; los que en este tiempo que llevo coermto con ellos me han aceptado como

soy y me han brindado su ayuda cuando la he refgueri

Al programa de la SEP BECANET por haberme otorgeldapoyo para tesis de licenciatura
de la convocatoria del afio 2011.

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacidmr®vacion Tecnologica PAPIIT-

IN214011 por haberme otorgado una beca de tesbkadio 2012.

Personales

A mis padres que me han brindado siempre su apayoda incondicional aun cuando me he
equivocado; por ser quienes me han dado todo chantpodido y por haberme ensefiado los
mejores valores con los que una persona puedercpecque siempre han creido en mi y me

han dado todo su amor y comprension.

A mi esposo Fernando quien a pesar de todos Itdegpnas siempre ha estado conmigo y me
ha apoyado incondicionalmente para que pudierar@rtcon mis estudios, quién siempre
ha estado a mi lado en mis desvelos, cuidado neryde nuestra hija cuando salia y a quién

amo y espero continuar con él por mucho tiempo mas.

A mi hija Cristal que es lo que mas amo en esta, & que con su llegada mas que ser un
impedimento ha sido mi principal motivo para quattale superandome dia a dia. Quién
siempre me espera con una sonrisa cuando llegd depesado en el laboratorio y hace que

olvide todo y recuerde que ella es todo para mi.

A mi tio Juan quien es uno de los hombres que ma@s ya que €l ha sido mas un padre que

un tio, el que siempre ha procurado por mi sinrtebégacion de hacerlo, solamente por el

Y



Agradecimientos Efecto parasiticida de un agonista de la Dehideefriosterona\DHEA) en el parasito
intracelularToxoplasma gondii.

gran amor que nos tiene. Gracias a €l he salidarstdeporque siempre he contado con su

apoyo, su ayuda y sus consejos.

A mis hermanas Sarita y Gabita que han sido misidentes, mis amigas y sobre todo las
mejores hermanas que alguien pueda tener. Ya g2 he contado con ellas en las buenas
y en las malas, las que siempre me han aconsajadyan felicitado y también me han
regafiado. Muchas gracias, porque ustedes sabdrietarcomo yo lo dificil que es llegar

hasta donde estamos, las amo mucho “sisteritas”.

A mi Abuelita Roberta que ha sido siempre para migtan ejemplo de valor y esfuerzo,
quien me ha ensefiado que no existe nada que tdarggrar lo que quieras, para quién los
valores son lo mas importante y en quién siempreohéado y de la que también he tenido

un apoyo y amor incondicional.

A la Dra. Saé quién ademas de haberme ensefiadtotgde s€, me ha aguantado, y ha sido
muy paciente conmigo, quién me ha aconsejado yarapbyado siempre, por ser una de las
mejores mujeres que he conocido y con los mejakseas que alguien pueda tener y por ser

de la mas absoluta confianza.

Al Dr. Jorge porque ademas de ser un excelentsstigaelor, es una persona que no solo me
ha brindado su apoyo en el ambito académico, ambién me ha dado muchos consejos que
me han servido en mi vida personal y porque tergselguridad de que es un hombre

ejemplar en quien se puede confiar.

A mis tios Roberto y Rosaura porque siempre merhastrado afecto y aprecio, por los
consejos que me han dado y porque siempre me logadp cuando se los he pedido, pero
sobre todo porque somos familia y tenemos la satighh de saber que siempre hemos estado
todos unidos.

A mis suegros porque a pesar de todo siempre memiatrado afecto y carifio, ellos que
siempre me han apoyado en el cuidado de mi hijanydomprendido lo dificil que ha sido
para mi ser madre, esposa y estudiante. Gracida gomprension, la ayuda brindada y los

consejos que sabiamente me han dado cuando heidombres.

K



Agradecimientos Efecto parasiticida de un agonista de la Dehideefriosterona\DHEA) en el parasito
intracelularToxoplasma gondii.

A mi gran amiga Yolis que desde que nos conocinensds sido las mejores amigas, juntas
hemos pasado de todo, bueno y malo y finalmenfgudssde todos estos afios estamos aqui,
titulandonos juntas como siempre habiamos quepdo,fin lo logramos Yolis. Te quiero

mucho amiguita y a lo que sigue.
A mis amigos Jessica y Rodolfo con los cualesrstad ha perdurado por muchos afos y
seguira por muchos mas, por los agradables momeaéokemos pasado juntos y por los

consejos que nos hemos dado los unos a los otros.

Finalmente y no menos importante a toda mi fangiiageneral por que tengo la satisfaccion

de tener una muy grande y sobre todo muy unidashudenas y en las malas.

Gracias a todos en general por que directa o ktdimente han sido participes en la

realizacion y finalizacion de esta tesis y est@usa que sin ustedes no se hubiera logrado.

Vil




indice. Efecto parasiticida de un agonista de la DehidarepiosteronaA\DHEA) en el parasito intracelular

Toxoplasma gondii.

INDICE GENERAL

I. Resumen

Il. Introduccion

I1l. Marco Tebrico

1.
2.

Toxoplasma gondii
Ciclo de vida

a. Replicacion sexual

b. Replicacion asexual
Formas Infectivas d€&. gondii
a. Esporozoito

b. Bradizoito

c. Taquizoitos

4. Invasion Activa

5. Invasién Pasiva

6. Toxoplasmosis

Pagina
1

A A BN

10
11

a. Tratamiento convencional contra la toxoplasmosis 2 1

b. Nuevos tratamientos

c. Dehidroepiandrosterona (DHEA)

IV. Planteamiento del problema

V. Hipotesis
VI. Objetivos

1.
2.

Objetivo general
Objetivos particulares

VII. Metodologia

1.
2.
3.

Cultivo de taquizoitos d€oxoplasma gondii
Purificacion de taquizoitos

Ensayosn vitro

16
17
20
21
22
22
22
23
23
23
23

a. Supervivencia de taquizoitos expuestos al agonista23

de la DehidroepiandrosteronaHEA)

Ensayosx vivo

23

a. Induccion de macrofagos peritoneales en ratones 23

Balb-cAnN
b. Activacién de macrofagasx vivo

24

]




indice. Efecto parasiticida de un agonista de la DehidarepiosteronaA\DHEA) en el parasito intracelular
Toxoplasma gondii.

c. Invasion y Proliferacion en macréfagos de raton de 24
taquizoitos tratados con SDHEA
5. Andlisis estadistico 26
VIIl. Resultados 27
1. Capacidad parasiticida del agonista de la27
Dehidroepiandrosterona ADHEA) en taquizoitos
extracelulares de la cepa RHHegondii
2. Capacidad de invasion de los taquizoitos tratados ¢ 29
el agonista de la DehidroepiandrosterafBHEA), en
macrofagos de peritoneo de ratén activaskosvo
3. Capacidad de proliferaciéon de los taquizoitos daga 32
con el agonista de la Dehidroepiandrosterona

(ADHEA), en macrofagos de peritoneo de raton

activadosx vivo

IX. Andlisis de resultados 36

X. Conclusiones 40

X1. Perspectivas 41

XIl. Referencias 42

XIIl. Anexos 45
Anexo 1. indice de figuras 45
Anexo 2. indice de tablas 46
Anexo 3. Preparacion de reactivos y soluciones 46
Anexo 4. Gréficas de invasion de macréfagos invalmbn 48

taquizoitos tratados por 30 miny 2 h &ibHEAy S-Paz2y

24 horas de incubacioén




Resumen Efecto parasiticida de un agonista de la DehidarafrosteronaDHEA) en el parasito intracelular
Toxoplasma gondii.

I. RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo analizagfetto parasiticida de una agonista de la
dehidroepiandrosteronADHEA) ex vivo e in vitro sobre el parasito intracelul&oxoplasma
gondii, debido a que este parédsito ocasiona la zoonostsrdeada toxoplasmosis; la cual es
una enfermedad con una alta prevalencia a nivetimljry es de gran importancia en la salud
publica debido a las patologias que la infecciGrege sobre todo en personas con su sistema
inmune comprometido, como es el caso de las pessamasindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) o personas con transplantes danig y que se encuentran en terapias de
inmunosupresion. Aunado a esto, la terapia coneaatcontra esta zoonosis que es el uso de
dos farmacos combinados con actividad sinérgicdfa(iazina-pirimetamina) ocasiona
importantes efectos secundarios y ademas no esvafeaando la enfermedad se encuentra
en estadio crénico, por lo que se buscan altemmtie tratamiento que sean mas efectivas y
gue no generen efectos secundarios.

En este estudi6 se encontré6 quABHEA posee un mejor efecto parasiticidavitro
comparado con la terapia convencional; lo que ngeeee la posibilidad de poder utilizaro
vivo para probar su efecto en un modelo murino y dereateera utilizarlo en un futuro como
alternativa en el tratamiento de la toxoplasmosis.

En los ensayoex vivo se encontré que ADHEA tiene un mejor efecto con respecto
al proceso de invasion y el tratamiento convendideaS-P posee en mejor efecto en los
mecanismos relacionados al proceso de proliferacadectando en gran medida ambos
procesos por efecto de los diferentes farmacoigadibs. Por lo anterior, es probable que al
generar un tratamiento combinado de los tres costpslADHEA-S-P, se obtenga un efecto
sinérgico, debido a que nuestros resultados muesjug ambos tratamientos actian a
diferentes niveles.

Ahora bien, resulta importante probar el efectéad®DHEA de formain vivo ya que
como se menciono anteriormente ambos tratamie&D8IEA y S-P) funcional a niveles
diferentes, y cabe la posibilidad de que, si eatréento convencional es efectivo solo en la
forma extracelularT. gondii, el tratamiento que estamos proband®HEA) al ser un
agonista de una molécula endbégena al organismamerdnas efectiva afectando al parasito

en su forma intracelular, generando asi una tesapégica.
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II. INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una zoonosis que afecta a todoanimales de sangre caliente, es
provocada por el parasiimxoplasma gondii (Nicolle y Manceaux, 1908, Tentetral., 2000;
Suarez-Hernandeat al., 2005; Ferguson, 2009), y afecta aproximadamen#® de la
poblacion mundial (Tenteat al., 2000; Mufiz y Mondrag6n, 2009). Entre las pat@sgue

la infeccién con el parasito provoca se encuentiafopatia, hidrocefalia, coriorretinitis y
encefalitis (Tenteset al., 2000). El tratamiento que se administra trad@iorente es una
terapia combinada de pirimetamina y sulfadiazima;esnbargo, un porcentaje considerable
de la poblacion presenta intolerancia a las swfadas y sus derivados (Hill y Dubey, 2002,
Dubey, 2008). A la fecha existen reportes que amlique estos compuestos atacan a los
glébulos blancos de la médula O6sea provocando aneem consecuencia la terapia
convencional va acompafada de un complemento édo #dico (Rosscet al., 2007).

La toxoplasmosis se presenta a nivel mundial, parestra un importante sesgo en el
namero de casos, siendo mayor en paises como Br@siba, en contraste con paises como
Vietnam y Corea (Muiiiz y Mondragon, 2009). Actuahtee no hay reportes que indiquen las
razones por las que se presentan importantes mtifaseen la incidencia de la infeccion entre
poblaciones o regiones, algunos factores que delpesrse en cuenta son: la carga genética,
las condiciones medio ambientales y los habitosonedes tanto alimenticios como de
higiene (Tenteet al., 2000). En este sentido, una caracteristica rotblel alto porcentaje
de consumo diario tanto de mariscos como de diseigas.

El desarrollo de nuevos farmacos para combatiini@sciones coril. gondii se ha
quedado rezagado debido a que la toxoplasmosisidea ctasificada como importante
Gnicamente para un determinado grupo social quarmds uno o mas de los sintomas
caracteristicos  (coriorretinitis, encefalitis, higmaegalia, linfadenitis hidrocefalia,
macrocefalia, calcificaciones intracraneales), @&as con su sistema inmune comprometido.
Sin embargo, aunque las personas con sistema inowmgeetente no presenten sintomas al
momento de la infeccion, corren el riesgo de deBarrde forma tardia la enfermedad,
debido a queToxoplasma es un parasito re-emergente (Mufiz y Mondragon, 9208l
tratamiento convencional es una terapia combina€adds farmacos (sulfadiazina y
pirimetamina) generalmente complementada con &gdililco, para contrarrestar la anemia
generada; por lo que resulta de vital importan@atar con tratamientos alternativos

eficientes, que carezcan de efectos secundarios.
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En México existen muy pocos grupos de investiga@ofocados al desarrollo de
nuevos farmacos con efecto parasiticida. Nuestrapayrha orientado parte de sus
investigaciones a estudiar el efecto de las hors@steroides sexuales sobre la respuesta
inmune a diferentes infecciones parasitarias. Hageénormonas estudiadas se encuentran la
testosterona, el estradiol y la dehidroepiandroeter{DHEA). Esta Ultima tiene efecto en
diferentes parasitos contentamoeba histolytica, Taenia crassiceps, Schistosoma mansoni,
Plasmodium falciparum, entre otros, ya que disminuye considerablementaalsilidad de
estos.

Hasta el momento solo se ha evaluado la respaesia hormonas en parasitos de
vida libre en el organismo hospedero; sin embapgep 0 nada se conoce del efecto que
estos compuestos podrian tener sobre parasitosddeintracelular, como es el caso de
Toxoplasma gondii. En este estudio nos propusimos evaluar el efpatasiticida de un
agonista de la DHEA, que si bien homologa la vieagelular de la hormona carece de los
efectos propios de la misma. De acuerdo a nuestlat®s el agonista de la
Dehidroepiandrosteron@&ADHEA) puede ser una alternativa de tratamientoevgucion, ya
gue al homologar un compuesto enddégeno, no mastcardiciones alérgicas o efectos

secundarios, presentando un mayor numero de vemsialge el tratamiento convencional.
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ll. MARCO TEORICO
[11.1 T oxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario intracelular obligade ertenece al phylum
Apicomplexa. En 1908, los bidlogos Charles Nicolle y Louis Meaux lo identificaron en
tejidos del roedo€tenodactylus gundi en el norte de Africa (Nicolle y Manceaux, 1908).
morfologia “comun” de media luna de la forma infetdel parasito (taquizoito) con un
extremo mas agudo que el otro, fue descrita en;12@®cluyendo con sus analisis que se
trataba de una especie aun no descrita, por lopgogusieron llamar al nuevo género
Toxoplasma (toxon = arco y plasma = vida) y la especie delegégondii, que deriva del
nombre del roedor donde fue encontrado; siendoniealespecie del géneiimxoplasma
(Nicolle y Manceaux, 1909).

111.2. Ciclo de vida

Toxoplasma gondii tiene un ciclo de vida facultativo heterogéneo t¢odos los felinos,
incluyendo al gato doméstico, como huéspedes tlefinj y todos los animales de sangre
caliente, incluyendo al hombre, como huéspedesnetdiarios. Presenta dos tipos de
replicacion dependientes de la clase de hospederedse lleve a cabo, sexual en huéspedes

definitivos, y asexual en huéspedes intermedidfiesteret al., 2000).
[ll.2.a. Replicacion sexual

El ciclo comienza cuando algun felino consume ures® que esta infectada, con quistes
tisulares en sus tejidos. En estos, la forma daliboito se libera en el tracto digestivo y por
accion de las enzimas se rompe. Los bradizoiteérrdiberados invaden los enterocitos del
intestino delgado del huésped definitivo, y seiinal desarrollo de cinco formas asexuales,
morfolégicamente distintpsdando lugar a un proceso denominado gametogoaiaudl
comprende tres fases de diferenciacidbn sexual), spierefiere a la produccién de
macrogametos y microgametos. Después el microgafeetitiza al macrogameto dando
como resultado la formacion del cigoto, que esuel finalmente dara lugar al ooquiste que
contiene en su interior a los esporozoitos. Losustes son liberados al ambiente en las
heces de los felinos en forma no esporulada oremafinmadura, la cual no es infecciosa. Si
las condiciones de temperatura y humedad son adiesuastos esporulan, e infectan a los
hospederos si estos los ingieren (Fig. 1A) (Duliey., 1998;Galvan y Mondragon, 2001).

Y
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Fig. 1. Ciclo de vida deToxoplasma gondii
El ciclo de vida d&oxoplasma gondii se divide en dos fase&A: Reproduccién sexual, la cual tiene
lugar en el huésped definitivo, dando como resaltadormacién de ooquistes inmaduros que son
liberados al ambienteB. Reproduccion asexual, tiene lugar en los huéspedermediarios, al
ingerir ooquistes esporulados del ambiente o cquistalares de otros huéspedes intermediarios, los
esporozoitos y/o bradiazoitos se diferencian eumizatjos, los cuales replican y se diseminan por
todo el organismo pudiendo desencadenar diferguatsslogias (tomada de Mufiiz y Modragon,
2009).

[11.2.b. Replicacién asexual

El ciclo de replicacion asexual inicia cuando aldnu@sped intermediario ingiere ooquistes
maduros libres en el ambiente o quistes tisulareseptes en los tejidos de otros animales de
consumo. De manera similar a lo que ocurre en @b @exual, las formas infectivas,
esporozoitos y/o bradizoitos, son liberadas armpaetisus quistes por accion de las enzimas
digestivas. Una vez libres en el tracto intestgebiferencian rapidamente a la forma movil,
altamente invasiva, el taquizoito. Una vez difelahe a taquizoito, el parasito invade el
epitelio intestinal, atraviesa la lamina propidegé al torrente sanguineo a partir del cual se
disemina a todos los 6rganos; se desconoce siterrehte sanguineo viaja en forma libre o
como parasito intracelular dentro de los eritrac{f@alvan y Mondragon, 2001). El taquizoito
tiene la capacidad de invadir cualquier célula eadh del organismo y atravesar las
diferentes barreras inmunoprivilegiadas como sdmelaato-encefélica y la placentaria (Fig.
1B) (Muhiz y Mondragon, 2009).
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La fase aguda de la toxoplasmosis se caracterizéapbseminacion de la forma de
taquizoito a todo el cuerpo del hospedero, y sulicepdn dentro de cualquier célula
nucleada. Los taquizoitos se diferencian en br#tdigzocon lo cual comienza la formacién de
quistes tisulares que aparecen de 7 a 10 diaswfgasion (Galvan y Mondragén, 2001). El
desarrollo de quistes en los tejidos a travésidelpo es lo que define la forma de infeccion

cronica del ciclo de vida asexual (Black y Bootlito3000).

[11.3. Formas infectivas deT. gondii

De acuerdo a los ciclos reproductivos del parasiste presenta tres formas infectivas. Las
tres formas son infecciosas tanto para el huéspwamediario como para el huésped
definitivo, y la infeccidbn se puede dar entre heélgs intermediarios, entre huéspedes
definitivos o entre ambos (Tentaral., 2000).

[ll.3.a. Esporozoito

La forma del esporozoitos esta contenida dentra @structura del ooquiste. Los ooquistes
son expulsados a través de las heces de los falomoe una forma inmadura. Se considera
una forma latente, resistente a la mayoria dedasliciones medio ambientales, como son
temperatura y humedad. El esporozoito se conviemteuna forma infectiva cuando el
ooquiste inmaduro esporula, y da como resultadm @dporozoitos infecciosos (Fig. 2A)
(Galvan y Mondragén, 2001; Hill y Dubey, 2002).

111.3.b . Bradizoito

Es la forma de lenta replicacion, se encuentrardetd los quistes tisulares durante la
infeccidn cronica de los hospederos intermediaibsamano de los quistes tisulares varia de
10 a 100um y llegan a contener en su interior miles de la@iths (Fig. 2B). La estructura
quistica es capaz de evadir al sistema inmune ogbdaero y a los diferentes agentes
terapéuticos utilizados para tratar la toxoplasmoal ser una forma silente, es capaz de
permanecer toda la vida del individuo, sin emengatesarrollar sintomas. Si el sistema
inmune del individuo se compromete puede emerggidaiente, diferenciandose
nuevamente a taquizoito y desencadenando las rddsresintomatologias (Galvan y
Mondragdn, 2001; Mufiz y Mondragén, 2009).

5
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Fig. 2. Formas infectivas dél'oxoplasma gondii
A. Ooquiste, conteniendo 4 esporozoitos, forma latgmesente en el medio ambienie,
Quiste tisular, en su interior contiene cientoshdalizoitos, forma latente en tejidos animales.
C. Taquizoito, forma mévil altamente invasiva (tomadeaviuiiz-Hernandez, 2009).

[11.3.c. Taquizoito

El taquizoito es la forma asexual infectiva, altateeinvasiva y estrictamente intracelular,
tiene un tamafo aproximado de 3 xum (Fig. 2C) (Mufiz y Mondragon, 2009). Algunos
autores han sugerido que en algunos animales coejasoy cabras, el taquizoito puede
encontrarse en diversos fluidos corporales comdedae, sangre, saliva, esputo, orina,
lagrimas y semen, durante la fase aguda de lacidfecLa forma del taquizoito es muy
sensible a las condiciones del medio ambiente gremurapidamente fuera de sus células
huésped (Dubey y Beattie, 1988; Dulsewgl., 1998).

El taquizoito es la forma infectiva encontrada [d@molle y Manceaux (1908), que dio
origen a su taxonomia, mostrando una forma de nlexd# En la morfologia del parasito es
claramente distinguible un extremo apical (Ap) (B€&) y un extremo posterior (Pp) (Fig.
3C), lo que esta determinado por la polarizaciotre organelos principales, el conoide (c),
las roptrias (r) y los micronemos (mn), en el exweapical. El taquizoito posee nuacleo (n),
reticulo endoplasmico (re), una Unica mitocondnid),( aparato de Golgi (Fig. 3A); ademas
de poseer dos organelos especializados propios pdglum, el apicoplasto y el
acidocalciosoma. El cuerpo del taquizoito se erntcaemdeado por un complejo de tres
membranas, conocido como peliculo (p), conformadolae parte mas externa por la
membrana plasmatica, que recubre completamentgegb@ del parasito; y por el complejo
membranal interno el cual estda compuesto por uléedoembrana, que esta interrumpida
tanto en el extremo apical como en el extremo post@Mufiz y Mondragon, 2009). El
citoesqueleto lo componen 22 microtubulos (m) ogt@reanclados al anillo polar anterior,
por de debajo del conoide, y los cuales recorrenuelpo del parasito hasta 2/3 partes
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(Nichols y Chiappino, 1987). Entre las dos memisamome conforman el complejo
membranal interno se localiza una red subpelicidamada por actina y proteinas asociadas
a actina, como profilina y miosina principalmenfég( 3B) (Patréret al., 2005). El conoide
(c) es un organelo apical retractil que se proyectdra la membrana plasmatica de la célula
huésped durante la invasion activa; consiste emrsdédes fibrosas de—tubulina, que
caracteristicamente presentan una espiral en eertittrario a las manecillas del reloj (Fig.
3C) (Nichols y Chiappino, 1987).

Fig. 3. Morfologia del taquizoito deToxoplasma gondii
A. Micrografia de corte fino, mostrando en su intelic diferntes organelos del parasito (tomada
de Mufiz-Hernandez, 2009B. Micrografia del citoesqueleto de actina-miosina & red
subpelicular por la técnica de tincion negativan@da de Patron et al; 2006) Esquema de la
estructura de microtubulos del parasito y sus manas (tomada de Nichos and Chiapino, 1987).
Conoide (c), granulos densos (gd), micronemos (moptrias (r), reticulo endoplasmico (re),
nacleo (n) y mitocondria (mt), extremo apical (Apgliculo (p), conoide (c), microtubulos (m) y
extremo posterior (Pp).

I11.4. Invasion Activa

El parasito carece de 6rganos de locomocion, deka la cabo una serie movimientos
giratorios sobre su sustrato, a través de su qgiedsto de actina-miosina (Galvan y
Mondragén, 2001). El proceso de invasion por paoc#in activa involucra la participacion
de organelos secretores (micronemos, las roptrimanulos densos), los cuales participan en
la adhesion a la célula hospedera, la penetraclarfgrmacion de la vacuola parasitéfora en
la que una vez dentro de la célula huésped eliparaside y se reproduce asexualmente por
endodiogenia (Ravindraat al., 2009; Mufiz y Mondragon, 2009). El proceso degbetion
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activa comprende aproximadamente 5 fases: la fassdbdesionFig. 4. A) que tiene lugar
cuando el taquizoito entra en contacto con la manaoplasmatica de la célula hospedera, se
lleva a cabo mediante la liberacion del conteniddad micronemos, los cuales adhieren al
parasito a la membrana de la célula permitiendaleslizamiento e iniciando la fase de
reconocimiento Kig. 4. B). El parasito se desliza por la superficie decédula huésped
extruyendo el conoide y sensando el sitio de iateracion; la fase de internalizacidrid. 4.

C) inicia cuando el parasito vacia el contenido ldge roptrias sobre la membrana,
desestabilizandola, permitiendo el paso hacia terior por medio de la constriccion del
cuerpo del parasito, al mismo tiempo el conteniddad roptrias forma un sello entre las
membranas plasmaticas del parasito y de la céhdpduera. Conforme el parasito entra se
forma la vacuola parasitofor&ig. 4.D), que esta acompafiada de la liberacion del cmiaten
de los granulos densos, esto la modifica y la @terien el nicho idoneo para su replicacion
(Fig. 4.E), donde se multiplica asexualmente por endodiagéfi tiempo de replicaciom
vitro es de aproximadamente 6 — 8 horas (Black y Bopthr2000). El proceso de salida de
su célula hospedera se realiza después de vardbss aie replicacion intracelular y
comprenden practicamente las mismas fases (a éaseyvque el proceso de invasion activa.
La extrusion de los taquizoitos ocasiona la ligisds células huésped, los parasitos salen en

forma activa y pueden invadir inmediatamente ottula hospedera en el microambiente

Fig. 4. Invasion Activa representada en un eritro¢o.
Pasos de la invasién activéd. Adhesion, B. Deslizamiento, C. Extrusién del conoideD.
InternalizacionE. Replicacion (tomada de Muifiiz-Hernandez, 2009). 3




Marco tedrico. Efecto parasiticida de un agonista de la DehidarefrosteronaDHEA) en el parasito
intracelularToxoplasma gondii.

inmediato.
I11.5. Invasion Pasiva

La invasion pasiva d&oxoplasma gondii se lleva a cabo en las células fagociticas, laesual
tienen el papel de célula efectora. El parasitceadb Fig. 5. A) a la célula fagocitica es
rodeado por elongaciones de la membrana plasmddida propia célulaF{g. 5.B) y es
internalizado en una vacuola fagocitica hacia &lpthsma celularFg. 5.C y D). En el
citoplasma celular el parasito prolifera exitosateefig. 5. E) y después de varios ciclos
emerge activo, destruyendo a su célula hospeéeyas(F) y tiene la capacidad para invadir
nuevas ceélulas. A la fecha existe controversiaadiorima que el parasito evade la respuesta
lisosomal dentro de la célula fagocitica y evita degradado (Black y Boothroyd, 2000,
Galvan y Mondragon, 2001).

Existen dos hipotesis que explican como el parasitte la fusion lisosomal; la
primera sugiere que cuando el parasito se encuentral fagosoma, el taquizoito libera

sustancias que modifican el fagosoma y lo convientesu vacuola parasitéfora en donde se

Fig. 5. Representacion esquemaética del proceso tlevasion Pasiva.
El proceso pasivo se lleva a cabo en células figasimediante la maquinaria propia de la céléla.
Adhesion.B. Internalizacion por medio de elongaciones citopléamC. Modificacion de vacuola
fagosomalD. Formacidn de vacuola parasitofat@novo. E. ReplicacionF. Externalizacion.

=
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replica fFig. 5.C). La segunda hipotesis plantea que el parast@mpasdel fagosoma y forma
de novo una vacuola, que corresponde a la vacuola parmasit@fig. 5. D). En este tipo de
invasion el parasito no se reorienta y el procasiemo (2-4 min.) comparado con el proceso
llevado a cabo en la invasion activa (2-3 seg.jqshiet al., 1995).

Independientemente del tipo de invasion, el taqtozde Toxoplasma nunca entra en

contacto con el contenido citoplasmico de sus aslhbspederas.
[11.6. Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es la zoonosis, provocada poar@sitoToxoplasma gondii, la cual afecta

a todos los animales de sangre caliente, comoaaves y los mamiferos, incluyendo el
hombre (Tenteret al., 2000; Suéarez-Hernandea al., 2005; Ferguson, 2009). La
toxoplasmosis tiene una prevalencia a nivel mundi#l40%, es una zoonosis que muestra
variaciones tanto por regiones como entre paisestéfet al., 2000; Mufiiz y Mondragon,
2009). Al respecto estudios de epidemiologia h@ortado, que mientras para Europa la
prevalencia ha sido documentada del 9-67%, en aislecontinente asiatico se muestran
prevalencias mucho menores, por ejemplo, Core& tista tasa del 0.8% y Vietham del
11.2%. En el continente Americano, Brasil y Culjgorean las tasas mas altas de prevalencia
en mujeres embarazadas, del 74.5% y 70.9%, regpeetnte (Mufiz y Mondragon, 2009).
Debido a que la toxoplasmosis en México no es densila como una enfermedad con rasgos
epidemiolégicos, analisis de datos en ese camguanasido realizados en los Ultimos afios.
La Secretaria de Salud México en 1992, pone defiestoi las cifras de casos reportados en
los hospitales regionales de cada estado. Losasstamh mayor prevalencia son Tabasco,
Veracruz y Campeche, todos estos en la franjareogteon porcentajes entre el 30 y 65%;
mientras que estados como Sonora, Coahuila y Darateg la region norte del pais
presentaron prevalencias inferiores al 13% (Fig(\@lasco-Castrejort al., 1992). Vela-
Amievaet al. (2005), utilizando un banco de muestras de rewa@mdos midieron niveles de
anticuerpos anfl-oxoplasma y encontraron que existe una frecuencia de 2/1,0606ién
nacidos que presentan infeccion congénitaljpsoplasma; los datos abarcan los municipios
y delegaciones que comprenden el Distrito Fedérala Metropolitana y Estados incluidos
en la Red de Hospitales de Pediatria. En 2012 (@ab#Drtega y su grupo de trabajo reporto

a nivel nacional una tasa de seroprevalencia d&P4.3

.
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Adjusted prevalence: 43.9% (NHNS-2006)

Gulf of Mexico

| <10%  |[100-199%|[20.0-29.9% | [30.0-39.9% |

Fig. 6. Seroprevalencia de la toxoplasmosis en Mégi
El dltimo estudio de seroprevalencia en México faealizado a partir de la encuesta
nacional de salud del 2000 y de la encuesta ndcamaalud y nutricion del 2006, en
donde la seroprevalencia a nivel nacional se rapodn un promedio de 43.1%,
mostrando variaciones entre estados (tomado ddl@ab@rtegaet al; 2012).

La toxoplasmosis humana se considera una enfernasiiaihmatica en personas que
tienen su sistema inmune competente. Sin embarg@eesonas con un sistema inmune
comprometido, como son las portadoras del Virusademunodeficiencia Humana (VIH);
las que estan bajo terapias inmunosupresivas (tmasplantes de 6rganos y personas con
cancer), se desarrollan sintomas diversos. Ensesintomas que se presentan en una
infeccidn porT. gondii estan: linfoadenopatias, cefaleas, miocarditigatiies y en casos mas
graves puede ocasionar la muerte (Testtal., 2000).

T. gondii tiene la capacidad de atravesar la barrera placare infectar al feto, y se
desarrolla asi la toxoplasmosis congénita. Depaddiéel grado de avance del embarazo una
infeccidn porT. gondii puede causar hidrocefalia, microcefalia, calcdicaes intracraneales,
sordera, dafos en la retina (coriorretinitis), asdr mental 6 muerte neonatal (Rossal.,
2007; Muiiz y Mondragon, 2009). Estudios recieritas sugerido que las infecciones con
este parasito en etapas tempranas o fetales indaoabios conductuales (Costa da Silva y
Langoni, 2009). Si la infeccidbn ocurre en el prinb@émestre del embarazo se produce el

aborto inducido pofoxoplasma.
[11.6.a. Tratamiento convencional contra la toxoplsmosis

Una vez que se ha diagnosticado la infeccién pmwoplasma gondii existen diversos
farmacos para tratar esta enfermedad; por ejertgdcsulfamidas. La terapia combinada de
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sulfonamidas con pirimetamina es la terapia estapaa la toxoplasmosis en humanos (Hill
y Dubey, 2002). La espiramicina tiene actividadtarbplasmica en ratones; inclusive se ha
utilizado profilacticamente en mujeres durantenebarazo, esto debido a que la espiramicina
no es téxica y no cruza la placenta lo que redadeahsmision del parasito de la madre al
feto (Rossoet al, 2007). El descubrimiento de la actividad antifggsmica de la
clindamicina llevd a considerarla otro medicamengara tratar la toxoplasmosis,
especialmente en pacientes alérgicos a las suldan(i@ubey, 2008). La principal desventaja
de las sulfamidas, es la intolerancia que preseieid@o porcentaje de la poblacion y la
inducciéon de anemia durante su uso (Rassb., 2007).

Los farmacos que actualmente se utilizan comoniateto anti-toxoplasmico, estan
dirigidas contra una de las formas infectivas aguizoito en estado extracelular, por lo que
una vez que se internaliza en su célula hospedsea lgcaliza en la vacuola parasitofora,
ninguna de dichos farmacos tiene efecto parasatiéta la tabla 1 se enumeran algunos de los
tratamientos empleados para tratar la toxoplasmdseisque depende de condiciones
especificas. Actualmente se buscan alternativas teatamiento de la toxoplasmosis que sean

mas efectivas, con menor nimero de efectos sedaadar
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Tabla 1. Farmacos comunmente utilizados contra laokoplasmosis

El tratamiento y la dosis administrada es depenelidal del tipo 6 zona de afeccion, la sintonuai@ y el estado del individuo.

Toxoplasmosis

Farmaco

Dosis

Referencia

Toxoplasmosis aguda (Tratamient

estandar)

Pirimetamina + sulfadiazina + acidd

polinico

200 mg una vez seguido de 50 — 7
mg c/24h+1-1.5g/kg c/6 h + 10
25mg c/24 h

Shanthiet al., 2011

Toxoplasmosis aguda (Alternativa
derivados del tratamiento

convencional)

Trimetoprima + sulfametoxazol

5—25 mg/kg c/12 h

Shanthiet al., 2011

Toxoplasmosis aguda en adultos

Claritromicina
Tetraciclinas
Sulfametoxazol

Trimetoprima

1grc/i2h
1 gr/dia/10 dias
2 grseguidode 1 grc/12 h
60 mg c/12 h

Galvan y Mondragon, 2001

Toxoplasmosis aguda en nifios

Claritromicina
Tetraciclinas

Sulfametoxazol

Trimetoprima
Eritromicina

7.5 mg/kg c/12 h
25-40 mg/kg/dia
50-60 mg/kg seguida de 25-30 mg/K
c/12 h
8 mg/kg
100 mg/dia/3 semanas

Galvan y Mondragon, 2001

Toxoplasmosis aguda (pacientes
alérgicos a compuestos analogos

derivados de sulfadiazina)

Pirimetamina + acido folinico +

clindamicina o atovacuona

200 mg una vez seguido de 50 — 7
mg c/24 h + 10 — 25 mg c/24 h + 60
mg c/6 h 0 750 mg c/6 h

Shanthiet al., 2011

Mujeres dentro de las 18 primeras
semanas de embarazo

Espiramicina Tabletas 1 g

1tab.c/8 h

Rosseet al., 2007

Mujeres después de las 18 primers
semanas de embarazo

Pirimetamina (Tab. 25 mg) +
Sulfadiazina (Tab. 500 mg) + Acidd

2 tab. c/12 h x 2 dias y luego 1 tab
¢/12 h + 37.5 mg/kg c/12 h x 2 dias

Rosseet al., 2007
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folinico (Tab. 10 mg)

luego 50 mg/kg c/12 h + 10-20 mg

c/l24 h
Espiramicina 3grc/24h
Esquema alternativo independiente Pirimetamina* 25 mgc/24 h ) 5
» o Galvan y Mondragon, 2001
la etapa de gestacion Sulfadiazina* 4grc/24 h

Acido félico*

15-20 mg c/24 h

Recién nacido con diagnéstico o

sospecha de infeccién

Pirimetamina + sulfadiazina + &cidd
folinico + Prednisona (en caso de

coriorretinitis)

2 mg/kg/d x 2 dias y luego 1 mg/kg/|

por 2-6 meses (1 afo) + 50 mg/kg/

h + 10 mg 3 veces/semana (1 afio)
hasta resolucién de niveles de

proteinas en liquido cefalorraquide

Rossoet al., 2007

0.5 a 1 mg/kg
) . Pirimetamina y sulfadiazina 100 mg/kg ) 5
Toxoplasmosis congénita neonato o ) Galvan y Mondragon, 2001
Espiramicina + prednisona 100 mg/kg
1 mg/kg

Pacientes son SIDA

Pirimetamina

Acido félico (Leucovorin)

200 mg seguido de 50-75 mg diarig
10-20 mg y 50 mg post.

Galvan y Mondragon, 2001

o 1-15grc/6 h
Sulfadiazina
600 mg ¢/6 h
Clindamicina
Azitromicina 1200-1500 mg c/24 h
Tratamientos alternativos Autovacuona 750 mg c/8 h/21 dias Galvan y Mondragon, 2001

Dapsona

100 mg c/24 h
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I11.6.b. Nuevos tratamientos

Debido a los efectos adversos que la terapia caiweal provoca se buscan alternativas de
tratamiento para combatir esta enfermedad zoondadamas es de gran importancia
combatirla debido a los altos valores de prevateaaiivel mundial.

La hormona dehidroepiandrosterona (DHEA) es unaoutd propia del organismo
que se ha propuesto para ser utilizada como agerdpéutico en el tratamiento de una
amplia gama de parasitosis. Su efecto ha sido doopar diversos grupos de investigacion
en diferentes tipos de organismos, tanto parasitecelulares como extracelulares.

En un estudian vitro realizado en trofozoitos dentamoeba histolytica se observé
que la DHEA afecta la viabilidad de los mismosindlibir la proliferacion, adherencia y la
motilidad e incluso se induce la lisis de los teufitos (Carrercet al., 2006). La DHEA
también ha sido probada vivo e in vitro en metacestodos dEaenia crassiceps; al ser
administrada en ratones antes de la infeccion dieceela carga parasitaria en un 50%. La
DHEA in vitro reduce la reproduccion, motilidad y viabilidad (yas-Villavicencioet al.,
2008). EnSchistosoma mansoni, esta hormona también ha sido probada en condiciones
vitro en la forma de cercaria, esquistosomula y gusanticad.a forma de esquistosomula
transformada mostré una viabilidad del 100% despleé48 horas de cultivo, en todas las
formas la viabilidad se redujo de forma significat{(Morales-Montogt al., 2001).

El empleo de hormonas sexuales como tratamienenfstmedades parasitarias o de
otra indole no es del todo acertado, debido auasidnes propias que tienen las hormonas
como tal en el organismo. Por lo que el objeto dar los efectos de dichas hormonas en
una amplia gama de parasitos es sintetizar congmuestalogos que posean los efectos
parasiticidas, pero evitando los efectos esteréitiocgs propios de las hormonas sexuales.

Existe un analogo de DHEA que carece de los efexttereidogénicos de la misma,
denominado 1@-bromoepiandrosterona (conocido como HE2000); aelsidsu estructura
conserva algunas funciones celulares, aunque paeskimconveniente de contener bromo es
su estructura, el cual no se podria administratwad en la terapia debido a que este elemento
es toxico. Este analogo ha sido probado tambiénTammia crassiceps y Entamoeba
histolytica en condicionesn vivo como in vitro. En los ensayof vitro se encontré para
ambos parasitos una reduccion en la reproducciotiligad y viabilidad. En los ensayos
vivo la administracion del analogo previo a la infecciém la cisticercosis coifaenia

crassiceps en ratones disminuye en un 50% la carga parasitaren el caso de la infeccidon

.
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con Entamoeba histolytica se encontré una reduccion del 20% en los absaesdigado
(Carreroet al., 2010).

[11.6.c. Dehidroepiandrosterona (DHEA)

La DHEA esuna hormona esteroide producida por las glandulesnales, las gonadas y el
cerebro a partir del colesterol y sintetizada a&ipa@e la pregnenolona por accion de la enzima
17,20 demolasa (Fardella, 2001). Es la hormonaabésdante en el organismo de todos los
mamiferos, y es precursor de esteroides sexuates ttestosterona y los estrogenos (Fig.
7) (Mendivil y Borges, 2009).

La dehidroepiandrosterona (DHEA, 3b-hidroxi-5-aaien-17-ona) (Zapata, 2004) es
conocida como la hormona de la juventud, debidamsaamplias funciones bioldgicas y a que
las concentraciones de esta hormona en el orgard@nonuyen conforme aumenta la edad
del individuo. En el feto se sintetiza una cantiégéellada de esta hormona; la cual decrece
bruscamente tras el nacimiento para volver a awanelat forma rapida a los 6-8 afos, a los
25-30 afios alcanza la maxima concentracion y ddd de 80 afios se produce una caida en
los niveles hasta llegar a un 10-20% de los maxivabares (Tabla 2) (Mendivil y Borges,
2009).

Tabla 2. Concentraciones normales de DHEA en humasdLoOpez-Matoet al,

1999
Edad Valores de DHEA (ug/L)

1-4 afios 0.2-0.4

4-8 afios 0.1-1.9
8-10 afios 0.2-2.9
10-12 afios 0.5-9.2
12-14 afios 0.9-20
14-16 afios 2.5-20

Mujeres 2-15

premenopausicas
Hombres 0.8-10

En humanos, la forma de la DHEA que se encuentranayor concentracién en la
circulacion es la forma sulfatada, mientras queDHEA en forma libre solamente se
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encuentra entre 3-5 % de su concentracion tot&@lHRBA es la forma activa de la hormona.
La DHEA es metabolizada principalmente en el higdalode se convierte a androstendiona,
es decir, el principal precursor de esteroidesaesyZapata, 2004).

La DHEA ha sido utilizada ampliamente con finesapéuticos de diferente indole
como es el aumentar el vigor sexual y aumento deka muscular. También tiene efectos en
el sistema nervioso central (SNC) ya que es unganista del receptor del acido gamma
amino butirico (GABA), inhibidor de la neurotransmin, y un agonista del efecto
neurotransmisor del glutamato (Mendivil y Borge302).

En el feto; esta hormona estimula la formacién dé&oeitos, ademas, en los
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adolescentes genera la aparicion del acné, asi @aparicion del vello axilar y pubico. En
los varones su funcién se ve opacada por las @tasentraciones de testosterona, por lo que
se considera un androgeno de caracter débil (Zaz04).

En el sistema inmune, la DHEA actia como agentelanocorticoideo y en el
proceso de autoinmunidad. En el metabolismo cantio$ lipidos por disminucion de
colesterol y triglicéridos. En el musculo propid¢éa glucogendlisis. En la piel controla el
crecimiento piloso y secrecion seborreica y aumémtdensidad 6sef 6pez-Matoet al.,
1999).

Debido a las evidencias que se tienen de los efeldda DHEA se ha recurrido a la
fabricacion de analogos de esta hormona; que padeaaismo efecto protector o curativo y
elimine los efectos estereidogénicos (propios deolaona), que es la principal razén de la
dificultad de utilizar a la DHEA en la medicina conterapia para diferentes tipos de
patologias. El analogo &i&bromoepiandrosterona, conocido como HE2000, setiiaado
en pacientes con el virus de la inmunodeficienaiendna, enfermos de tuberculosis y/o
malaria, observandose que mejora la inmunidad gireéey aumenta la tasa de supervivencia
de estos pacientes (Nicoledtial., 2009)

La infeccidén sintomética d€oxoplasma ocasiona un graniumero de muertes debido
principalmente a la toxoplasmosis encefalica oiadaccion de abortos; menos drasticos son
los efectos sobre 6rganos vy tejidos como ojos,deigamusculo. Por lo que es probable que
de forma similar el agonista de la Dehidroepiangrasa ADHEA) tenga efecto parasiticida
sobre el taquizoito deoxoplasma gondii; al servir de agente terapéutico, ya sea medsante

empleo como tratamiento preventivo o curativo iafeccion.

.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La toxoplasmosis es una enfermedad zoondética dertamzia en la salud publica debido a la
severidad en las patologias que genera; con umenwa mundial que oscila entre el 30-
40%; sin embargo, algunas regiones y/o ciudadeseptan incidencias cercanas al 90%. La
enfermedad se considera asintomatica, excepto @S que tienen su sistema inmune
comprometido en quienes se presentan diferentemrss como miocarditis, cefaleas, y en
casos mas severos puede ocasionar la muertetdthieato que actualmente se administra a
personas infectadas cdioxoplasma, es una combinacién de sulfadiazina y pirimetamiaa
principal desventaja de esta terapia es que ehfrs-20% de la poblacidén presenta alergias
contra la sulfadiazina ademas, el tratamiento iadiepresion de la medula 6sea por lo que
debe administrarse de forma complementaria, aobticof A pesar de la existencia de
farmacos contra dicha enfermedad, es imperativard#kar e identificar nuevos farmacos
para el tratamiento, mas eficaces y que no deseneadeacciones adversas ni tolerancia en

los individuos infectados.

La DHEA se ha utilizado recientemente sobre difex®rparasitos protozoarios y
helmintos, el cual ha mostrado ser un parasitiefdaz. Esta hormona y sus analogos se han
postulado como moléculas alternativas en el cormteoluna gran variedad de infecciones
parasitarias, ademas al ser un componente natarahadpedero podria evitar reacciones
adversas. Por lo anterior, resulta importante deter si el agonista de la
DehidroepiandrosterondDHEA) presenta propiedades parasiticidas conttaclizoito de

Toxoplasma gondii.

.
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V. HIPOTESIS

El agonista de la DehidroepiandrosteroA®BKIEA), tendra un efecto parasiticida sobre el

proceso de invasion y proliferacion del taquizadiéd oxoplasma gondii.

.
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VI. OBJETIVOS
VI.1. Objetivo general

Analizar el efecto parasiticida del agonista deDkhidroepiandrosteronaADHEA) sobre

taquizoitos ddoxoplasma gondii tantoin vitro comoex vivo.
VI.2. Objetivos particulares

1. Analizar la capacidad parasiticida del agonitda DehidroepiandrosteronadHEA) en

taquizoitos extracelulares de la cepa RH dgondii.

2. Determinar el efecto dADHEA sobre la capacidad de invasion de taquizartdados, en

macrofagos de peritoneo de ratén activaskosvo.

3. Determinar el efecto deADHEA sobre la capacidad de proliferacion de tagtnzo

tratados, en macrofagos de peritoneo de ratonaalctsex vivo.

.
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VII. METODOLOGIA

VII.1. Cultivo de taquizoitos deToxoplasma gondii

Los taquizoitos dd. gondii de la cepa RH se mantuvieron mediante pases adgngecde
ratones machos Balb-cAnN, de 6 - 8 semanas de &dadarasitos se inocularon mediante
inyeccion en el peritoneo, 500 Xltaquizoitos por ratén, y se dejé transcurrir f@dnion

durante 4-5 dias.

VII.2. Purificacion de taquizoitos

Los ratones infectados se sacrificaron por disidcacervical, se extrajo el exudado
peritoneal conteniendo los taquizoitos libres yre&ctrofagos, se centrifugo a 1,800 rpm por
15 min. La pastilla conteniendo los taquizoitosdghse resuspendié en una solucioén buafer de
fosfatos (PBS) 1X, se realizaron dos lavados médiante centrifugaciones repetidas. La
pastilla de taquizoitos purificados se resuspeetidBS1X, y se contaron en Camara de

Neubauer.
VII.3. Ensayosin vitro

VIl.3.a. Supervivencia de taquizoitos expuestos al agonista de la
Dehidroepiandrosterona ADHEA)
Para determinar el efecto parasiticida ABIHEA sobre los taquizoitos extracelulares; se
coloco 6x18 de taquizoitos en un volumen final de 300del ADHEA a las diferentes
concentraciones (1, 10 y 100 nM; 1 y u®); se dejo incubar por 30 y 120 min. a
temperatura ambiente (TA) en agitacién suave. Hitewm de parasitos totales (vivos —
muertos) se realiz6 en camara de Neubauer, medégatdtenica de exclusion de azul tripano.
El tratamiento convencional de sulfadiazina-piriameiha se utilizé como control

positivo a las siguientes concentraciones: 20160, 150 y 20ug/mL.
VIl.4. Ensayosex vivo

VIl.4.a. Induccién de macrofagos peritoneales eratonesBalb-cAnN

Para analizar el efecto del agonista de la DHEAestzbcapacidad de invasion y proliferacion
del taquizoito en cultivos primarios de macrofagestealizo la induccidon mediante el uso de
aceite mineral en el peritoneo de ratones machegsm(Balb-cAnN); se administré 1 mL de

aceite mineral estéril, se permitio la diferen®@acile las células durante 5 dias, en seguida se
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sacrifico al ratén por dislocacion cervical, y eludado peritoneal se obtuvo mediante la
inyeccion de 5 mL de una solucion de Glucosa akh%uffer de fosfatos, los macréfagos se
centrifugaron a 1,200 rpm por 15 min. Se desecliaska liquida conteniendo restos del aceite
mineral, mediante absorcion con pipeta, el botdrtesvendo los macrofagos se resuspendio
en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)Iementado con suero fetal bovino
(SFB) al 8% y 1% de penicilina-estreptomicina (PEE)s macréfagos purificados se
plaquearon en cubreobjetos, previamente esterilizaluna relacién de 250 Xt61/2.5 cm

y se incubaron a 37°C en un ambiente al 5% dg CO
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Fig. 8. Acondicionamiento de las placas para cultiv
Esquema representativo del acomodo de los cubteshge las placas (24 pozos) para el
cultivo de los macréfagos peritoneales.

VIl.4.b. Activacion de macrofagos ex vivo

A las 24 horas los macrofagos se lavaron con naglicultivo, y posteriormente se activaron
con lipopolisacéaridos (LPS, marca Sigma) a una eainacion final de 50 ng/mL en medio
fresco DMEM suplementado. Después de 1 h de aalivdos macréfagos se infectaron con
los taquizoitos en las diferentes condiciones éxartales.

VIl.4.c. Invasion y Proliferacion en macréfagos deatén de taquizoitos tratados con el
ADHEA

Para analizar el efecto del agonista sobre el poode invasion del parasito se permitio la
interaccion con los macrofagos recién activados dr. Al finalizar, las monocapas se
lavaron una vez rapidamente con PBS 1X, y se fijamn formaldehido al 3.7% por 30 min.
Se lavaron abundantemente con PBS 1X, se fijarorhematoxilina-eosina y se montaron en
una solucion PBS 1X-Glicerol (1:1) para su anajisis microscopia optica.

El proceso de invasion se evalué contando 300 a=ltdtales, se considerd como

células invadidas aquellas que presentaron al memas vacuola parasitéfora en su

)
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citoplasma. Los ensayos de invasion y proliferacgm realizaron con 3 repeticiones
independientes.

Para medir la capacidad de proliferacion, se p&nla interaccion parasito-
macrofagos por 24 h. Las muestras se procesaranspaanalisis por microscopia optica de
manera similar a las muestras de invasion.

La cuantificacion de la proliferacién se realizontamdo en 300 células totales
aquellas que presentaron en su citoplasma vacpalasitoforas conteniendo al menos 8
parasitos en su interior.

%/ O o Datos dg

la
muestra

Fig. 9. Técnica de montaje de cultivos celulares.
Técnica que muestra el montaje de macréfagos idwady/o proliferados en PBS 1X-
Glicerol (1:1), sobre un portaobjetos coman.

Todas las concentraciones ABPHEA que se utilizaron en estos ensayos se enauentr
expresadas en molaridad, por lo que resulta utdethda conversion de todas las
concentraciones a g/mL, ademas sefalar si estaggentran en el rango de concentraciones

fisiol6gicas o farmacolégicas para hacer un arsdtismparativo (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentraciones utilizadas en los ensayos
Se muestran las concentraciones que se utilizanbio®
ensayodn vitro y ex vivo, con sus equivalencias /L.

* concentraciones farmacologicas.

Concentracion ADHEA Equivalencia (ug/L)
10 uM 2.9044 mg/L*
1uM 290.44 pg/L*
100 nM 29.044 pg/L*
10 nM 2.9044 ug/L
1nM 0.2904 pg/L

VII.5. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos fue realizaddiante el programa ANOVA con una p =

0.05.




Resultados Efecto parasiticida de un agonista de la DehiderepriosteronaA\DHEA) en el paréasito
intracelularToxoplasma gondii.

VIIl. RESULTADOS

1. Capacidad parasiticida del agonista de la Dehidepiandrosterona ADHEA) en
taquizoitos extracelulares de la cepa RH dE. gondii.

Para analizar el efecto parasiticidaNBHEA sobre la forma de taquizoito (tk) @egondii,

se expusieron parasitos extracelulares por 30 ynid.h, a diferentes concentraciones del
ADHEA (1, 10 y 100 nM; 1 y 1QM) (Fig. 10). Para validar el efecto ddDHEA, se utilizo

el tratamiento convencional Sulfadiazina-Pirimetssma diferentes dosis (20, 50, 100, 150 y
200ug) (Fig. 11).

Sobrevivencia de Tk’s tratados

100+ %% @ 30 minutos W 2 horas

Taquizoitos vivos (%

control 1 10 100 1 10

ADHEA, 1,10y 100 nM; 1y 1QuM

Fig. 10. Curva dosis-respuesta de Taquizoitos tradas con eADHEA.
Porcentaje de sobrevivencia de taquizoitos exukgels de la cepa RH expuestos por 30 minutos y 2
horas a diferentes concentraciones ABHEA. Para cada barra se contaron 300 parasitos po
triplicado en experimentos independientes (Difeienasignificativas comparando el control con

respecto a cada uno de los tratamier
De acuerdo a los datos obtenidos, observamos wa efacto del agonista de la
DHEA sobre los taquizoitos extracelulares (Fig. 2030 min. de exposicion el mayor efecto
parasiticida se observa 1 y iM, donde la sobrevida se reduce casi en un 50% {Bi0
min.); cuando se exponen por 2 horasABHEA encontramos efecto sobre la viabilidad
desde 1 nM con una disminucion del 50% con respalctontrol, la caida en la viabilidad
llega incluso a ser cercana a cero a la mayor coreaeon utilizada (1QuM; Fig. 10- 2h). El

tratamiento con Sulfadiazina-Pirimetamina (S-Pucelun decremento en la viabilidad con
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un comportamiento lineal, a mayor concentracion S48 menor sobrevivencia de los
taquizoitos, independientemente del tiempo de iacidb (Fig. 11).

Sobrevivencia de Tk’s tratados

1001 %%

® 30 minutos | 2 horas

Taquizoitos vivos (%

control 20 50 100 150 200
S-P fug)
Fig. 11. Curva dosis-respuesta de Taquizoitos tratas con S-P.
Porcentaje de sobrevivencia de taquizoitos exuitarel de la cepa RH expuestos por 30 minutos y 2
horas a diferentes concentraciones de S-P. Paadbeaich se contaron 300 parasitos por triplicado e

experimentos independientes (Diferencias signifiaat comparando el control con respecto a cada
uno de los tratamientos).

Sobrevivencia de Tk's tratados

100 - B 30 minutos B 2 horas

Taquizoitos vivos (%

ETOH1 ETOH 100 ETOH 10 control
ETOH, 1y 100 nM, 10pM

Fig. 12. Curva dosis-respuesta de Taquizoitos tratas con etanol.
Porcentaje de sobrevivencia de taquizoitos exuksels de la cepa RH expuestos por 30 minutos y 2
horas a diferentes concentraciones de ETOH. Pdelmara se contaron 300 parasitos por triplicado
en experimentos independientes.

Debido a que el agonista de la DHEA utiliza comtvesate al etanol, utilizamos 3
concentraciones para descartar el efecto del msohoe la sobrevida de los taquizoitos,

28




Resultados Efecto parasiticida de un agonista de la DehiderepriosteronaA\DHEA) en el paréasito
intracelularToxoplasma gondii.

como puede observarse en la (Fig. 12), el etandleme efecto sobre la viabilidad de los
taquizoitos, aun a la concentracion mas alta, iexgipntemente del tiempo de exposicion.

2. Capacidad de invasion de los taquizoitos tratado con el agonista de la
Dehidroepiandrosterona ADHEA), en macréfagos de peritoneo de ratén activadoex
Vivo.

Para determinar si el tratamiento con/)HEA induce efectos sobre la capacidad de
invasion y proliferacion de los taquizoitos; loggsitos tratados fueron enfrentados a sus
células hospederas. Debido a la capacidad de @wague el parasito muestra hacia
practicamente cualquier célula nucleada, utilizarookivos primarios de macrofagos de
peritoneo de raton activadesvivo (Fig. 13). Los taquizoitos purificados, se expusiea las
diferentes concentraciones d&DHEA, de la S-P y del EtOH (por 30 min. y 2 h) se
adicionaron al cultivo celular; se permitio la isi@ por dos horas, enseguida las monocapas
celulares se lavaron para eliminar los parasitosaeslulares y se procesaron para
microscopia optica. La cuantificacion se realizotando el numero de células que presentan
en su citoplasma al menos una vacuola parasitdform total de 300 células por ensayo (Fig.
15)

Fig. 13. Cultivo de macréfagos peritoneales activagex viva
Cultivo de macréfagos activados con 50 ng/mL de,ltB8dos por hematoxilina-eosina. 100X.

Independientemente de la concentracionMBHEA utilizado, en el tiempo corto de
exposicion 30 min., los porcentajes de invasiomdiniesuperiores al 80% en los cultivos de
macréfagos que fueron activados ex vivo; mientises @ cultivo de macréfagos que no fue
activado solo present6 un 57% de invasion (Fig. Ed)el tiempo largo de exposicion (2h),
en el cultivo de macrofagos activadogitro invadidos con parasitos no tratados muestran un
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porcentaje de invasion similar al observado en 80 Mientras que en los macrofagos sin
activar la invasion observada fue menor. Los taujtos expuestos ADHEA mostraron una
invasion similar independientemente de la conceidnautilizada, aunque evidentemente
menor que en los taquizoitos expuestos por 30 Similar a lo observado a 30 min., los
taquizoitos expuestos a etanol no mostraran ddexen en los porcentajes de invasion de
forma independiente a la concentracion. A pesaradmostrar diferencias en los porcentajes

de invasion entre grupos, si se observaron difeasroon respecto a la invasion en respuesta

Invasién de macréfagos peritoneales por Tk's tratamb

m 30 minutos
1001 B 2 horas
*x k%
80 -
*%*
& * * * *
wn
s 60
e **
Zz * %
12
Kt
2 40
(&)
20+
0-
control s/LPS 1 10 100 1 10

ADHEA, 1,10y 100 nM; 1y 1QuM

Fig. 14. Invasion de macrofagos peritoneales pordaizoitos tratados CoOMADHEA.
Porcentaje de macréfagos peritoneales en cultivo sguencontrarén invadidos por uno o mas tk's
tratados por 30 minutos y 2 horas, a diferenteceamnaciones dADHEA. Para cada barra se
contaron 300 células por triplicado en experimenitudependientes (Diferencias significativas
comparando el control con respecto a cada unosdedtamientos).

a la exposicion, hay menor invasion en los tagtosexpuestos por 2 h (Fig. 17).

Cuando los taquizoitos fueron tratados con los d8o® que se utilizan en el
tratamiento convencional, se observaron porcentdgdnvasion similares en todas las
concentraciones utilizadas (20 - 20§), independientemente del tiempo de exposicidéa; d
igual manera que los comparados con el controag@izoitos sin tratamiento (Fig. 16). Los
cultivos de macréfagos no activados, mostraron mesngorcentajes de invasion (Fig. 16). El
tratamiento de los taquizoitos con etanol no medifos porcentajes de invasion en los

cultivos de macréfagos (Fig. 15).
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Fig. 15. Macréfagos peritoneales invadidos por tageoitos deT. gondii.
Macrofagos peritoneales activades vivo invadidos por taquizoitos extracelulares THegondii.
Cultivo de macrofagos donde se permitio el contéatpizoitos-macrofago por dos horas, se puede
observar solo dos macréfagos invadidos por uno®pagasitos. 100X.

Invasion de macréfagos peritoneales por Tk's tratambs

50 100 150 200

S-P g)

100 - @ 30 minutos @ 2 horas
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control control s/LPS 20

Células Invadidas (%

Fig. 16. Invasién de macrofagos peritoneales pordaizoitos tratados con S-P.
Porcentaje de macréfagos peritoneales en cultivo sguencontrardn invadidos por uno o mas tk’s
tratados por 30 minutos y 2 horas a diferentes emunaciones de S-P. Para cada barra se contaron
300 células por triplicado en experimentos inde@nids (Diferencias significativas comparando el
control con respecto a cada uno de los tratamigntos
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Invasion de macréfagos peritoneales por Tks tratams
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control ETOH1 ETOH 100 ETOH 10
ETOH, 1y 100 nM; 10puM
Fig. 17. Invasién de macréfagos peritoneales pordaizoitos tratados conETOH.
Porcentaje de macréfagos peritoneales en cultivo sguencontrarén invadidos por uno o mas tk’s

tratados por 30 minutos y 2 horas a diferentesamtnaciones de ETOH. Para cada barra se contaron
300 células por triplicado en experimentos indeearids.

3. Capacidad de proliferacion de los taquizoitos #&tados con el agonista de la

Dehidroepiandrosterona ADHEA), en macréfagos de peritoneo de ratén activadoex
vivo.
Para medir funcionalidad de los taquizoitos tradade realizaron ensayos de proliferacion

(Fig. 18) a tiempos de 24 h posterior al procesindasion. Para cuantificar los ensayos se

Fig. 18. Macroéfagos peritoneales invadidos por taqeoitos deT. gondii.
Macrofagos peritoneales activades vivo invadidos por taquizoitos extracelulares Hegondii.
Cultivo de macréfagos en donde se permitio el aiotiquizoitos-macréfago por 24 horas para que
los taquizoitos pudieran proliferar, se puedeveauolas parasitéfora con una roseta de parasitos e

su interior (mas de 8 parasitc 100X
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consideraron las células invadidas (que presentarcuolas al interior de la célula) y de éstas
la que presentaron vacuolas con un nimero mayqaaé8itos en cada vacuola parasitéfora.
En la grafica 19 se presentan los datos obtenidda duantificacion de proliferacion
de los taquizoitos intracelulares y pudimos obseque a 30 min. de exposicion con el
agonista de DHEA se obtuvieron porcentajes mendeegroliferacion con respecto al
control, mientras que a 2 h no hubo diferenciadoBrtultivos de macréfagos no activados se
observé a 30 min. un porcentaje similar a laglmones de tratamiento, mientras que a 2 h
el porcentaje fue mucho menor, lo anterior puedeide al nimero de taquizoitos que logran
entrar a su célula hospedera (Fig. 19). Los tadiogdratados con etanol no muestran
diferencias con respecto a los parasitos tratadnset agonista (Fig. 20). En cuanto a los
porcentajes de proliferacion que muestran los tadias tratados con S-P, observamos
interesantes diferencias a partir de @0y hasta 20Qug en ambos tiempos de tratamiento,

con respecto al control sin tratar y al tratanoertn el agonista (ver 19. vs. Fig. 21).

Proliferacién en macréfagos peritoneales de Tk’s &tados
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Fig. 19. Proliferacion de macrofagos peritonealesop taquizoitos tratados conADHEA.
Porcentaje de macrdfagos peritoneales en cultiv® sgi encontrarén con una 0 mas vacuolas
parasitoforas en proceso de proliferacion con alase8 parasitos por vacuola. Los taquizoitos con
los que fueron infectados los cultivos de macrd$ageritoneales se incubaron por 30 minutos y 2
horas, con diferentes concentraciones MIBHEA. Para cada barra se contaron 300 células por
triplicado en experimentos independientes (Difeigngsignificativas comparando el control con
respecto a cada uno de los tratamientos).
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Proliferacién en macréfagos peritoneales de Tk’s atados
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Fig. 20. Proliferacion de macréfagos peritonealesop taquizoitos tratados con ETOH.

Porcentaje de macrofagos peritoneales en cultiv® sgI encontrarébn con una 0 mas vacuolas
parasitoforas en proceso de proliferacion con alase3 parasitos por vacuola. Los taquizoitos con
los que fueron infectados los cultivos de macrdageritoneales se incubaron por 30 minutos y 2
horas, con diferentes concentraciones de ETOH. daal@ barra se contaron 300 células por triplicado
en experimentos independientes (Diferencias siatifias comparando el control con respecto a cada
uno de los tratamientos).
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Fig. 21. Proliferacion de macréfagos peritonealesop taquizoitos pretratados con S-P.
Porcentaje de macréfagos peritoneales en cultiv® sgi encontrarén con una 0 mas vacuolas
parasitoforas en proceso de proliferacion con alase8 pardasitos por vacuola. Los taquizoitos con
los que fueron infectados los cultivos de macrésageritoneales se incubaron con diferentes
concentraciones de S-P. Para cada barra se cor@fbreélulas por triplicado en experimentos
independientes (Diferencias significativas compdeael control con respecto a cada uno de los
tratamientos).
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Tabla 4. Datos de mortalidad, invasion y prolifera@dn
Resumen de los resultados expresados en porcefgjede los diferentes ensayos realizados. Mortdlide taquizoitos extracelulares expuestos a difesen
concentraciones deADHEA y S-P. Invasion de macréfagos murinos actigagovivo, a 2 y 24 horas por taquizoitos pretratados condlfesentes tratamientos.
Proliferacion de taquizoitos pretratados AMHEA y S-P en macrdfagos murinos activaéosivo. Todos los ensayos se realizaron a 30 minutobgr@s de exposicion a
las diferentes concentraciones y tratamientos f@greincias significativas comparando el control cespecto a cada uno de los tratamientodiferencias significativas

comparando cada uno de los tratamientos con resaktiemp9 (P = 0.05).

L Sobrevida | Sobrevida | Invasion (2h) | Invasion (2h) | Invasidn (24h) | Invasion (24h) | Proliferacion | Proliferacion
CEMBEMIEEDT CEDIHEA 30 min. 2 horas 30 min. 2 horas 30 min. 2 horas 30 min. 2 horas
ETOH 1 nM 85.90 64.82 89.04 56.25* 71.09 58.7 38.31* 21.97
ETOH 100 nM 78.97 63.82 88.94 55.92* 71.8 55.55 31.05* 27.05
ETOH 10puM 64.92 62.73 82.95 52.78* 70.95 51.96 36.74* 26.41
control s/LPS 56.75* 39.38* 62.58 45.69 37.56* 9.42
Control 87.39* 63.39* 81.78* 84.61* 1 85.97 64.7t 61.45* 20.7*
1nM 85.88 39.67* 81.861 50.68* 62.09¢ 53 26.31* 30.18
10 nM 84.54 31.52* 78.8 65.97%, 1 70.72 49.66¢ 19.06* 16.1
100 nM 75.2 20* 79.78t 59.1* 65.03F 54.33 35.37* 28.22*
1uM 47 .45* 14.32* 82.561 59.44*, 58.46f 45.33¢ 22.95* 21.32
10uM 38.27* 2.91* 85.52t 61.32*%, 1 55.4f 47.66¢ 15.97* 13.98
Concentracién de S-P Mortalidad | Mortalidad | Invasién (2h) | Invasion (2h) | Invasion (24h) | Invasién (24h) | Proliferacion | Proliferacion
30 min. 2 horas 30 min. 2 horas 30 min. 2 horas 30 min. 2 horas
control s/LPS 55.59* 36.47* 63.42 39.6 23.63* 3.33*
Control 9.39* 32.34* T4.74*% F 77.92*%, 1 86.16f 64.7t 57.76* 20.7*
20 ug 18.33 46.43 70.44 73.11t 57.16 57.21f 28.53 29.6
50 ug 31.51* 55.06* 71.79t 71.89t1 50.07F 40.05+ 15.39* 4.8*
100pg 56.1* 63.98* 76.38t 71.23t 45.41 30.03r 8.18* 3.26*
150ug 63.76* 76.16* 74.32t 72571 43.8f 51.48f 5.44* 3.83*
200ug 73.83* 88.21* 74.23t 71.52t 46.6t 38.52F 4.98* 3.05
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IX. ANALISIS DE RESULTADOS

A pesar de los avances en las diferentes areasogwergen en la medicina, por mas de cinco
décadas se ha utilizado la misma combinacién dma@ws para tratar la infeccion por
Toxoplasma; sin embargo, como se ha mencionado con anteamreh este estudio, los
farmacos utilizados generan efectos secundari@d paciente tratado, otro inconveniente es
que sOlo afecta al taquizoito del parasito cuarstil® € encuentra en forma extracelular. Por
lo anterior, se busca generar o re-utilizar commseson fines terapéuticos que afecten al
parasito en forma libre y en forma intracelulan sjue generen algin efecto sobre el
individuo infectado.

En la ultima decada la DHEA se ha perfilado comabable compuesto parasiticida;
sin embargo, la principal desventaja de ésta, ssmppiedades hormonales y la funcion que
ejercen sobre los diferentes sistemas; por talvmatmo primer aproximacion en el presente
trabajo utilizamos exclusivamente sobre el taqtizextracelular un agonista que conserva la
estructura de la DHEA pero que carece de las mlafges hormonales, ADHEA. La
importancia de conocer el efecto ddDHEA sobre el taquizoito extracelular radica en las
caracteriticas del taquizoito mismo; como se mewcas la forma movil y es el responsable
de realizar la diseminacion tisular, en los indiad infectados, diferentes reportes indican
que el parasito es capaz de migrar de forma agtiVidre por el torrente sanguineo y
diseminar a través de los diferentes epitelioszatido la via paracelular, es decir, entre las
células que lo conforman, por lo que se vuelve swt® saber si nuestro compuesto de
prueba es capaz de afectar al parasito durantarsitb en el organismo.

Nuestros resultados mostraron que dicho compuddds]EA, tiene propiedades
parasiticidas sobre el taquizoito extracelularpatrando que la concentracion y el tiempo de
exposicién al mismo son determinantes para su céid¢iempos cortos de exposicion (30
min) el efecto es menor al 50% sobre la superaigemel parasito aiun a la mayor
concentracion utilizada, mientras que si la exposise prolonga hasta por 2 horas logramos
inducir una mortandad del 50% a concentracionesnmgide 1 nM y de casi el 100% a 10
UM. En el caso de la S-P también se logran porasntdg mortandad cercanos al 100% con
tiempos de exposicion largos; sin embargo, un pimpmrtante que resaltar es la diferencia
gue existe entre las concentraciones utilizadas,ess para lograr ver un efecto parasiticida
por el tratamiento convencional (S-P) es necesdiii@aar dosis altas. De hecho la dosis de

200 pg utilizada corresponde a la dosis maxima que said@ a un individuo adulto joven
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mientras que la concentraciébn del agonista utiizadrresponderia a concentraciones
menores a las concentraciones fisioldgicas de IBAH

Hasta la fecha no existen reportes del efectcadeehidroepiandrosterona (DHEA)
sobre la sobrevivencia y/o mortandad de taquizadtdsacelulares dd@oxoplasma gondii,
pero existen reportes del efecto de la DHEA solm@s@arasitos protozoarios; por ejemplo
en trofozoitos ddéentamoeba histolytica se reportdé una mortalidad del 100% después de 72
horas de cultivo con DHEA a una concentracion dadtlL o después de 24 horas con una
concentracion de 10Qg/mL; a concentraciones mas bajas (0.01, 0.1, 326y 25) la
viabilidad de los trofozoitos se vio afectada, gue el autor especifique el porcentaje de
mortandad (Carreret al; 2006). También se ha reportado el efeéctwitro que tiene la
DHEA sobre otro tipo de parasitos; como es el dastaenia crassiceps en donde se observo
que en cisticercos en cultivo tratados con dife®icbncentraciones de la hormona (1.7, 3.5y
7 uM) afecta su motilidad y supervivencia, ademas etedgpendiente del tiempo (Vargas-
Villavicencio, 2008). Existen evidencias del efedae posee la DHEA como agente
parasiticida en una amplia gama de parasitos, @aué es pausible decir que la DHEA
tendria efectos similares sobFegondii; sin embargo, a la fecha no hay reportes donde se
evalué el efecto de la DHEA sobre el taquizoito.

El agonista de la DHEA, el Epi-Br DHEA, se ha atldo como parasiticida tanto en
el protozoaricE. histolytica y enT. crassiceps, obteniendo como resultado una reduccion en
la viabilidad, de la carga parasitaria y de losiggyde la infeccion, con tiempos de exposicion
hasta por tres dias (Carregbal; 2010). Un aspecto importante a resaltar es el tiedg
exposicidn al que los parasitBshystolitica y T. crassiceps fueron expuestos (1 — 10 dias),
tanto a la DHEA como al anélogo Epi-Br DHEA. Sketbila morfologia, distribucion tisular y
hospederos ddoxoplasma deifieren de los parasitos mencionados antericienenresulta
interesante remarcar el rango de las unidades nieestracion deADHEA al que fueron
expuestos y la diferencia en los tiempos de expwsito anterior debido principalmente a
queToxoplasma es un parasito intracelular obligado y no es pestianejarlo en condiciones
extracelulares por periodos prolongados. En caetrason el protozoaride. hystolitica
(DHEA: 50 y 100ug/mL) se observé un 100% de mortalidad a las 72 adras de cultivo
con respecto a las concentraciones utilizadas. Taondii observamos el mismo efecto;
100% de mortalidad a 2.9 mg/L (2 h de exposicimlzual evidencia el efecto parasiticida
del ADHEA.

£



Analisis de resultadosEfecto parasiticida de un agonista de la DehidagfosteronaDHEA) en el parasito
intracelularToxoplasma gondii.

Hasta aqui los ensayos in vitro utilizandoABIHEA han mostrado que utilizando
concentraciones minimas y menores tiempos de esipo®ncontramos 100% de mortandad
en taquizoitos extracelulares expuestos.

Toxoplasma tiene la capacidad de invadir y pr@ifen virtualmente todas las células
nucleadas del organismo, por tal motivo en esteajoautilizamos cultivos de macrofagos
extraidos de peritoneo de ratén, para determinéa skposicion en forma extracelular del
taquizoito al agonista afecta alguna de sus fussiomedidas exclusivamente a través de su
capacidad de invasién y proliferacién intracelular.

Al analizar el efecto de la S-P encontramos quepeddientemente del tiempo y la
concentracion utilizada no se modifican los poragst de macrofagos invadidos, cuando se
utiliz6 el ADHEA observamos un efecto dependiente del tiempo edposicion
aparentemente, ya que solo los cultivos infectadosparasitos tratados por 2 h presentaron
diferencias significativas independientemente deolacentracion utilizada. Al comparar los
porcentajes de invasion entre los taquizoitosdaaor 2h y los cultivos de macréfagos sin
activacion previa, pudimos observar que los pogjestson similares (aunque si existe
diferencias significativas entre ambos), lo cuatirp indicar que eADHEA afecta los
mecanismos involucrados en la invasion activa, gstaina parte o dos, que debido a que la
mayor parte de los taquizoitos esta muriendo osyémemuertos, son facilmente degradados
por los macréfagos. Al evaluar la proliferacion @mcamos que la S-P tiene mayor efecto
sobre los taquizoitos, sin embargo, también fuépoebservar un efecto imporante inducido
por la exposicion al agonista.

Es probable que al generar un tratamiento combmérsltres compuesto)APHEA-S-

P, se obtenga un efecto sinérgico. Lo anteriordiebique nuestros datos indican que ambos
tratamientos actdan a diferentes niveles, uno salbrecanismo involucrado en la invasion y

el otro sobre los mecanismos involucrados en laf@racion.

Para los ensayos de proliferacion de taquizoitesgiados coADHEA (1, 10 y 100
nM; 1y 10uM) y S-P (20, 50, 100, 150 y 2Q@y) a 30 minutos y 2 horas los cultivos
infectados se dejaron incubando por 24 horas,geraitir que los taquizoitos que invadieron
los macrofagos pudieran proliferar dentro de susioias parasitéforas. En dichos ensayos,
también se realizé un conteo del nimero de maaréfgge estuvieran invadidos, esto para
poder determinar los porcentajes de proliferacamra bien, después de 24 horas no todos

los macrofagos que estan invadidos presentan \aymrasitoforas con taquizoitos en

-
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proceso de proliferacién, por lo que es intereshater una comparacion entre invasion a las
2 horas y 24 horas de incubacion, después de adfestlos cultivos con taquizoitos
pretratados con las diferentes concentracioneami®s tratamientos a 30 minutos y 2 horas.
A pesar de que los parasitos logran invadir o sgeridos por los macrofagos, no todos se
logran replicar, algunos de ellos permanecen envaasolas parasitoforas; otros mas son
degradados por las células fagociticas y otrosatogrroliferar exitosamente, por tal motivo
resulto interesante comparar los valores de inmaasitas 2 y 24 horas y a ambos tiempos de
exposicion (30 minutos y 2 horas).

Al comparar los porcentajes de invasion entre kguizoitos tratados con los
diferentes tratamientoADHEA y S-P) durante 30 min y 2 horas a los dos piesnde
incubacion (2 y 24 h) se encontraron diferentegréifcias significativas, lo que podria
sugerir que los taquizoitos tratados se ven afestdd tal forma que no todos los taquizoitos
que invadieron a los macréfagos a las 2 horasadation, logran sobrevivir a las 24 horas
de cultivo, lo que nos puede sugerir que los tartog ingeridos por los macréfagos son
degradados antes de las 24 horas no llegando iéemaolo sobrevivir dentro de su célula

hospedera (ver anexo 4).
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X. CONCLUSIONES

+ El agonista de DHEAADHEA, tiene mejor efecto parasitica sobre el tagjtiz de
Toxoplasma gondii, que el tratamiento convencional de S-P.

-+ Aparentemente la exposicion del taquizoito comgdnista de la DHEA afecta el
proceso de invasion celular pero no el de proldiéracelular.

w+ Es probable que existan dos mecanismos diferapiesse estén afectando por la
exposicion alADHEA y a la S-P, debido a que el primero afecteemdrada del

taquizoito a su célula y el segundo afecta el pmde proliferacion.
w+ Las concentraciones de etanol utilizadas paralveisda hormona no tienen algun

efecto sobre el taquizoito dexoplasma en forma extracelular o en sus funciones

biolégicas (invasion y proliferacion).

.
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Xl. PERSPECTIVAS

+ Analizar el efecto de la hormona Dehidroepiangnasta (DHEA)in vivo, ex vivo ein
vitro en una infeccion comoxoplasma gondii.

+ Aumentar la concentracion deDHEA para determinar la dosis letal del taquizeito
infecciones agudas y cronicas.

-+ Estudiar el efecto ddDHEA sobre los procesos bioldgicos Tegondii enfrentados a
células no fagociticas.

w Determinar el efecto d&ADHEA en un modelo de infeccionn vivo como son los
ratones de la cepa Balb-cAnN, tanto en machos aaneembras, bajo dos esquemas

de tratamiento (curativo y preventivo).

.
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ANEXO 3. Preparacion de Reactivos y Soluciones

+ PBS 1X
Aforar a 1 litro en agua milli-Q. pH 7.2-7.4
Cloruro de sodio (NaCl) 8ar.
Cloruro de potasio (KCI) 0.2 gr.

Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO4) 1.15 gr.
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) 0.2 gr.

+ ADHEA
El ADHEA tiene un peso molecular de 290.44 g y vienpresentacion en polvo.
Se utilizé cinco concentraciones diferentes AiBHEA (1, 10 y 100 nM; 1 y 1@M). La

solucion de stock se prepard una concentracionmill se utilizé el etanol como solvente

+ Tratamiento convencional Sulfadiazina-Pirimetamina
La S-P se adquiri6 de manera comercial en unameesén de tabletas a una concentracién
de 800 mg/tableta. Se prepard una solucion stocRE® a una concentracion de 615.38

pg/mL. Las concentraciones que se utilizaron fue2n50, 100, 150 y 20ag.

+ Medio de cultivo DMEM complementado GIBCO (No de atalogo: 10569044)
Para preparar 50 mL de medio de cultivo DMEM al@SFB y 1% de PES se requiere:
45.5 mL medio DMEM GIBCO (No de catalogo: 10569044)
4 mL Suero Fetal Bovino GIBCO (No de catalot@91155)
0.5 mL Penicilina-Estreptomicina SIGMA (No dealago: P4333)

Se coloca todo en un tubo de 50 mL estéril y sedguan refrigeracion a 4°C hasta su uso.
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+ Lipopolisacaridos (LPS) SIGMA (No de catalogo: L280)

Los Lipopolisacaridos se obtuvieron a una concerade 2 mg/mL. Los cultivos de

macrofagos se activan con LPS desde una conceémtrdei 20 ng/mL, la solucion stock (1

pug/mL), asi como el volumen y la concentracion firegjuerida se llevan a cabo en medio

suplementado.

w Glucosa al 1% en PBS 1X
Para preparar 50 mL:
0.5g Glucosa (SIGMA, No de catalogo: G8769)
50 mL PBS 1X

Agitar en vortex rapidamente vy filtrar con un 9.2 mm.

Esta solucion se prepara cuando se va a utilizar.

w+ PBS 1X-Glicerol (1:1)
Para preparar 20 mL:
10 mL PBS 1X
10 mL Glicerol SIGMA (No de catalogo: G5516)

Agitar en vortex y guardar a TA.
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ANEXO 4. Graficas de invasion de macrofagos invadabs con taquizoitos tratados por
30 miny 2 h conADHEA y S-P a 2 y 24 horas de incubacion
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Fig. 19. Invasién de macréfagos peritoneales pordaizoitos tratados COMADHEA.
Comparacion en los porcentajes de invasion de rMagws incubados 2 y 24 horas, invadidos por
taquizoitos tratados 30 minutos MBHEA (diferencias significativas comparando losrms entre
cada una de las concentraciones utilizadaSi¢EA.
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Fig. 20. Invasion de macrofagos peritoneales por taquizais tratados con S-P.
Comparacion en los porcentajes de invasion de rMagws incubados 2 y 24 horas, invadidos por
taquizoitos tratados 30 minutos c®A (diferencias significativas comparando los tiempose cada
una de las concentraciones utilizadas de S-P.
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Invasion de macréfagos peritoneales por Tk's tratams durante 2 horas
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Fig. 21 Invasion de macrofagos peritoneales por taquizoisatratados conADHEA.
Comparacion en los porcentajes de invasion de rMagws incubados 2 y 24 horas, invadidos por
taquizoitos tratadozs horas conADHEA (diferencias significativas comparando los tiempose cada
una de las concentraciones utilizadaADHEA.
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Fig. 22. Invasion de macrofagos peritoneales por taquizoisatratados con S-P.
Comparacién en los porcentajes de invasion de e incubados 2 y 24 horas, invadidos por
taquizoitos tratadox horas cons-P (diferencias significativas comparando los tiemeose cada una
de las concentraciones utilizadasSee




