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Resumen

Durante la infeccion con Toxoplasma gondii se ha reportado un periodo de inmunosupresion que se
caracteriza por la incapacidad de los linfocitos T de responder a estimulos mitogénicos y antigénicos. Las
células T reguladoras (T,) tienen la capacidad de modular la proliferacién de diversas poblaciones celulares
y debido a esta propiedad, propusimos la hipdtesis de que las células T.q participan en el proceso de
inmunosupresion observado durante la infeccion aguda con el parasito 7. gondii En este trabajo
demostramos que en una cepa de raton susceptible a la infeccién (C57BL/6]) la supresién afecta a los
linfocitos T CD4™ y CD8" pero no a los linfocitos B. El andlisis de las células T.,, demostrd que durante el
periodo de supresion esta poblacion se reduce pero las células T4 restantes se activan e incrementan su
capacidad supresora. La eliminacion especifica de células T,y revierte la supresion en su totalidad
demostrando que esta poblacién celular es la responsable de dicho proceso. Analisis de los posibles
mecanismos de supresion demuestran que las células T,y inducen la inmunosupresion a través de un
mecanismo independiente de IL-10, pero relacionado con la IL-2, probablemente por privacion de esta

ultima.

La deplecién con el anticuerpo anti-CD25 es una herramienta comlUnmente utilizada para la
eliminacién de las células T,y @ pesar de la posibilidad de eliminar también otras poblaciones de células
activadas. En este trabajo evaluamos las poblaciones celulares eliminadas después de la deplecion y la
infeccion con 7. gondii en una cepa resistente y en una susceptible a la infeccion, C57BL/6] y BALB/c,
respectivamente. Encontramos que el tratamiento con el anticuerpo antes de la infeccion elimina
principalmente células NK positivas para CD25 en ratones C57BL/6] y células T, en ratones BALB/c, por lo
que el tratamiento con el mAb anti-CD25 en la cepa susceptible es inviable para el estudio de las T,egs. En los
ratones BALB/c el tratamiento con el mAb reduce la sobrevivencia de los ratones a la infeccion debido a la
reduccion en la proporcién de Ty, lo cual sugiere que estas células son importantes para la resistencia a la
infeccién. Los resultados presentados en este trabajo ofrecen un nuevo panorama de la inmunomodulacion

hasta ahora reportada durante la infeccién 7. gondii.



Abstract

Acute infection with the intracellular parasite 7oxoplasma gondii comprises a period of
immunosuppression characterized by a reduced T cell proliferative response to mitogens and antigens. Teq
cells modulate the proliferation of different cell subsets, due to this characteristic we aimed to determine of
this population modulates the immunosuppression observed during acute 7. gondii infection. We found that
in the susceptible mouse strain C57BL/6] both CD4" and CD8" T cells but not B cells are suppressed. Treq
cells analysis showed that this population is reduced during immunosuppression; however the remaining cells
displayed an activated phenotype and acquired a higher suppressive capacity. Specific T, €limination leads
to a full recovery of T cell proliferation, demonstrating that T..c mediate suppression. Analysis of different
suppression mechanisms showed that T4 induce immunosuppression independently of IL-10 but through an

IL-2 related mechanism, probably IL-2 deprivation.

Depletion with anti-CD25 mAb is a tool commonly used to eliminate T4 cells despite the possibility of
eliminating other activated cell subsets. We evaluated herein which cell populations were eliminated after
depletion and infection using the susceptible mouse strain C57BL/6] and the resistant strain BALB/c. We
found that mAb treatment prior to infection eliminates mainly activated NK cells in the susceptible mouse
strain and T.gs in the resistant mouse strain, demonstrating that in the C57BL/6] infection model depletion
with the anti-CD25 mAb is useless for T4 analysis. Anti-CD25 treatment in BALB/c mice reduces survival to
infection due to a reduced proportion of T, suggesting that these cells are important for the resistance to

infection. Our results open a new insight in the inmunomodulation previously reported for 7. gondiiinfection.



Abreviaciones

APC Células presentadoras de antigeno

CFSE 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
ConA Concanavalina A

DC Células Dendriticas

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
dpi Dias post infeccion

FSC Forward Scatter (tamafio)

i.p. Via Intraperitoneal

KO Knock Out

mAb Anticuerpo monoclonal

NRI Intermediarios reactivos de nitrégeno
PBS Phosphate Buffered Saline

SFB Suero Fetal Bovino

SN Sobrenadante

SSC Side Scatter (granularidad)

Teonv T convencionales (linfocitos CD4*Foxp3")
Treg T reguladoras (linfocitos CD4*Foxp3*)
T.A. Temperatura ambiente

7-AAD 7-aminoactinomicina D



I. Introduccion

1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligatorio del phAy/lum Apicomplexa capaz de infectar
cualquier animal de sangre caliente, fue descubierto hace poco mas de cien anos por Nicolle y Manceaux en
el roedor gundi (Ctenodactylus gundi) en Tunez [1] y al mismo tiempo fue descrito por Splendor en conejos
en Brasil [2]. El nombre de Toxoplasma viene del griego toxon, que quiere decir “Forma de arco”, lo cual
deriva de la forma del parasito observada por los descubridores, mientras que gondii viene del nombre del
roedor en el que fue descubierto por Nicolle y Manceaux (Tabla 1) [3, 4]. Durante afos el parasito fue
encontrado en diferentes animales y la especie era nombrada de acuerdo al animal donde se habia
encontrado, hasta que se descubrié que todos pertenecian a la misma y Unica especie: Toxoplasma gondii
[4, 5]. Sin embargo, fue hasta 20-25 afos después de su descubrimiento que se estableci6 como un
patdgeno causante de infecciones en humanos (Tabla 1) y fue hasta la década de los ochenta que adquirid

una gran importancia como enfermedad oportunista en los pacientes con VIH (Tabla 1) [3, 5].

La toxoplasmosis se ha descrito como wuna enfermedad asintomatica en individuos
inmunocompetentes debido a la gran cantidad de personas seropositivas al parasito que no presentan signos
de la enfermedad. Sin embargo, analisis recientes de brotes de toxoplasmosis sugieren que Unicamente el
25% de los casos son realmente asintomaticos. La caracteristica asintomatica de esta enfermedad parece ser
en realidad un problema de diagndstico, ya que los sintomas que se presentan son demasiado generales, por
ejemplo: pirexia, linfadenopatia, dolor muscular y malestar general [6]. Sin embargo, los sujetos

inmunocompetentes son capaces de responder a la infeccion y controlarla (Tabla 2).



Perspectiva historica de la Toxoplasmosis

1908 Nicholle & Manceaux — Observan el organismo en el roedor africano Ctenodactylus gundiy le dan el nombre
de Toxoplasma gondiii.

1908 Splendore - Encontré al parasito en conejos

1923 Janku — Reporto el primer caso de coriorretinitis en un nifio, encontrd parasitos en el ojo y los llamé
“esporozoa”

1928 Levaditi — Identificd este “esporozoa” como Toxoplasma gondii

1938 Wolf & Cowan — Identificaron a 7. gondii como el agente causal de la encefalitis neonatal: primer reporte de
la transmisién congénita de 7. gondii

1940 Pinkerton & Weinman — Reportaron un caso fatal de toxoplasmosis diseminada en un adulto

1941 Sabin — Describi6 una triada de signos en un nifio con toxoplasmosis congénita (retinocoroiditis, hidrocefalea
y calcificacién cerebral)

1948 Sabin & Feldman — Desarrollan la prueba diagndstico que aun se usa como estandar

1952 Slim — Describe una forma “glandular” durante la infeccion con toxoplasma

1954 Jacobs et al. — Aislan 7. gondii del ojo de un paciente con corioretinitis

1954 Weinman & Chandler — Sugieren que la transmision de toxoplasma se relaciona con la ingestion de carne de
cerdo mal cocida

1960 Jacobs, Remington et al. — demuestran que los quistes obtenidos de tejidos son resistentes a enzimas
proteoliticas

1965, 1969 Hutchinson — Descubre 7. gondiien heces felinas y reconoce al gato como el huésped definitivo

1969 Wallace — Hace un estudio epidemioldgico en algunas islas de Pacifico indicando la importancia del gato en la

transmision de la infeccion a humanos

1970 Dubey, Millar & Frenkel — El descubrimiento de la fase sexual y los ooquistes en el intestino delgado de los
gatos clarificd el ciclo de vida de 7. gondii e indicd que era un parasito coccidio

1970s Incrementa la conciencia de los riesgos para el feto como consecuencia de una infeccion aguda de
toxoplasmosis durante el embarazo

1980s La toxoplasmosis emerge como una infeccién que amenaza la vida en pacientes inmunocomprometidos,
especialmente aquellos con SIDA

Tabla 1. Perspectiva historica de la Toxoplasmosis. Traducido de Toxoplasmosis: A comprehensive clinical Guide [7].

La toxoplasmosis es un problema grave para individuos inmunosuprimidos y para mujeres
embarazadas. En el caso de los individuos inmunosuprimidos, como consecuencia de la infecciéon con VIH o
por tratamiento médico, los pacientes son incapaces de controlar la parasitosis en caso de una reactivacion y
desarrollan encefalitis toxoplasmica, que suele ser fatal. Estos pacientes no estan exentos de una infeccion
primaria pero el escenario mas comun es el de la reactivacion de la infeccion (Tabla 2) [8-10]. En las mujeres
embarazadas la toxoplasmosis genera complicaciones cuando es una infeccion primaria. Si la infeccion
primaria ocurre antes de las 20 semanas de embarazo pueden ocurrir serios dafos al feto como corioretinitis,

hidrocefalia, calcificacion intracraneal e incluso se puede inducir un aborto. Después de las 20 semanas de



embarazo se reduce considerablemente la probabilidad de que el feto presente alguno de los sintomas antes
mencionados. Sin embargo, si una mujer llega a reinfectarse durante el embarazo el sistema inmune es

capaz de controlar la infeccion. (Tabla 2).

Infeccion con 7. gondii en diferentes pacientes

Paciente Efectos de la infeccion. Referencias

Inmunocompetente Normalmente son asintomaticos o presentan sintomas de malestar general (pirexia, [6, 10, 11]
linfadenopatia, dolor muscular).

Inmunosuprimidos La infeccion primaria llega a ocurrir pero en frecuencias muy bajas. Es mas comln que el  [8-10]
problema sea causado por la reactivacion de la infeccion.

VIH*  La reactivacion se observa generalmente en pacientes con cuentas de CD4* menores a
100 células/pul.

VIH™ Pacientes en alguna de las siguientes condiciones:

Receptores de trasplantes.

En quimioterapia.

En tratamientos con corticosteroides.
Con enfermedades del tejido conectivo.

Mujeres Embarazadas  La probabilidad de la infeccion incrementa con la edad gestacional pero el riesgo de que  [10, 12-14]
el feto sufra sintomas clinicos severos se reduce con la edad gestacional

Infeccion  La mayoria de las mujeres no presentan sintomas. Antes de las 20 semanas el feto
primaria  puede presentar:

Corioretinitis.

Hidrocefalia.

Calcificacion intracraneal.

Aborto.

Después de las 20 semanas es muy baja la probabilidad de observar malformaciones.

Reactivacion  La reactivacion se ha descrito en mujeres inmunosuprimidas .

0 Reinfeccion , . .
Sdélo hay 6 casos reportados de mujeres que se reinfectaron durante el embarazo.

Tabla 2 Infeccion con 7. gondii en diferentes pacientes

Actualmente se sabe que la toxoplasmosis esta ampliamente distribuida y se estima que un tercio de
la poblacion mundial esta infectada [15], sin embargo, existe una gran diversidad en la prevalencia, pues se
reportan valores desde <1% en la regién de Shangdong en China hasta 83.5% en Madagascar [16] (Figura
1). En México esta reportado que la seropositividad promedio es del 30% [17, 18]. En la figura 2 observamos
gue la mayor prevalencia se encuentra en las zonas costeras, particularmente en Colima, Nayarit, Campeche,
Veracruz y Tabasco (>60%, rojo) y la menor al norte del pais, en los estados de Baja California Sur, Sonora,
Durango, Aguascalientes y San Luis Potosi (10-20%, naranja); esto se relaciona directamente con los
estadios infectivos del parasito (ver mas adelante, ciclo de vida). Otros datos importantes presentados en

este estudio indican que hombres y mujeres se infectan en la misma proporcion y que en las zonas norte y



centro del pais la mayor seroprevalencia se observd en zonas de bajos niveles socioeconémicos, mientras

que en las zonas costeras no se observo influencia del estrato social [18].

Figura 1 Estado global de la seroprevalencia anti- 7. gondii. Rojo obscuro: >60%, rojo claro 40-60%, amarillo 20-40%,
azul 10-20%, verde <10% y blanco no hay datos disponibles [16] .

Figura 2 Seroprevalencia de 7. gondii en México. Rojo >60%, amarillo 50-60%, verde 40-50%, azul 30-40%, cian 20-30%,
naranja 10-20% Adaptado de Velasco-Castrejon et al. [18].



1.1. Ciclo de vida

Toxoplasma gondii tiene tres estadios infecciosos: el taquizoito (Fig. 3A), caracterizado por su
capacidad de proliferar a gran velocidad; el quiste tisular que contiene a los bradizoitos (Fig. 3B), y el
ooquiste, que contiene a los esporozoitos (Fig. 3C). Los taquizoitos tienen forma oval arqueada, miden
aproximadamente 2x6 um (Fig. 3A) e invaden a las células penetrandolas activamente o por fagocitosis. Una
vez dentro, el parasito queda rodeado por una vesicula parasitofora y se multiplica asexualmente por
endodiogenia, un proceso en el que 2 células hijas se forman dentro de la célula madre dejandola intacta. La
célula invadida se lisa después de que el parasito se ha dividido varias veces y estos pueden invadir a otras

células. El taquizoito puede dividirse en cualquier tipo celular excepto en eritrocitos [19, 20].

Los bradizoitos se encuentran dentro de los quistes, tienen una morfologia practicamente igual a la
de los taquizoitos y al igual que éstos se dividen por endodiogenia, sin embargo, lo hacen a una velocidad
muy baja. Los quistes son de diferentes tamafios (5-100 um) y pueden contener desde 2 hasta miles de
bradizoitos (Fig. 3B). Generalmente se encuentran en cerebro, ojos, musculo esquelético y tejido cardiaco
aunque también se pueden encontrar en pulmones, higado vy rifiones [19, 20]. Todavia se desconocen los
agentes que inducen la conversion de taquizoito a bradizoito y viceversa, no obstante, se ha sugerido que
podrian participar factores como el pH, choque térmico, inhibicién mitocondrial, 6xido nitrico, IFN-y, TNF-o e

IL-12 [21].

El ooquiste es el resultado de la division sexual del parasito en el intestino de los felinos (ver mas
adelante). Cuando es excretado por los felinos se encuentra en forma no esporulada y mide entre 10 y 12
um de diametro (Fig. 3C). En las condiciones adecuadas de humedad y temperatura los ooquistes esporulan
(Fig. 3C) y se vuelven infecciosos; esto puede tomar entre 1 y 5 dias [19, 20, 22]. Los ooquistes son muy
resistentes a diferentes condiciones ambientales; por ejemplo, se ha reportado que en suelos hiumedos la
infectividad de los quistes puede mantenerse por mas de 1 afio [22]. Esta resistencia de los ooquistes se
relaciona directamente con la epidemiologia reportada, por ejemplo, en México, donde la seroprevalencia es

mas alta en zonas costeras. Este parasito tiene la capacidad de dividirse asexualmente en cualquier tipo



celular pero su ciclo de vida comprende una fase sexual (ciclo enteroepitelial) que soélo puede llevarse a cabo

en el intestino de los felinos, que son sus huéspedes definitivos [23, 24].

Figura 3 Estadios infecciosos de 7. gondii. Observacion por microscopia de campo claro de: (A)Taquizoitos (barra, 10 pm)
[25] (B) bradizoitos enquistados [19] y (C) ooquistes sin esporular y esporulados, las flechas sefialan a los esporozoitos [19] .

1.1.1. Fase Sexual

Cuando un felino ingiere alguna de las formas infectivas del parasito, éste llega al epitelio intestinal y
se replica varias veces. Los parasitos se reproducen y pasan por varios estadios, denominados A-E, que
llevan a la formacion de los gametos masculinos y femeninos, microgametos y macrogametos
respectivamente [19, 20, 22] (Fig. 4). El microgameto fertiliza al macrogameto que se encuentra en el
enterocito creando un cigoto que se convertira en el ooquiste cuando se forme una pared a su alrededor
(Fig. 4) [19, 20]. El tiempo transcurrido entre la ingestion del parasito y la excrecion de los ooquistes va de 3
a 10 dias, pero este tiempo depende del estadio infectivo del parasito que haya ingerido el animal. Después
de este periodo, la produccidon de ooquistes dura entre 7 y 20 dias, siendo los dias 5-8 el pico de excrecion,
cuando los animales pueden producir mas de 10 millones de ooquistes por dia. En total, un gato puede
excretar mas de mil millones de ooquistes [22]. Regularmente, los gatos que ya han excretado ooquistes se

vuelven inmunes al parasito y ya no excretan ooquistes en el caso de una reinfeccion [20].



1.1.2. Fase Asexual

Los ooquistes excretados requieren de un periodo de entre 1-5 dias en condiciones apropiadas de
humedad y temperatura para esporular y volverse infecciosos (Fig. 4) [22]. Estos contaminan agua y comida
y es asi que son ingeridos por los huéspedes intermediarios, entre ellos los humanos (Fig. 4). Después de
ingerir ooquistes o quistes, estas estructuras se deshacen en el estémago por efecto de las enzimas
gastricas, liberando los esporozoitos o los bradizoitos y convirtiéndolos en taquizoitos. Durante la fase aguda
de la infeccién los taquizoitos se replican rapidamente y se diseminan por todo el organismo. Posteriormente,
en la fase crénica los taquizoitos se convierten en bradizoitos y se forman los quistes tisulares,
principalmente en cerebro y musculo. La ingestién de quistes en carne contaminada lleva a la infeccién en los
huéspedes intermediarios y en los huéspedes definitivos, cerrando asi el ciclo de vida del parasito (Fig. 4)

[20, 26].
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Figura 4 Ciclo de vida de Toxoplasma gondii[27].
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1.2. La respuesta inmune contra T. gondii

7. gondii es un organismo modelo para el estudio de la inmunologia, por lo que la respuesta inmune
contra éste parasito ha sido bien caracterizada. La primera citocina que aparece en respuesta a la infeccidn
es la IL-12 que puede ser producida por macréfagos, neutréfilos y células dendriticas [28-32], siendo estas
Ultimas las principales productoras de dicha citocina [33]. La alta produccion de IL-12 por células dendriticas
se debe por un lado a la ciclofilina-18, una molécula secretada por el parasito que se une a CCR5 [34] y por
el otro a la profilina, que se une a TLR 11 [35, 36] (Fig. 5). Esta gran cantidad de IL-12 lleva a la activacion
de células NK y de linfocitos T CD4* y CD8", y consecuentemente a la produccion de altos niveles de IFN-y,

polarizando la respuesta hacia Tyl [28, 37, 38] (Fig. 5).

El IFN-y es indispensable para el control de la infeccién ya que activa a los macréfagos para que
puedan llevar a cabo sus funciones efectoras [39-42]. La activacion de los macréfagos hace que estas
mismas células produzcan TNF-a, el cual funciona como cofactor ayudando a que los macrdfagos lleven a
cabo las funciones efectoras que dan como resultado la inhibicion de la replicacién y la eliminacion del
parasito [43, 44] (Fig. 5). Estas funciones efectoras incluyen la produccion de intermediarios reactivos de
nitrdgeno (NRI) [43, 45], de especies reactivas de oxigeno [46-48], la acumulacién de GTPasas p47 en las
vacuolas parasitoforas [49, 50] y la degradacion de triptéfano (Fig. 5) [51-53]. Recientemente, se reportd
que los macréfagos también controlan al parasito por autofagia de manera independiente de IFN-y y TNF-a

(Fig. 5) [54-57].

Los linfocitos T tienen un papel crucial en la respuesta inmune contra 7. gondii, tanto en el control de
la fase aguda como en el control de la reactivacion durante la fase crénica [58-60]. La cooperacion entre
linfocitos CD4" y CD8" es sinérgica [61] y se requiere la produccién de IFN-y por parte de ambas
poblaciones, aunque la mayor proporcion de esta citocina es producida por los linfocitos CD8* [60, 62, 63].
Se ha demostrado que después de la infeccion los linfocitos CD4* se activan y producen IL-2, la cual ayuda a
los linfocitos CD8" a optimizar y mantener su produccion de IFN-y [58, 64, 65] (Fig. 5). Ademas de su alta
produccion de IFN-y, los linfocitos CD8" participan en la eliminacion del parasito ejerciendo su actividad

citotdxica sobre células infectadas [66, 67] (Fig. 5). Se ha reportado que la presentacion de antigenos del
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parasito a linfocitos CD8* depende de la aminopeptidasa ERAAP en el reticulo endoplasmico [68] (Blanchard
2008) y se ha sugerido que la fusion del reticulo endoplasmico del huésped con la vacuola parasitofora en es
el conducto para el transporte de antigenos entre | vacuola parasitdfora y el citosol del huésped, permitiendo

que los antigenos entren a la via de presentaciéon por MHC clase I [69].

La respuesta Ty; es crucial para el control de la infeccion, pero una respuesta exacerbada de este
tipo tiene como consecuencia serios danos para el huésped, por lo tanto la regulacién de la respuesta
inmune durante la infeccidén tiene un papel tan importante como la activacion de la misma. Existe in
mecanismo dependiente de TGF-B independiente de linfocitos T para la regulacion de IL-12 [70] y se ha
demostrado que después de la infeccion los macréfagos producen TGF-B, lo cual lleva a una reduccion en la
produccion de TNF-o y de su receptor [71, 72]. El efecto autdcrino del TGF-B conlleva a la induccion de
apoptosis en monocitos [73] y la inhibicion de produccion de Oxido nitrico en macrdfagos [74].
Recientemente se demostrd que esta citocina es importante para la inmunorregulacion de la infeccion con 7.
gondii en intestino [75] y contrariamente a lo sugerido anteriormente, la produccién de esta citocina depende

de los linfocitos intraepiteliales CD8“* TCR*® (Fig. 5) [76, 77].

La IL-10 inhibe las funciones efectoras de macrofagos activados por IFN-y [78] y es una citocina
importante tanto en la infeccién primaria como durante la respuesta a la encefalitis toxoplasmica pero no es
necesaria para la generaciéon de memoria inmunoldgica (Fig. 5) [79-81]. Los animales IL-107" mueren
durante la fase aguda de la infeccidn con necrosis en el higado y el intestino delgado, ya que son incapaces
de controlar la produccion exacerbada de IL-12, IFN-y y TNF-o [82-84]. Se ha reportado que la IL-10
producida por los linfocitos CD4" es la que esta involucrada en la inmunomodulacién durante la infeccion
[85], sin embargo, son estas mismas células las que se han descrito como causantes de la patologia
observada durante la infeccion [64, 82, 83]. Esta contradiccion puede explicarse con un reporte reciente que
sugiere que los linfocitos T CD4" Ty; juegan un papel dual durante la infeccion ya que producen tanto IFN-y
como IL-10 [86]. Recientemente se reportd que también las células NK producen IL-10 durante la fase aguda
de la infeccién, particularmente en higado y pulmén, lo cual limita la produccién de IL-12 por células

dendriticas (Fig.5) [87].
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La IL-27 también participa en el control de la respuesta inflamatoria observada durante la fase aguda
de la infeccidn con 7 .gondii [88, 89]. Los ratones deficientes en el receptor de dicha citocina desarrollan una
hiperactividad de linfocitos T caracterizada por la alta produccién de IFN-y y los animales mueren a causa de
una inflamacioén descontrolada [90]. Se ha sugerido que la IL-27 es producida por las DCs y limita el

desarrollo de una respuesta Ty; a través de la inhibicion de la produccion de IL-2 (Fig. 5) [91].

El eicosanoide lipoxinass se reporté como modulador de la respuesta inmune contra 7. gondii tanto
en la fase aguda como en la fase cronica de la infeccidn. Si bien no se ha determinado cual es la(s) célula(s)
productora de esta molécula durante la infeccidn, se ha reportado que la lipoxinaas regula la produccién de

IL-12 por células dendriticas y que su inmunomodulacion es independiente de la IL-10 (Fig. 5) [92-94]
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1.3. Susceptibilidad y resistencia a la infeccion con T. gondii en el modelo
murino

Una de las herramientas mas importantes para el estudio de la infeccion con 7. gondii son los
modelos de susceptibilidad y resistencia. Esto depende por un lado de la cepa de ratdn que se utiliza para la
infeccién y por el otro de la virulencia del parasito con el que se infecta. La virulencia de 7. gondii se
determina con la dosis letal del 100% (LD1go) €n ratones de cepa abierta infectados con taquizoitos. La cepas

virulentas tienen una LD;0=1 Y las cepas avirulentas tienen una LD;qo >10° [95, 96].

7. gondii es la Unica especie de su género pero estudios genéticos han determinado que existen 11
haplogrupos definidos por polimorfismos en intrones en los locus UPTR (intrones 1 y 7 cromosoma XI), MIC2
(intrones 1 y 3 cromosoma VIIa), BTUB (intrones 1 y 2 cromosoma IX), EF1 (intron 1 cromosoma X) y HP
(intron 2 cromosoma IV) [97, 98]. Las cepas de los tipos I, II y III predominan en Norte América y en
Europa, fueron las primeras que se describieron [99, 100] y son con las que mas estudios inmunoldgicos se
cuentan. Las cepas IV a XI fueron descritos mas recientemente y comprenden principalmente parasitos de
Sudamérica, donde se ha reportado una gran variabilidad [97]. Las cepas tipo I se caracterizan por su alta
virulencia, pero se encuentran en baja proporcién en muestras aisladas de pacientes [95, 99-101]. Se ha
reportado que en casos severos de toxoplasmosis congénita hay una mayor frecuencia de parasitos de este
tipo de cepa, por lo que la patogenicidad de la misma parece afectar también a humanos [96, 102]. Las
cepas tipo I incluyen a la RH y la PT que fueron obtenidos de aislados humanos en el afio 1940 en E.U.Ay en
el afio 1984 en Francia respectivamente [101]. Se ha descrito que la virulencia de las cepas tipo I se debe a
loci que se encuentran en los cromosomas VII y IV del parasito [96]. Las cepas tipo II son avirulentas y dan
lugar a infecciones crdnicas. Este tipo de parasito es el que se ha encontrado en mas del 70% de los aislados
de pacientes [99, 100]. Debido a esto Ultimo, las cepas tipo II se utilizan cominmente para el estudio de la
toxoplasmosis en el modelo murino, entre las que se encuentran la ME49, aislada de un borrego en el afio
1965 en E.U.A. y la cepa Beverly, obtenida de un aislado clinico en Inglaterra en 1959 [101]. Las cepas tipo
III también son avirulentas, se han encontrado en baja frecuencia en aislados de pacientes pero son mas

comunes en muestras aisladas de diferentes tipos de animales [99, 100].
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La resistencia y susceptibilidad a la infeccién con 7. gondii es dificil de definir en el modelo murino,
ya que depende del fondo genético del raton, del tipo de cepa de parasito que se utilice para la infeccién, del
tamafio del indculo, de la via de infeccion y del periodo de la infeccidon a evaluar [103-105]. Todas las cepas
de ratén son susceptibles a las cepas tipo I de 7. gondii, sin embargo, al infectar con cepas tipo II se observa
que existen diferentes niveles de susceptibilidad y resistencia al parasito. En la Figura 6 podemos observar
gue después de la infeccién con 100 quistes de la cepa ME49 por via oral, las cepas A/J, C3He/] y DBA/2]
son resistentes, las cepas DBA/1] y BALB/c son medianamente resistentes y las cepas C57L/], SJL/J, SB/LE y
C57BL/6] son susceptibles [106]. Existe evidencia de que los haplotipos H2d y H2k contribuyen a la
resistencia mientras que los haplotipos H2a y H2b favorecen a la susceptibilidad [104], aunque también
existen cepas de 7. gondii que inducen respuestas inmunes independientes del haplotipo del animal [107].
Otros estudios indican que la cepa BALB/c es susceptible a la fase aguda de la infeccion pero resistente a la

fase cronica, contrario a lo reportado en la cepa CBA/Ca [105].
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Figura 6 Sobrevivencia de diferentes cepas de ratones singénicos a la infeccion con 7. gondii. Los animales

fueron infectados con 100 quistes de la cepa ME49 por via oral y se monitored la sobrevivencia durante 30 dias. Adaptado de McLeod
1989 [106].
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2 Células T requladoras

Los linfocitos CD4™ son una poblacion celular que se clasifica en cuatro linajes efectores, células Ty,

Trz, Thiz7 Y Tregs: Cada subtipo se caracteriza por la produccion de un patrdn de citocinas y por la expresion de

factores de transcripcion especificos (Tabla 3); sin embargo existe una gran heterogeneidad dentro de cada

linaje. Se han descrito otras poblaciones como las Ths, Tho, Trt Y TH foliculares quU€ podrian ser linajes

independientes, sin embargo, esto aln es materia de debate y todavia se les considera como parte de la

gran diversidad de subtipos de linfocitos Ty. Estudios recientes han demostrado que los linfocitos CD4*

tienen gran flexibilidad y plasticidad, ya que dependiendo del microambiente linfocitos CD4" efectores ya

diferenciados pueden expresar citocinas y factores de transcripcion caracteristicos de otros linajes. La

plasticidad de linfocitos CD4" es un tema de estudio importante actualmente, ya que existen implicaciones

terapéuticas importantes [108-110].

Factor de

.. L. L, Citocinas Subtipos dentro
Linaje Funcion efectora Transcripcion .. ..
.. caracteristicas del linaje
caracteristico
Th Inmunidad contra microorganismos STAT4 IFN-y Twy  productoras
intracelulares T-bet de IL-10
Tri?
Th2 Inmunidad contra helmintos y otros STAT6 IL-4 The?
patégenos extracelulares GATA3 IL-5 TH Foliculares?
IL-13 Tri?
Th17 Eliminacién de bacterias extracelulares STAT3 IL-17a
y hongos, especialmente en mucosas RORyt IL-17f
IL-22
Treo Mantenimiento de la homeostasis del Foxp3 IL-10 NTreg
sistema inmune IL-35 iTreg
TGF-B

Tabla 3. Clasificacion de los linfocitos CD4* efectores. Adaptado de Zhou et al. [108] ,Zhu et al. [109] y O'Shea et al.

[110].
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En este trabajo nos enfocamos en el estudio de las células T reguladoras (T.g) que comprenden
entre el 5y 10% de las células CD4" periféricas y son una de las poblaciones celulares responsables de
mantener la homeostasis del sistema inmune. Su importancia se demostré en 1985 con los primeros
experimentos de Sakaguchi en los cuales la transferencia adoptiva de esplenocitos depletados de ciertas
poblaciones a ratones desnudos como receptores llevaba al desarrollo de patologias autoinmunes. Estos
experimentos demostraron que las células T eran linfocitos CD4" que expresaban altos niveles de CD5 y
bajos niveles de CD45 [111, 112]. Utilizando el mismo modelo se descubrié posteriormente que la expresion
constitutiva de CD25 en linfocitos CD4" distingue la poblacién de T, de la poblacién que contiene células
autoreactivas [113]. La fenotipificacion de células T,.; como CD4*CD25" permitié realizar estudios mas finos
sobre el origen y funciones de esta poblacion celular [114]. Sin embargo, el uso de CD25 para identificar
células Ty, tiene la desventaja de que esta molécula se expresa también en células activadas y por lo tanto
no es un marcador especifico de células T,g; un problema semejante ocurre con otras moléculas que se han
utilizado para caracterizar a esta poblacion, como CTLA-4 [115, 116] y GITR [117]. En el aho 2003 se
describio que el factor de transcripcion Foxp3 se expresa constitutivamente en T Y que es una molécula
necesaria para el desarrollo y la funcion de estas células [118, 119], convirtiéndose en el marcador mas
confiable para la identificacion de T.gs. Por lo tanto, estas células pueden ser ahora claramente distinguidas
por el fenotipo CD4"Foxp3™. Cabe aclarar que las células T humanas activadas pueden expresar Foxp3 de
manera transitoria, y por lo que este fenotipo no es exclusivo de Tregs en humano [120, 121]. Foxp3
confiere a las T4 SU capacidad supresora e induce su incapacidad de producir IL-2 y su estado anérgico, lo

cual se debe a que este factor de transcripcion inhibe la actividad de NF-AT y NF-kB [122].

Se han descrito dos tipos de células T, las naturales (nTeg) y las inducidas (iTregs). Las NTegs S€
originan en el timo, donde adquieren la expresion de Foxp3 y requieren para su mantenimiento y expansion
en la periferia de TGF-B y de IL-2. Las iT.egs pueden generarse en bazo, nédulos linfaticos, tejido inflamado y
en el tejido linfoide asociado al intestino; se originan de células T CD4*Foxp3™ o T convencionales (Tcon) que
en condiciones de exposicién cronica a ciertos antigenos [123] y en presencia de TGF-B y acido retinoico
adquieren la expresion de Foxp3 y se vuelven supresoras [123-125]. Algunos estudios indican que Ias iTregs

es que comparten su repertorio de TCR con el de las células T, Sugiriendo que las iT,gs controlan
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respuestas contra antigenos externos y que las nT,egs, dado su origen timico, controlan la respuesta inmune
contra autoantigenos [123, 126]. Sin embargo, la especificidad de las T4 €S controversial, pues también
hay reportes que indican que los TCRs de las nT,e4s reconocen principalmente antigenos externos [127, 128].
Se ha reportado también que las nT.qs expresan Foxp3 de manera mas estable que en las T, esta
diferencia se relaciona con modificaciones epigenéticas, ya que en nT, dinucledtidos CpG en el locus de
Foxp3 (en el promotor, en CNS2 y en TSDR) se encuentran desmetilados mientras que en iT.gs generadas /in
vitro dichos motivos permanecen metilados [129]. A pesar de las diferencias descritas entre estas dos
poblaciones es importante sefialar que determinar la importancia de las NTygs € iTregs durante procesos
inmunoldgicos ha sido complicado debido a la falta de marcadores especificos que distingan a estas

poblaciones.

La plasticidad de las células T, ha sido evidenciada en afios recientes y su estudio tendra
implicaciones importantes para los futuros usos terapéuticos de esta poblacion. Se ha demostrado que las
células T,y tienen la capacidad de convertirse en células Tui, Tuiz O Thfolicuaress 10 cual depende del
microambiente en que se encuentren, es decir de la citocinas y de las células con las que interactian [108].
También se ha reportado la existencia de T.gs “hibridas” es decir que coexpresan Foxp3 con factores de
transcripcién y citocinas caracteristicos de otros linajes como RORyt/IL-17 y T-bet/IFN-y, estas células
mantienen sus propiedades supresoras /n vitro, pero se desconoce su funcion /n vivo. Se ha sugerido que
lejos de ser un estado intermedio entre dos linajes, estas poblaciones son subtipos de T..s €specializados

gue se generan en respuesta a un microambiente especifico [130].

Después de casi 30 afios de incesantes estudios, ahora se sabe que las células T,; No sélo estan
involucradas en enfermedades autoinmunes, también participan en la modulacion de la respuesta inmune
contra tumores, trasplantes de tejidos y agentes infecciosos [131, 132]. Si bien aln falta mucho por
descubrir de estas células, se ha demostrado que tienen un potencial terapéutico importante, convirtiendo el

estudio de las Tegs €n un tema de estudio central en la inmunologia.
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2.1. Mecanismos de supresion de las células T4

Las células T, suprimen la proliferacion y la produccion de citocinas de diversos tipos celulares como
células T efectoras tipo Tyl y Tu2 [133-135] por diversos mecanismos que pueden clasificarse como
dependientes de citocinas inhibidoras, dependientes de disrupcion metabdlica y dependientes de contacto

[121, 136].

Los mecanismos dependientes de citocinas inhibidoras (Fig. 7A) incluyen a la IL-10, el TGF-B y la IL-
35 producidas por las Trg. La IL-10 tiene la capacidad de inhibir la activacion de células presentadoras de
antigeno (APC) y de limitar la activacion de células T. Esta citocina también actGa directamente en linfocitos
T inhibiendo tanto su proliferacion como la produccion de otras citocinas como IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-5.
Ademas, la IL-10 promueve la generacion de células Trl que son células Foxp3™ con la capacidad de generar
grandes cantidades de IL-10 [137-139]. El TGF-B se encuentra principalmente unido a la membrana de las
Tregs Y Ppuede inhibir tanto la proliferacion celular como las respuestas tipo Tyl y Tu2 [140-143].
Recientemente, se describi6 que las células T,y expresan grandes cantidades de IL-35 y que ratones
incapaces de producir esta citocina tienen menor actividad supresora /n vitro y son incapaces de controlar la
inflamacion en un sistema de enfermedad inflamatoria intestinal /7 vivo [144]. Recientemente se reportd que

la IL-10 y la IL-35 pueden cooperar para ejercer la supresion [145].

Los mecanismos dependientes de disrupcién metabdlica incluyen la hidrdlisis de ATP extracelular y la
privacion de IL-2 (Fig. 7B). La hidrdlisis de ATP extracelular por las células T, Se debe a que estas células
expresan CD39 y CD73. CD39 es una enzima que hidroliza el ATP del medio transformandolo en AMP, el cual
es rapidamente degradado por CD73 en adenosina. Esta molécula actla a través del receptor de adenosina
A2A y favorece la inhibicién de la proliferacién de células Ty, [146-148]. Las células T,y también pueden
transferir AMP ciclico, segundo mensajero y potente inhibidor de la proliferacién, a T., a través de uniones
comunicantes [149]. El concepto de que las células T privaran a las células Ty, de la IL-2 disponible fue
propuesto originalmente por Sakaguchi a partir de la observacién de la alta expresion de CD25 en las células
Treg [113]. Esta idea concuerda con observaciones donde al bloquear la capacidad de las T,egs de consumir IL-

2 estas pierden su capacidad supresora [150, 151] y también con modelos que demuestran que existe
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competencia por la IL-2 entre células Treq Y Tcony [150, 152]. Recientemente, Pandiyan demostro que las Tregs

son capaces de privar a las células T de IL-2, lo cual deriva en la apoptosis de estas Ultimas [153].

También se han identificado mecanismos dependientes de contacto célula-célula que involucran a
CTLA-4, LAG3, granzimas, o la via Fas-FasL y ocurren ya sea utilizando a las células dendriticas (DC) como
intermediarias o directamente al contacto con la célula T (Fig. 7C). Se ha demostrado que existe contacto
entre las células T y las células dendriticas y que esta interaccion es importante para que las Tegs puedan
ejercer sus funciones supresoras. También se ha reportado que las T.qs /7 Vivo impiden que las DCs y las
células CD4" interactien de manera estable y reducen su tiempo de contacto, lo cual podria impedir la
activacion apropiada de las células Teny [154]. Se ha demostrado también que las células T.q impiden la
maduracion de las APCs, lo cual conlleva a la falta de una activacion apropiada de las células Teny [155-157].
La inhibicion de la activacion de DCs parece depender por un lado de la interaccion de LAG-3 en las Tregs CON
el MHC II en DCs y por el otro de la interaccion de la molécula CTLA-4 en células T4 que inhibe la expresion
de CD80 y CD86 en DCs, probablemente por trans-endocitosis [158, 159]. CTLA-4 también induce la
produccion de indoleamina 2,3 dioxigenasa en DCs, una molécula con efectos reguladores en células T [160].
Las células T, también pueden suprimir a las células blanco por contacto directo. Una de las consecuencias
de esta interaccién es la induccidon de apoptosis, que puede ser dependiente de granzimas [161, 162], o de
la via Fas-FasL [163]. Otro mecanismo utilizado por las células T,y es el entrecruzamiento de CTLA-4

directamente con B7 en las células T, para modular su proliferacion [164].

Los mecanismos de supresion descritos (Fig. 7) no son excluyentes y aun cabe la posibilidad de
describir nuevos mecanismos diferentes a los aqui descritos. La informacion reportada sugiere que
dependiendo de la situacion, las células T4 utilizan uno o varios mecanismos, por ejemplo los mecanismos
observados in vitro no siempre funcionan in vivo y viceversa. También se ha observado que el/los
mecanismos de supresion utilizados por las T.egs dependen del nivel de inflamacion y del tipo de respuesta
inmune que sea necesario controlar, demostrando que una de las caracteristicas fundamentales de esta

poblacion es su gran versatilidad [121, 123, 136, 165].
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Figura 7 Mecanismos de supresion de las Células T,.q. Adaptado de Vignali [136] y Sakaguchi [121].

2.2. Células T reguladoras en infecciones parasitarias

El estudio de las células T4 durante infecciones parasitarias ha generado importantes hallazgos en
relacion al papel de esta poblacién como moduladora de la respuesta inmune. No obstante, el papel de las
Tregs €N mModelos infecciosos ha sido complicado de elucidar debido a que CD25 no sélo se expresa en Tiegs
sino también a las células T, activadas. Existen muchos reportes donde se ha tratado de evaluar el papel
de las T Utilizando sistemas de deplecion con el mAb anti-CD25 con resultados contradictorios, sin
embargo, reportes mas recientes han ayudado a esclarecer el verdadero papel de estas células durante

infecciones parasitarias.

La infeccién con Leishmania fue el primer modelo donde se evalud el papel de las células Teq. LoS
primeros reportes sugerian que las células CD4*CD25* prevenian el desarrollo de una respuesta Ty, [166] y

ue su acumulacion en el sitio de la infeccion impedia que las células " eliminar al parasito,
[ | sitio de la inf d [ lulas CD4*CD25 el [ t
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también sugerian que las células CD4*CD25™" utilizaban mecanismos dependientes e independientes de IL-10
[167-169]. Posteriormente se sugirié que la poblacion reguladora CD4*CD25" participaba en la reactivacion
de la infeccion, ya que la deplecion con mAb anti-CD25 al momento de un reto secundario evitaba la
reactivacion de la infeccién [170]. Experimentos mas recientes demostraron que la eliminaciéon especifica de
Tregs iNduce un incremento en la carga parasitaria y que las principales células productoras de IL-10 son
linfocitos CD4" que no expresan Foxp3; también confirmaron que las Trgs Suprimen la respuesta Ty, [171].
Finalmente, en el afio 2011 se demostré que las células T,y Se incrementan en el sitio de la infeccién y que

este incremento depende de las células de Langerhans [172].

Estudios realizados en el modelo de T7rypanosoma han descrito que las células T, Se incrementan
durante la fase aguda de la infeccion en bazo y en higado [173, 174]. Diversos experimentos sugieren que
las Tregs NO estan involucradas en el control de la carga parasitaria, pero que son importantes para la
sobrevivencia a la infeccion, pues limitan el dafio a diversos tejidos modulando la produccién de citocinas tipo
Tw [173, 174]. Se ha sugerido también que las células T.q controlan a las células NK CD8* durante la

infeccidon [175] y que inducen la generacion de macrofagos alternativamente activados [174].

En un modelo de infeccion con Plasmodium se reportd recientemente que durante los primeros dias
de la infeccion hay un incremento de células T,y seguido por una subita reduccion [176], lo cual
probablemente explica la aparente contradiccion respecto al nimero de T.g durante la infeccion con
Plasmodium reportados anteriormente [177-179]. Sin embargo, varios, reportes coinciden en que durante
esta infeccion las T,y Se activan y muestran mayor capacidad supresora [177, 180]. Recientemente se
demostré en un modelo de infeccién letal con Plasmodium berghei ANKA en ratones DEREG! que la
eliminacion especifica de T.g N0 modifica la sobrevivencia a la infeccion, la carga parasitaria, ni la
produccion de IFN-y, aunque si se reportd un incremento en el porcentaje de linfocitos CD4* y CD8*

activados [179, 181]; estos reportes aclaran los datos contradictorios obtenidos previamente utilizando

! Ratones DEREG (depleting regulatory T cells): Estos ratones expresan la proteina verde fluorescente (EGFP) y el receptor de la toxina
diftérica bajo el control del gen de foxp3, por lo que al inyectar a los ratones con toxina diftérica se consigue la eliminacion selectiva de
células Ty (Foxp3™) [182]. Estos ratones tienen las mismas caracteristicas que los ratones Foxp3 DTR (Difteric Toxin Receptor)
reportados por otro grupo el mismo afo [183]
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depleciones con el mAb anti-CD25 [177, 178, 184]. Otros estudios demuestran que si se induce un
incremento en la cantidad de T, durante la infeccion utilizando complejos IL-2/anti-IL-2 mAb se puede
modular el resultado de la infeccidn. Por ejemplo, al aumentar la cantidad de T, €n un modelo de infeccion
letal se observa un incremento en la sobrevivencia y en el control de la carga parasitaria (los animales tienen
menos parasitos). Lo anterior, sugieren los autores, se debe a que en los animales normales la respuesta de
los linfocitos CD8" no esta controlada, lo cual explica por qué al eliminar las Tregs NO se altera el curso de la
infeccion, pero al aumentar las T4 Se incrementa la sobrevivencia; ellos mismos sugieren que el efecto
protector observado al incrementar las T,gs depende de CTLA-4 pero no de IL-10 [181]. Por otro lado, en un
modelo de infeccidn no letal, el incremento de las células T, impide que los animales controlen la carga
parasitaria, pues son incapaces de generar cantidades suficientes de INF-y y mueren prematuramente, lo que
sugiere que estas Tegs €stan suprimiendo excesivamente la respuesta inmune requerida para el control de la
infeccion. Este estudio también demuestra que la reduccion en el nimero de T, descrita anteriormente es

consecuencia de la falta de IL-2 durante la infeccién [176].

Se ha demostrado que durante la infeccion con diversos parasitos extracelulares como 7richinella
spiralis, Schistosoma mansoniy Brugia malayi hay un incremento de células T, [185-188]. El analisis de las
Tregs durante estas infecciones se ha realizado particularmente utilizando depleciones con el mAb anti-CD25 y
sugieren que estas células suprimen la respuesta Ty; para permitir la polarizacion hacia T.,, pero que

también controlan la magnitud de esta ultima [185, 186, 189].

El modelo de infeccion con parasitos extracelulares que cuenta con mas informacion hasta la fecha
es el de Heligmosomoides polygyrus. En este caso también se ha observado un incremento de células Ty,
las cuales estan activadas y tienen una mayor capacidad supresora [190, 191]. Al eliminar esta poblacion
usando ratones DEREG no hay alteracion de la carga parasitaria, aunque si se observa un incremento en
citocinas tanto Ty; como Ty, asi como un mayor porcentaje de células activadas [192]. Recientemente se
describié también que antigenos de este parasito inducen la expresion de Foxp3 en células convencionales
[193]. Todos estos datos sugieren que las células T., ejercen su funcién de acuerdo al contexto
inmunoldgico en que se encuentran y demuestran que durante las infecciones se requiere de un balance

adecuado entre regulacion y activacién para el control apropiado de la infeccidn.
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2.2.1. Células T, en la infeccion con Toxoplasma gondii

Existen pocos reportes en relacion al papel de las células T,y durante la infeccién con 7. gondii.
Jankovic reportd en el 2007 que la deplecion con el mAb anti-CD25 no influenciaba la infeccién con este
parasito ni en la fase aguda ni en la fase cronica de la infeccién [86], lo que sugeria que las células T NO
son importantes para la proteccion contra esta infeccion. Estos resultados fueron posteriormente apoyados
por Morampudi et al. [194], sin embargo, Couper et al. demostraron en 2009 que en este modelo de
infeccion, la deplecion con altas cantidades de anticuerpo llevan principalmente a la eliminacion de células

CD4" efectoras, por lo que los resultados descritos previamente no son realmente concluyentes [195].

Ge et al. demostraron que durante la infeccion con 7. gondii se observa una reduccion en el nimero
de T, durante la fase aguda, y sugirid que esta reduccién favorece la induccién de abortos durante la
infeccidon con 7. gondii en un modelo murino [196]. Finalmente, Oldenhove et al. reportaron que la reduccion
de Tregs Se relaciona con la elevada inflamacion caracteristica de la infeccion con 7. gondii. En este articulo se
sugiere que el nivel de inflamacion en el intestino impide la generacion de células iT,, o cual es en parte
responsable de la reduccidn de T, que se observa durante la infeccién. Los autores demuestran que este
ambiente Tyy; obliga a las Tgs @ expresar el factor de transcripcion T-bet, lo que sugiere que la reduccion de
Tregs también esta influenciada por una conversion de T4 @ Células efectoras tipo Ty;. La influencia del
ambiente proinflamatorio en la reduccion de las células T.; se enfatiza al comparar modelos de
susceptibilidad y resistencia, pues dicha reduccion es mas pronunciada en animales infectados con una cepa
virulenta del parasito y también en animales de la cepa de ratdn susceptible a la infeccién. Finalmente, los
autores demuestran que esta reduccion esta relacionada con la falta de IL-2 en el mismo periodo, ya que el
tratamiento de los animales con complejos IL-2/anti-IL-2 mAb incrementa la cantidad de Ty, la sobrevida

de los animales infectados y reduce la inflamacion intestinal [197].
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II. Antecedentes Directos y Justificacion

1 Inmunosupresion durante la infeccidn con 7. gondii

Durante la infecciébn aguda con 7. gondii se ha descrito un periodo de inmunosupresién o
hiporrespuesta de la respuesta inmune que se caracteriza por la reduccién en la proliferacion de linfocitos T
en respuesta a mitdgenos o antigenos. Esta supresion ha sido reportada tanto en humanos como en el
modelo murino [106, 198-201] y es también caracteristica de otras enfermedades parasitarias como las
causadas por P. chabaudi [202-204], P. berghei [205], Trypanosoma cruzi [206-212], T. brucei [213]y

Leishmania donovani [214-216].

En la infeccién con 7. gondii la inmunosupresidon se detecta en el bazo pero no en los nddulos
linfaticos mesentéricos [217]. Esta, coincide con una reduccidn en la viabilidad celular y en el porcentaje de
linfocitos CD4* y CD8* [106, 218, 219], asi como con el incremento en la produccion de IFN-y e IL-10 y la
reduccion en la producciéon de IL-2 [106, 201, 217, 220-223]. Los primeros analisis que se realizaron para
evaluar las células y moléculas involucradas en la inmunosupresion mostraban que los macrofagos eran en
parte responsables de dicha supresion ya que la eliminacion de células adherentes de bazo restauraba
parcialmente la proliferacién [220]. EIl mecanismo supresor de los macréfagos se describié como dependiente
de IFN-y y mediado por la alta produccion de NRI, ya que anticuerpos blogueadores de IFN-y o la adicion in
vitro de acetato de N®-monometil-L-arginina restauran parcialmente la proliferacion celular [83, 224]. Por
otro lado, también se describié que la IL-10 mediaba la inmunosupresion, ya que durante este periodo se
producen altas cantidades de esta citocina y anticuerpos neutralizantes restauran parcialmente la
proliferacién [219-221, 225]. Sin embargo, experimentos utilizando ratones IL107" e IRF’" (incapaces de
producir NRI) demostraron que ambos mecanismos eran dispensables para la supresion, ya que la
proliferacion de los esplenocitos obtenidos de ambos ratones knock out (KO) también se encuentra suprimida
durante la fase aguda de la infecciéon con 7. gondii [83, 226]. Hasta antes de este trabajo, los mecanismos

responsables de la supresion durante 7. gondii no habian sido descifrados.
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2 Justificacion

El control adecuado de la respuesta inmune es parte clave de cualquier proceso infeccioso. En el
modelo de infeccion con el parasito intracelular 7oxoplasma gondii se han descrito diferentes moléculas
importantes para la regulacion de la respuesta inmune como la IL-10, la L-27 y la lipoxinaas ¥ se ha sugerido
que las células Ty, productoras de IL-10 son cruciales para el control de la inflamacion. Sin embargo, existen
pocos reportes en relacion al papel de las células T, Foxp3™ durante dicha infeccidn. Estas células han
adquirido una gran importancia en el area de la inmunologia debido a su gran versatilidad como poblacion

inmunomoduladora y por su potencial terapéutico.

Existen reportes que indican lo que ocurre con las células T, durante la infeccion con 7. gondii, pues
se ha descrito que hay una reduccion en el nimero y porcentaje de células T, que es consecuencia de la
reduccion en la disponibilidad de IL-2 durante la infeccion. También se ha demostrado la inflamacion
observada en el intestino de animales infectados evita la generacion adecuada de iT.gs € induce la expresion
de T-bet en Trgs. Y se ha sugerido que las células T4 son importantes para el control de la infeccion, ya que
la transferencia adoptiva de células Ty junto con complejos IL-2/IL-2 mAb incrementan la sobrevivencia a la
infeccion de ratones C57BL/6]. Sin embargo, se desconoce como participan las células T en la modulacion
de la respuesta inmune contra 7. gondii. Por lo tanto, elegimos el periodo de inmunosupresion observado
durante la infeccion aguda para estudiar el papel de las células T,y como poblacion inmunomoduladora,
nuestros resultados daran una nueva perspectiva a los mecanismos de inmunorregulacién previamente

descritos en infecciones parasitarias.
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II1. Hipotesis y Objetivos

1 Hipoétesis

Las células T reguladoras Foxp3™ son responsables de la inmunosupresion observada durante la infeccion

aguda con 7oxoplasma gondiii.

2 Objetivos

2.1. Objetivo general

Determinar la participacion de las células T4 la inmunosupresion durante la infeccion aguda con 7. gondii

2.2. Objetivos particulares

o Identificar las poblaciones celulares afectadas por la inmunosupresion.

e Caracterizar a las células T, durante el periodo de inmunosupresion, incluyendo su nimero,
porcentaje, fenotipo y capacidad supresora.

e Evaluar la participacion de las células T, durante la inmunosupresion.
¢ Evaluar los mecanismos utilizados por las células T,q para modular la inmunosupresion.

e Utilizar la deplecion con el mAb anti-CD25 como herramienta para el estudio de las células
Treg €N el modelo de infeccién con 7. gondii.
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IV. Material y Métodos

1 Animales y parasitos
1.1. Ratones

Se utilizaron hembras de las cepas CD1, BALB/c y C57BL/6] de 6 a 8 semanas de edad y con un peso
de entre 18 y 20 g. También se usaron ratones transgénicos que coexpresan la proteina verde fluorescente
(EGFP) vy el factor de transcripcion Foxp3 de fondo genético tanto BALB/c (C.Cg-Foxp3tm2Tch/J) como
C57BL/6] (B6.Cg-Foxp3tm2Tch/J) adquiridos en The Jackson Laboratory. Los animales se mantienen en
condiciones libres de patdgenos en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas con agua y
alimento ad /ibitum. Todos los protocolos fueron aprobados por la Comision de Bioética para la Investigacion

en Animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas

1.2 Toxoplasma gondii

La cepa ME49 de 7. gondii se mantiene por pasaje de quistes de cerebro en ratones CD1. Los
ratones con 2 meses de infeccion se sacrifican por inhalacion de CO,, se obtienen los cerebros, se
homogenizan con DPBS utilizando un homogenizador de tejidos de vidrio con pistilo de teflon (Wheaton,
Millville, NJ), y se determina el nimero de quistes por observacion de una alicuota de 10 pl en el
microscopio. Se ajusta la suspension a una concentracion de 100 quistes/ml con DPBS vy los ratones CD1 se
inyectan con 100 pl por via intraperitoneal. En el caso de los ratones utilizados para los experimentos los
animales se anestesian por inhalacion con Sevorano (ABBOTT, México), y se administra el indculo

correspondiente por via oral con una canula de teflon (Cole Palmer, Vernon Hills, IL).

En el modelo que usamos en el laboratorio los ratones BALB/c son resistentes y los C57BL/6 son
susceptibles cuando son infectados con un indculo de 20-25 quistes de la cepa ME49 por via oral. En este
sistema los ratones BALB/c son resistentes a la infeccion tanto en la fase aguda como en la cronica mientras

que los ratones C57BL/6] son susceptibles desde la fase aguda de la infeccion.
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2 Medios de Cultivo, Soluciones e Hibridomas

2.1. RPMI-1640 Completo

El medio utilizado para el cultivo de células de bazo es RPMI-1640, suplementado con 50uM B-
mercaptoetanol (Sigma, St Louis, MO), 1 mM piruvato de sodio, 2 mM L-glutamina, 25 mM HEPES, 0.1 mM
aminoacidos no esenciales, 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de
estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY). El medio completo para los experimentos de cultivo celular de

esplenocitos separados por FACS contiene el doble de concentracion antibidticos.

2.2. Soluciones

. DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 8.1 mM, KH,PO, 1.2 mM

. PBS (Phosphate Buffered Saline) para purificacién de anticuerpos
NaH,PO, 0.02 M, NaCl 0.15M, pH 7.8

. Solucion de Lisis de Eritrocitos
NH.Cl 0.15M, KHCO5 10mM, EDTA-NA, 0.1mM

. Solucién de lavado para Inmunofluorescencias

DPBS + 1% SFB + 0.1% NaN;
(Los ensayos en donde se determina viabilidad se usa la solucion sin NaNs)

. Solucion de separacion
PBS (NaCl 154 mM, KH,PO, 1.05mM, Na,HPO, 2.95 mM) + 2 mM EDTA + 0.5% BSA, degasificado
2.3. Hibridomas y Purificacion de Anticuerpos

2.3.1. Hibridomas

El hibridoma PC61 que secreta una inmunoglobulina tipo IgG1 de rata y que reconoce la molécula
CD25 murina [227, 228] se obtuvo de la coleccion ATCC. El hibridoma F41D1 que secreta una
inmunoglobulina de rata tipo IgG1 con especificidad no relacionada se utiliza como control de isotipo y fue

donada por el Dr. Olivier Denis (Institut Scientifique de Santé Publique, Bruselas, Bélgica). Los hibridomas se
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cultivaron en medio CDM libre de suero (Gibco) suplementado con L-Glutamina 8 mM (Gibco). Los
sobrenadantes de cultivo se colectaron cuando las células llegaron a confluencia y se guardaron en alicuotas

de 50 ml a -20°C.

2.3.2. Purificacion de Anticuerpos

Los anticuerpos se obtuvieron precipitando el sobrenadante de cultivo con sulfato de amonio al 45 %
(w/v). El sulfato de amonio se agrega lentamente al sobrenadante de cultivo, se mantiene en agitacion
durante 2 h (todo el procedimiento se lleva a cabo a 4°C) y se centrifuga 1 h a 18,000 rpm. El sobrenadante
(SN) se retira y el precipitado se resuspende en la cantidad minima de PBS y se coloca en membranas de
dialisis Spectra/Por 1 con un limite de peso molecular nominal de 6 a 8 kDa (Spectrum Laboratories CA); se
dializa contra la misma solucién durante 48 h haciendo cambios en intervalos de aproximadamente 6 h. El
dializado se recupera y se centrifuga 30 min a 14,000 rpm, se recupera el SN y se determina la concentracién

de anticuerpo por espectrofotometria a 280 nm utilizando la siguiente formula:

Densidad éptica a 280 nm
1.25

mg/ml de proteina=

La concentracion de los anticuerpos se ajusta a 1-2 mg/ml con PBS y se guardan en alicuotas de 1

ml a -20°C.

3 Obtencidn de Esplenocitos de Ratdn

Los animales se sacrifican por inhalacién de CO,, se extrae el bazo y se coloca en una caja de petri
con 10 ml de RPMI 1640; las células se obtienen perfundiendo el 6rgano con 5 ml del mismo medio. La
suspension celular se coloca en un tubo de 15 ml, se deja sedimentar durante 5 min y se transfiere la
suspension a un tubo nuevo. La muestra se centrifuga (490g, 5 min), se retira el SN y se lisan los eritrocitos
resuspendiendo el pellet en 1.5 ml de solucion de lisis e incubando 5 min a temperatura ambiente (T.A.),
para detener la lisis se agregan 10 ml de DPBS y se centrifuga la muestra 5 min 490g. Las células se lavan
dos veces mas con 10 ml de DBPS, se resuspenden en 5 ml de la misma solucion, se cuentan por tincion con

azul de tripano en una camara de Neubauer y se utilizan para el experimento correspondiente.
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3.1. Ensayo de proliferacion por incorporacion de [°H]-Timidina

Cien mil esplenocitos se siembran en placas de 96 pozos (Costar), por triplicado. Se estimulan con
1pg/ml de concanavalina A (ConA) en un volumen final de 200 ul y se incuban 72 h a 37°C en atmdsfera
himeda con 5% de CO, en aire. Las células se incuban con 0.5 pCi de [*H]-Timidina (Amercham Pharmacia
Biotec, Uppsala, Suecia) durante las Ultimas 18 h de cultivo y se cosechan en filtros de fibra de vidrio
utilizando un cosechador automatico (Skatron Instruments, Sterling VA). La incorporacién de radiactividad se
determind por espectrometria de centelleo en un contador de centelleo B-plate (Wallac, Turku, Finland) o

LS6500 (Beckman Coulter, CA)

4 Citometria de Flujo
4.1. Citometros de Flujo

Se utilizaron los citdémetros de la Unidad de Citofluorometria del Instituto de Investigaciones
Biomédicas; todos los aparatos y programas para captura de datos se obtuvieron de Becton Dickinson (San

Diego, CA):

Citometro Caracteristicas Canales de deteccion Programa para captura de
muestras
FACSCan Laser azul de 488 nm FL-1 Verde Cell Quest
FL-2 Amarillo
FL-3 Rojo-naranja
FACSCalibur Laser azul de 488 nm FL-1 Verde Cell Quest Pro
FL-2 Amarillo
FL-3 Rojo-naranja

Laser rojo de 635 nm FL-4 Rojo
FACSAria Laser azul de 488 nm Verde FACSDiva
Amarillo
Rojo-naranja
Rojo
Infrarojo

Laser rojo de 633 nm Rojo
Infrarojo
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4.2,

Anticuerpos y colorantes

Los reactivos fueron titulados antes de su uso para su Optima deteccidon y compensacion.

Anticuerpos contra moléculas de superficie

Especificidad Clona Fluorocromos Fabricante
CD3 500A2 FITC, PE, Cy5 Caltag, Burlingame CA
CDh4 RM4-5 FITC, PE, TC, PercP, APC Caltag o Biolegend, San Diego CA
CD8 5H10 FITC, PE, TC, APC, Alexa Caltag
Fluor 647
CD19 6D5 PE Caltag
CD25 PC61 5.3 PE, APC Caltag o Biolegend
CD25 7D4 PE Miltenyi Biotec, Auburn CA
CD69 H1.2F3 PE, APC Biolegend
CD62L MEL-14 PE, APC Biolegend
GITR DTA-1 PE Biolegend
CD103 2E7 PE, APC Biolegend
CD49b DX5 Alexa Fluor 647 Biolegend
Anticuerpos contra moléculas intracelulares
Especificidad Clona Fluorocromos Fabricante
Foxp3 7D10 Alexa Fluor 488 Biolegend
Foxp3 FJK-16s Alexa Fluor 488, PE eBioscience, San Diego CA
CD152 UC10-4B9 PE eBiosciences o Biolegend
IL-10 JES5-16E3 PE Biolegend
Helios 22F6 Alexa Fluor 647 Biolegend

Colorantes para evaluar la proliferacion

5,6-carboxyfluorescein diacetate

succinimidyl ester (CFSE)

Molecular Probes, Eugene OR

Colorantes para determinacion de viabilidad

7-aminoactinomicina D (7-AAD)

Molecular Probes

Perlas fluorescentes para la determinaciéon de nimeros absolutos

CountBright Absolute Counting

Beads

Molecular Probes
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Los fluorocromos utilizados tienen las siguientes caracteristicas:

Fluorocromo o Colorante Laser de excitacion Canal de Deteccion Excitacion Max Emision

FITC 488 FL-1 494 519
Alexa Fluor 488 488 Verde 495 519
CFSE 488 495 517
PE 488 FL-2 496, 564 578
Amarillo
PercP 488 FL-3 482 678
TC 488 Rojo-naranja 496, 564 667
7-AAD 488 546 650
APC 647, 633 FL-4 650 660
Alexa Fluor 647 647, 633 Rojo 650 668
Cy5 647, 633 649 666

4.3. Inmunofiuorescencia Directa en Esplenocitos

Un milldn de células se resuspenden en 100 pl de solucién de lavado con la combinacion de
anticuerpos requerida para detectar las moléculas de superficie de interés. Las muestras se incuban 30 min
(4°C, obscuridad), se lavan 2 veces con 1 ml de solucion de lavado centrifugando 5 min 490g y se
resuspenden en DPBS. Las células se analizan inmediatamente en el FACS o pueden tefiirse para evaluar

viabilidad o para detectar antigenos intracelulares.

4.4. Inmunofluorescencia Directa en Linfocitos de Sangre Periférica

En un tubo heparinizado (2 U por tubo) se colectan 20-50 pl de sangre periférica y las muestras se
guardan a 4°C hasta ser procesadas. Las muestras se lavan agregando 1 ml de DPBS y centrifugando 490g 5
min, se descarta el sobrenadante y se lisan los eritrocitos resuspendiendo el pellet en 500 ul de solucién de
lisis e incubando 5 min, T.A. Se agrega 1 ml de DPBS para detener la lisis, se centrifuga la muestra y se
retira el SN. Se agrega la mezcla de los anticuerpos contra las moléculas de interés en un volumen final de
100 ul de solucién de lavado y las muestras se incuban 30 min a 4°C en la obscuridad. Se lava la muestra
una vez con solucién de lavado, y se resuspenden las células en 300ul de DPBS, la muestra se analiza

inmediatamente en el FACS.
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4.5. Determinacion de Viabilidad

Las muestras que ya fueron tefiidas por inmunofluorescencia directa se incuban con 1ug/ml del
colorante 7-AAD en DPBS durante 20 min a 4°C y en la obscuridad, se centrifugan (5 min, 490g) y se

resuspenden en DPBS. Las células se analizan inmediatamente en el FACS.

4.6. Determinacion de numeros absolutos de células T reguladoras

Se obtienen los esplenocitos de ratones Foxp3E°™ como se indica anteriormente y se resuspenden en
10 ml de DPBS. Se toma una alicuota de 100 pl, se diluye 1:5 con DPBS y se agregan 50 ul de CountBright
Absolute Counting Beads. Las muestras se analizan inmediatamente en el FACS capturando un ndmero
suficiente de células Foxp3™ y al menos 1000 perlas fluorescentes. La concentracion celular se calcula como

indica el proveedor utilizando la siguiente formula:
Numero de células Foxp3*/ul = ___ X ___
B

Dénde:

A= NUmero adquirido de células Foxp3*

B= Numero adquirido de perlas fluorescentes

C= Numero de perlas en 50 ul del reactivo original

D=Volumen de la muestra

El nimero de células Foxp3* por bazo se calcula utilizando la siguiente formula [229]:

Numero de células _ Numero de células X Factor de dilucion de la X Volumen de la suspension
Foxp3*/bazo - Foxp3*/ul muestra (5) celular original (10 ml)

4.7.  Tincion con el Colorante CFSE

El colorante CFSE se diluye en DMSO (Sigma) a una concentracion de 5 mM y se guarda en alicuotas
de 10 pl a —20°C; las alicuotas se utilizan solamente una vez. Es importante que las células que se van a
tefiir no hayan estado en contacto con medio completo o soluciones con proteinas, en cuyo caso se deben

lavar con al menos diez volimenes de DPBS dos veces para obtener una tincién adecuada.
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Las células se resuspenden a una concentracién de 2.5 x 107 células/ml de DPBS y se tifien
agregando un volumen idéntico de CFSE 5 uM diluido en DPBS e incubando 5 min, T.A. en obscuridad, con
agitacién ocasional. La reaccion se detiene agregando cinco volumenes de DPBS + 10% SFB y centrifugando
5 min 490g. Las células se resuspenden en 1ml de RPMI completo, se cuentan y se ajustan a una

concentracion de 10° células/ml.

4.8. Ensayos de Proliferacion

Un millon de células de bazo recién tenidas con CFSE y resuspendidas en medio RPMI completo, se
siembran en cada pozo de una placas de 24 pozos (Costar, Cambridge MA), en un volumen final de 2 ml y se
estimulan con 1 ug/ml de concanavalina A (ConA, Sigma) o 5 ug/ml de lipopolisacarido (LPS, Sigma). En los
experimentos indicados se agregd 1-20 U/ml de IL-2 murina recombinante (Roche, Indianapolis IN) al inicio
del cultivo. En los ensayos de neutralizacion de IL-10 se agregd 30ug/ml de mAb anti IL-10 (clona JES5-2A5,
Biolegend) o de un control de isotipo (clona RTK2071, Biolegend) al cultivo 30 minutos antes de la adicién de
ConA. Las células se incuban a 37°C en atmosfera hiumeda con 5% de CO, en aire. 72 h después se
recuperan, se lavan con DPBS y se realiza una inmunofluorescencia directa para detectar las moléculas CD4,
CD8 y CD19, asi como una tincién para determinar viabilidad. Las muestras se analizan inmediatamente en el

FACS, capturando 20,000 células vivas de cada una de las poblaciones de interés.

5 Deteccion de Moléculas Intracelulares

5.1. Deteccion de Foxp3 en esplenocitos

Se utiliza el Kit de Deteccion de Foxp3 de eBioscience (Foxp3 Staining Buffer Set) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Después de teiiir los esplenocitos por inmunofluorescencia directa, las células se
centrifugan (5 min 490g), se resuspenden en 1 ml de la solucion fijadora y se incuban durante 30 min (todas
las incubaciones se realizan a 4°C y en obscuridad). Las células se lavan dos veces con solucion de

permeabilizado, se agregan los anticuerpos para reconocer la(s) molécula(s) intracelulares de interés en un
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volumen de 100 pl, se incuban por 30 min y se lavan dos veces con solucidn de permeabilizado. La células se

resuspenden en DPBS y se analizan en el FACS inmediatamente.

52 Deteccion de Foxp3 en Linfocitos de Sangre Periférica

Se utiliza el Kit de Deteccion de Foxp3 de eBioscience con algunas modificaciones. Después de
colectar 50-100 pl de sangre en tubos heparinizados se agrega la combinacién requerida de anticuerpos para
detectar los antigenos de superficie de interés en un volumen final de 10ul y se incuban durante 30 min a
4°C en obscuridad. Se lisan los eritrocitos agregando 500 pl de solucién de lisis e incubando las muestras 5
min T.A., posteriormente se agrega 1ml de DPBS vy se centrifugan las células 5 min 300g, se retira el SN y se
lavan una vez mas con 1 ml de solucién de lavado. Las muestras se resuspenden en 500 pl de solucién de
fijado y se incuban 30 min (4°C, obscuridad), se lavan 2 veces con solucion de lavado y se resuspenden en
100 ul de solucion de permeabilizado con el anticuerpo contra la(s) molécula(s) intracelulares de interés, se
incuban 30 min (4°C, obscuridad). Finalmente las células se lavan una vez con 1 ml de solucién de lavado, se

resuspenden en 300 ul de DPBS y se analizan inmediatamente en el FACS.

5.3. Deteccion Intracelular de IL-10

La deteccion intracelular de IL-10 se realizo utilizando un protocolo reportado previamente [230],

utilizando las siguientes soluciones:

Solucion de fijado
Paraformaldehido 4% en DPBS
DPBS-S

DPBS 10mM HEPES, 1mM CaCl,, 1mM MgSO, + 0.1% saponina + 0.05% NaNs; + 0.01% BSA.
Conservar a 4°C.

DPBS-S/Milk

Mezclar DPBS-S con 5% de leche descremada y centrifugar a 15,000 durante 30 minutos.
Recuperar el sobrenadante y conservar a 4°C.

Diez millones de células de bazo de ratones Foxp3®®™ se estimulan con 20 ng/ml PMA, 1 ug/ml

ionomicina y 2 uM monensina en un volumen final de 1ml de medio completo en cada pozo de una placa de
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24 pozos. Las células se incuban por 5 h a 37°C en atmoésfera hiumeda con 5% de CO, en aire,
posteriormente se recuperan, se lavan con DPBS y se realiza una inmunofluorescencia directa para detectar
la molécula CD4. Las células se fijan resuspendiéndolas en 1ml de solucion de fijado e incubandolas durante
15 min T.A. con agitacién ocasional. Las células se lavan una vez y se resuspenden en solucion de lavado.
Para la tincién intracelular un millén de células fijadas se lavan con 1ml de DPBS-S (1500g, 4°C 5 min), se
resuspenden en 25 pl de DPBS-S/Milk y se incuban durante 30 min 4°C. Las células se centrifugan incuban
con 100 pl del mismo buffer con el anticuerpo anti-IL-10 durante 30 min 4°C. Finalmente las células se lavan
dos veces con 1ml de DPBS-S cada una. Las muestras se resuspenden en DPBS y se analizan en el FACS

inmediatamente.

6 Aislamiento de Subpoblaciones Celulares

6.1. Enriquecimiento de Subpoblaciones de Linfocitos por Columnas
Magnéticas

Los esplenocitos se centrifugan (490g, 10 min) y se resuspenden 10’ células en 90 ul de solucién de
separacion, se agregan 10 ul del anticuerpo de rata anti-CD4 acoplado a perlas magnéticas (Militenyi Biotec)
y se incuban 15 min en agitacion a 4°C. Las células se lavan con 10 volimenes de solucion de separacion, se
resuspenden en 500 pul de la misma soluciéon y se mantienen a 4°C mientras se prepara la columna de

separacion.

Se coloca la columna (LS Columns, Miltenyi Biotec) en el separador magnético y se equilibra con 500
ul de solucion de separacion. Posteriormente se agrega la suspension celular y se hacen tres lavados con
solucién de separacién utilizando 500 pl cada vez. La suspensidn celular eluida corresponde a la fraccién
CD4 vy se irradia (3000 rads) para ser utilizada como células accesorias. La fraccion CD4" se colecta retirando
la columna del iman, agregando 2 ml de solucién y aplicando presion con el émbolo que acompafia a la
columna. Las células se lavan con 10 ml de DPBS, se resuspenden en la misma solucion, se cuentan y se

usan de acuerdo al protocolo de separacion requerido.
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6.2. "Cell Sorting” de Células T.oy4s

Todas las separaciones celulares se realizan en el separador de alta velocidad FacsAria descrito

previamente utilizando una Mozzle de 70 uM y colectando las muestras en SFB + 1% antibidticos.

6.2.1. Purificacion de Células CD4*Foxp3* y CD4*Foxp3 CD25"

La poblacién de linfocitos CD4* de esplenocitos de ratones Foxp3E°™ se enriquece por seleccién
positiva utilizando columnas magnéticas como se indica en la seccién 6.1 y se tifie con anti-CD4 y anti-CD25.
Para separar las poblaciones se define primero la poblacién de linfocitos por caracteristicas de tamaiio y
granularidad, después se grafica un histograma de CD4 y se selecciona la poblacion CD4", finalmente se

grafica un dot plot de Foxp3 vs CD25 y se seleccionan para separacion las poblaciones Foxp3* y Foxp3'CD25

6.2.2. Eliminacion de Células T,
Los esplenocitos totales de ratones Foxp3™ se separan en el FACS definiendo por tamafio
granularidad una poblacidon que excluya Unicamente los restos celulares. Posteriormente se hace un

histograma de Foxp3 y se selecciona para separacion la poblacién Foxp3'.

7 Ensayos de Supresion

Cincuenta mil células blanco (CD4*Foxp3'CD25) se incuban con 200,000 células accesorias y
diferentes proporciones de células Tegs (CD4*Foxp3t©™), en placas de 96 pozos (Costar), por triplicado. Se
estimulan con 1ug/ml de ConA en un volumen final de 200 ul y se incuban 72 h a 37°C en atmosfera
himeda con 5% de CO, en aire. Las células se incuban con 0.5 puCi de [°H]-Timidina durante las Ultimas 18
h de cultivo y se cosechan en filtros de fibra de vidrio utilizando un cosechador automatico. La incorporacién

de radiactividad se determind por espectrometria de centelleo en un contador de centelleo B-plate o LS6500.
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8 Cuantificacion de citocinas en sobrenadante de cultivo

Las citocinas IL-2 e IL-10 se cuantificaron en sobrenadante de cultivo por ELISA sandwich utilizando

las siguientes soluciones y anticuerpos:

Solucion de Carbonatos 0.1M NaHCOs, 33.6 mM Na,COs. pH 9.5

Solucién de Fosfatos 83.1 mM Na,HPO,4, 134.1 mM NaH,PO,. pH 9.5

PBS 136.9 mM NaCl, 8.2 mM Na,HPOQ,, 1.47 mM KH,PO,, 2.7 mM KCl
pH a 7.4 con HCI

Solucién de Lavado PBS + Tween 20 0.05%

Solucién de dilucién PBS + 10% SFB

Filtrar por membrana de 45 um

Solucion de Acetato de Sodio Acetato de Sodio 0.1M
pH a 6 con &acido citrico. Guardar a 4°C

Solucion TMB Diluir 3,3',5,5"-Tetrametilbenzidina (Sigma) en DMSO a una concentracion de
13mg/ml. Guardar a 4°C en la obscuridad

Solucién H,0, H,0, 130 mM
Preparar en fresco

Reactivo para Revelar Solucion de Acetato de Sodio + 1% Soluciéon TMB + 1% solucion H,0,

Anticuerpos de captura

Clona Dilucion Observaciones

aIL-2 Purificado JES6-1A12 2 pg/ml Diluir en Solucién de Carbonatos
(Biolegend)

o IL-10 Purificado JES5-2A5 2 pg/ml Diluir en Solucion de Fosfatos
(Biolegend)

Anticuerpos de Deteccion

Clona Dilucion

a IL-2 Biotinilado JES6-5H4 (Biolegend) 1 pg/mi

a IL-10 Biotinilado JES5-16E3 (Biolegend) 1 pg/mi

Las curvas estandar se preparan con citocinas recombinantes (Biolegend) haciendo diluciones
seriales 1:1 con RPMI completo. La curva de IL-2 tiene un rango de 500 a 3.9 pg/ml y la de IL-10 de 2000 a

31.25 pg/ml.

39



El anticuerpo de captura se diluye a una concentracion de 2 ug/ml en la solucién correspondiente y
se colocan 100 ul en cada uno de los pozos de una placa de 96 pozos de poliestireno de alta afinidad
(Costar), se cubre la placa y se deja incubando a 4°C toda la noche. Transcurrida la incubacion se retira la
placa del refrigerador y una vez que la placa ha llegado a T.A. se lava tres veces con solucion de lavado, se
agregan 200 pl de solucién de dilucién a cada pozo y se incuba a T.A. por >4h. Lavar la placa 3 veces y
agregar 100 pl de la cada una de las diluciones de la curva estandar o de las muestras en cada pozo por
duplicado, cubrir la placa e incubar toda la noche a 4°C. Lavar la placa 5 veces y agregar a cada pozo 100 ul
del anticuerpo de deteccién diluido en solucién de dilucidon a una concentracién de 1 ug/ml, cubrir la placa e
incubar 1 h T.A. Lavar la placa 5 veces y agregar a cada pozo 100ul del conjugado Avidina-HRP (Biolegend)
diluido 1:1000 en solucion de dilucién e incubar 30 min, T.A. Lavar la placa 5 veces y agregar 100 ul del
reactivo para revelar a cada pozo, incubar T.A. durante 10-30 min en la obscuridad y detener la reaccién

agregando a cada pozo 100ul de H,SO4 1N. Leer la absorbancia a 450/570 nm.

9 Cuantificacion de NO,” en sobrenadante de cultivo

La deteccion de NO, en sobrenadantes de cultivo se realizd utilizando la reaccion de Griess. Se
colocan 100 pl de cada muestra y de cada dilucion de la curva estandar en pozos de una placa de 96 pozos
por duplicado, se agregan 50 pl de una solucién de sulfanilamida (Sigma) al 1% en H3PO,4 2.5% y se incuba
por 5 min T.A. y en la obscuridad. Posteriormente se agregan 50 pl de una solucion de N-(1-naftil)-
etilendiamina (Sigma) al 0.1% y se incuba 10 min en las mismas condiciones. La absorbancia se determina a
540 nm. La curva estandar se prepara con nitrito de sodio diluido en agua bidestilada en un rango de

concentraciones de 1-10 uM

10 Software de Analisis y Estadistica

10.1. FlowJo
El analisis de las muestras de citometria se realizd con el programa FlowJ]o version 5.7.2 de Tree Star

(Ashland OR).
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10.2. Prisma

El analisis estadistico se realizd con el programa Prism 3.03 de GraphPad Software (San Diego, CA).
Para determinar diferencias significativas entre dos grupos se utilizd la prueba ¢ de Student con un intervalo
de confianza del 95%, cuando los grupo tenian varianzas diferentes se aplicd la correccion de Welch. Para
comparar tres o0 mas grupos se utilizd una prueba de analisis de varianza (ANOVA) con un intervalo de
confianza del 95% y una prueba posterior de comparacion mdltiple de Bonferroni o de Dunnett. En todos los

casos se consideraron estadisticamente significativos los valores p<0.05.
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V. Resultados

Los resultados de esta tesis estan divididos en tres partes. La primera parte describe los
experimentos realizados para verificar y validar en nuestro laboratorio la inmunosupresion previamente
reportada en el modelo de infeccidn con 7. gondii en las cepas BALB/c y C57BL/6]. La segunda parte
contiene el articulo titulado “CD4*Foxp3* Regulatory T cells mediate 7oxoplasma gondiFinduced T-cell
suppression through an IL-2 dependent mechanism but independently of IL-10” [231] donde demostramos
que las células T, son responsables de la inmunosupresion previamente descrita. En esta misma seccion se
incluye informacion adicional que no fue publicada en el articulo pero que fue importante para la

interpretacion de los datos de los resultados obtenidos de los experimentos realizados.

En la tercera parte evaluamos la deplecion con el mAb anti-CD25 como herramienta para analizar a
las células T,y durante la infeccién con 7. gondiiy se incluyen los articulos “Reduction of Foxp3* cells by
depletion with the PC61 mAb induces mortality in resistant BALB/c mice infected with 7oxoplasma gondii "
[232] y “Depletion with PC61 mAb before Toxoplasma gondii infection eliminates mainly T.egs in BALB/c mice
but activated cells in C57BL/6] mice” [233]. En estos articulos sugerimos que las células Ty son importantes

para la resistencia de la cepa BALB/c a la infeccion con 7. gondii y demostramos que el efecto de la

deplecién antes de la infeccidn es radicalmente opuesto entre las cepas BALB/c y C57BL/6].
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1 Caracterizacion de la _inmunosupresion observada durante la

infeccion aguda con 7. gondii.

Durante la fase aguda de la infeccion con 7. gondii se ha observado un periodo de inmunosupresion
caracterizado por la incapacidad de los linfocitos T de responder a mitdgenos o a antigenos [106]. Este
periodo se describié originalmente utilizando ensayos de incorporacion de [®H]-Timidina, por lo que nuestro
primer objetivo fue verificar la reproducibilidad de dicho fendmeno en el laboratorio utilizando esta misma

técnica, pero también con técnicas mas modernas como la dilucién del colorante CFSE.

Infectamos ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6] (resistente y susceptible respectivamente) con
quistes de la cepa ME49 y a los 7 y 14 dias post infeccién (dpi) obtuvimos los esplenocitos, los activamos con
ConA y evaluamos la proliferacién por incorporacion de [*H]-Timidina. Como se puede observar en la Fig. 8A
los esplenocitos de la cepa BALB/c mostraron una reduccion del 63.9% en la proliferacion a los 7 dpi, pero a
los 14 dpi las células comenzaron a recuperar su capacidad proliferativa. Por otro lado, los esplenocitos de
ratones C57BL/6] obtenidos a los 7 dpi proliferaron 70.6% menos que el control y a los 14 dias esta
reduccién alcanzé un 92.7% (Fig. 8A). Evaluamos también la proliferacion celular utilizando el colorante CFSE
(Fig. 8B) y al igual que en el experimento de incorporacién de [*H]-Timidina encontramos que las células de
los ratones BALB/c estaban suprimidas a los 7 dpi mientras que en los C57BL/6] la supresion se observo
tanto a los 7 como a los 14 dpi, demostrando que la inmunosupresion puede detectarse utilizando dos
técnicas diferentes para el estudio de la proliferacion celular. Estos datos muestran que el periodo de la
inmunosupresion es diferente entre las cepas BALB/c y C57BL/6] y concuerdan con los datos descritos por
McLeod, quien describid que la inmunosupresion a los 7dpi es mas fuerte en animales susceptibles que en

animales resistentes a la infecciéon con 7. gondii [106].
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Figura 8 La infeccion con 7. gondii induce inmunosupresion en linfocitos T de ratones BALB/c y C57BL/6J.
Ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6] fueron infectados con 20 quistes de la cepa ME49 de 7. gondii. Los esplenocitos se obtuvieron
7 y 14 dpi y se estimularon con ConA. (A) La proliferacion se determind por incorporacion de [*H]-Timidina. (B) Las células se
cosecharon 72 h después de la estimulacion, se lavaron y se capturaron en el FACS. La regidon de los linfocitos se definié por
caracteristicas de tamafio (FSC) y granularidad (SSC), posteriormente se analizo la fluorescencia del CFSE. *p<0.05, **p<0.01, ANOVA
con post analisis de Dunnett.

Se ha descrito que la inmunosupresion coincide con una reduccién de la viabilidad celular [234] y del
porcentaje de células CD4* y CD8" [106], por lo que para continuar con la caracterizacion de este periodo
evaluamos la viabilidad celular total asi como de las subpoblaciones CD4*, CD8* y CD19*. En la Figura 9
observamos que, tanto en los ratones BALB/c como en los C57BL/6J, la viabilidad se redujo Unicamente a los
14 dpi, sin embargo, en esta Ultima el porcentaje de células vivas se redujo un 20%, mientras que en los

BALB/c la reduccion fue Unicamente del 9.1%.
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Figura 9 La infeccién con 7. gondiiinduce mortalidad en células de bazo. Esplenocitos de ratones BALB/c y C57BL/6J
obtenidos a los dias de infeccion indicados fueron tefiidos con 7-AAD e inmediatamente analizados en el FACS. El analisis muestra la
viabilidad de la poblacion total.

Al analizar la viabilidad de las subpoblaciones mencionadas anteriormente (Fig. 10) observamos que
en los ratones BALB/c el porcentaje de células CD4" vivas se redujo desde el dia 7 dpi (20.2% vs 26.9%) y
se volvid mas evidente al dia 14 de la infeccion (14.4% vs 26.9%); en este punto se observd también una
reduccion del porcentaje de células CD8" vivas (34.4%). El porcentaje de células CD19* vivas, sin embargo,

se mantuvo constante durante los 7 y 14 dpi.

El andlisis de los esplenocitos de ratones C57BL/6] (Fig. 10) mostrd que el porcentaje de células
CD4* y CD8" vivas se redujo a los 7 dpi (14.0% vs 20.6% y 7.5 % vs 10.2% respectivamente) y la reduccién
fue mayor a los 14 dpi (5.3% vs 20.6% y 3.6% vs 10.2% respectivamente). En el caso de los linfocitos B la

reduccion en la viabilidad se observo Unicamente a los 14 dpi.
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Figura 10 La infeccion con 7. gondii reduce la viabilidad de las subpoblaciones CD4*, CD8* y CD19".
Esplenocitos de ratones BALB/c y C57BL/6J] obtenidos a los dias de infeccion indicados fueron tefiidos con anti-CD4, anti-CD8 o anti-
CD19 y 7-AAD e inmediatamente analizados en el FACS. Se el porcentaje de células vivas de cada subpoblacion en relacion a la
poblacidn total. Los datos se analizaron utilizando la prueba de ANOVA con post andlisis de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01).

Estos datos demuestran que durante la fase aguda de la infeccion con 7. gondii se reduce la
viabilidad celular. Los tipos celulares y el nivel de reduccion de la viabilidad depende de la cepa de ratdn que

se utilice, sin embargo, el dafio es mayor en la cepa susceptible C57BL/6J.

Dado que la reduccion en la viabilidad aqui descrita puede ser crucial para el analisis e interpretacion
de la proliferacion celular por CFSE, evaluamos la viabilidad de los esplenocitos estimulados con ConA por 72
h. En la Figura 11 observamos que en los ratones BALB/c no infectados habia un bajo porcentaje de células
muertas (4.2%) que se incrementd ligeramente en los animales infectados a los 7 y 14 dpi (10.7% y 8.5%
respectivamente); sin embargo, en los ratones C57BL/6] habia un mayor nimero de células muertas tanto
en los animales no infectados (8.74 %) como en los infectados, particularmente a los 14 dpi (29.4%). Estos
datos demuestran que para la interpretacion adecuada de los experimentos de proliferacién celular por CFSE
en animales infectados con 7. gondii es indispensable incluir una prueba de viabilidad que permita la

exclusion de células muertas para el analisis, especialmente en el caso del modelo con ratones C57BL/61J.
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Figura 11 La infeccién con 7. gondii induce una reduccion en la viabilidad de esplenocitos estimulados con
ConA. Esplenocitos de ratones BALB/c y C57BL/6] se obtuvieron a los dias indicados de la infeccidn y se cultivaron en presencia de
1ug/ml de ConA durante 72 h. Las células se cosecharon, se tifieron con 7-AAD y se analizaron inmediatamente en el FACS. La regién de
los linfocitos se definié por caracteristicas de FSC y SSC y posteriormente se analizd la fluorescencia del 7-AAD.

Una vez demostrado que podiamos reproducir los experimentos de inmunosupresion originalmente
descritos y que verificamos parametros criticos que coinciden con este fendmeno, como la reduccion en la
viabilidad y en los porcentajes de células CD4" y CD8", evaluamos la proliferacion celular en ratones BALB/c
y C57BL/6] durante 28 dias para determinar la cinética de la supresion. Utilizamos el colorante CFSE para el
analisis de la proliferacion ya que ofrece ventajas como la capacidad de poder incluir pruebas de viabilidad y
de analizar diferentes subtipos celulares en una misma muestra [235]. La estrategia de andlisis que
utilizamos para los datos de citometria se indica en la Figura 12. Primero, se seleccionan las células vivas
(7AAD"), después se define la region de linfocitos de acuerdo a sus caracteristicas de tamario y granularidad
y se define la subpoblacién de interés (CD4" CD8* o CD19%). La proliferacion se evalla analizando la

fluorescencia del CFSE en la poblacion de linfocitos y en cada una de las subpoblaciones antes mencionadas.
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CFSE.
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En la Figura 13 podemos observar la proliferacion de esplenocitos de ratones BALB/c a diferentes
tiempos post infeccion. El analisis de la region de linfocitos muestra que la supresion ocurre Unicamente a los
7 dpi, pues a partir del dia 14 de infeccion las células recuperaron por completo su capacidad proliferativa, e
incluso proliferaron mas que las células de un animal no infectado. El mismo patrén de supresion se observo
en las células CD4* y CD8", aunque estas Ultimas estaban menos suprimidas en comparacion con los

linfocitos CD4™. Los linfocitos CD19" no se suprimieron durante la infeccion con 7. gondi.
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Figura 13 La infeccidon con 7. gondii en ratones BALB/c induce una inmunosupresion en linfocitos T CD4* y
CD8" pero no en linfocitos B. Esplenocitos de ratones BALB/c infectados y no infectados fueron tefiidos con CFSE y estimulados
con ConA o LPS. Después de 72 h las células se recuperaron, se tifieron con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 o anti-CD19 y 7-AAD, se

capturaron en el FACS y se analizaron como se indica en la Fig. 12.

El analisis de la proliferacion en células de ratones C57BL/6] (Fig. 14) muestra que en la region de
linfocitos la supresion se observd a los 7 y 14 dpi, siendo la supresion mas fuerte a los 14 dpi; a los 21 y 28
dpi las células ya habian recuperado sus capacidad proliferativa. Los linfocitos CD4* mostraron un patrén de

proliferacion similar, mientras que en los linfocitos CD8™ la supresion se observé Unicamente a los 14 dpi. Por
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otro lado, la proliferacion de los linfocitos CD19* se mantuvo durante todo el periodo de la infeccion

analizado.
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Figura 14 La infeccién con T. gondii en ratones C57BL/6J] induce una inmunosupresion en linfocitos T CD4*
y CD8* pero no en linfocitos B. Esplenocitos de ratones C57BL/6 infectados y no infectados fueron tefiidos con CFSE vy

estimulados con ConA o LPS. Después de 72 h las células se recuperaron, se tifieron con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 o anti-CD19 y
7-AAD, se capturaron en el FACS y se analizaron como se indica en la Fig. 12.

Estos datos nos muestran claramente que la inmunosupresion observada durante la fase aguda de la
infeccién con 7. gondii afecta Unicamente a linfocitos T pero no a linfocitos B. Mas aun, existen diferencias
entre subtipos celulares que dependen de la resistencia o susceptibilidad de las cepas de ratén que
utilizamos. Podemos concluir ademas, que el periodo de estudio mas adecuado para estos experimentos es

hasta el dia 14 post-infeccion pues mas alla de este punto las células proliferan al igual que células de

ratones no infectados.
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2 Caracterizacion de las células T,, y su papel durante la
Inmunosupresion

Resumen de los hallazgos publicados en el articulo: CD4* Foxp3* Regulatory T cells mediate
Toxoplasma gondii-induced T-cell suppression through an IL-2-related mechanism but
independently of IL-10. Tenorio, E.P., Fernandez, J., Castellanos, C., Olguin, J., and Saavedra, R., Eur.
J. Immunol. 2011. DOI: 10.1002/€ji.201141507

Como se menciond anteriormente, las células y moléculas involucradas en la inmunosupresion no
han sido completamente elucidadas. Con el objetivo de determinar si las células T; SOn responsables de la
inmunosupresion, infectamos ratones de la cepa C57BL/6] y caracterizamos a las Trgs, incluyendo su
capacidad supresora y expresion de moléculas de activacién. Finalmente evaluamos el papel de las Tregs

durante la inmunosupresién eliminandolas selectivamente por FACS utilizando ratones Foxp3t©

y analizamos
los posibles mecanismos de supresion utilizados por las Tegs. Nuestros resultados muestran que la fase
donde se detecta la inmunosupresion coincide con una reduccion en el porcentaje y nimero de células Teg.
Sin embargo, las células T4 restantes se activan y adquieren una mayor capacidad supresora, lo que sugiere

que a pesar de su reduccion, las células T., podrian ser capaces de mantener la inmunosupresion

compensando con su eficiencia la reduccion de la poblacién.

Con el objetivo de evaluar el papel de las células T, durante la inmunosupresion depletamos ratones
con un mAb anti-CD25, los infectamos y verificamos la capacidad proliferativa de los esplenocitos.
Encontramos que el tratamiento revertia la supresion observada en los animales infectados, sin embargo, al
analizar las poblaciones eliminadas por el anticuerpo encontramos que el tratamiento eliminaba
principalmente células activadas, no células T, Debido a que este enfoque experimental no arrojo
conclusiones reales sobre el papel de las T durante la supresion (Ver seccién 2 de resultados), seguimos

356" para eliminar selectivamente las células

una estrategia diferente. Utilizamos ratones transgénicos Foxp
Foxp3* de los esplenocitos por FACS antes de la estimulacion y encontramos que al eliminar las células
Foxp3™ la proliferacién celular se recuperaba por completo, demostrando que las células T, son las

responsables de la supresion.
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Posteriormente evaluamos posibles mecanismos por los cuales estas células pudieran estar
modulando la inmunosupresion. Primero analizamos la produccion de NRI que han sido descritos como
posibles moduladores de la supresion, pero en nuestros experimentos no encontramos que los NRI
aumentaran durante la infeccion y su producciéon tampoco se modifico al eliminar las Trq, demostrando que
los NRI no estan involucrados en nuestro sistema. Después, evaluamos la participacion de la IL-10, que
también se habia reportado como una citocina involucrada en la supresidon, ademas de ser un mecanismo
supresor utilizado por las células T, Encontramos que las células de los ratones infectados producian
grandes cantidades de IL-10, y que al eliminar a las T4 Se reduce la IL-10 detectada en sobrenadante de
cultivo. Al evaluar la capacidad de las T4 de producir IL-10, encontramos que durante la infeccion se
incremento el porcentaje de T productoras de dicha citocina. Estos datos sugerian fuertemente que las
células T inducen la supresion via la produccion de IL-10, sin embargo, al neutralizar la citocina con mAb
en cultivo las células de los animales infectados se mantuvieron suprimidas, demostrando que la IL-10 no es
el mecanismo utilizado por las T, para modular la supresion. Finalmente, evaluamos la posibilidad de que
las Tregs utilizaran un mecanismo relacionado con la IL-2 para inducir la supresion. Nuestros resultados
mostraron que las células de animales infectados producian bajas cantidades de IL-2 y que al eliminar las
Tregs NO Se recuperaba la acumulacion de la citocina, pero si la proliferacion celular. Esto sugeria por un lado
que las células T4 no inhiben la produccién de IL-2 y por otro lado que al eliminar a las Tregs la poca IL-2
disponible podia ser consumida por otras células T, permitiéndoles recuperar su capacidad proliferativa. Para
evaluar el papel de la IL-2 en la inmunosupresién agregamos IL-2 recombinante (rIL-2) a los cultivos
celulares y observamos una recuperacion total de la proliferacion, demostrando que la inmunosupresion es
consecuencia de la baja disponibilidad de IL-2. Nuestros datos demuestran que las células T,y son
responsables de la inmunosupresion observada durante la infeccion con 7. gondii y lo hacen
independientemente de IL-10, pero a través de un mecanismo relacionado con la IL-2, probablemente por

privacion de la misma.
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Immunity to infection

CD4 "Foxp3™ regulatory T cells mediate Toxoplasma
gondii-induced T-cell suppression through an IL-2-

related mechanism but independently of IL-10

Eda P. Tenorio, Jacquelina Ferndndez, Carlos Castellanos,
Jonadab E. Olguin and Rafael Saavedra

Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Auténoma de México, Mexico City, Mexico

Acute Toxoplasma gondii infection comprises an immunosuppression stage, characterized
by a reduction in T-cell proliferation in vitro. Treg cells maintain the homeostasis of the
immune system, but their role in T. gondii-induced suppression has not been addressed.
We show herein that immunosuppression, affecting both CD4" and CD8" T-cell prolif-
eration, concurs with a reduction in Treg-cell number. The residual Treg cells, however, are
activated and display an increased suppressive capacity. We show that selective elim-
ination of Treg cells using Foxp3®“** mice leads to a full recovery of CD4" and CD8" T-cell
proliferation. After Treg-cell removal, a reduced production of IL-10 was observed, but IL-2
levels were unchanged. The numbers of IL-10-producing Treg cells also increased during
infection, although the in vitro neutralization of this cytokine did not modify T-cell
proliferation, suggesting that IL-10 does not mediate the Treg-mediated suppression.
However, addition of rIL-2 in vitro fully restored T-cell proliferation from infected animals.
Thus, we show that Treg cells mediate the T-cell suppression observed during acute
T. gondii infection through an IL-2-dependent mechanism. Our results provide novel

insights into the regulation of the immune response against T. gondii.

Key words: IL-2 - IL-10 - Immunosuppression - Treg cells -

Introduction

Toxoplasma gondii is a worldwide distributed intracellular
protozoan parasite that infects approximately one-third of the
human population. Toxoplasmosis is usually clinically asympto-
matic in healthy individuals, but it can cause severe complica-
tions in pregnant women and immunocompromised patients. In
the latter, chronic infection can reactivate leading to dissemi-
nated toxoplasmosis and/or encephalitis that are often lethal.
Primary infection during pregnancy may lead to abortion,
neonatal malformations or defects that appear during child
development [1].

Dr. Rafael Saavedra
e-mail: saavedra@servidor.unam.mx

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Toxoplasma gondii

Infection with T. gondii activates DCs to produce large
amounts of IL-12 [2, 3] which in turn activates NK cells and T
lymphocytes to produce IFN-y [4, 5] leading to macrophage
activation and parasite control [6, 7]. A Ty; immune response
and cooperation between CD4" and CD8™ T cells are crucial for
infection control [5, 8, 9]. Downregulation of the extremely
strong Ty; immune response caused by infection is mediated by
IL-10, lipoxinA4 and IL-27 [10-12].

During acute infection with T. gondii a transient reduction in
the proliferative response of T cells to mitogens or antigens is
observed in humans and mice [13-17]. Analysis of cells and
molecules involved in the immunosuppression observed during
T. gondii infection has shown that IFN-y-dependent reactive
nitrogen intermediates (RNIs) produced by macrophages and
IL-10 are implicated in this process [16-21]. However,
neutralization of these molecules restores only partially T-cell
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proliferation capacity. Furthermore, it has been demonstrated
that splenocytes from infected IL-10~~ and IRF-1~/~ mice are
also suppressed [19, 22], thus indicating that additional media-
tors are involved in immunosuppression. A recent report
suggested that Treg cells could be involved in the suppression
observed during other parasitic infection [23].

Treg cells are CD4" lymphocytes that constitutively express
CD25 [24], CTLA-4 [25] and the Treg cell-specific transcription
factor Foxp3 [26, 271, which is required for the development and
the suppressive capacity of these cells. Treg cells are involved in
control of autoimmunity, immune response against tumors, tissue
transplants and infectious agents [28, 29]. Several roles for Treg
cells during infectious diseases have been described, including
control of the pathology, maintenance of immunity against
reinfection and favouring pathogen establishment or persistence
[29]. We previously showed that Treg cells play an important role
in the protective response against T. gondii, since removal of Treg
cells led to an increased mortality rate in the resistant BALB/c
mouse strain [30]. Moreover, treatment of T. gondii-infected
susceptible C57BL/6J mice with IL-2-anti-IL-2 complexes resulted
in an increased Treg-cell frequency and survival, which corre-
lated with reduced morbidity [31]. Additionally, adoptive trans-
fer of Treg cells has been reported to reduce the abortion rate in
pregnant mice injected with excretory—secretory antigens from
the parasite [32]. These studies demonstrate that Treg cells are
important mediators of the immune response during T. gondii
infection.

The aim of this study was to determine whether Treg cells are
involved in the immunosuppression observed during acute
infection with T. gondii. We studied the suppression induced in
C57BL/6J mice infected with the ME49 strain of T. gondii. We
analysed the different cell subsets suppressed and characterized
the Treg-cell population, including their suppressive capacity
and expression of activation molecules. We evaluated the
role of Treg cells in immunosuppression by selective elimination
of these cells using Foxp3"“** mice and explored some possible
mechanisms for Treg cell-induced suppression during T. gondii
infection.

Results

Infection with T. gondii induces suppression of CD4*
and CD8* T-cell proliferation

In order to evaluate the suppression of different cell types during
acute T. gondii infection, we analysed the mitogen-induced
proliferation of splenocytes from C57BL/6J mice using CFSE. A
representative FACS analysis (Fig. 1A) showed that proliferation
of ungated splenocytes at 7d post infection (dpi) was slightly
reduced when compared with cells from uninfected mice, but at
14 dpi the reduction was stronger. Cell proliferation, however,
was completely restored at 21 dpi. The same proliferation pattern
was observed in CD4" T cells. The proliferation of CD8™" T cells at
7 dpi was comparable to that of cells from uninfected animals,

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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but was dramatically reduced at 14dpi, and was restored at
21dpi, while LPS-induced B-cell proliferation was not affected.
Accordingly, data from different experiments showed that the
percentage of divided cells from the ungated population (Fig. 1B)
is significantly reduced at 7 and 14 dpi. The percentage of CD4*
divided cells was halved at 7 and 14 dpi, while in the CD8™ subset
it was only significantly reduced at 14 dpi. The percentage of
CD19" divided cells, however, increased approximately 30% and
remained significantly higher during the period analysed. These
data demonstrate that T. gondii-induced immunosuppression in
Con A-stimulated splenocytes and in isolated CD4" T cells
observed by *H-thymidine incorporation [15, 33] is also detected
using CFSE dilution. Furthermore, we show that CD4* and CD8"
T cells have different suppression patterns while CD19" cells
display an increased proliferation.

Treg-cell number decreases but residual Treg cells
activate and increase their suppressive capacity

Given that Treg cells suppress the proliferation of different cell
types [34], it was tempting to speculate that the immunosuppres-
sion observed during T. gondii infection could be mediated by this
cell population. However, as can be observed in a representative
FACS analysis (Fig. 2A), the percentage of CD4'Foxp3™ cells
decreased at 7 dpi, and markedly dropped at 14 dpi. Results from
several experiments showed that Treg-cell percentage decreased
by 16.3% at 7dpi and by 50.4% at 14dpi (Fig. 2B) when
compared with control animals. A similar reduction in the
absolute number of Foxp3* cells was also detected (Fig. 2C),
demonstrating that the decline in Treg-cell percentage is not
consequence of a disparity in the proportion of other cell subsets.
Further analysis of the residual Treg cells showed that at 7 dpi the
percentage of natural Treg cells (Helios ") and induced Treg cells
(Helios™) is comparable to that observed in uninfected animals,
whereas at 14dpi a slight reduction in the proportion of natural
Treg cells was observed (Fig. 2D and E).

The above results indicate that T. gondii-induced suppression
concurs with a reduction in Treg cell number. In order to explain
this apparent contradiction, we analysed the expression of acti-
vation markers in the residual Treg-cells. We focused on cells
from mice at 7 dpi because at this time point immunosuppression
was already detected and the number of Treg cells still allowed a
proper analysis. Expression of CD25, CTLA-4 and GITR rose up in
Foxp3™ cells from infected mice (2.5-, 3- and 0.5-fold, respec-
tively); the proportion of Treg cells expressing these molecules
was also slightly increased (Fig. 3). Analysis of additional acti-
vation molecules showed that the percentage of CD69" and
CD62L" cells increased 1.9- and 1.3-fold, respectively. Modula-
tion of these molecules has already been reported after Treg-cell
activation [25, 35-37]. A significantly enhanced expression of
CD69 was also detected; expression of CD62L and CD103
remained unchanged. Thus, although infection leads to a reduc-
tion in Treg-cell number, the residual cells display an activated

phenotype.
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Treg-cell activation observed after infection suggested
that these cells might also increase their suppressive capacity.
We thus compared the suppression capacity of Treg cells from
infected and uninfected mice against target cells from
uninfected animals. We initially carried out suppression assays
using CD4"CD25" cells as Treg cells and CD4*"CD25~ cells as
target cells, and found a slight increase in the suppression
capacity of CD4"CD25™ cells obtained from infected mice (data
not shown). Although this separation protocol is the most
commonly used, an increase in the CD4*Foxp3 CD25"% cell
population, corresponding to activated T cells, is observed in
infected mice (Fig. 4A, 1.3 versus 17.5%). Therefore, the CD4™
CD25™ fraction used in that system was enriched with activated
T cells, and the suppression capacity of Treg cells from infected
animals cannot be addressed. In order to overcome this issue, we

used Foxp3®™“™ mice to sort Foxp3™ Treg cells and CD4*

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

One-Way ANOVA and Dunnett’s multiple
comparison test, *p<0.05, **p<0.01.

Foxp3 CD25" cells as target cells to carry out the suppression
assay (Table 1). Results obtained from three independent
experiments showed that although Treg cells from uninfected
animals are able to suppress proliferation at various degrees
(36.1-85.7%), Treg cells from infected mice induced a signifi-
cantly higher suppression of target proliferation
(84.3-97.4%); as expected, Treg cells alone were unable to
proliferate under these conditions. These results demonstrate
that during infection, the residual activated Treg cells display an
increased suppressive capacity.

cells

Treg cells mediate T. gondii-induced suppression

The activated phenotype and the increased suppression capacity
of the residual Treg cells could explain the apparent discrepancy

www.eji-journal.eu
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Figure 2. Infection with T. gondii induces a reduction in Treg-cell number. Splenocytes from either WT or Foxp.

Time post inlection (day)

3ESFP mice were obtained at 7 and 14

days post infection (dpi). (A, B, D, E) Cells from WT mice were incubated with anti-CD4, anti-Foxp3 and anti-Helios mAbs and analysed by FACS.
The lymphocyte region was first identified and gated according to its FSC and SSC characteristics, the CD4" region was subgated and 10000 CD4"*
cells were captured. (A) Representative results of Treg-cell detection; percentages of CD4"Foxp3™ cells in the CD4™ gate are displayed. (B) Results of
five independent experiments with at least two mice per group expressed as percentage of Foxp3™ cells in the CD4" gate. (C) Cells from Foxp35¢F"
mice were mixed with CountBright Absolute Counting Beads and immediately analysed by FACS. Results from two independent experiments with
at least two mice per group are expressed as absolute numbers of Foxp3®“** cells per spleen. (D) Representative results of Helios expression
detection; percentages of Foxp3™ Helios™ cells in the CD4" Foxp3* gate are shown. (E) Results of two independent experiments with at least three
mice per group are expressed as percentage of Helios™ cells in the CD4" Foxp3™ gate. In (B, C, E), results were analysed using One-Way ANOVA and

Bonferroni’s multiple comparison test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

between the immunosuppression and the reduced proportion of
Treg cells observed during infection. In a first attempt to evaluate
the role of Treg cells in the observed immunosuppression, we
injected animals with anti-CD25 mAb and examined whether
proliferation was recovered. However, as we previously reported,
treatment of C57BL/6J mice with anti-CD25 mAb before
infection eliminates mainly activated cells, and thus the role of
Treg cells is impossible to elucidate using this approach [38].
Thus, we used Foxp3"“*® mice to directly assess whether Treg
cells mediate immunosuppression.

Foxp3™ cells were eliminated by cell sorting (Fig. 4A) and
proliferation of Foxp3™ cells was analysed (Fig. 4B). As expected,
proliferation of ungated, CD4" and CD8" lymphocytes was
suppressed when unsorted splenocytes were assayed. These
results are indistinguishable from those shown in Fig. 1,
demonstrating that the EGFP" phenotype does not alter the
immunosuppression pattern of T. gondii-infected mice. When
Foxp3™ cells were eliminated from infected mice splenocytes, a
proliferation recovery was clearly observed in the ungated
population. CD4" cells showed a strong proliferation, similar to
that observed in cells from uninfected mice. CD8" cells from
infected animals also recovered their proliferative response.
Elimination of Foxp3™ cells from uninfected mice did not alter
proliferation of CD4" nor CD8™ cells.

Statistical analysis of the data collected from two independent
experiments confirmed that after Treg-cell removal the percen-
tage of divided CD4" cells from infected mice was significantly
enhanced and was similar to that of cells from uninfected animals
(Fig. 4C); a non-significant increase in the percentage of divided

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

cells from the ungated and CD8™ subsets was observed. Since the
percentage of divided cells only represents the proportion of the
original population that responded by dividing [39] we also
calculated the percentage of proliferating cells (cells found in any
round of division). Figure 4D shows that when Treg cells are
eliminated, the percentages of proliferating CD4* and CD8" cells
are similar for uninfected and infected animals. These data thus
demonstrate that Treg cells mediate the immunosuppression
observed during acute T. gondii infection.

Treg cells mediate immunosuppression through an
IL-2-related mechanism but independently of IL-10

We analysed some possible mechanisms that could explain the Treg
cell-mediated immunosuppression described above. Since it was
previously reported that during T. gondii-induced suppression, IL-2,
RNIs and IL-10 are involved [16, 17, 20, 21, 40], we evaluated the
effect of Treg-cell removal on the production of these mediators in
vitro. NO5 production was similar in cells from uninfected and
infected animals and Treg-cell elimination had no effect in the
production of this molecule (Fig. 5), demonstrating that in our
system RNIs are not involved in Treg cell-mediated suppression.
The role played by IL-10 in T. gondii-induced suppression has
been controversial [17, 19-22]. However, since it has been
described as a suppressive mechanism of Treg cells, we analysed
IL-10 production. As can be observed in Fig. 5, no IL-10 could be
detected in culture supernatant of cells from uninfected mice,
while cells from infected animals produced highly significant
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Figure 3. Treg cells display an activated phenotype in acute T. gondii
infection. Splenocytes from WT mice obtained at 7 dpi were stained
with anti-CD25, anti-CTLA-4, anti-CD69, anti-CD62L, anti-CD103 or
anti-GITR, and analysed by FACS. The lymphocyte region was first
identified and gated according to its FSC and SSC characteristics, the
CD4*Foxp3™ region was subgated and 5000 events of this population
were captured. Representative histograms are shown for each of the
studied activation marker; dotted line indicates the fluorescence
threshold. Mean fluorescence intensity was normalized and graphed
as percentage expression. Percentage of cells expressing each molecule
is also shown. Data were obtained from two independent experiments,
including at least two mice per group. Data were analysed using
Student t test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. NI Uninfected. Inf:
Infected.

levels of IL-10. Moreover, elimination of Treg cells led to a drastic
reduction of the cytokine level. Because this reduction in IL-10
levels correlated with a recovery of T-cell proliferation after Treg-
cell removal, we hypothesized that IL-10 produced by Treg cells
could be a key molecule involved in the suppression. We thus first
analysed IL-10 production by Foxp3™ and Foxp3~ cells from
infected mice. As can be observed in Fig. 6, IL-10 was produced
by both Foxp3™ and Foxp3~ cells, but after infection, a 3-fold
increase in the proportion of IL-10-producing cells was observed
in the Treg-cell population only, suggesting that these cells were
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Figure 4. Treg cells mediate immunosuppression during acute T. gondii
infection. Foxp3* cells from uninfected or infected Foxp3®“* mice
splenocytes were eliminated by cell sorting. The Foxp3~ cells were
stained with CFSE and stimulated with Con A for 72 h. (A)
Representative analysis of the purity of the sorted populations
according to CD25 and Foxp3 expression. (B) Proliferation was
evaluated as described in Fig. 1, in the ungated, CD4", and CD8"
populations. Representative histograms are shown. (C, D) Results of
two independent experiments with two mice per group per time point
expressed as percentage of divided cells (C) and percentage of
proliferating cells (D). Results were analysed using ANOVA and
Bonferroni’s multiple comparison test, *p<0.05, **p<0.01. NI: Unin-
fected. Inf: Infected.

the source of the increased amount of IL-10 found in the super-
natant. We next carried out in vitro IL-10 neutralization in order
to test if this cytokine was responsible of the Treg cell-mediated
suppression. Addition of anti-IL-10 mAb did not alter the prolife-
ration of the ungated, the CD4"* and CD8" subsets from infected
mice (Fig. 7A and B) demonstrating that IL-10 was not respon-
sible for the Treg-cell suppressive effect on CD4" and CD8*
T cells, despite the increased proportion of IL-10-producing Treg
cells detected during infection.

We finally explored the possibility that the observed
suppression by Treg cells was IL-2-dependent. IL-2 levels in
culture supernatants of stimulated splenocytes were drastically
reduced in the supernatant of cells from infected animals when
compared with uninfected animals (Fig. 5), as reported [17, 20,
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Table 1. Con A-induced proliferation of target cells is highly suppressed by Treg cells from T. gondii-infected mice

[*H] Thymidine uptake (cpm +SD)

Target cells® Treg cells?

Experiment 1

Experiment 2 Experiment 3

Uninfected - 6600.6+268.9
Uninfected Uninfected 4217.6+1426.2* (36.1%)"
Uninfected Infected 1035.04+162.4™** (84.3%)
- Uninfected 254.6+78.1

- Infected 202.9+26.9

6858.1+1431.3

3707.9+865.1* (46.0%)

1897.14282.2** (72.3%)
292.1+53.4
112.8414.9

8963.7+2882.3
1278.94554.4* (85.7%)
228.8+69.7* (97.5%)
1213.8+1151.5
67.342.5

Data obtained from each co-culture were compared with that obtained with target cells alone according to One-Way ANOVA and Dunnett’s

multiple comparison test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

3 Target cells (CD4 " Foxp3~ CD25") and Treg cells (CD4 *Foxp3*) from Foxp3ESF? mice were separated by cell sorting. Cells were seeded at a ratio 2:1

(Target:Treg cells).

Y) percentage of suppression was calculated according to the following formula: [(cpmo—cpmupi,)/cpmo] x 100, where cpmy is the [*H]-Thymidine
uptake by target cells alone and cpmp,x is the uptake by the co-culture of targets and Treg cells.
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Figure 5. Selective elimination of Treg cells reduces IL-10 production,
but IL-2 and NO; levels are unaffected. Foxp3™~ splenocytes were sorted
as described in Fig. 4. Culture supernatants were collected after a 24 h
stimulation period with Con A, and IL-2, IL-10 and NO, production was
determined. Data were analysed using ANOVA and Bonferroni’s
multiple comparison test, ***p<0.001. NI: Uninfected. Inf: Infected.
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Figure 6. The numbers of IL-10-producing Treg cells increase during
acute infection with T.gondii. Splenocytes from uninfected or infected
Foxp3E°fF mice were obtained at 7 dpi. Cells were stimulated with PMA/
ionomicin, stained with anti-CD4 and anti-IL-10 mAb and analysed by
FACS. The lymphocyte gate was defined using its FSC and SSC
characteristics within the CD4" gate; further subgatings of the CD4"
Foxp3™ and CD4*Foxp3~ subsets were performed and these subsets
were analysed for IL-10 expression. Five thousand CD4" Foxp3™ events
were captured. (A) Representative contour plots of IL-10-producing
cells in the Foxp3™ and Foxp3~ populations. (B) Data obtained from two
independent experiments with at least two mice per group. Results
were analysed using One-Way ANOVA and Bonferroni’s multiple
comparison test, ***p<0.001. NI: Uninfected. Inf: Infected.

21, 31, 33]. Removal of Treg cells, however, led to a slight but
non-significant reduction of IL-2 levels (Fig. 5), suggesting that
Treg cells do not suppress IL-2 production. The absence of IL-2
accumulation also indicated that either this cytokine is not
involved in Treg cell-mediated immunosuppression or that the
Treg and conventional T (Tconv) cells could compete for
the reduced IL-2 concentrations. Thus, to evaluate if the Treg-
mediated suppression was related to a reduced availability of this
cytokine, we added rIL-2 to cell cultures from infected mice, and
found that proliferation of the ungated as well as the CD4" and
CD8" cells was fully restored (Fig. 8A and B). Proliferation of
T cells from uninfected mice, however, was unaffected by rIL-2
addition (Fig. 8A and B). All these results demonstrate that the
Treg cell-mediated immunosuppression observed during
acute T. gondii infection is consequence of a reduced IL-2 availa-
bility for T cells.
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Figure 7. IL-10 neutralization does not modify T. gondii-induced suppression. Splenocytes from WT mice were obtained at 7 dpi, stained with CFSE
and stimulated with Con A in the presence of anti-IL-10 (30 pg/mL) or isotype control mAbs. After 72h, cells were stained and analysed as
described in Fig. 1. (A) Representative analysis of cells obtained from one uninfected and one infected animal. Proliferation by CFSE dilution for
each gate is shown. (B) Data obtained from two independent experiments including three mice per group, showing the percentage of divided cells.
No statistical difference was found between groups using One-Way ANOVA and Bonferroni’s multiple comparison test.
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Discussion

The aim of this work was to evaluate a possible role for Treg cells
in the immunosuppression observed during the acute phase of
T. gondii infection in C57BL/6J mice. This suppression has been
described using different mitogens and the [*H]-thymidine
incorporation assay. In order to determine the cell types affected
by the parasite, we analysed proliferation of mouse splenocytes
using CFSE. Our results confirm previous findings showing
that T cells are unable to respond to mitogens during acute
infection [15, 16, 33] and further show that only CD4" and CD8™
T cells, but not B cells, were affected. Although suppression
of CD4" T cells has already been reported [33], this is the first
report describing suppression of CD8"% T cells during T. gondii
infection.

Treg cells suppress the proliferation and cytokine production
of other cells [34] and have been shown to control immune
response in several infection models [29]. These properties
suggested that these cells could mediate the immunosuppression
observed during T. gondii infection. However, we found a reduc-
tion in the proportion and absolute numbers of Treg cells during
the first two wks of infection, an observation which is in agree-
ment with the recent reports [30-32]. Oldenhove et al. recently
reported a decrease in Treg cell number during T. gondii infection
related to the inhibition of peripheral induction of Foxp3™ T cells
in GALT [31] and suggested that an impaired Treg-cell conversion
might be involved in this reduction. In order to further char-
acterize the Treg-cell phenotype during infection, we examined
the transcription factor Helios which has been recently described
as a molecule that can be used to discriminate between natural
and induced Treg cells [41], and it has already been employed as
a marker in murine and human models [42-44]. Analysis of this
molecule in the residual Treg cells of T. gondii-infected mice
showed that the proportion of natural and induced Treg cells was
unchanged at 7 dpi, although a slight increase in Helios™ cells was
observed at a later time point, suggesting that the amount of
induced Treg cells is not impaired during the first wk of infection.
However, a recent study demonstrated that Helios expression is
more related to the method of activation of T cells than to the
Treg-cell origin [45]. Thus, given that the use of Helios as a
definitive marker for natural Treg cells is still unclear, further
studies are required to address this issue.

Treg-cell number reduction seemed contradictory with the
observed immunosuppression. The paradox of a reduced number
of Treg cells mediating suppression could be explained if the
residual Treg cells were activated and displayed an increased
suppressive capacity. The remaining Treg cells were indeed
highly activated, as denoted by the increased expression of CD25,
CTLA-4, CD69 and GITR, the loss of CD62L expression and their
capacity to produce IL-10. Furthermore, suppression assays
showed that Treg cells from infected animals display an increased
suppressive capacity when compared with cells from uninfected
mice. Since at the time point studied (7 dpi) a reduction of only
16.3% of Treg cells is observed, the activation and acquisition of a
higher suppressive capacity of the remaining Treg cells could
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easily explain the ability of these cells to mediate immunosup-
pression. The activation of Treg cells described herein is consis-
tent with data previously reported during other infectious
diseases [46-50], and supports the idea that Treg-cell activation
could be a natural response towards some pathogens. Whether
Treg-cell activation depends on molecules derived from the
parasite, on the proinflammatory environment, or both, remains
to be established.

The increased suppressive capacity we observed in Treg cells
from infected animals, however, contrasts with a recent report
indicating that there is no difference between the suppression
capacity of Treg cells from T. gondii-infected animals and that of
uninfected mice [31]. The discrepancy could be explained by
differences in inoculum size, animal sex, T cell stimuli, source of
T cells used in the assay and the methodology used for detection
of proliferation.

Regardless of Treg-cell number reduction, the activation and
increased suppressive function of the remaining Treg cells
supported the hypothesis that these cells were involved in the
immunosuppression. Full restoration of the proliferation pattern
of CD4" and CD8" cells from infected mice splenocytes after
selective elimination of Foxp3™ cells definitively demonstrated
that Treg cells are the key cells mediating the suppression
observed during acute T. gondii infection.

Since this is the first time that T. gondii-induced suppression is
fully reversed, we studied some possible mechanisms to explain
the Treg cell-mediated suppression. Earlier reports showed that
RNIs produced by macrophages are important for induction of
T. gondii-induced suppression [16, 17, 21, 22, 40]. However, we
did not find alterations in the in vitro NO5 concentration, neither
after infection or after Treg-cell elimination, demonstrating that in
our model NO5 is not involved in the suppression induced by Treg
cells. Our results are supported by the data of Khan et al., who
showed that Con A-stimulated splenocytes from T. gondii-infected
IRF-1"/~ mice remained suppressed even in the presence of the
RNI inhibitor N®-monomethyl-L-arginine monoacetate [19].

Interestingly, other molecules previously studied as mediators
of immunosuppression are also reported mechanisms of Treg-cell
function, including the inhibitory cytokines TGF-f and IL-10
[34]. TGF-B does not seem to participate in T. gondii-induced
suppression, since we did not detect membrane bound TGF-f in
Treg cells from infected mice (data not shown), and previous
reports showed that addition of anti-TGF-f antibodies to in vitro
cultures of spleen cells from infected mice does not reverse
immunosuppression [19, 20].

We thus analysed the possible role of IL-10 and found an
increased level of this cytokine in cell culture supernatants from
infected animals, as previously reported [17, 19-21, 33]; Treg-
cell removal led to a reduction in IL-10 levels, an observation that
correlated with T-cell proliferation recovery. Additionally, we
found an increased proportion of IL-10-producing Treg cells in
infected animals, a result that reinforced the hypothesis that this
cytokine could be responsible for the immunosuppression. This
result was unexpected since it was previously reported
that during infection with T. gondii most IL-10 is produced by
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Foxp3™ Ty cells [51]. However, our results are supported by
[31], who
demonstrated that despite Treg-cell number reduction, these cells

data previously published by Oldenhove et al.

maintain their capacity to produce IL-10.

Analysis of CD4" and CD8' T-cell proliferation in the
presence of anti-IL-10 mAb, however, revealed that this cytokine
does not mediate immunosuppression. Our results agree with
those obtained in T. gondii-infected IL-107/~ mice, where
T-cell suppression is similar to that observed in WT mice [22],
although earlier reports of IL-10 in vitro neutralization in sple-
nocytes from infected animals showed a partial reversion
of suppression [17, 19-21]. Thus, despite an increase in
IL-10-producing Treg cells in infected animals, and the conco-
mitant reduction in IL-10 levels and T-cell proliferation recovery
after Treg-cell removal, IL-10 is not involved in the Treg cell-
mediated immunosuppression.

Given the lack of contribution of RNIs and IL-10 in Treg cell-
mediated suppression, we evaluated a possible role of IL-2, since
deprivation of this cytokine is a reported Treg-cell mechanism
[52-55]. We found reduced IL-2 levels in culture supernatants of
cells from infected animals, as reported [17, 20, 21, 31, 33].
Treg-cell removal did not restore IL-2 levels but fully reversed
T-cell proliferation, suggesting that Treg cells do not inhibit IL-2
production. In contrast, when rIL-2 was added to cell cultures,
complete restoration of T-cell proliferation occurred, even in the
presence of Treg cells. Therefore, proliferation recovery was
independently achieved either by removing Treg cells or by
addition of rIL-2, showing that immunosuppression mediated by
Treg cells during T. gondii infection is a consequence of a lack of
IL-2 for Tconv cells.

The fact that T-cell proliferation from infected animals was
fully restored in the absence of Treg cells (Fig. 5), even if IL-2
levels were low (Fig. 6), demonstrates that Tconv cells proliferate
in a milieu of low IL-2 availability. These observations thus
suggest that when limiting amounts of IL-2 exist, competition for
this cytokine could take place between activated Treg and Tconv
cells. Hence, Treg cells in our model might act by IL-2 deprivation.
This hypothesis is supported by a recent mathematical model
reported by Busse et al. [56] predicting that IL-2 deprivation by
Treg cells occurs under conditions of limited IL-2 supply.

Clear evidence of IL-2 deprivation was recently provided by
Pandiyan et al. [53], who demonstrated that Treg cells “imbibe”
more IL-2 than Tconv cells, particularly after activation, and this
IL-2 deprivation leads to apoptosis of Tconv cells. In our model,
Treg cells are activated and express very high levels of CD25 and
could thus become more efficient IL-2 consumers. Furthermore,
we observed that addition of IL-2 also led to increased cell
viability (data not shown). The results obtained in our work thus
strongly suggest that Treg cells mediate immunosuppression by
IL-2 deprivation. However, additional experiments are required
to confirm this hypothesis.

IL-2 is a molecule essential for mice survival after T. gondii
infection [31, 57] and our results highlight the importance of this
cytokine. It has been demonstrated that the reduced number of Treg
cells during acute infection is consequence of a reduced IL-2 availa-
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bility [31], and is probably related to IL-27 [58], which has been
shown to cooperate with IL-12 to suppress IL-2 production during
acute infection [59]. Our results suggest that the reduced IL-2 levels
favours the competition for this cytokine between activated Treg
cells and Tconv cells and that IL-2 exhaustion by activated Treg cells
leads to the immunosuppression of CD4* and CD8™ cells, but not of
B lymphocytes, that do not require IL-2 for proliferation [60]. These
events could thus contribute to the highly inflammatory immune
response that is characteristic during T. gondii infection.

Analysis of Treg cells during T. gondii infection by several
groups has shown a reduction of these cells in C57BL6/J, BALB/c
and in pregnant mice [30-32]. We have shown herein that
regardless of their reduction, Treg cells display an activated
phenotype and a higher suppressive capacity, leading these cells
to mediate immunosuppression. Interestingly, IL-10 does not
participate as a modulator of suppression, despite the increase of
IL-10-producing Treg cells. Instead, our results suggest that IL-2
deprivation is the mechanism used by Treg cells to mediate
T. gondii-induced suppression. The role of Treg cells we describe
herein as the mechanism controlling immunosuppression opens a
new insight in the immunoregulation previously described for
T. gondi infection.

Materials and methods

Mice

Six-eight-wk-old C57BL/6J (WT), and Swiss-Webster mice were
bred in our animal house and maintained in microisolator cages
according to the institutional guidelines. Foxp3 ™ knock-in
mice (B6.Cg-Foxp3tm2Tch/J), coexpressing Foxp3 and Enhanced
GFP were obtained from The Jackson Laboratory and maintained
under the same conditions in our animal house. All experiments
were carried out with age and sex matched animals. Animal
experimentation protocols were approved by the local Bioethics
Committee for Animal Research.

Parasites and infection

The ME49 strain of T. gondii was maintained in Swiss-Webster
mice as previously described [61]. For parasite maintenance,
Swiss mice were infected i.p. with ten cysts obtained from brains
of infected animals. For peroral infection, mice weighing 18-20 g
were anesthetized with Sevorane (Abbott) and infected by
gavage with 25 cysts obtained from Swiss mice infected 2-4
months earlier.

Flow cytometry and mAbs

The following fluorochrome-conjugated mAbs were used: anti-
CD3-FITC or -Cy5 (500A2); anti-CD4-TC, -PE or -APC (RM4-5);
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anti-CD8-FITC, -PE or -APC (5H10); anti-CD19-PE (6D5); anti-
CD25-APC or -PE (PC61 5.3) from Caltag; anti-CD152-PE
(CTLA-4, UC10-4B9); anti-Foxp3-Alexa Fluor 488 (FJK-16s) from
eBioscience; anti-CD69-PE (H1.2F3), anti-CD62L-PE (MEL-14),
anti-GITR-PE (DTA-1), anti-CD103-PE (2E7), anti-Helios-Alexa
Fluor 647 (22F6) and anti-IL-10-PE (JES5-16E3) from Biolegend.
Cell surface molecules were detected by incubating 10° cells with
the indicated mAb in washing buffer (DPBS, 1% FCS, 0.1% NaN3)
for 30min (4°C, in the dark). Cells were washed twice,
resuspended in DPBS and analysed by FACS. Foxp3, Helios and
CTLA-4 were detected using the eBioscience Foxp3 detection kit
following manufacturer’s instructions. For viability determina-
tion, cells were stained with 1 pg/mL of 7-amino-actinomycin D
(7-AAD, Molecular Probes), as previously described [62]. Cells
were acquired using a FACScan, FACScalibur or FACSAria
cytometer (Becton Dickinson). Data were analysed using the
FlowJo Software V.5.7.2 (Tree Star).

Determination of absolute Foxp3* cell numbers

Splenocytes from Foxp3=¢F?

mice were obtained by perfusion and
red blood cells were lysed with hypotonic NH4CI solution. Cells
were washed and resuspended in 10 mL of DPBS. One hundred
uL of the cell suspension were diluted 1:5 with DPBS and 50 pL of
CountBright Absolute Counting Beads (Molecular Probes) were
added. The diluted suspension was immediately analysed by
FACS and the cell concentration was calculated following the
manufacturer instructions. Total Foxp3"¢*® cell number per

spleen was calculated as described elsewhere [63].

Intracellular IL-10 detection

3EGFP mice were incubated with

Ten million splenocytes from Foxp.
20ng/mL PMA, 1 pg/mL ionomycin and 2 pM monensin in 1 mL of
complete RPMI medium (RPMI 1640 supplemented with 10% FCS,
2mM r-glutamine, 10 mM non-essential aminoacids, 1 mM sodium
pyruvate, 25mM HEPES, 50uM 2-ME and 50IU/mL penicillin
streptomycin [GIBCO]), in each well of a 24-well plate (Costar) for
5h at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO, in air.
Cells were harvested, stained with anti-CD4-TC and intracellular
cytokine detection was performed as previously described [64].
Briefly, cells were washed with washing buffer, resuspended in
1mL of 4% paraformaldehyde and incubated (15min, room
temperature) with occasional stirring. Cells were washed once
(1500 x g, 4°C, 5min) and resuspended in washing buffer. One
million fixed cells were washed with 1mL of DPBS-S (DPBS
containing 10mM HEPES, 1mM CaCl,, 1mM MgSO,, 0.1%
saponin, 0.05% NaNs, 0.1% BSA) and incubated (30 min, 4°C)
with 25 pL of DPBS-S/Milk (5% nonfat dry milk in DPBS-S cleared
by centrifugation [15000 x g, 30min]). Cells were centrifuged
and incubated with anti-IL-10-PE mAb in DPBS-S/milk (30 min,
4°C), washed twice with DPBS-S, resuspended in DPBS and
immediately analysed by FACS.

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Cell sorting

Splenocytes from Foxp3=©?

mice were first enriched by positive
selection using anti-CD4 Microbeads (Miltenyi Biotec) following
manufacturer’s instructions. The CD4~ fraction from uninfected
animals was irradiated (3000rad) and used as feeder cells. The
CD4" fraction was stained with anti-CD4 and anti-CD25 mAbs.
Treg and target cells were sorted using the CD4*Foxp3"* and
CD4 " Foxp3 CD25™ gates, respectively, and used immediately in
suppression assays. Purity of each population was always >90%.
For Treg-cell elimination, splenocytes from Foxp3®°™ mice were
obtained and the EGFP™ population was sorted in a FACSAria
and used immediately for proliferation assays. Purity of the
EGFP™ population was always >99%.

Proliferation assay

CFSE staining was carried out as previously described with
some modifications [62]. Briefly, 2.5 x 107 cells/mL were stained
with 2.5uM CFSE (Molecular Probes) in DPBS (5min, room
temperature, in the dark) with occasional stirring. Staining was
stopped with five volumes of DPBS containing 10% FCS; cells
were centrifuged (5min, 490 x g), resuspended in complete
RPMI medium and immediately used. CFSE-stained splenocytes
(5 x 10° cells/mL) in 2 mL of complete medium were stimulated
with 1pg/mL Con A (Sigma) or 5pug/mL LPS (Sigma) in each
well of a 24-well plate (Costar). In some experiments, murine
rIL-2 (20U/mL, Roche) was added at the beginning of the
culture. For IL-10 neutralization experiments, 30 pg/mL of anti-
IL-10 (JES5-2A5, Biolegend) or control isotype mAbs (RTK2071,
Biolegend) were added at the beginning of the culture and
incubated for 30 min before stimulation. Seventy two hours later,
cells were washed twice with buffer (1% FCS in DPBS) and
stained with anti-CD4, anti-CD8 or anti-CD19 mAbs and 7-AAD.

Suppression assay

Fifty thousand target cells (CD4 Foxp3~CD25") were seeded with
2.5 x 10* Treg cells (CD4*Foxp3™) and 2 x 10° feeder cells. Cells
were stimulated with 1 pug/mL Con A in a final volume of 200 pL in
triplicate wells of a 96-well flat bottom plate (Costar). Cells were
pulsed with 0.5 uCi of [*H]-Thymidine (45 Ci/mmol, Amersham) for
the last 18h and were harvested onto glass-fiber filters using an
automatic cell harvester. Radioactivity uptake was measured by
scintillation spectroscopy on a LS6500 Multi-Purpose Scintillation
Counter (Beckman) using Meltilex A solid scintillant (Wallac).

Determination of cytokines and NO;
IL-2 and IL-10 quantification was carried out by ELISA following

manufacturer’s instructions (Biolegend); detection limits were
3.9ng/mL for IL-2 and 31.25ng/mL for IL-10. NO, determination
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was carried out by the Griess assay as described [40] with some
modifications. Briefly, 100 uL of each sample was added to each
well of a 96-well plate in duplicate, 50puL of 1% sulfanilamide
(Sigma) in 2.5% H3PO, was added and incubated for 5min, 50 pL
of 0.1% naphtylenediamine dihydrochloride (Sigma) was added
and incubated for 10 min (room temperature, in the dark);
absorbance was read at 540nm. Standard curves were prepared
with sodium nitrite and the detection limit was 1.56 uM.

Statistical analysis

Statistical differences between groups were determined by the
unpaired two-tailed Student t-test or One-Way ANOVA with
Dunnett’s or Bonferroni’s Multiple Comparison tests using the
PRISM software (GraphPad).
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2.1. Informacion suplementaria

2.1.1. Los linfocitos CD4*Foxp3™ y CD8" se activan durante la infeccion aguda con 7.
gondii

Durante el analisis de la expresion de moléculas de activacién en células T, analizamos a la par el
patron de expresion de moléculas de activacion de linfocitos CD4* Foxp3™ y CD8*. Encontramos que a los 7
dpi se incremento el porcentaje de linfocitos CD4"Foxp3™ que expresaban CD69, CD25 y que perdieron la
expresion de CD62L; también incrementd la expresion de dichas moléculas (Fig. 15A). En los linfocitos CD8*
encontramos un incremento en la expresion y en el porcentaje de células CD69" y CD25*, pero no de las
células CD62L" (Fig. 15B). Estos datos demuestran que tanto linfocitos CD4* como CD8* efectores se
encuentran activados durante la infeccidén con 7. gondii, la diferencia observada entre estas dos poblaciones,
probablemente se relaciona con que durante esta infeccion los linfocitos CD4* se activan primero que los

CD8" [64].
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Figura 15 Expresion de moléculas de activacion en linfocitos T CD4*Foxp3” y CD8* durante la infeccion con
T. gondii. Esplenocitos de ratones C57BL/6 infectados y no infectados fueron obtenidos al dia 7 p.i. y se tifieron con anti-CD69, anti-
CD25 o anti-CD62L y se analizaron por citometria de flujo. La region de linfocitos se definid por caracteristicas de FSC y SSC y se
analizaron las moléculas indicadas en la subregion (A) CD4*Foxp3™ o (B) CD8*. Se muestran histogramas representativos del analisis de
cada marcador. La intensidad media de fluorescencia se normalizd y se graficé como porcentaje de expresion; se muestra también el

porcentaje de células positivas para cada molécula. Los datos se analizaron utilizando la prueba ¢ de Student (*: p<0.05, **: p>0.01,
***p>0.001). NI: No infectado, Inf: Infectado
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2.1.2. Lainmunosupresion se revierte con bajas dosis de IL-2

Como parte de los experimentos para evaluar el papel de la IL-2 como molécula involucrada en la
supresion evaluamos la proliferacién de linfocitos T de animales infectados en presencia de diferentes
concentraciones de dicha citocina. Nuestros datos muestran que con una concentracion de 1 U/ml hubo una
recuperacion parcial de la proliferacion tanto en linfocitos totales como en las subpoblaciones CD4* y CD8*.

La recuperacion total de la proliferacion de las poblaciones mencionadas se observd desde la adicion de 10

u/ml.
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Figura 16. Proliferacion de esplenocitos de ratones infectados con 7. gondii en presencia de rIL-2.
Esplenocitos de ratones C57BL/6] infectados y no infectados fueron tefidos con CFSE y estimulados durante 72h con ConA; la cantidad
indicada de rIL-2 se agreg6 al inicio del cultivo. Se recuperaron las células, se tifieron con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 y 7-AAD, se
capturaron en el FACS y se analizaron como se indica en la Fig. 12. Para cada poblacion se calculé el porcentaje de células divididas de
acuerdo a Lyons [236], cada circulo representa un raton. Los datos se analizaron utilizando la prueba de ANOVA con post analisis de
Dunnett (*p<0.05, **p<0.01).
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2.1.3. La adicion exdgena de rIL-2 incrementa la viabilidad de esplenocitos
activados in vitro

Se ha demostrado que cuando las células T4 privan a las células T, de IL-2, estas Ultimas mueren
por apoptosis [153], consecuentemente, una cantidad suficiente de IL-2 en el medio deberia de evitar la
muerte celular. Por lo tanto evaluamos si la adicion exdgena de IL-2 modificaba la viabilidad celular y
encontramos que tanto en los animales infectados como no infectados hubo un incremento significativo en la
viabilidad de linfocitos totales, CD4" y CD8" a partir de la adicion en cultivo de 10U/ml de IL-2. Estos datos
apoyan la hipdtesis de que las células T utilizan la privacion de IL-2 como mecanismo para modular la

inmunosupresion.
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Figura 17 Viabilidad de esplenocitos de ratones infectados con 7. gondiiin presencia de rIL-2. Esplenocitos de
ratones C57BL/6] infectados y no infectados fueron tefiidos con CFSE y estimulados durante 72h con ConA; la cantidad indicada de rIL-2
se agrego al inicio del cultivo. Se recuperaron las células, se tifieron con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 y 7-AAD y se analizaron
inmediatamente en el FACS. El porcentaje de células vivas indica el porcentaje de células 7-AAD" de cada poblacion; cada circulo
representa un raton. Los datos se analizaron utilizando la prueba de ANOVA con post analisis de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01).
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3 El mAb anti-CD25 como herramienta para el estudio de las células
T,.q durante la infeccidon con 7. gondii

3.1. Estandarizacion de la deplecion

Las células T,y expresan de manera constitutiva la molécula CD25, por lo que el uso de anticuerpos
monoclonales contra esta molécula es una herramienta que se ha utilizado de manera recurrente para el
estudio de las células T,y en diferentes modelos infecciosos [175, 177, 184, 237]. Como se describid
anteriormente, nuestro objetivo era utilizar la deplecién con anti-CD25 para evaluar el papel de las células
Treg durante la inmunosupresion. Para ello, estandarizamos la deplecion, determinando la concentracion
adecuada de mAb necesaria para eliminar las células CD4"CD25*. Inyectamos ratones con 100 o 200 ug de
mAb por via intraperitoneal (i.p.) y evaluamos por citometria de flujo la eficiencia y la duracién de la
deplecion de células CD4"CD25* a diferentes dias post deplecion. En la Figura 18 se muestra que los
esplenocitos de raton tienen un porcentaje basal de 14% de células CD4*CD25" y al inyectar 100ug de mAb
este porcentaje se redujo 3.9 veces 3 dias después del tratamiento y 7 veces al dia 7 posterior a la inyeccion
del mADb; al dia 10 observamos una recuperacion del 50% y al dia 14 las células llegaron casi al porcentaje
basal. Al inyectar con 200 pg observamos que el porcentaje de células CD4*CD25" se redujo entre 71 y 85%
durante los primeros 10 dias después del tratamiento mientras que para el dia 14 se observd una
recuperacion casi total de la poblacion. Estos datos muestran que si bien las células CD4*CD25"* pueden
eliminarse usando 100 pug de mAb, la deplecion se prolonga cuando se usan 200 pug de mAb, por lo que

usamos esta concentracion para realizar los experimentos.
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Figura 18. Analisis de la poblacién CD4*CD25"* en animales depletados con el mAb PC61. Ratones de la cepa
BALB/c fueron inyectados i.p. con 100 o 200 pg del mAb PC61. Los esplenacitos se obtuvieron a los dias indicados, se tifieron con anti-
CD4 y anti-CD25 y se analizaron inmediatamente en el FACS. La regidn de los linfocitos se definié por caracteristicas de FSC y SSC y
posteriormente se analizo la expresion de CD25 en la poblacion CD4*.

3.2. Efecto de la deplecion con mAb anti-CD25 en la inmunosupresion

Con el objetivo de evaluar el papel de las células T.,q durante la inmunosupresion inyectamos
ratones C57BL/6] con 200 ug del mAb anti-CD25, dos dias después los animales fueron infectados y al dia 7
post infeccién recuperamos los esplenocitos, los estimulamos y evaluamos la proliferacién celular. Como
podemos ver en la figura 19 el tratamiento con el mAb anti-CD25 incrementé ligeramente la proliferacion de
linfocitos totales, CD4* y CD8" de ratones no infectados. En el caso de los ratones infectados observamos
que el tratamiento con el mAb PC61 pero no con un mAb control llevd a la recuperacion de la capacidad
proliferativa de linfocitos totales y del subtipo CD4*; en el caso de los linfocitos CD8" que no estan
suprimidos, el tratamiento también indujo un incremento en la capacidad proliferativa. Estos datos
demuestran que las células CD4"CD25" participan en la inmunosupresion observada durante la infeccion con

7. gondiiy sugieren una posible participacién de la células Teg.
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Figura 19 Proliferacion de linfocitos T, CD4* y CD8* de ratones depletados con el mAb PC61 e infectados

con 7. gondii. Ratones C57BL/6] fueron inyectados i.p. con 200 ug de mAb PC61 o de mAb control de isotipo e infectados dos dias
después. Siete dias después de la infeccion se obtuvieron los esplenocitos y fueron tefiidos con CFSE y estimulados con ConA. Después
de 72 h se recuperaron las células, se tifieron con anticuerpos anti-CD4 o anti-CD8 y 7AAD, se capturaron en el FACS y se analizaron
como se indica en la Fig. 12.

Ademas de evaluar la capacidad proliferativa de los esplenocitos después del tratamiento con el mAb
PC61 estudiamos la expresion de Foxp3 y CD25 en linfocitos CD4" para verificar si en este punto de la
infeccion habiamos eliminado principalmente células Tg. En la figura 20 observamos que 9 dias después de
la deplecion los ratones no infectados tienen solamente 2.9% de células T.,q CD25" y que la mayor parte de
las células T,y restantes no expresan CD25. En estos animales, también se elimin¢ casi el 50% de las células
Teonv SON CD25-. En el caso de los animales infectados encontramos que hay una gran cantidad de células
Teonv que expresan CD25 (>30%) y que el porcentaje de células T.,g CD25" se mantuvo, mientras que en los
animales tratados con el mAb hubo una drastica reduccion de células T CD25" y una reduccion modesta

de células T4 Estos datos demuestran que en los animales infectados el tratamiento con el mAb PC61
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elimina principalmente células T activadas y por lo tanto es imposible determinar si la reversion en la

supresion descrita anteriormente es realmente inducida por células Tieg.
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Figura 20 Efecto de la deplecion con mAb PC61 en células T.cg Y Teonv durante la infeccion con 7. gondii.
Ratones C57BL/6] fueron inyectados i.p. con 200 pug de mAb PC61 o de mAb control de isotipo e infectados dos dias después. Siete dias
después de la infeccion se obtuvieron los esplenocitos y fueron tefidos con anticuerpos anti-CD4, anti-Foxp3 y anti-CD25 y se
capturaron en el FACS La region de linfocitos se definio por caracteristicas de FSC y SSC y se analizd la coexpresion de Foxp3 y CD25 en

la subpoblacion CD4*.
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3.3. Las células T..; son importantes para la resistencia a la infeccion con T.
gondii

Resumen de los hallazgos publicados en el articulo: Reduction of Foxp3* cells by depletion with the
PC61 mADb induces mortality in resistant BALB/c mice infected with Toxoplasma gondii. Tenorio,
E. P., Olguin, J. E., Fernandez, J., Vieyra, P., and Saavedra, R. J. Biomed. Biotechnol. 2010. DOI:
10.1155/2010/786078.

Paralelamente al analisis de la deplecidn con anti-CD25 en el modelo de infeccidon con 7. gondiien la
cepa C57BL/6] evaluamos el efecto de la deplecidn antes de la infeccion en la cepa BALB/c, ya que nos

interesaba conocer el papel de las células T, €n la resistencia a la infeccion con este parasito.

Se ha reportado que la resistencia del modelo BALB/c depende en parte del tamano del inéculo con
que se infecta a los animales [103, 105]. Con el objetivo de determinar cual era el nimero de quistes
apropiado para establecer un modelo de resistencia evaluamos la mortalidad y el efecto de la deplecion en
animales que fueron infectados con diferentes cargas parasitarias. La figura 21 muestra que la sobrevivencia
se redujo de manera dosis dependiente, ya que en los animales infectados con 20 quistes hubo una
sobrevivencia del 80%; en los infectados con 50 quistes sobrevivid el 40% y en el grupo de los infectados
con 100 quistes murieron todos los animales. En el caso de los animales infectados con 20 y 50 quistes
observamos también que el tratamiento con el mAb anti-CD25 redujo la sobrevivencia a la infeccién; debido
a estos datos, el resto de los experimentos se hicieron infectando a los animales con 20 quistes. Estos
resultados demuestran que la deplecién con anti-CD25 elimina la resistencia de los ratones BALB/c, lo que

sugiere fuertemente que las células T4 participan en la proteccion durante la infeccién con 7. gondii.
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Figura 21 Efecto de la deplecion en la infeccion con 7. gondii usando diferentes cargas parasitarias. Ratones
de la cepa BALB/c fueron inyectados i.p. con 200 pug de mAb de la clona PC61 o con al mAb control de isotipo. Dos dias después se
infectaron con 20, 50 o 100 quistes de la cepa ME49 de 7. gondii. La mortalidad de los animales se registré durante 30 dias.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la deplecion en células T.eq Y Teony activadas en ratones
infectados se tomaron muestras de sangre periférica de estos animales a diferentes tiempos. En la Figura 22
se puede observar que en los animales tratados con el mAb control de isotipo e infectados con el parasito
hubo una ligera reduccién en las células T4 a los dias 8 y 12 post infeccién, mientras que en los animales

depletados/infectados el tratamiento con el anticuerpo llevé elimind las células T,.; CD25". Estas células se
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recuperaron ligeramente durante la infeccién pero nunca alcanzaron los niveles observados en los animales
no infectados. Por otro lado encontramos un porcentaje de células T,.; CD25 que se mantuvo después de la
deplecion pero que se redujo conforme avanzaba la infeccion, lo cual demuestra que durante la infeccién con

7. gondii las células T4 estan siendo eliminadas eficientemente por el mAb anti-CD25.

En el caso de las células T, CD25" observamos que en los animales No depletados/infectados el
porcentaje de esta poblacién se duplicdé al dia 12 post infeccién (2.3% vs 1.1%). En los animales
depletados/infectados el porcentaje de T CD25" se redujo con la inyeccion del mAb y se mantuvo bajo
hasta el dia 8 post infeccidon (<0.3%), sin embargo, esta poblacion se incrementd claramente al dia 12 dpi, y
el porcentaje fue ain mayor que el observado en los animales no depletados (6.7% vs 2.3%). Estos datos
demuestran que durante la infeccién con 7. gondii el tratamiento con el mAb PC61 elimina eficientemente a
las T.gs pero permite la activacion de células T, (Fig. 22). Estos resultados fueron confirmados en
esplenocitos de ratdn a los 10 dpi. Nuestros resultados indican que en ratones BALB/c el tratamiento con el
mAb anti-CD25 elimina preferencialmente T4, generando un desbalance entre las poblaciones de células
Tregs Y Teonv activadas. Este desbalance elimina la resistencia de los animales a la infeccién y nos sugieren
fuertemente que las células T, son esenciales para la proteccién durante la fase aguda de la infeccién con

7. gondii.
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Figura 22. Efecto de la deplecion y la infeccion en linfocitos sangre periférica. Ratones de la cepa BALB/c fueron
inyectados i.p. con 200 pg del mAb PC61 o con el mAb control de isotipo. Dos dias después se infectaron con 20 quistes de la cepa
ME49 de 7. gondii. A los dias indicados se tomaron muestras de sangre, las células se tifieron con anti-CD4, anti-Foxp3 y anti-CD25 y se
analizaron inmediatamente en el FACS. La region de los linfocitos se definid por caracteristicas de FSC y SSC y posteriormente se analizd
la expresion de Foxp3 y CD25 en la poblacion CD4*.
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Regulatory T cells (Tregs) are CD4*Foxp3™* cells that modulate autoimmune responses. Tregs have been shown to be also involved
during the immune response against infectious agents. The aim of this work is to study the role of Tregs during the infection with
the intracellular protozoan Toxoplasma gondii. Resistant BALB/c mice were injected with 200 ug of anti-CD25 mAb (clone PC61)
and 2 days later they were infected with 20 cysts of the ME49 strain of T. gondii. We observed that depleted mice showed 50-60%
mortality during the acute infection. When FACS analysis was carried out, we observed that although injection of PC61 mAb
eliminated 50% of Tregs, infected-depleted mice showed a similar percentage of CD25"Foxp3~ (activated T cells, Tact) to those
observed in infected nondepleted animals, demonstrating that in our depletion/infection system, injection of PC61 mAb did not
hamper T cell activation while percentage of Tregs was reduced by 75% 10 days post infection. We concluded that Tregs are essential

during protection in the acute phase of T. gondii infection.

1. Introduction

Toxoplasma gondii (T. gondii) is an intracellular parasite
and the etiological agent of toxoplasmosis. Although the
infection is asymptomatic in most immunocompetent indi-
viduals, toxoplasmosis may cause severe complications in
immunocompromised individuals [1, 2]. If T. gondii infec-
tion occurs during pregnancy, transplacental transmission
can occur, leading to abortion or congenital malformations
[2-5].

The immune response against T. gondii has been largely
characterized and it has been demonstrated that cell medi-
ated immunity is essential to control infection [2, 6, 7],
involving synergy between CD4* and CD8" T cells [8,9]. T.
gondii triggers the production of IL-12, mainly by dendritic
cells [10-12], which stimulate NK cells and T lymphocytes to
secrete large amounts of IFN-y, a key cytokine for protection
against this parasite [10, 13, 14]. Thus, protection against T.

gondii is dependent on a TH1 response [15]. However IL-
10 is also required for prevention of development of IFN-y
mediated pathology [16].

Regulatory T cells (Tregs) are a subset of CD4" T cells
that control the immune response by suppressing many
lymphocyte effector functions [17-19]. Natural Tregs consti-
tutively express CD25 (the « chain of the IL-2 receptor) [20],
CTLA-4 [21], and the forkhead family transcription factor
Foxp3 [22, 23], which is required for their development and
function [22]. Although initially described for preventing
autoimmune responses [20, 24, 25], it has also been demon-
strated that they can regulate the immune response against
infectious agents [26-29]. For example, in vivo depletion
of CD25" cells leads to an increase in the production of
IFN-y in animals infected with Plasmodium chabaudi adami
[30] and Trypanosoma congolense [31], or in animals infected
with Schistosoma mansoni to an increased production of
IFN-y, IL-4, IL-5, and IL-13 [32], indicating that Tregs can



control both TH1 and TH2 responses. During infection with
Plasmodium berghei [33] or Litomosoides sigmodontis [34],
depletion of Tregs leads to control or elimination of the
parasites, respectively.

The aim of this paper is to study the role of Tregs during
the acute infection of T. gondii in the resistant BALB/c strain
of mice. We carried out depletion experiments by injection
of the PC61 mAb in mice followed by infection with the
type Il strain ME49, and analyzed mortality. Since PC61 mAb
injection could also eliminate other cell subtypes expressing
CD25, mainly activated T cells (Tact), we also studied the
CD4" T cell subsets affected by injection of the PC61 mAb.

2. Materials and Methods

2.1. Mice. Six—eight-week-old female BALB/cAnN mice,
weighing 18-20 g, and Swiss mice, were bred in our animal
house and maintained in pathogen-free conditions. All
protocols depicted in this paper were approved by the local
Bioethics Committee for Animal Research.

2.2. Parasites. The MEA49 strain of T. gondii was maintained
in Swiss mice as previously described [35]. Briefly, brains
from infected mice were removed and homogenized in
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS); the number
of cysts was enumerated and mice were infected intraperi-
toneally with 10 cysts; this procedure was carried out every
2—4 months. For peroral infection, mice anesthetized with
Sevorane (ABBOTT, Mexico City, Mexico) were infected
with 20 cysts by gavage in 0.1 mL DPBS.

2.3. Hybridomas and mAbs. The PC61 hybridoma secreting
rat IgGl against murine CD25 was obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA).
The F41D1 hybridoma, secreting an unrelated rat IgGl
mAb (isotype control), was a kind gift of Dr. Olivier
Denis (Institut Scientifique de Santé Publique, Brussels,
Belgium). Hybridomas were grown on CD Hybridoma
Medium (GIBCO, Grand Island, NY, USA) and mAbs were
obtained after ammonium sulfate (45% w/v) precipitation.
After extensive dialysis against PBS, antibody concentration
was determined by spectrophotometry at 280 nm. Antibod-
ies were resuspended in PBS at 1-2mg/mL and stored at
—20°C until used.

2.4. CD25" T Cells Depletion In Vivo and Infection. Unless
otherwise stated, mice were injected intraperitoneally (ip)
with 200 ug of purified PC61 mAb or control isotype at day
—2. Two days later (day 0), mice were infected perorally
as described above. Depletion was confirmed by analyzing
CD4*CD25" or CD4"CD25*Foxp3™ cells, in peripheral
blood samples when mice were infected. Weight and cumu-
lative mortality were recorded daily; survival curves were
compared by the logrank test using the Prism software
(GraphPad, San Diego, CA).

2.5. Immunofluorescence. Spleen cells (1 x 10°) were incu-
bated (30 minutes, 4°C) with anti-CD4-FITC or -TC (clone
RM4-5, Caltag, Burlingame, CA), anti-CD4-PerCP (Biole-
gend, San Diego CA), anti-CD25-PE or —APC (clone PC61
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5.3, Caltag), or anti-CD25-PE (Clone 7D4, Miltenyi Biotec,
Auburn, CA) in 100 4L of washing buffer (DPBS + 1% FCS
+ 0.1% NaN3). After washing 3 times, cells were suspended
in DPBS and analyzed immediately. For Foxp3 detection,
we used the Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience, San
Diego, CA) with anti-Foxp3-Alexa Fluor 488 (clone FJK-
16s, eBioscience) following the indications provided by the
manufacturer.

2.6. Flow Cytometry. Flow cytometry analysis was performed
on a FACScalibur or a FACScan cytometer (Becton Dick-
inson, San Jose, CA), running the Cell Quest program
(Becton Dickinson). Lymphocytes were identified by forward
scatter (FSC) and side scatter (SSC) characteristics, gated
and further analyzed. Detailed analysis of each experiment is
indicated in each figure legend. Samples were analyzed using
the FlowJo software V. 5.7.2 (Tree Star, Ashland OR).

3. Results and Discussion

We carried out depletion studies by injection of the PC61
mAb to analyze the role of Tregs in the resistant BALB/c
strain of mice during the infection with the type II strain
MEA49 of T. gondii. In the literature we found many protocols
for Tregs depletion using the PC61 mAb in different models,
using a wide range of mAb concentrations, from 100 ug
to 1mg [32, 33, 36-41], or even several injections of the
PC61 mAD before and during infection [30, 42]. To reduce
the possibility of Tact elimination due to high antibody
concentrations, we tested the lowest doses reported of PC61
mAb (100 pg and 200 ug) by ip injection. Two days later we
analyzed CD4*CD25* cells to determine if depletion was
achieved, since mice would be infected at this time point. We
used the PC61 mAD in the FACS analysis because McNeill
et al. [37], using Foxp3-GFP transgenic mice, demonstrated
that detection of CD25" cells in PC61-depleted mice using
either the 7D4 or the PC61 mAbs showed similar results
[37]. As can be seen in Figure 1, injection of either 100
(Figure 1(b)) or 200 ug (Figure 1(c)) of the PC61 mAb leads
to similar levels of depletion of CD4*CD25*% cells in the
spleen. Even though depletion efficiency was the same by the
day we intended to infect the animals, we were concerned
about how long would the depletion lasted. During the first
week after injection of the PC61 mADb (Figure 2), depletion
efficiency was very similar using both doses, but at 10 days
post-depletion, a higher number of CD4*CD25" cells were
observed in animals treated with 100 yg when compared
to cells from animals treated with 200 ug. At 14 days post
depletion, about 83% of cells were already detected in both
groups of animals. These results show that injection with
200 ug leads to a depletion of CD25" cells for at least 10 days.
Recovery of CD4*CD25* is slightly faster in animals treated
with 100 ug mAb; at 14 days, CD4"*CD25* cells from both
groups reached almost normal levels. We thus chose 200 ug
of PC61 mAD for the subsequent experiments.

In order to study the role of Tregs during infection with
T. gondii, resistant BALB/c mice were depleted of CD25"
cells, and 2 days later they were perorally infected with 20
cysts of the ME49 strain. Since CD25 is a molecule expressed
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region was subgated and 10,000 CD4" events were captured. Numbers indicate % of CD4*CD25" cells within the CD4" population.

by other cell types, including activated CD4* T cells, and
Foxp3 is exclusively expressed by Tregs and is required for
their development and function [22], we thus analyzed the
depletion of Foxp3™* cells (Tregs) the day of infection (2 days
after depletion). We found that only 53% of Foxp3™* cells
were eliminated by injection of the PC61 mAb (Figure 3),

confirming results previously reported [37].

weight.

Weight changes and mortality were analyzed for 25 days
after depletion and infection (Figure 4). All mice lost up
to 25% weight due to the parasite; it has to be noted that
depleted mice lost 5% less weight compared to isotype
treated mice. After 15 days the latter started to gain weight
(Figures 4(a) and 4(b)), but did not reach their initial
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When mortality was analyzed, isotype-treated mice sur-
vived during the 25 day experiment, but 50% of PC61-
treated mice died <13 days post infection (dpi) (Figure 4(c)),
although this result was not statistically significant (P =
.0549). A similar result was observed when mice were
infected with 50 cysts, although we observed a higher
mortality rate (data not shown).

Analysis of blood samples of the same animals from
this experiment showed that although CD25* cells were
eliminated, including Foxp3™ and Foxp3~ cells, at later time
points, a marked increase in CD25"Foxp3~ cells (Tact) was
observed in depleted animals, while the percentage of Foxp3*
cells (Tregs) was still decreased (data not shown). Therefore,
we carried out an experiment to confirm these observations.
We depleted and infected mice as described above, they
were killed 10 days pi, when animals showed symptoms of

toxoplasmosis (2—4 days before death) and an exhaustive
analysis of spleen cells was performed.

Analysis of Tregs and Tact cells from infected animals
at this time point (Figure 5) showed that infection induced
an expansion of Tact cells (3.76 versus 24.79). Depleted
infected animals, however, showed a dramatic expansion
of Tact when compared to depleted/noninfected animals
(0.94 versus 25.79), but no difference was detected between
Tact from infected nondepleted or depleted mice (24.79
versus 25.79), demonstrating that depletion did not prevent
activation of T cells. On the other hand, a nearly 50%
reduction in percentage of Tregs was observed in infected-
nondepleted animals, when compared to control mice (8.32
versus 16.35); depleted noninfected animals still showed a
50% decrease in Tregs at this time point (8.34 versus 16.35),
while depleted infected animals had 4.85% of Tregs, which
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A representative analysis from one mouse per group is shown.

represents a 50% reduction when compared to noninfected-
depleted mice (4.85 versus 8.34). All these results were similar
when mAb 7D4 was used to detect CD25 cells (Figure 5),
demonstrating no interference in the detection of CD25 with
PC61 mAb.

A summary of the results obtained from all mice studied
is depicted in Figure 6. Analysis shows that at 10 dpi (12 days
post depletion) 50% of Tregs are still lacking in depleted
noninfected animals. Interestingly, infection induces a 50%
reduction of Tregs, but depleted infected animals have 50%
less Tregs than nondepleted infected mice, and only 25% of
Tregs when compared to control noninfected mice. Analysis
of Tact cells confirmed that infection leads to a dramatic
expansion of this subset, which is not altered by depletion,
since mean percentage of Tact cells was unaffected, although
a high dispersion in data was observed (Figure 6).

When the ratio of Tact/Tregs cells was calculated
(Figure 7), we found that in noninfected animals, whether
depleted or nondepleted, ratios remained nearly unchanged
(=< 0.28). In infected mice, a higher ratio was observed (1.2—
4.0), indicating a expansion of Tact cells due to the parasite.
In depleted/infected mice, however, the ratio was 0.5-12.7

(Figure 7(a)): a group of 4 mice showed a very high ratio
(>5.0), while another group presented a low ratio (0.5-1.15).
The day we carried out this experiment, one animal was
moribund, and its spleen cells showed the highest proportion
of Tact/Tregs (ratio = 12.7, Figure 7(a)). It has to be noted
that in this experiment, an additional group of mice was
used to evaluate mortality (Figure 7(b)), and we found that
60% of animals died 15 days pi, which correlates to the
percentage of mice with the higher proportion of Tact/Tregs
(Figure 7(a)). All these experiments show that although the
generation of Tact cells due to infection is not altered by
depletion, the percentage of Tregs remained very low, turning
susceptible a resistant strain of mice.

In the present work we analyzed the role of Tregs during
infection with T. gondii in the resistant BALB/c strain of
mice. We observed that infected animals showed a decreased
number of Treg cells, a result which agrees with that reported
by Ge et al. [43], who showed that in pregnant and nonpreg-
nant mice, infection with T. gondii induced a reduction in
Foxp3 mRNA expression levels in spleen and a reduction in
both percentage and absolute number of Tregs. Thus, this
parasite induces a decline in Tregs percentage [43]. These
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cell ratio and is exacerbated by depletion. (a) Ratio of Tact: Tregs

(CD4*CD25*Foxp3~ cells : CD4*Foxp3* cells) was calculated from data obtained from Figure 6. (b) An additional group of mice (n = 5)
treated with isotype (O) or PC61 (@) was used to evaluate cumulative mortality for 30 days.

results differ from those observed during the acute phase
of other infections (P. berghei, S. mansoni, Heligmosomoides
polygyrus, Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium yoelii,
Brugia malayi, and L. sigmodontis), in which an increase in
Foxp3™ cell number is observed [32, 39, 44-48]. In T. gondii
infection, it is possible that Tregs die or migrate to other
sites in order to control the immune response locally, as it
has been shown during P. berghei infection [39]. It has to be

noted that T. gondii can infect all cell types and disseminates
to most organs [49, 50]. The fate of Tregs during T. gondii
infection, however, remains currently unknown.

Injection of PC61 to deplete CD25" cells has been widely
used to study the role of Tregs in different models [32, 36, 37,
39, 42, 51, 52]. In our depletion experiments, we observed
that 50-60% of BALB/c mice died during the acute phase
of infection, an observation that suggests that Tregs play an
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important role in toxoplasmosis. However, since CD25 is also
expressed by other cell types, injection of the mAb leads also
to the depletion of Tact cells and interpretation of results
should be taken carefully.

We used a low single dose (200 ug) of PC61 mAb, which
was enough to eliminate 50% of Tregs. These observations
agree with those reported previously [37], in which a partial
depletion of Tregs cells is observed after injection of PC61
mAb.

Injection of PC61 mAb initially eliminates 50% of Tregs,
but in infected mice this reduction is exacerbated due to
the infection, reaching 75% Tregs reduction in these animals
at 10 days pi, when compared to nondepleted-noninfected
mice. However, depletion did not hinder the activation of
T cells after T. gondii infection. In fact, levels of CD69
expression and percentage of CD69" cells were similar
in Foxp3~ cells from nondepleted infected and depleted
infected mice (data not shown), demonstrating that both
groups generate the same proportion of Tact cells.

While this work was carried out, Couper et al. [41]
reported that depletion using 1 mg of the PC61 mAD leads
to an increased susceptibility of male C57BL/6] mice to the
MEA49 strain of T. gondii. Although the results in mortality
obtained in our work are similar, we used the highly resistant
BALB/c strain of mice, in contrast to the highly susceptible
C57BL/6] strain. Moreover, we depleted animals with a lower
concentration of PC61 mAD to lessen undesirable effects in
other cell populations; a single dose of mAb (200 ug), 2 days
before infection was enough to achieve a 50% elimination
of Tregs. We avoided the use of higher concentrations of
PC61 mAb because we think that this would induce a
broad and long lasting depletion of CD25" cells (both
Tact and Tregs) making more difficult the interpretation of
the results.

The use of a suitable concentration of the PC61 mAb
allowed us to detect a difference in the proportions of Tact
and Treg cells 10 days pi. Thus, the amount of PC61 antibody
did not prevent the generation of Tact cells due to the
infection. The levels of Treg, however, remained low during
infection, leading to the loss of resistance of the BALB/c
strain. These results show that the absence of Tregs alters the
protective immune response against 1. gondii and thus mice
become susceptible.

T. gondii induces the activation of CD4* and CD8" T cells
that are crucial to control infection [53]. These cells could in
turn be controlled by Tregs, as it has been demonstrated in
the T. congolense infection [31]. Our results show that Tregs
play an important role in the modulation of the protective
immune response against T. gondii. Since infection with this
parasite drives a powerful THI immune response [53], it
is tempting to speculate that the absence of Tregs induces
an uncontrolled inflammatory response by Tact cells. The
specific molecules and cells directly responsible for the death
of animals, however, remain to be established.
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3.4. Efecto de la deplecion en ratones BALB/c y C57BL/6J infectados con T.
gondii

Resumen de los hallazgos publicados en el articulo: Depletion with PC61 mAb before Toxoplasma
gondii infection eliminates mainly Tregs in BALB/c mice but activated cells in C57BL/6] mice.
Tenorio, E. P., Fernandez, J., Olguin, J. E., and Saavedra, R. FEMS Immunol, Med. Microbiol. 2011. 62: 362-
367.

Los resultados descritos previamente demuestran que el tratamiento con el mAb anti-CD25 antes de
la infeccion elimina principalmente células T,y €n la cepa BALB/c y principalmente células Ten, €n la cepa
C57BL/6]. Cabe recordar que CD25 también se expresa después de la activacion en otras poblaciones, como
células CD8*, B y NK [238]. Por lo tanto la evaluacion del efecto de la deplecion sobre diferentes poblaciones
celulares activadas durante la infeccion con 7. gondii es esencial para la interpretacion adecuada de los datos
obtenidos de experimentos con animales depletados de células CD25*. Con el objetivo de evaluar el efecto
de la deplecién en diferentes poblaciones de células activadas durante la infeccién con 7. gondii inyectamos
i.p. ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6] con 200 ug del mAb PC61 y dos dias después los infectamos con
20 quistes de la cepa ME49 de 7. gondii. Siete dias después de la infeccién obtuvimos los bazos y evaluamos
el porcentaje de células CD25" en las subpoblaciones CD4*, CD8*, CD19* y NK. Nuestros resultados indican
que el efecto del tratamiento con el mAb PC61 es contrastante entre la cepa resistente y la susceptible a la
infeccion. En la cepa BALB/c el tratamiento con el mAb elimind principalmente células T..; mientras que en
los ratones C57BL/6] el mismo tratamiento elimind otros subtipos de células activadas, principalmente células
NK. Por lo tanto, los resultados obtenidos de experimentos con depleciones de células CD25* deben ser
interpretados siempre con la conciencia de que el tratamiento no llevara a la eliminacion especifica de células
Treg- Mas aln, estos resultados demuestran que en el modelo de infeccion con 7. gondij, el uso de la
deplecion con PC61 en la cepa C57BL/6] es completamente inviable para el estudio de las Ty, mientras que

en el caso de los BALB/c es indicativo del papel dichas células durante la infeccion.
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Regulatory T cells (Tregs) are a subtype of CD4™" T lympho-
cytes important for homeostasis of the immune system
(Sakaguchi et al., 2008). These cells express CD25 constitu-
tively, the o-chain of the interleukin-2 receptor, which has been
used as a target molecule to eliminate Tregs with monoclonal
antibodies (mAbs) for studying the role of these cells in vivo
and in vitro (Sakaguchi et al., 1995; Nie et al., 2007).

The expression of CD25, however, is upregulated upon
T-cell activation and is thus expressed by recently activated
conventional CD4" T cells (Tact) (Smith, 1988). When
depletion experiments are carried out while Tact cells arise,
for example during infection models, injection of the anti-
CD25 mAD could also lead to the elimination of these cells,
and the role of Tregs in vivo is thus difficult to elucidate

using this approach.

Previous reports demonstrate that treatment with PC61
mAb before infection with Toxoplasma gondii reduces the
survival rate of mice (Couper et al., 2009; Tenorio et al.,
2010). However, in C57BL/6] mice, PC61 treatment elimi-
nated mainly effector T cells (Couper et al., 2009), while in
BALB/c mice, it led to the elimination of mainly Tregs

FEMS Immunol Med Microbiol I8 (2011) 1-6

Abstract

Analysis of regulatory T cells (Tregs) in vivo during infection is crucial for the
understanding of immune response modulation. Depletion experiments using
anti-CD25 monoclonal antibody (mAb) in order to eliminate Tregs have been
widely used for this purpose despite the fact that this approach may also lead to the
elimination of activated T cells. We show in this paper that treatment with anti-
CD25 mAb before Toxoplasma gondii infection eliminates a different pattern of cell
subsets in the resistant BALB/c and the susceptible C57BL/6] mouse strain.
Injection with PC61 mAb leads to the elimination of most Tregs in BALB/c mice,
while in C57BL/6] animals, treatment depletes other activated subsets [natural
killer (NK), B and CD4" T cells]. This difference is a consequence of the dramatic
cell activation observed in the latter, but not in the former strain. The different
effect of the depletion reported here demonstrates that careful analysis in each
model is mandatory in order to avoid misleading conclusions.

(Tenorio et al., 2010). The contrasting results between these
reports could be explained by the different amounts of PC61
mADb used for depletion (1 mg in C57BL/6] vs. 200 ug in
BALB/c). However, since it has been reported that suscept-
ibility of C57BL/6] mice is related to the necrosis of the small
intestine mediated by interferon-y and resistance of BALB/c
is highly dependent on this cytokine (Liesenfeld et al., 1996),
it is tempting to speculate that the outcome of depletion
could also be modified by the mouse strain used for analysis.

In this paper, we evaluated the effect of depletion with
PC61 mAb before infection with T. gondii in the resistant
BALB/c and the susceptible C57BL/6] mice. Our results
demonstrate that T. gondii infection induces a divergent
expansion of several activated cell populations between
these strains. Consequently, the eliminated subtypes in each
strain after depletion/infection differ.

Mice handling and experimental protocols used in this
study were approved by the local Bioethics Committee for
Animal Research. The methodology used for all experiments
was described previously (Tenorio et al., 2010). Female
BALB/c and C57BL/6] mice (6-8 weeks old, weighing
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18-20g) were injected intraperitoneally with 200 pg of
purified PC61 mAD and 2 days later they were orally infected
with 20 cysts of the avirulent ME49 strain of T. gondii. On
the day of infection, blood samples were analyzed to verify
the depletion efficiency. The mean percentage of reduction
of CD4"CD25 ™" cells was 95.8% in BALB/c and 94.5% in B6
mice (data not shown), demonstrating that a high and
similar efficiency of depletion is achieved in both strains.
We previously demonstrated that the highest percentage
of CD4"7CD25" cells depletion is observed 7—10 days after
mADb injection (Tenorio et al., 2010). Therefore, we analyzed
the effect of the treatment at 7 days postinfection (dpi) only,
which corresponds to 9 days after depletion. A representa-
tive CD4"CD25" FACS analysis of spleen cells is shown in
Fig. la. The results from several experiments (Fig. 1b) in
uninfected mice showed that the CD4"CD25" levels were
slightly lower in B6 mice (10%) than in BALB/c animals
(12.9%, P < 0.001); these observations correlated with pre-
viously reported data (Chen et al., 2005). At this time point

© 2011 Federation of European Microbiological Societies
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PCB1 compare between strains in each treatment.

NS, not significant.

(9 days postdepletion), uninfected/depleted BALB/c and B6
mice showed a similar reduction of CD4"CD25" cells
(64.5% vs. 59%).

After infection, BALB/c mice showed an increase in
CD4%CD25" cells (18.4%), which contrasts with the higher
expansion detected in B6 animals (36.1%) (Fig. 1b). No
significant difference was observed in CD25 expression in cells
from both strains (data not shown). Although depleted/
infected BALB/c mice showed lower levels of CD4"CD25™"
cells than depleted/infected B6 animals (7.7% vs. 14.6%) (Fig.
1b), the reduction percentage of CD4"CD25" cells in both
strains was similar when compared with infected nondepleted
animals (58.2% in BALB/c vs. 59.7% in B6), demonstrating
that depletion efficiency is similar in infected animals from
both strains.

The CD4"CD25" population described in Fig. 1, how-
ever, includes Tregs and CD4" Tact. We thus analyzed
CD25 and Foxp3 to discriminate between CD25" Tregs
(CD4"Foxp3"CD25") and Tact (CD4"Foxp3 CD25")

FEMS Immunol Med Microbiol 11 (2011) 1-6
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after depletion. As can be observed in Fig. 2a and b,
analogous proportions of CD25" Tregs were detected in
uninfected animals from both strains and a similar reduc-
tion was detected after depletion (up to 75% reduction). It
has to be noted that the CD25 Treg population increased
after depletion in both strains (Fig. 2a); this increase has
been described previously and is discussed elsewhere (Zele-
nay & Demengeot, 2006).

After infection, the percentage of eliminated Tregs in BALB/
¢ mice was similar to that observed in uninfected animals

FEMS Immunol Med Microbiol I8 (2011) 1-6

Untreated’
isotype

Untreated/
isotype

PCE1

(75%), whereas in B6 mice, this proportion declined to 38.1%
(Fig. 2a and b); thus, a higher proportion of CD25" Tregs was
eliminated in infected BALB/c than in infected B6 mice. Given
that B6 mice generated 5.7 times more Tact than BALB/c mice
(Fig. 2a and ¢), the differential effect of depletion can be easily
explained by the divergent expansion of Tact between mouse
strains due to T. gondii infection. Therefore, this disparity led
to an increased Tact cell elimination by the mAb in B6 mice
(67%), whereas in BALB/c animals, the same treatment led to
the elimination of 45.3% of Tact.
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Fig. 3. Differential effect of depletion with PC61 mAb on activated CD8*, CD19" and NK cells in BALB/c and C57BL/6J mice during Toxoplasma gondii
infection. Cells from the animals depicted in Fig. 1 were stained with either anti-CD3-FITC, anti-CD25-PE and anti-CD49b-APC, or with the mAbs
described in Fig. 1. For FACS analysis, the lymphocyte region was first identified by FSC and SSC characteristics and the results from the CD8, CD19 and
NK (CD3~ CD49b™) gates are shown. (a) Representative analysis of CD25 expression within the CD8, CD19 and NK cell subsets; numbers show the
percentage of CD25" cells within each population. Upper panels: BALB/c. Lower panels: C57BL/6J. (b) Results obtained from two independent
experiments, with at least two mice per group, are shown. Symbols represent data from individual animals (®, O: BALB/c; B, [(J: C57BL/6J). Open
symbols represent untreated animals and closed symbols represent isotype or PC61-treated mice. Statistical significance was determined using one-way
ANova with Bonferroni’s multiple comparison test in the indicated groups within BALB/c or C57BL/6) mice (°P < 0.05) and Student's t-test (°P < 0.05) or
Student’s t-test with Welch's correction (°P < 0.05) to compare between strains in each treatment. NS, not significant.

Because CD25 expression is not restricted to Tregs or Tact,
we analyzed CD8*, CD19" and natural killer (NK) cells,
which are also activated during T. gondii infection and could
be eliminated after depletion. As can be observed in Fig. 3, in
uninfected animals from both strains, the proportion of these
activated subsets was very low (< 3.6%), and after depletion, a
slight nonsignificant reduction was detected. At the time point
of infection analyzed, the proportion of these activated

© 2011 Federation of European Microbiological Societies
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populations was dramatically increased in B6, but not in
BALB/c mice (Fig. 3), a pattern similar to that observed in
the CD4" subset (Fig. 1). Despite the slight increase of
activated CD8", CD19" and NK cells in BALB/c mice after
infection, treatment with PC61 before infection did not
modify these proportions significantly (Fig. 3). However,
depleted/infected B6 mice showed a significantly reduced
proportion of activated CD19" and NK cells. Therefore,

FEMS Immunol Med Microbiol 8 (2011) 1-6
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VI. Discusion

El objetivo de este trabajo fue determinar si las células T., participan en el periodo de
inmunosupresion observado durante la fase aguda de la infeccion con 7. gondii: el cual se caracteriza por la
incapacidad de linfocitos T de responder a estimulos mitogénicos. El primer objetivo consistidé en reproducir
los datos previamente descritos, es decir la reduccion en la proliferacion utilizando ensayos por incorporacion
de [*H]-Timidina y la reduccién de la viabilidad celular y en los porcentajes de linfocitos CD4* y CD8* [106].
Nosotros reprodujimos dichos experimentos y ampliamos las observaciones reportadas al utilizar como
método de evaluacion de la proliferacion la dilucidon del colorante CFSE. Este método nos permitio analizar las
subpoblaciones CD4*, CD8" y CD19", y demostramos que la inmunosupresion afecta Unicamente a los
linfocitos T pero no a los linfocitos B. Al comparar la supresion en animales susceptibles y resistentes a la
infeccién, también confirmamos que la intensidad de la supresion de linfocitos T es menor en la cepa BALB/c
que en la C57BL/6] [106]. Previos reportes indicaban que la poblacion CD4" se encontraba suprimida
durante este periodo [219], pero ésta es la primera vez que se demuestra que los linfocitos CD8"* también se
encuentran suprimidos. Nuestros analisis demuestran que durante la fase aguda hay una drastica reduccion
en el porcentaje y en la viabilidad de linfocitos CD4* y CD8*, lo cual concuerda con datos previamente
reportados [218, 219, 223, 239]; sin embargo, el porcentaje y la viabilidad de los linfocitos B no se
modificaron durante la infeccidon. Todos estos resultados muestran que en nuestras manos la
inmunosupresion se reproduce de acuerdo reportes anteriores permitiéndonos realizar los andlisis de nuestro

interés.

Como se describio anteriormente, las células y moléculas involucradas durante las inmunosupresion
no han sido claramente definidas. Dado que las células T4 tienen la capacidad de modular la proliferacion de
otras poblaciones celulares nos propusimos determinar si esta células participaban en la supresion observada
durante la infeccion con 7. gondii utilizando la cepa susceptible al parasito. Por lo tanto el siguiente objetivo
fue el de caracterizar a las células T.q durante la fase aguda de la infeccién. Paraddjicamente, nuestros datos

muestran que la inmunosupresion coincide con una reduccion en la proporcion y el niumero de células Teg.
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Esta reduccion ya se habia reportado y se ha sugerido que los animales infectados con este parasito tienen
una menor capacidad de generar iT,gs €n el intestino lo cual induce un desbalance en la homeostasis y en la
cantidad de T.g [197]. Recientemente, se describid que Helios es un factor de transcripcion que permite
distinguir entre la poblacidn de NTyegs € iTregs [240]. Nuestros analisis de dicha molécula indican que al dia 7
post infeccion, la proporcion de T,.gs Naturales e inducidas es comparable a la de un ratdn normal, sugiriendo
gue la reduccion observada en este punto de la infeccion no se relaciona con un desbalance entre estas
poblaciones. Al dia 14 post infeccion, sin embargo, se observa un ligero incremento en el porcentaje de iTegs.
Estas observaciones sugieren que la reduccion en T NO se debe a una reduccion en la capacidad de
generar iTregs. Cabe mencionar que estos datos requieren ser confirmados, pues a pesar de que Helios se ha
utilizado como un marcador para distinguir estas poblaciones [241-243], existen reportes indicando que su

expresion se relaciona con la manera en que las Tyegs SON activadas [244].

El mecanismo subyacente responsable de la reduccién de células T., parece ser en realidad la
disminucion de IL-2 que ocurre durante la infeccion, ya que en los animales infectados y tratados con
complejos IL-2/anti-IL-2 mAb no se observa la reduccion en Trqs [197]. Esto concuerda con otros reportes
que han descrito que la IL-2 es necesaria para mantener la viabilidad y el fenotipo de las células T,
incluyendo la expresion de Foxp3 [150, 151, 245, 246]. Recientemente, se reportd que en un modelo de
infeccion con P. chabaudi hay un incremento en el ndmero de células T, seguido por una subita reduccion
de las mismas; una cinética semejante se observa en el porcentaje y nimero de linfocitos CD4* productores
de IL-2 en animales infectados. En esta infeccidn la reduccion de T.gs Ocurre a los 8 dias de infeccién, y
también puede ser revertida con el tratamiento con complejos IL-2/anti-IL-2 mAb [176]. Estos reportes

sugieren que la homeostasis de las células T.q durante las infecciones depende en gran medida de la IL-2.

Parece paraddjico que la inmunosupresion pueda ser mediada por una poblacidn celular que si bien
tiene propiedades supresoras, se encuentra disminuida. Nuestros experimentos muestran que durante la
infeccién con 7. gondii las Tregs Se activan, pues se incrementa la expresiéon de CD25, CTLA-4, CD69, pierden
la expresion de CD62L, producen IL-10 e incrementan su capacidad supresora, sugiriendo que la eficiencia

de las células T.,, compensa su reduccién. Si bien estas caracteristicas coinciden con lo reportado durante
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otras infecciones parasitarias [177, 180, 190, 191], resulta interesante que no encontramos un incremento
en la expresion de CD103, una integrina que se ha reportado como importante para células T,y activadas y
de memoria. Esto probablemente se deba a que CD103 es importante para inducir la migracién y la retencién
de células T4 en el sitio de la infeccion. Sin embargo, al tener 7. gondii la capacidad de infectar cualquier
célula no se localiza en un sitio particular como es el caso de las infecciones con, L major [168], L. infantum
[247] , H. polygyrus [190-192] y B. malayi [188] que son los modelos donde se ha descrito el incremento en
la expresion de dicha molécula y el porcentaje de Tess CD103" en el sitio de la infeccién o en los nédulos

linfaticos adyacentes.

El incremento en la capacidad supresora observada en nuestros experimentos no concuerda con lo
reportado por Oldenhove et al. [197]. Esto puede deberse a diferencias metodoldgicas como el tamano del
indculo, el sexo de los animales o el método utilizado para determinar la proliferacion. Probablemente se
relacione también con el origen de las células utilizadas para realizar los ensayos, ya que nosotros utilizamos
solamente esplenocitos y ellos utilizan una mezcla de T,y de bazo y nddulos linfaticos. Esto podria
influenciar el resultado de los ensayos de supresion ya que se ha reportado que la inmunosupresion ocurre
en células de bazo pero no en nddulos mesentéricos [217], lo cual sugiere que las T4 de cada sitio podrian

tener propiedades diferentes.

La activacion de las células T,y observada a los 7 dpi sugeria a que a pesar del 16.3% de reduccion
de Trgs las células restantes podrian ser capaces de inducir la supresion. Esta hipotesis fue confirmada
cuando al eliminar las células T, los linfocitos T recuperaron por completo la capacidad proliferativa in vitro,
demostrando que las células T son las células responsables de la inmunosupresion observada durante a
infeccion aguda con 7. gondii. Esta es la primera vez que se revierte totalmente la inmunosupresion, pues
experimentos analizando otras células y moléculas revertian la supresion sélo parcialmente; idealmente,
estos resultados deben ser confirmados utilizando un modelo de eliminacion especifica de Tregs in Vivo.
Estudios anteriores sugerian los macrofagos eran responsables de la supresion [83, 220, 224] ya que las
células adherentes de ratones infectados inducian supresion en células de ratones no infectados. Sin

embargo, posteriormente se demostrd que los protocolos de purificacion utilizados para aislar macréfagos o
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células adherentes como la union a cajas de Petri, a nylon wool o a sephadex G-10 son poco especificas,
pues existen diversas poblaciones de linfocitos T que pueden quedarse pegadas a las células que se unian a
estos materiales [248]. En otros experimentos se determind que la poblacién no adherente también era
capaz de inducir la supresion [220], y se demostré que células enriquecidas en linfocitos T estaban
igualmente suprimidas [201] demostrando que la presencia de macréfagos es dispensable para la supresion.
La propuesta de que los macréfagos sean las células mediadoras de la supresion parece ser en realidad

consecuencia de problemas metodoldgicos inherentes a la época en que se realizaron estos estudios.

Una vez determinado que las células T4 eran la poblacion encargada de modular la inmunosupresion
quedaba por averiguar el mecanismo de supresion utilizado por las mismas. Lo primero que evaluamos fue si
existia alguna relacion entre estas células y las moléculas que se describieron como moduladoras de la
supresion: los NRI, la IL-10 y la IL-2 [106, 217, 220-223]. Reportes anteriores habian descrito que los NRI
producidos por los macréfagos se incrementan durante la infeccién con 7. gondii y que la neutralizacién de
dicha molécula lleva a una reversién parcial de la supresién [83, 220, 224]. En nuestros experimentos no
observamos que los NRI se incrementaran después de la infeccidn y la eliminacidon de T.gs en el cultivo
tampoco modificd la produccidon de los mismos. Esta observacion fue inesperada, ya que los NRI son un
factor mencionado de manera recurrente en los estudios de la inmunosupresion durante la infeccion con 7.
gondii pero también con otros parasitos [83, 202, 204, 210, 213, 220, 224]. Sin embargo, al analizar
detalladamente la literatura, encontramos que el incremento de los NRI en SN de cultivo se relaciona con la
densidad celular de los cultivos. Haque et al. demostraron que la cantidad de NRI se incrementa con la
densidad celular utilizada en los experimentos. Es probable que en modelos de alta densidad celular los NRI
participen en la supresion, sin embargo, esto no ocurre en sistemas donde se usan cultivos con baja
concentracion celular (<2x10° células/cm?) [220]; nuestros datos concuerdan con este reporte, ya que
también utilizamos cultivos con baja densidad celular (1x10° células/cm?). Ademas, ratones IRF’" que son
incapaces de producir NRI muestran el mismo periodo de inmunosupresion que ratones normales después de

ser infectados con 7. gondli, demostrando que los NRI no inducen la supresion.
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Existen diferentes reportes que indican que la IL-10 participa en la inmunosupresion, pues se ha
demostrado que durante este periodo existe un incremento en la produccion de esta citocina [219-221, 223].
No obstante, el verdadero papel de la IL-10 ha sido controvertido, pues por un lado algunos reportes indican
gue la neutralizacion de IL-10 induce la reversion parcial de la supresion y depende del dia de la infeccion en
que se administre [220, 221, 226], pero por el otro los ratones IL-107" infectados con el parasito estan
inmunosuprimidos al igual que los ratones normales [83]. Nosotros encontramos que las células Tieg
incrementan su produccién de IL-10 durante la infeccion y que al eliminar las Tregs Se reduce la acumulacion
de esta citocina en cultivo, lo cual sugeria que la IL-10 producida por las T.g podria inducir la
inmunosupresion. Sin embargo, al neutralizar la IL-10 en cultivo con un mAb no se revirtié la supresién, lo
cual demuestra que la IL-10 no es el mecanismo utilizado por las Tegs para mediar la supresion y concuerda

con la inmunosupresion observada en los ratones IL-107 infectados [83].

Finalmente, evaluamos la posibilidad de que las células T, modularan la supresién a través de un
mecanismo dependiente de IL-2. Chan et al, ya habian propuesto que la inmunosupresion observada durante
la infeccion con 7. gondii se debia a un defecto que adquirian los linfocitos T durante la infeccion aguda que
los incapacitaba para producir IL-2, ya que la adicion exdgena de esta citocina incrementaba notablemente la
proliferacion de los linfocitos T obtenidos de animales infectados [201]; el mismo efecto se observd en
linfocitos T CD4* [219]. Nuestros analisis confirman que durante la infeccion aguda hay una reduccion >60%
en la produccion de IL-2 [197, 201, 220, 221] y demuestran que la adicién exdgena de esta citocina induce
la recuperacion total de la proliferacion de linfocitos T CD4* y CD8", demostrando que la inmunosupresion

ocurre como consecuencia de la falta de disponibilidad de IL-2.

Nuestros datos muestran que existen dos maneras de revertir la inmunosupresion: eliminando las
células Ty y agregando rIL-2 a los cultivos celulares. Por lo tanto, este fendmeno es consecuencia de la falta
de IL-2 pero es modulado por las células T4 Esta observacién nos lleva a proponer que el mecanismo
utilizado por las Tegs para inducir la inmunosupresion es la privacién de IL-2. Nuestros resultados muestran
que al eliminar las células T4 se recupera la proliferacién pero no la acumulacion de IL-2, sugiriendo que la

poca IL-2 disponible puede ser consumida por el resto de los linfocitos T en lugar de las T.gs (Fig. 23).
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También encontramos que la capacidad de producir IL-2 a niveles normales no se recupera después de la
eliminacion de las T, sugiriendo que estas células no son las responsables de inhibir la produccién de dicha
citocina, lo cual concuerda con datos previamente reportados que indican que las células T, N0 modulan la
expresion del mRNA de IL-2, ni la produccion de dicha citocina por células T.n [153]. Reportes recientes
indican que las células T.g, son capaces de “engullir” mas IL-2 que las células Teny, particularmente cuando
estan activadas y que el resultado de la privacion de IL-2 es la muerte celular de las células Tcn,. LOS
resultados aqui presentados concuerdan con estas observaciones, ya que después de la infeccion las células
Treg S€ encuentran activadas y la adicion exdgena de rIL-2 favorece la viabilidad celular. Finalmente, nuestros
datos concuerdan con un modelo matematico reportado recientemente donde los autores predicen que la
privacion de IL-2 por parte de las T Ocurre en sistemas donde hay baja disponibilidad de IL-2 [249]. Todo
esto nos lleva a proponer que la falta de IL-2 propicia un ambiente que favorece la competencia por dicha
citocina entre Tregs Y Teonv; €N Nuestro modelo de infeccion las células T, ganan esta competencia y por lo
tanto, se observa la inmunosupresion (Fig. 23). Resulta interesante que recientemente Berreta et al.
propusieron que el consumo de IL-2 por T, podria estar relacionado con la supresion observada durante la

infeccién con P. chabaudi[176].

Nosotros creemos que la inmunosupresion es un intento por parte del sistema inmune para controlar
la respuesta inmune inducida por la infeccién, lo cual concuerda con la gran cantidad de células y moléculas
inmunomoduladoras observadas en esta fase de la infeccién. Recientemente, se reportdé que durante la
infeccion aguda con 7. gondiila produccion de IL-2 es modulada por la IL-27. Se ha sugerido que la IL-27 es
producida por las mismas células APC productoras de IL-12 con el objetivo de reducir la excesiva respuesta
tipo Ty, [250]. Estos datos apoyan la idea de que las células T, N0 estan involucradas en la modulacién de
la produccion de IL-2. En nuestros experimentos eliminamos Unicamente a las células T, por lo que las
células productoras de IL-27 podrian haber quedado en el cultivo inhibiendo la produccion de IL-2,
propiciando un ambiente de competencia entre las Ty y el resto de las células T que tiene como

consecuencia la inmunosupresion. Este modelo explicaria por qué al eliminar las T4 Observamos una
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recuperacion de la proliferacion pero no de la produccion de IL-2 y también por qué al agregar rIL-2 exdgena

se observa una recuperacion de la proliferacion a pesar de la presencia de las T, €n el cultivo (Fig. 23).
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La deplecion con el mAb anti-CD25 es una herramienta utilizada cominmente para eliminar las
células T,y Nosotros implementamos este sistema porque nos interesaba evaluar si al eliminar esta
poblacién in vivo se revertia la inmunosupresion. Al estandarizar la deplecién utilizamos una Unica dosis dos
dias antes de la infeccién con una concentracién baja de mAb (200 pg) con el objetivo de reducir la
probabilidad de eliminar los linfocitos T.n, que se activan durante la infeccion. Nuestros resultados
demostraron que el tratamiento con el mAb en ratones C57BL/6] revertia la supresion, sin embargo, el
analisis detallado de la poblacion CD4* demostrd que el tratamiento con el mAb antes de la infeccion elimina
principalmente células Ten, por lo que era imposible determinar si las células T, inducian la
inmunosupresion utilizando este enfoque metodoldgico. Paralelamente analizamos el efecto de la
deplecion/infeccion en un modelo resistente a la infeccion con 7. gondii y encontramos que la deplecion con
el mAb anti-CD25 reduce la sobrevivencia de los ratones a la infeccién. Nuestros datos muestran que el
tratamiento con el mAb elimina principalmente la poblacién de células T,y pero permite la generacién de
células T causando un desbalance entre dichas poblaciones. Estos datos sugieren fuertemente que las
células T4 son importantes para la resistencia a la infeccién con este parasito, sin embargo, es indispensable

utilizar un modelo de eliminacién especifica de T,y para corroborar estos resultados.

Resulta interesante que el mismo protocolo de deplecién tenga un efecto tan contrastante en los
modelos de resistencia y susceptibilidad a la infeccion con 7. gondii analisis mas detallados de las
poblaciones afectadas por el mAb demostraron que en el caso de los ratones BALB/c la poblacion que se
elimina principalmente es la de las células T..; mientras que en los ratones C57BL/6] el tratamiento elimina
otras poblaciones activadas, principalmente células NK. La posibilidad de eliminar otras poblaciones celulares
ademas de las células T,y al depletar con el mAb anti-CD25 ya habia sido considerada por diversos autores y
existes reportes con diversos protocolos para evitar en lo posible la eliminacion de células T, activadas. Por
ejemplo, en el modelo de P. berghej, Amante implementd una estrategia de deplecidn con inyeccidén del mAb
anti-CD25 tres semanas antes de la infeccion con el objetivo de eliminar a las células T,y y evitar que el mAb
circulara en el animal para el dia de la infeccidn [184]. En este mismo modelo Viagrio et al. depletan los

animales con una dosis baja de anticuerpo (300 ng) 30 dias y un dia antes de la infeccion [177]. En el

101



modelo de infeccidon con 7. congolense Wei et al. demuestran que inyectar una sola dosis de 45 pug 2 dias
antes de la infeccion es suficiente para eliminar solamente la poblacién CD4*CD25™", que supuestamente es
la mas enriquecida en células Foxp3* [175]. Estos autores y algunos otros discuten la importancia de
recordar que el tratamiento con el mAb anti CD25 en modelos infecciosos no es especifico de Tregs, pues
podria eliminar también otras poblaciones de linfocitos T activados y que esto no debe de obviarse al
momento de interpretar los resultados [185, 186, 195, 205]. Sin embargo, existe un gran nimero de
reportes donde a pesar de utilizar grandes cantidades de mAb (= 1mg) y varias inyecciones antes y durante
la infeccion, los autores concluyen que el efecto observado es consecuencia de la eliminacion especifica de
células Trg; un problema semejante ocurre en reportes donde se inyecta a los animales con mAbs anti-GITR
0 anti-CTLA-4 [194, 237, 251-254]. Los experimentos aqui presentados son los primeros en describir el
efecto de la deplecion en la poblacién de células T y en otras poblaciones de células activadas durante el
transcurso de una infeccion. Nuestros datos demuestran que cada modelo experimental debe ser evaluado
cuidadosamente para determinar si la eliminacion de células CD25* sera realmente indicativa del papel de las
células T,y durante la infeccién e ilustran perfectamente que para la interpretacién adecuada de los datos

obtenidos con depleciones con mAb anti-CD25 es necesaria una evaluacion exhaustiva de cada modelo.

En resumen, los estudios presentados en este trabajo dan un panorama amplio y detallado de lo que
ocurre en la poblacién de células T durante la infeccion aguda con el parasito intracelular 7oxoplasma
gondii. Ademas de esta caracterizacion, demostramos que esta poblacion celular modula la inmunosupresion,
un fendmeno cuyo mecanismo permanecié como un misterio por mas de 30 afios. Demostramos también
que las células T, modulan este proceso independientemente de la IL-10 pero que es consecuencia de la
falta de IL-2, lo cual sugiere que el mecanismo utilizado por estas células es la privacion de dicha citocina.
Nuestros resultados muestran por primera vez que las células T., participan en el periodo de
inmunosupresion y sugieren que estas células son importantes para la resistencia a la infeccion. Estos datos
contribuyen ampliamente al conocimiento de la inmunomodulacién en la infeccion con 7. gondii y
demuestran que la clave de un proceso inmune exitoso depende del balance correcto entre la activacion y

supresion del mismo.
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VII. Conclusiones

La hipdtesis propuesta originalmente se confirmd, ya que:

Las células T reguladoras son responsables de la inmunosupresion observada durante la infeccion aguda con

7. gondii.

En el proceso de confirmar esta hipotesis se cumplieron con todos los objetivos propuestos y encontramos

que:

e Las poblaciones afectadas durante la inmunosupresion son los linfocitos T CD4" y CD8" pero no los
linfocitos B.

e La cinética e intensidad de la inmunosupresion depende de la susceptibilidad de la cepa de ratdn que se
analice.

e  Durante la infeccidn aguda se observa una reduccion en el porcentaje y nimero de células Teg.

e Durante la infeccidn aguda, las células T, restantes se activan en incrementan su capacidad supresora.
e  Las células T, modulan la inmunosupresion observada durante la infeccién aguda con 7. gondii.

e Lainmunosupresion es consecuencia de la falta de IL-2 pero es modulada por las células Teg.

e El mecanismo que utilizan las células T4 es independiente de IL-10 y de NRI.

e Las células Ty modulan la inmunosupresion a través de un mecanismo dependiente de IL-2,
probablemente por privacion de la misma.

e El andlisis de las células T, utilizando sistemas de deplecion con el mAb anti-CD25 debe ser
interpretado cuidadosamente.

e El tratamiento con el mAb anti—-CD25 antes de la infeccién en animales C57BL/6] elimina principalmente
poblaciones linfocitos activados como NK, B, CD4" y CD8" pero no Tegs.

e La deplecion con anti-CD25 antes de la infecciéon en ratones de la cepa BALB/c elimina principalmente
células Treg.

e  EI mAb anti CD25 como herramienta de deplecion de células T,y para el estudio de estas células durante
la infeccién con 7 gondii es (til Gnicamente en el modelo de la cepa BALB/c.

e Los animales BALB/c depletados con el mAb anti-CD25 son menos resistentes a la infeccién con 7.
gondii. Sugiriendo que las células T Son importantes para la proteccion.
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VIII. Perspectivas

Evaluar el papel de la IL-27 durante el periodo de inmunosupresion.

e  Confirmar con un sistema de eliminacion especifico de Tegs /7 vivo si al eliminar dichas células desde el

principio de la infeccidn la inmunosupresion se revierte.
e  Confirmar que las células T, compiten con las células T, por la IL-2.

e Demostrar si la inmunosupresion ocurre /n vivo y evaluar si es modulada por las mismas células y

moléculas involucradas en el modelo in vitro.

e  Evaluar si los mecanismos que modulan la inmunosupresion en la cepa susceptible son los mismos en la

cepa resistente.

e Determinar si las células T.q también modulan la inmunosupresién observada durante otras infecciones

parasitarias.

e Determinar cuales moléculas de 7. gondii activan a las células T,y y evaluar sus posibilidades

terapéuticas.
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