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RESUMEN

La toxoplasmosis es una zoonosis de distribucion mundial causada por
Toxoplasma gondii, un parasito protozoario intracelular obligado. Actualmente la
estructura poblacional de este parasito esta clasificada en 14 haplogrupos, con
base en sus marcadores genéticos, en su mayoria relacionados con funciones de
adhesién, invasion o replicacién, siendo los haplogrupos 1, 2 y 3 (definidos
previamente como linajes I, Il y lll, respectivamente), los méas estudiados.
Toxoplasma gondii es capaz de infectar practicamente a todas las células
nucleadas de vertebrados homeotermos, incluido el ser humano, en quienes
puede causar enfermedades oportunistas, como la encefalitis toxoplasmica en
pacientes con SIDA o nifios infectados congénitamente. Reportes en la literatura
indican que las cepas mas relacionadas con la toxoplasmosis congénita son las
tipo I, seguidas de las tipo |, en América del Norte y Europa. La incidencia y la
severidad de la infeccién, asi como el desarrollo de signos clinicos en el bebé esta
fuertemente relacionado con el tiempo en que ocurre la seroconversion de la
madre. La transmisién congénita ocurre cuando una mujer se infecta con T. gondii
por primera vez durante el embarazo, ya que el parasito tiene la capacidad de
atravesar la placenta e infectar al embrion en desarrollo. Durante la gestacion, las
necesidades de irrigacién sanguinea de la placenta aumentan con respecto al
tiempo, mientras que, por otro lado, el parasito puede infectar leucocitos para
diseminarse rapidamente a otros tejidos, ademas, tiene la capacidad de atravesar
barreras biolégicas; de ésta manera los taquizoitos pueden ser conducidos por la
sangre materna hacia la placenta, atravesar el sinciciotrofoblasto y el estroma
hasta llegar al endotelio vascular, el cual deben también atravesar para llegar al
torrente circulatorio fetal y posteriormente diseminarse hacia los diversos tejidos.
Por lo anterior, las células endoteliales podrian ser una via de transmision vertical

de T. gondii.

Existen escasos reportes enfocados en cinéticas de invasion, en diferentes tipos
celulares y los modelos empleados son heterogéneos. En el presente trabajo se



emplearon dos tipos de células endoteliales humanas: cultivos primarios de vena
de cordon umbilical (HUVECs) y una linea semi-inmortal de microvasculatura
(HMEC-1) en los cuales se estandarizaron cinéticas de invasion de dos cepas de
taquizoitos de T. gondii con diferentes caracteristicas de virulencia, la cepa RH
(tipo 1) de alta virulencia y la ME49 (tipo Il) de baja virulencia. El objetivo de este
trabajo fue comparar la cinética de invasiéon de taquizoitos de la cepa RH y ME49
de T. gondii, en células endoteliales humanas de cultivos primarios y de una linea
celular. Los taquizoitos de ambas cepas se adicionaron a los cultivos celulares en
una proporcién 10:1 (parasito:célula) y se incubaron durante diferentes tiempos
(desde 30 min hasta 4 horas) bajo diferentes condiciones, posteriormente se
fijaron y se tifieron para llevar a cabo la evaluacion de las monocapas celulares; la
infeccion fue identificada con la presencia de al menos una vacuola parasitofora
en el citoplasma de la célula y se expresé como porcentaje; ademas, se cuantificé
el numero de vacuolas por cada célula infectada considerando ahora el nimero de

células infectadas como el 100%.

El porcentaje de células infectadas con ambas cepas aumentd con el tiempo; sin
embargo, la cepa ME49 presentd porcentajes mas altos en ambos tipos celulares,
ademas de que los taquizoitos de esta cepa infectaron mas rapido a las células.
En el caso de la cepa RH, la invasidén fue progresiva con respecto al tiempo. La
cantidad de vacuolas parasitoforas encontradas por célula invadida en ambos
tipos de células endoteliales aumenta con respecto al tiempo, con la caracteristica
de que en todos los tiempos hay mayor numero de células infectadas con una sola
vacuola; ademas, las células infectadas con la cepa ME49 presentan mayor
cantidad de vacuolas por célula en ambos tipos celulares. Con respecto a los
diferentes tipos celulares, las HMEC-1 presentan porcentajes de invasibn mas

altos que los cultivos primarios de HUVECSs.



INTRODUCCION

Generalidades

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario intracelular obligado que pertenece
al Phylum Apicomplexa, término que hace referencia al complejo apical de su
citoesqueleto, el cual esta constituido por un conoide y algunos organelos
secretorios, como los micronemas, las roptrias y los granulos densos. Es capaz de
infectar practicamente a todas las células nucleadas de vertebrados homeotermos,
incluido el ser humano, en quienes puede causar enfermedades oportunistas,
como la encefalitis toxoplasmica en pacientes con SIDA. (Morisaki, et al 1995;
Carruthers, 1999; Montoya y Liesenfeld, 2004, Laliberté y Carruthers, 2008).

La infeccion por T. gondii estd ampliamente distribuida en humanos y la
seroprevalencia varia dependiendo la zona geografica y se incrementa con la
edad; siendo més frecuente en regiones de clima céalido-himedo (Dubey, 2004;
Montoya y Liesenfeld, 2004). En cuanto a infeccion en mujeres embarazadas, los
datos mas altos de seroprevalencia se han encontrado en América del Sur, Africa
Central, Austria y Francia. En México, existen pocos estudios epidemioldgicos en
poblacién general en los que se reporta seropositividad que va desde 11 hasta
30%. En wun estudio con muestras de las Encuestas Nacionales
Seroepidemioldgicas de Salud del 2000 y 2006, encontramos que la prevalencia
es de 30 a mas de 80% (Velasco-Castrejon et al, 1992;Cook et al, 2000; Alvarado-
Esquivel et al, 2011; Uribe-Salas et al, en preparacion).

Hasta hace unos afios los aislamientos de T. gondii derivados en su mayoria de
Europa y Estados Unidos, eran considerados clonas con discreta diversidad
genética (£1%). Los aislados se agruparon en uno de los tres tipos genéticos o
linajes principales (I, 1l y Ill), con base en electroforesis de isoenzimas, el
polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP) y la tipificacion de

microsatélites; sin embargo estudios recientes, usando nuevos marcadores para la



caracterizacion de genotipos de diferentes partes del mundo, han revelado una
mayor variabilidad genética (Ajzenberg et al, 2002; Ajzenberg et al, 2004; Cedillo-
Pelaez, 2009; Dardé, 2004; Saeij et al, 2005; Switaj et al, 2005; Su et al, 2006). A
partir de todos estos aislados recientemente se ha hecho una clasificacion de T.
gondii en 14 haplogrupos con base en sus marcadores genéticos, en su mayoria
relacionados con funciones de adhesion, invasion o replicacion, esto es, con
virulencia. Los haplogrupos 1, 2 y 3 (definidos previamente como linajes I, Il y Il
respectivamente), ademas del 12, correspondieron exclusivamente a aislamientos
de Norteamérica y Europa, mientras que los grupos 4, 5y 8 a 10 se encuentran
distribuidos principalmente en Sudamérica; el grupo 6 se presentd en Europa y
Sudamérica; el grupo 7 quedd cercano a los grupos de Norteamérica mientras que
el haplogrupo 11, corresponde a un aislamiento en Canada. Recientemente dos
aislamientos en China y Africa, han sido clasificados como haplogrupos 13 y 14
respectivamente (Sibley et al, 2009; Khan et al, 2011).

Los aislamientos del parasito son determinados como virulentos o no virulentos,
con base en el resultado de su replicacion en ratones, y aunque la virulencia
depende bésicamente de la cepa del parasito el genotipo del huésped también
tiene una clara influencia en la patologia de la diseminacién, ya que algunas cepas
de ratones son mas susceptibles a la infeccion que otras. (Appleford y Smith,
1997; Boothroyd y Grigg, 2002; Dardé, 2004, Saeij et al, 2005)

Ciclo de vida

En el ciclo existen tres estadios infecciosos para todos sus huéspedes: los
taquizoitos, los cuales corresponden a la forma de replicacién rapida, dentro de
cualquier célula de los huéspedes intermediarios y en células no epiteliales del
intestino del huésped definitivo, tienen un tamafio de 2 x 6 um con forma de media
luna; los bradizoitos, que son formas de replicacién lenta y estan contenidos en un
quiste tisular, crecen y se mantienen intracelulares; el tamafio de los quistes

puede variar de 70 a 100 um, dependiendo la cantidad de bradizoitos en su



interior. Ambos estadios se dividen por endodiogenia, proceso de reproduccién
sexual donde se producen dos células hijas dentro de la célula madre. Y los
esporozoitos, que estan confinados dentro de ooquistes que son eliminados en las
heces de los huéspedes definitivos y su estructura les confiere gran resistencia a
las condiciones ambientales (Dubey, 1998; Ferguson, 2004; Dubey, 2004; Hill et
al, 2005; Correa et al, 2006; Dubey, 2010).
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Figura 1. Ciclo de vida de T. gondii (tomado de Besné-Mérida, 2010)

El ciclo de vida de Toxoplasma gondii consta de dos fases: la reproduccion sexual,
gue se lleva a cabo uUnicamente en las células epiteliales del intestino de los
huéspedes definitivos, que son los felinos y la reproduccion asexual que se
desarrolla en los huéspedes intermediarios, que corresponden a cualquier animal
homeotermo, en los cuales el parasito puede transmitirse por el ciclo fecal-oral,
paso transplacentario y por canibalismo (figura 1) (Dubey, 1998; Dubey, 2004;



Tenter et al, 2000; Ajzenberg et al, 2005; Hill et al, 2005;).

La fase de reproduccion sexual comienza cuando el huésped definitivo ingiere
tejidos con quistes tisulares del parasito, los cuales al llegar al intestino delgado
son digeridos por enzimas proteoliticas y se liberan bradizoitos a la luz de éste, e
invaden los enterocitos del intestino delgado; para que se lleve a cabo la
gametogénesis, en la cual se originan los ooquistes. Los ooquistes esporulan en
condiciones de aireacion, temperatura y humedad adecuados y se vuelven
infecciosos (Dubey et al, 1998; Tenter et al, 2000; Dubey, 2002; Hill et al, 2005).
Posteriormente cuando algun huésped intermediario ingiere ooquistes esporulados
o cualquier otro estadio infeccioso del parasito, se desarrolla en éste la fase de
reproduccion asexual; asi los estadios infecciosos se diferencian a taquizoitos, que
pueden diseminarse rapidamente a todos los 6rganos y tejidos, ya que pueden
infectar cualquier célula nucleada y ademas poseen la habilidad para sobrevivir
dentro de macréfagos y células dendriticas. Bajo la presion de la respuesta
inmune del huésped pueden transformarse a bradizoitos, para formar quistes
tisulares que predominan en el sistema nervioso central, ojo, musculo cardiaco y
esquelético; los cuales pueden ser ingeridos por otros huéspedes intermediarios o
definitivos, para continuar el ciclo (Dubey, 1998; Montoya y Liesenfeld, 2004;
Tenter et al, 2000; Hill et al, 2005; Black y Boothroyd, 2000; Miller et al, 2009).

Respuesta inmune

La infeccion por T. gondii logra activar células de la respuesta inmune innata asi
como de la adaptativa. En el inicio de la infeccion, la primera respuesta que actia
es la innata mediada por neutréfilos, macrofagos y células asesinas naturales
(NKs), a través de fagocitosis y citotoxicidad celular. Una de las caracteristicas de
la respuesta desencadenada contra el parasito es la producciéon de altos niveles
de citocinas tipo Thl, debido al reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs), a través de receptores como son los tipo Toll
(TLRs). Las citocinas producidas principalmente son el IFN-y por las NKs, la IL-12



por las células dendriticas (CDs) y macrofagos activados, éstos dltimos ademas
producen TNF-a que induce a apoptosis de las células infectadas; asi el IFN-y, IL-
12 y TNF-a son las citocinas principales en la resistencia contra la replicacion del
parasito (Correa et al, 2007; Miller et al, 2009; Mufoz et al, 2011). Ademas se ha
reportado que la produccion continua de IFN-y juega un papel importante en la
conversion de taquizoito a bradizoito en la fase aguda, ademas de suprimir la
conversion de bradizoito a taquizoito durante la infeccion crénica (Miller et al,
20009).

Por otro lado, las CDs y los macrdfagos presentan antigenos a los linfocitos T
CD4" y CD8" los cuales producen IL-12, induciendo también un fenotipo Thl. El
IFN-y activa a las células efectoras incrementando la fagocitosis, la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC) por NKs vy la citotoxicidad por linfocitos T
CD8" (Denkers y Gazzinelli, 1998). Aunque las reacciones pro-inflamatorias son
necesarias, una respuesta tipo Thl exacerbada conduce a la patologia e incluso
podria matar al huésped, por lo que es necesario modular la respuesta; ésta
modulacion se lleva a cabo por citocinas T reguladoras, principalmente la IL-10 y
el TGF-B. Si la infeccion inicia en un microambiente Th2, con IL-4, IL-10, IL-13, IL-
5 e IL-6, se inhibe la produccién de IFN-y, y por ende, los mecanismos efectores,
permitiendo la proliferacion parasitaria sin control. (Neyer et al, 1997; Correa,
2007; Lang et al, 2007; Miller et al, 2009; Mufioz et al, 2011)

IgM 1gG

Nivel

{ ) Tiempo
FECCION (semanas)

N
Figura 2. Diagrama de aparicion de las diferentes clases de inmunoglobulinas tras la

infeccion por T. gondii (modificado de Huskinson et al, 1989; Correa et al, 2007)



La respuesta de las células B, es esencial para el control de la infeccion de T.
gondii (figura 2). Los anticuerpos de clase IgM aparecen de 3 a 10 dias después
de la infeccibn y en general desaparecen; aunque, se ha visto que pueden
permanecer por varios afos. En seguida, se presentan los anticuerpos de clase
IgA, los cuales tienen un papel protector, principalmente a nivel de mucosas,
inhibiendo la invasion celular por el parasito. Finalmente, se presentan todas las
subclases de IgG, predominantemente los de la subclase IgG1, los cuales pueden
proteger al huésped de re-infecciones. La respuesta humoral es polarizada por las
interleucinas presentes: la IgG1l y la 1gG3 son estimuladas por IFN-y y promueven
proteccion, pues son activadores de la via clasica del complemento e inducen
inflamacion, se unen a macrofagos y a neutrofilos a través de receptores Fc-y y
opsonizan a los parasitos para la fagocitosis. Las NKs, activadas por IFN-y,
despliegan Fc-yRIll (CD16), el cual une a estas subclases y media ADCC matando
a los taquizoitos. La 1gG2 es inducida por IL-2 e IL-6. La IgE y la 1gG4 son
estimuladas por IL-4 e IL-13, relacionandose la primera con mal prondstico en
individuos con infeccion congénita o adquirida (Huskinson et al, 1989; Roberts et
al, 1996; Kasper et al, 2004; Correa et al, 2007; Matowicka-Karna et al, 2009).

Transmision

La transmision de Toxoplasma gondii puede ser horizontal o vertical. La primera,
comunmente llamada adquirida, es aquella infeccion que se adquiere en cualquier
tiempo posterior al nacimiento; debido a la ingesta de carne mal cocida que
contiene quistes tisulares viables, alimentos o agua contaminada con ooquistes
gue provienen de las heces de gatos infectados, los cuales son una fuente de
contaminacién. Se ha encontrado que alrededor de un tercio de la poblacion
mundial esta infectada con T. gondii. En la mayoria de los adultos la infeccion es
subclinica; sin embargo, puede causar enfermedades en personas
inmunocomprometidas y rara vez en personas inmunocompetentes, debido a que
es uno de los parasitos mejor adaptado a sus huéspedes (Montoya y Liesenfeld,
2004; Dubey, 2004 y 2010).



En personas inmunocompetentes la toxoplasmosis comienza con fatiga, cefalea,
sudoracién excesiva y dolor muscular y articular; ademas, puede presentar fiebre
ligera y en algunos casos urticaria. Con base en los sintomas mencionados, la
toxoplasmosis aguda es poco identificada y puede pasar desapercibida; sin
embargo, cuando alguno de éstos sintomas esta acompafado con linfadenopatia,
se sospecha de toxoplasmosis por ser la manifestacion clinica mas caracteristica
(Dubey, 2004 y 2010)

El desarrollo de dafio ocular como la retinocoroiditis aguda, esta cominmente
involucrada con la toxoplasmosis adquirida; donde las lesiones tienden a recurrir
con la pérdida de vision progresiva, especialmente cuando se encuentran cerca de

las estructuras centrales del ojo (Dubey, 2010).

Las complicaciones mas peligrosas de la toxoplasmosis se presentan en los
pacientes cuyo sistema inmune ha sido suprimido por alguna enfermedad, terapias
anti-tumorales o por presentar el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirido
(SIDA), ya que en estos pacientes ocasiona encefalitis toxoplasmica, a partir de
una reactivacion de una infeccion latente del parasito debido a los efectos
inmunosupresores del Virus de Inmunodeficiencia Humana (Dubey, 2004 y 2010).

Otra de las vias de transmision es por transplante de érganos infectados de un
donador positivo a un receptor seronegativo, que al estar recibiendo terapias
inmunosupresoras puede iniciar una infeccion aguda incontrolada o la reactivacién
de la infeccién latente en el receptor (Montoya y Liesenfeld, 2004; Dubey, 2004 y
2010)

Se han identificado ciertos trastornos psicoldgicos de individuos con infeccion
asintomatica créonica de T. gondii, como la dificultad para evaluar la relacién
causa-efecto; ademas, la seropositividad al parasito ha sido ligada a deficiencias
con respecto al tiempo de reaccion, tendencia a accidentes, cambios de



comportamiento y enfermedades mentales (Dubey, 2004 y 2010).

La transmisién vertical o congénita ocurre cuando una mujer se infecta con T.
gondii por primera vez durante el embarazo, el pardsito puede atravesar la
placenta e infectar al embrion en desarrollo, causando la infeccion congénita. La
incidencia y la severidad de la infeccion, asi como el desarrollo de signos clinicos
en el bebé esta fuertemente relacionado con el tiempo en que ocurre la
seroconversion de la madre (Dunn et al, 1999). Cuando la infeccidon congénita se
lleva a cabo en el comienzo de la gestacion hay menor probabilidad de
transmision; sin embargo, si ésta llegara a ocurrir hay mayor probabilidad de
aborto o de que el neonato presente signos clinicos; por el contrario, si la infecciéon
de la madre es en etapas tardias, existe una mayor frecuencia de transmision,
pero, hay menor probabilidad de que el recién nacido presente signos clinicos por
lo que la infeccién pasa inadvertida; sin embargo, si no es diagnosticada y tratada
se pueden desarrollar problemas clinicos irreversibles, como corioretinitis o retraso
de crecimiento en la segunda o tercera década de su vida. (Dunn et al, 1999;
Montoya y Liesenfeld, 2004; Correa et al, 2007; figura 3).

100 — »
Transmisién

> o

%
3
|

Dafio embrién/feto

+ +

Trimestre del embarazo

Figura 3. Diagrama que muestra la relacion entre la tasa de transmision vertical
de T. gondii y el dafio al bebé (modificado de Dunn et al, 1999).
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Invasioén celular

Toxoplasma gondii como parasito intracelular obligado, debe invadir células para
sobrevivir y replicarse; presenta tres tipos de organelos secretorios con una alta
capacidad de almacenaje de proteinas involucradas en la unién a la célula
huésped, en la penetracion y en la formacion de la vacuola parasitéfora (VP);
éstos son, los micronemas, las roptrias y los granulos densos, los cuales se
fusionan alternadamente con la membrana del parasito a una velocidad modulada
en respuesta a los estimulos involucrados en el proceso de invasion celular
descargando las proteinas contenidas en ellos (Carruthers VB. 1999; Laliberté y
Carruthers, 2008).

En la figura 4 se muestra un esquema de los organelos celulares del parasito;
entre los que se incluyen, situados cerca del nucleo (N): el reticulo endoplasmico
(ER), el aparato de Golgi (G), el apicoplasto (A) y la mitocondria (M). Los granulos
densos (GD) se encuentran distribuidos a lo largo del citoplasma, mientras que los
micronemas (MN) y las roptrias (R) se ubican en la region apical del parasito. En el
extremo apical esta el conoide (C), a partir del cual se organizan los microtubulos
(MT) y los microfilamentos (MF) del citoesqueleto que se encuentran dentro del
complejo interno de membrana (CIM) y la membrana plasmatica (MP) (Carruthers,
1999).

Conoide

Microtibulos —  Anillo polar apical

internos.
Anillo periférico
Microtiibulos

Roptrias
subpeliculares

Micronemas
IMC

A Membrana plasmatica : ' Region

densos f o ® o :

Exonemas

\ L4 M Mitocondria
Golgi \

&

Regioén
posterior

Reticulo - Nucleo
endoplasmico

Complejo basal MP

MF CIM  mT Cc

Figura 4. Representacion esquematica de los organelos celulares de T. gondii. (Tomado y
modificado de Carruthers, 1999 y Baum et al, 1996)
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La invasion del parasito a su célula blanco esta precedida por rotacién helicoidal y
motilidad por deslizamiento a través de la superficie celular; posteriormente T.
gondii lleva a cabo un proceso secuencial de secrecion de proteinas que comienza
con la descarga de los micronemas al mismo tiempo que se adhiere su complejo
apical. Las proteinas contenidas en los micronemas (MICs) juegan un papel
central en la union a la célula huésped a través de receptores especificos.
Posteriormente, se lleva a cabo la extrusion de las roptrias que comprenden dos
diferentes subestructuras, las roptrias del cuello (RON) y las del bulbo (ROP). Las
RONSs y las MIC se ensamblan en la superficie del parasito para formar la “unién
movil” (MJ), entre la superficie del parasito y la membrana plasmatica de la célula
huésped; dicha unién asegura la formacion de la membrana de la vacuola
parasitofora a partir de la membrana celular de la célula huésped. Las ROPs son
inyectadas hacia el citoplasma de la célula huésped en pequefias vesiculas que
posteriormente se fusionan con la VP; algunos modelos sugieren que el contenido
de las roptrias modifica la vacuola para hacer que ésta no se fusione con
lisosomas, ni se acidifique y permitir su asociacion con la mitocondria y el reticulo
endoplasmico (figura 5). Una vez que el parasito esta dentro de la célula huésped,
las proteinas de los granulos densos (GRAs) son liberadas y organizan la
estructura de las membranas tubulares de la red intravacuolar dentro de la VP, la
cual soporta el arreglo caracteristico de los parasitos en la replicaciéon (Morisaki et
al, 1995; Carruthers VB, 1999; Kim, 2004; Carruthers y Boothroyd, 2007; Laliberté
y Carruthers, 2008).
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Figura 5. Proceso de invasion celular de Toxoplasma gondii (modificado de Carruthers'y
Boothroyd; 2007)

La membrana de la VP, ademas de proteger al parasito, presenta proteinas que
aseguran el reclutamiento de los organelos como la mitocondria y el reticulo
endoplasmico, asi como la adquisicion de nutrientes que vienen del citosol de la
célula huésped, para lo cual el parasito forma poros en ella que permiten la
difusion bidireccional de pequefias moléculas, independientemente de la
temperatura y energia (Carruthers VB, 2002; Carruthers y Boothroyd, 2007;
Laliberté y Carruthers, 2008).

La gran capacidad de adaptacion del parasito, esta altamente representada por su
habilidad de invadir in vitro cualquier tipo celular de origen vertebrado que tenga
nacleo y que se haya probado; sin embargo, son pocos los estudios enfocados a
cinéticas de invasion en diferentes tipos celulares y los modelos empleados son
heterogéneos. Contreras-Ochoa et al en el 2011, llevd a cabo una revisidon
bibliografica de los diferentes modelos reportados, éstos y otros datos recopilados
se pueden observar en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Datos de los modelos in vitro de invasién celular por T. gondii (Tomado y modificado de Contreras-Ochoa et a, 2012).

, , Relacién , % Células ,
Tipo celular Cepa Genotipo parésito-célula Tiempo (h) infectadas Referencia
. ] Benedetto
Endotelio HUVECs RH I 2:1 1 58 et al. 1997
. Astrocitos 3 17.9 Brenier-
Glioblastoma (U373) RH I 1:1 3 32 Pinchart et
Fibroblastos 3 20 al, 2004
Glioblastoma (86HG39) BK | 1:1 3 22 Daubener et
' al, 1993
Sistema Astrocitos PRU I 1:1 3 5 Es”zagozt al,
Nervioso
1 10
. . 11
Astrocitoma (Glioblastome RH | 24 25 Pelloux et
Humain E) 21 1 20 al, 1994
' 24 45
Astrocitoma (Glioblastome i Pelloux et
Humain E) RH I 11 24 18 al, 1996
Monocitos no adherentes 21 2 40
Monocitos adherentes RH I ' 2 20 FadluglalgeSt al,
Sangre Monocitos no adherentes 4:1 2 63
periférica HL-60 (Human
. . ] Youn et al,
promyelocytic leukemia RH I 1:10 1 50 1991

cells)
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El endotelio vascular

Durante el desarrollo embrionario se forman las tres capas que daran origen a los
diversos Organos y tejidos: endodermo, mesodermo y ectodermo. El mesodermo
da origen al tejido conectivo del cuerpo, a las células sanguineas, a los vasos
linfaticos y sanguineos, asi como al musculo, rifidn y otras estructuras y tipos
celulares como las células endoteliales. Estas Ultimas son de gran importancia ya
que delimitan todos los vasos linfaticos y sanguineos, contribuyen al
mantenimiento de la pared de los vasos y a la funcién circulatoria; ademas de que
tienen la capacidad de ajustar su numero y arreglo para cubrir los requerimientos
locales (Gilbert, 2003; Galley y Webster 2004).

Los vasos sanguineos mas grandes son las arterias y las venas que tienen una
pared gruesa de tejido conectivo y varias capas de musculo liso; ésta pared esta
delineada por una lamina delgada de células endoteliales, que a su vez esta
separada de las capas exteriores por la lamina basal. La cantidad de tejido
conectivo y muasculo liso de la pared de los vasos varia de acuerdo al didmetro del
vaso Yy la funcion, pero la delimitacion endotelial siempre esta presente. En los
brazos mas finos del “arbol vascular”’, los capilares y sinusoides, ademas de la
capa de células endoteliales sostenidas por la lamina basal existen Unicamente
algunos pericitos, que son células de tejido conectivo que rodean estos vasos

pequefios y dan sostén (Gilbert, 2003).

En el embridn, las células endoteliales se originan en sitios especificos a partir de
precursores que dan lugar a células sanguineas; éstas migran, proliferan y se
diferencian para formar los primeros y rudimentarios vasos sanguineos, proceso
conocido como vasculogénesis. El crecimiento subsecuente de los vasos a través
del cuerpo se debe principalmente a la proliferacion y movimiento de las células
endoteliales, a partir de esos primeros vasos, por un proceso llamado
angiogeénesis (Alberts et al, 2008).
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A pesar de que todo el endotelio viene de células endoteliales comunes, existe
una marcada variacion fenotipica entre las células endoteliales de diferentes
partes del sistema vascular; esto debido a las células endoteliales que desarrollan
arterias, venas y vasos linfaticos expresan diferentes genes, presentando asi,
diferencias que permiten guiar los tipos de vasos a través de las diversas vias,
controlar selectivamente la formacion de conexiones y regular el desarrollo de

diferentes tipos de paredes a lo largo de los vasos (Alberts et al, 2008).

Entre las funciones del endotelio, destaca su participacion en la homeostasis y en
reacciones inmunoldgicas e inflamatorias. Como una barrera el endotelio es semi-
permeable y regula la transferencia de pequefias y grandes moléculas
bidireccionalmente a la circulacion sanguinea, ademas de que participa también

en funciones metabdlicas y sintéticas (Galley y Webster 2004).

El endotelio tiene mecanismos de transporte especifico para movilizar
macromoléculas esenciales de la sangre circulante a través de éste al espacio
sub-endotelial, para cubrir las necesidades metabdlicas del tejido circundante;
ademds, las uniones entre células, uniones estrechas, actian como una barrera

selectiva al egreso de moléculas de la circulacion (Galley y Webster 2004).

Para llevar a cabo la transcitosis o el transporte transcelular, las células
endoteliales son capaces de formar invaginaciones en su membrana celular para
formar vesiculas acarreadoras; mientras que, para el transporte paracelular, las
uniones estrechas son importantes, aunque la permeabilidad vascular depende de
ambos tipos de transporte. Las uniones estrechas pueden funcionar como puertas,
regulando el paso de iones, agua o algunas macromoléculas y mantienen la
polaridad celular previniendo que se mezclen moléculas del lado apical (en
contacto con la sangre) con aquellas que se encuentran del lado membranal
(Galley y Webster 2004).
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Las células endoteliales tienen una posicion estratégica en la defensa del huésped
y la inflamacién, la regulacién de estas respuestas depende de la comunicacion
intracelular y se lleva a cabo por medio de citocinas que incluyen quimiocinas,
interleucinas, factores de crecimiento, entre otras que son producidas o
reconocidas por éstas células. Ademas, regulan el movimiento leucocitario hacia
los tejidos y median la adhesion de leucocitos al endotelio por la unién a moléculas
de adhesion o ligandos especificos como la E-selectina, P-selectina, ICAM-1 vy
VCAM-1 (Galley y Webster 2004).

Desarrollo de la placenta

Durante la vida intrauterina el embrién/feto debe adquirir oxigeno y nutrientes, asi
como remover desechos, para sobrevivir y crecer. La placenta y los tejidos que la
rodean deben satisfacer estos requerimientos, al mismo tiempo que secretan
hormonas que ayudan al Utero a retener al embridn y producen reguladores de la
respuesta inmune que impiden a la madre rechazarlo. Alrededor de los tres dias
después de la fertilizacion, la moérula, un pequefio grupo interno de células
rodeado por un grupo mas grande (trofectodermo), alcanza la cavidad uterina y se
convierte en blastocisto. El primer paso de diferenciacion consiste en que la masa
celular interna, localizada en uno de los polos, origina al embrién, mientras que el
trofectodermo, compuesto por trofoblastos, rodea la cavidad del blastocisto y se
convierte en la placenta, posteriormente el blastocisto se adhiere al endometrio y
los trofoblastos se diseminan rapidamente y proliferan invadiéndolo, en el proceso
llamado implantacion. Conforme el embridn crece, el endometrio es invadido y las
paredes superficiales de los capilares sufren erosion, dando lugar a la decidua
basalis, iniciando la infiltracion de la sangre materna a las lagunas. Hacia el final
de la segunda semana del embarazo comienza el desarrollo de las vellosidades
coriénicas, cuya porcion terminal consiste de una columna de citotrofoblastos y
una envoltura, el sinciciotrofoblasto (figura 6). Mas adelante, cuando las arterias
espirales invaden, la sangre materna llega en mayor cantidad, llenando la laguna,

alrededor del sinciciotrofoblasto y se convierten de vasos angostos a anchos
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permitiendo un flujo de sangre materna mas abundante alrededor de las

vellosidades (figura 7).

Dias después de la fecundacién

468 10 12 15 17
[ 1 | I

Vellosidades primarias Vellosidades Citotrofoblastos vellosos

secundarias
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Figura 6. Desarrollo de la placenta (modificado de Correa et al, 2007)

Cuando los vasos sanguineos fetales son funcionales comienza la circulacién feto-
placentaria, posteriormente se establecen las vellosidades coridnicas, unidades
funcionales y estructurales de la placenta y la sangre materna bafa a su superficie
externa (Gilbert, 2003; Correa et al, 2007; Wang et al; 2010).

18



Células Estroma  Sinciciotrofoblasto
endoteliales o -

Células
sanguineas
fetales

Estroma

Figura 7. Vasos sanguineos fetales (tomado y adaptado de Saji, 1999 y Correa et al,
2007)

Transmision vertical de inmunidad

La placenta humana es un Organo fetal que participa en el intercambio de
sustancias entre la madre y el feto; algunas de las funciones de este érgano son el
transporte y la secrecion. Las sustancias que pasan de la sangre materna a la fetal
deben atravesar una barrera histoldgica compuesta por el sinciciotrofoblasto, el
estroma del espacio intravelloso y el endotelio de los vasos sanguineos fetales; sin
embargo una amplia variedad de sustancias es transferida activa o pasivamente a
través de la placenta. Muchos compuestos de bajo peso molecular (<500 Daltons)
pasan por difusién simple, mientras que las sustancias de alto peso molecular
usualmente no atraviesan la placenta; pero hay excepciones como los anticuerpos
de clase IgG, para los que cada uno de los tejidos y células placentarias expresan
patrones unicos de los diferentes tipos de receptores para el Fc de las IgGs. Sin
embargo, el Unico que se ha demostrado que transporta anticuerpos es el FcR
“neonatal” (FcRn), localizado en el sinciciotrofoblasto y en células endoteliales de
los vasos fetales de la placenta (Kristoffersen et al,1990; Simister y Story, 1997;
Saji, et 1999; Takizawa et al, 2005; Roopenian y Akilesh, 2007; Wang et al; 2010).
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JUSTIFICACION

Cuando una mujer se infecta con T. gondii por primera vez durante el embarazo
puede trasmitirlo al feto, ocasionando la toxoplasmosis congénita, que le puede
causar diversas lesiones severas dependiendo de la etapa de la gestacion.
Reportes en la literatura indican, que las cepas mas relacionadas a la
toxoplasmosis congénita son las tipo |l seguidas de las tipo | en América del Norte
y Europa. La tasa de transmision vertical de la toxoplasmosis aumenta conforme
avanza el embarazo mientras que la probabilidad de dafo al feto disminuye. Las
necesidades de irrigacién sanguinea de la placenta aumentan con respecto al
tiempo de gestaciéon; por otro lado, el parasito puede infectar leucocitos para
diseminarse rapidamente a otros tejidos via torrente sanguineo, ademas tienen la
capacidad de atravesar barreras bioldgicas como la placenta. De ésta manera los
taquizoitos pueden ser conducidos por la sangre materna hacia la placenta,
pueden atravesar el sinciciotrofoblasto y el estroma hasta llegar al endotelio
vascular, el cual deben también atravesar, para llegar al torrente circulatorio fetal,
para posteriormente diseminarse hacia los diversos tejidos. Por lo anterior, es de
suponer que las células endoteliales podrian ser una via de transmision vertical de
T. gondii. Existen pocos estudios que evallen la invasion de células endoteliales
del parasito in vitro; ademas hay gran heterogeneidad en los tipos celulares
estudiados, las cepas del parasito y los tiempos de interaccion entre ellos; con
muy pocas excepciones, no se ha hecho una cinética de invasion comparando
cepas de linajes “virulentos”, tedricamente mas invasivas, y aquellas mas
comunes, pero menos patogénicas, generalmente tipo Il. Por lo anterior, se

planted el siguiente obijetivo.
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OBJETIVO

Comparar la cinética de invasion de taquizoitos de la cepa RH (tipo I) y ME49 (tipo
II) de T. gondii, en células endoteliales humanas de cultivos primarios y de una

linea celular.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio
Experimental, longitudinal y comparativo.

Estrategia general del estudio

1. En una primera fase se estandarizd el aislamiento y cultivo de células
endoteliales de vena de cordon umbilical humano (HUVECs) y las células
endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1) de una linea comercial.

2. Posteriormente se llevé a cabo la obtencion de taquizoitos de la cepa virulenta
(RH) y no virulenta (ME49) en ratones infectados BALB/c y C57BL6 RAG2-/-
respectivamente y propagadas en cultivos de células Vero, una linea comercial de
células epiteliales de rifion de mono verde.

3. Finalmente se hicieron cinéticas de invasion utilizando taquizoitos de ambas

cepas de T. gondii en los dos tipos de cultivos de células endoteliales.

METODOS DE LABORATORIO

1. Cultivos celulares
1.1 Procedimiento para el aislamiento y cultivo primario de HUVECs

Se obtuvieron muestras de cordén umbilical (~100g) de bebés con mas de 36
semanas de gestacion, de mamas clinicamente sanas, sin complicaciones en
embarazos previos o0 en el presente, provenientes del Hospital Belisario
Dominguez, de la delegacion Iztapalapa. Todas las mujeres aceptaron participar
en el estudio y firmaron la carta de consentimiento informado. Las muestras de

cordon se transladaron en el medio M199 de transporte.

El aislamiento de las HUVECSs se realizé dentro de una campana de flujo laminar,
mediante el siguiente procedimiento. El cordén umbilical se lavo externamente con
alcohol al 70%, posteriormente se localizaron y se canularon ambos extremos de
la vena umbilical con un dilatador y se fijaron conectores de acero quirdrgico con

la ayuda de hilo de sutura. La vena umbilical se lavé con HEPES 1x (solucion de
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lavado) para eliminar la sangre y los coagulos y las HUVECs se obtuvieron por
digestion con colagenasa tipo Il, al 0.02%, durante 20 min a 37°C en una
incubadora con 7% de CO,. Transcurrido este tiempo, las HUVECs fueron
desprendidas dando ligeros masajes al cordon y la accion de la colagenasa fue

detenida con medio de transporte (Figura 8).

Figura 8. Aislamiento de HUVECs.
(@). Lavado de vena umbilical con
HEPES; (b). Canulacion y fijacion
de adaptadores quirdrgicos; (c).
Incorporacion de la colagenasa

para la digestion de las HUVECs.
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La suspension celular obtenida se centrifugé a 1000 rpm por 10 minutos; el boton,
que contenia las HUVECs se resuspendié en medio M199 completo y fue
sembrado en cajas de cultivo de plastico de 25cm? y se mantuvieron a 37°C en
una incubadora con 7% CO,, hasta confluencia para su posterior resiembra; ésta
resiembra y las consecutivas tuvieron como finalidad la proliferacion y purificacion
de las células endoteliales de otros tipos celulares provenientes de la muestra
(Jaffe et al, 1973; Baudin et al, 2007).

Los cultivos celulares con una confluencia mayor al 95% (Figura 9b), se lavaron
con 3 mL de HEPES 1x, se les agregd 3 mL de tripsina al 0.5% y se incubaron a
37° C para despegarlas de la caja; esta reaccion fue detenida con medio M199 de
paro, al observar que la mayoria de las células ya estaban flotando en la solucién.
La suspension celular se centrifugd a 1000 rpm por 10 min. Posteriormente, las
HUVECSs se resuspendieron en M199 completo y se dividieron en dos botellas (1ler
resiembra). Lo descrito anteriormente se llevd a cabo una vez mas para asi
obtener la 2da resiembra; mientras que la tercer resiembra se llevé a cabo en
cajas de cultivo de 24 pozos, las cuales contenian cubreobjetos, colocando
100,000 células por pozo; contabilizadas por camara de Neubauer y con azul
tripano para conocer su viabilidad. Los cultivos del tercer pase se mantuvieron con
sus respectivos medios por 72 horas para lograr una confluencia celular mayor al
90%.

1.2 Cultivo de la linea celular semi-inmortal de endoteliales de microvasculatura
humana (HMEC-1)

Las células endoteliales de microvasculatura humana fueron transfectadas por el
antigeno T del virus 40 de simio y posterior a esto fueron caracterizadas,
encontrandose que mantenian varias de las caracteristicas de células endoteliales
por Ades et al en 1992. El crecimiento y las caracteristicas celulares de las HMEC-
1 son similares a los de las HUVECs con respecto a la expresion del factor von
Willebrand (glicoporteina constitutiva del endotelio) y epitopos de superficie como
el CD31 (molécula involucrada en la angiogénesis); unién a lectinas, incorporacion

de lipoproteina acetilada de baja densidad, patrones de expresion de moléculas de
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adhesion (ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina) ademas de citocinas (IL-8, MCP-1 y
GM-CSF) (Lidington et al, 1999; Bouis et al, 2001; Unger et al, 2002).

Las HMEC-1 fueron propagadas en medio MCDB-131, en botellas de cultivo de 75
cm?, a 37° C en una incubadora con 7% de CO; (Figura 9a); se realizaron pases
rutinarios y cuando fue necesario se resembraron en cajas de cultivo de 24 pozos,
colocando 100,000 células por pozo de manera similar a lo descrito para las
HUVECs.

Figura 9. Cultivos de monocapas confluentes de células endoteliales, visto con
microscopio invertido en contraste de fases; aumento 10x. (a). Linea celular HMEC-1; (b).
Cultivos primario de HUVECs

2. Ensayos de invasion de células endoteliales con taquizoitos de dos cepas de T.

gondi.

2.1 Obtencion de taquizoitos de Toxoplasma gondii.

Los taquizoitos de la cepa RH y ME49, fueron mantenidos por pases en peritoneo
de ratones BALB/c y C57BL6 RAG2-/- respectivamente. Los ratones se infectaron
via intraperitoneal con una dosis de 3x10° taquizoitos contenidos en 500uL de
PBS 1x; 4 dias después de la infeccion, se llevo a cabo el lavado del peritoneo con
3mL de PBS 1x y se colectaron aproximadamente 250x10° de taquizoitos de la

cepa RH y 10x10° de la cepa ME49. Con el fin de purificar y propagar los
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taquizoitos recolectados, se inocularon 20x10° de la cepa RH y 10x10° de la cepa
ME49 en cultivos confluentes de células Vero contenidos en botellas de cultivo de
25 cm?; éstos se mantuvieron a 37° C en una incubadora con 7% de CO, por 48
horas. Finalmente se cosecharon aproximadamente 100x10° de taquizoitos de la
cepa RH y 44x10° de la cepa ME49, que se emplearon para llevar a cabo los

ensayos de infeccion.

La suspension obtenida de los cultivos infectados se centrifugd a 1200 rpm
durante 10 min, y después se resuspendié en una cantidad necesaria de medio
M199 de invasion (Saadatnia et al, 2010).

2.2. Cinética de invasiéon de T. gondii en HUVECs y HMEC-1

Para llevar a cabo la interaccién entre los taquizoitos de T. gondii y las HUVECs o
HMEC-1, se retiré el medio de cultivo metabolizado y se adicioné la cantidad de
taquizoitos correspondiente a la relacién parasito-célula 10:1 (Contreras-Ochoa,
2011) resuspendida en 400uL de medio de invasion. Posteriormente las placas se
agitaron para distribuir homogéneamente los parasitos inoculados y se incubaron
10 minutos a temperatura ambiente para permitir que los parasitos se depositaran
en el fondo de los pozos y tuvieran interaccion con la monocapa celular.
Finalmente se permitio la invasiéon de los taquizoitos por tiempos de 30 minutos
hasta 4 horas. Transcurridos los tiempos, los parasitos no adheridos fueron
removidos con el sobrenadante y las células fueron lavadas cuidadosamente con
solucién de Hank’s a 37°C dos veces; toda la solucion fue removida y la invasion
fue completamente detenida por fijacion con metanol en frio por 10 minutos. Los
parasitos extracelulares remanentes en los sobrenadantes fueron cuantificados.
(Morisaki et al, 1995; Kafsack et al, 2007)

Después de los diferentes tiempos de invasion, los cultivos infectados y no

infectados (control), previamente fijados fueron tefiidos con colorante de Wright o

Giemsa. Para la tincion de Wright se colocaron 300uL de colorante por 3 minutos,
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se agregaron 300uL de agua por 3 minutos mas para lograr un contraste de la
tincion y finalmente las placas se lavaron 3 veces con 1mL de agua destilada y se
dejaron secar al aire para su posterior evaluacién. Para la tincién con Giemsa se
colocaron 300uL por 2 minutos, se retir0 completamente el colorante y se
colocaron 300uL de agua por 3 minutos; finalmente a las placas se les retird

completamente el agua y se dejaron secar al aire para su posterior evaluacion.

Finalmente se llevd a cabo la evaluacion de las monocapas celulares; la infeccién
fue identificada con la presencia de al menos una vacuola parasitéfora en el
citoplasma de la célula y se expres6 como porcentaje (niumero de células con
vacuolas parasitoforas por cada 100 células contadas); ademas, se cuantifico el
namero de vacuolas por cada célula infectada considerando ahora el nimero de
células infectadas como el 100% (Benedetto et al, 1997; Abbasi et al, 2003;

Contreras-Ochoa, 2011). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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RESULTADOS

Estandarizacion de la cinética de invasion de taquizoitos de Toxoplasma gondii en

células endoteliales humanas.

Las cinéticas de invasion celular se realizaron en cultivos de HUVECs confluentes
(>90%) con taquizoitos de la cepa RH, en ausencia de la mezcla de antibioticos-
antimicotico; la primera relacion parasito:célula empleada fue 1:1 hasta 1 hora,
pero no se observaron resultados positivos a la infeccién, por lo que se probaron
las relaciones de 2:1 y 4:1. Como se puede observar en la figura 10, los
porcentajes de invasidn celular son menores al 1%, presentando todas las células
infectadas s6lo una vacuola parasitéfora; por lo que se decidié incrementar tanto la

relacion parasito:célula (10:1) como los tiempos de exposicién (hasta 4 horas).
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Figura 10. Cinética de invasion de taquizoitos RH de T. gondii en HUVECSs. Relacién

parasito:célula 2:1y 4:1.

Para identificar si la confluencia de la monocapa celular influia en el porcentaje de
invasion, se llevd a cabo un ensayo donde se infectaron cultivos celulares de
HMEC-1 de confluencia aproximada del 40% con taquizoitos de la cepa RH en
presencia de la mezcla de antibiéticos-antimicético en el medio de cultivo. Los
resultados indican que la confluencia parece no influir sobre los porcentajes de
invasion (Figura 11); sin embargo, debido a que se busca montar un modelo

experimental que logre representar adecuadamente las condiciones in vivo, la
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confluencia minima requerida para llevar a cabo las cinéticas de invasion en los

ensayos posteriores fue 290%.
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Figura 11. Cinética de invasion de taquizoitos RH de T. gondii en cultivos confluentes y no
confluentes de HMEC-1, en presencia de una mezcla de antibiéticos-antimicotico.

Relacion parasito:célula 10:1.

Los siguientes ensayos realizados se llevaron a cabo en presencia y ausencia de
la mezcla de antibiéticos-antimicético en el medio de cultivo con ambas cepas de
taquizoitos a la relacion 10:1 en cultivos celulares confluentes de la linea HMEC-1;
los resultados se muestran en la figura 12 y 13.
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Figura 12. Cinética de invasion de taquizoitos ME49 (a) y RH (b) de T. gondii en presencia o ausencia de la mezcla de
antibioticos/antimicético en el medio de cultivo en HMEC-1. Relacién parasito:célula 10:1.
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Figura 13. Numero de vacuolas parasitoforas desde 30 minutos hasta 4h en el 100% de células invadidas con taquizoitos de T.
gondii de la cepa ME49 (ay b) y RH (c y d) en ausencia y en presencia de la mezcla de antibidticos/antimicético respectivamente.
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El porcentaje de invasion celular disminuy6é cuando en el medio de invasion se
incluy6é la mezcla de antibiéticos-antimicético con ambas cepas de T. gondii.
También la cantidad de vacuolas/célula infectada disminuy6 (Figura 13a y b para
ME49; c y d para RH). Para la cepa ME49 se observaron hasta 30 vacuolas/célula
sin la mezcla, mientras que con esta se observaron solo 8 como maximo. Para la
cepa RH se observaron 20 y 5 vacuolas/célula sin y con la mezcla

respectivamente.

Con base en estos resultados se probo si la presencia solo de los antibiéticos
(penicilina-G y estreptomicina) afectaba la invasion celular del parasito utilizando
HUVECSs. Los resultados indican que la cantidad de HUVECSs invadidas, asi como
la cantidad de vacuolas parasitéforas/célula invadida disminuy6 (Figura 14 y 15),
por lo que se decidié llevar a cabo el resto de los ensayos en ausencia de

cualquiera de éstos.
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Figura 14. Cinética de invasion de taquizoitos ME49 (a) y RH (b) de T. gondii en presencia 0 ausencia de antibiéticos en el medio de

cultivo en HUVECSs. Relacion parasito:célula 10:1.
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gondii de la cepa ME49 (c) y RH (d) en presencia de la mezcla de antibidticos.
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En la figura 16 y 17, podemos observar que el porcentaje de invasion celular y la
cantidad de vacuolas/célula en los cultivos retados con los taquizoitos de la cepa
ME49 es mayor que con la cepa RH, sin importar el tipo celular. Asi mismo, los
porcentajes de invasion mas altos, se obtuvieron en las HMEC-1 (figura 16a y b).
En la figura 17, las graficas c y d de la cepa ME49 y la e y f de la RH, se observa
gue el numero de vacuolas/célula invadida aumenta proporcional al tiempo,

prevaleciendo la presencia de sélo una vacuola incluso a las 4 horas.

Las figuras 18 y 19 representan esquematicamente las cinéticas en HMEC-1 y

HUVECSs respectivamente.
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Figura 16. Cinética de invasion de taquizoitos RH y ME49 de T. gondii en células (a) HMEC-1 y (b) HUVECSs, en ausencia de

antibidticos/antimicético en el medio de cultivo.
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Figura 17. Namero de vacuolas parasitéforas desde 30 minutos hasta 4h en el 100% de células invadidas con taquizoitos de T.

gondii de la cepa ME49 (ay b) y RH (c y d) en HMEC-1 y HUVECSs respectivamente.
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Figura 18. HMEC-1 invadidas por taquizoitos RH y ME49 de T. gondii. Las flechas indican vacuolas parasitéforas en el citoplasma de
la célula.
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Figura 19. HUVECSs invadidas por taquizoitos RH y ME49 de T. gondii. Las flechas indican vacuolas parasitoforas en el citoplasma

de la célula.
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DISCUSION

La infeccion con Toxoplasma gondii por primera vez durante el embarazo,
representa un problema de salud publica considerable, ya que éste parasito puede
atravesar la placenta y ocasionar dafios al feto en desarrollo o después del
nacimiento, por lo que es importante que se generen modelos para identificar a las
posibles vias de transmisién al feto. Debido a que las células endoteliales del
sistema vascular fetal pueden ser una via de transmisién potencial y ademas, en
la literatura hay pocos estudios sobre la cinética de invasion en los diferentes tipos
celulares que pueden ser infectados por éste parasito; en el presente trabajo se
adapt6 y estandariz6 un modelo de invasion in vitro de células endoteliales
humanas. Para esto, se llevd a cabo un proceso de estandarizacion y se
determiné la dosis parasito:célula, a la cual se obtuviera alrededor del 50% de

invasion celular y las condiciones adecuadas para ello.

Para determinar la relacién parasito:célula, se probaron varias proporciones,
desde 1:1 hasta 4:1 hasta 1 hora; sin embargo, no se detectaron porcentajes de
invasion considerables, lo cual pudo deberse a que el tiempo de interaccion fue
corto 0 a que la poca cantidad de taquizoitos no encontré una célula blanco ideal
para invadirla. Por lo que se decidié incrementar la relacion a 10:1 y los tiempos
desde 5 minutos hasta 4 horas; observandose un incremento de las células
invadidas desde los 30 minutos de contacto, por lo que se llevaron a cabo las

cinéticas a esta relacién y tiempo.

Se realizaron experimentos para determinar el papel de la confluencia celular en la
invasion, para ello, se llevd a cabo un ensayo comparando cultivos celulares cuya
confluencia era mayor al 90% (confluentes) y otras con confluencia menor al 50%
(no confluentes). Los resultados obtenidos no mostraron diferencia alguna, lo cual
puede deberse a que la relacién parasito:célula siempre se mantuvo, es decir, por
cada célula de ambos cultivos siempre hubo 10 parasitos, esto aunado a que la

solucion de parasitos siempre estuvo correctamente homogenizada sobre los
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cultivos, lo que implica la misma probabilidad de las células para ser encontradas
e invadidas por los taquizoitos. Debido a que solo se realiz6 un ensayo en estas
condiciones los datos no son determinantes y se necesitan un nimero mayor de
ensayos para corroborar estos resultados. Sin embargo, tomando en cuenta que in
vivo las células endoteliales recubren totalmente las venas y capilares, para los

ensayos siguientes se emplearon cultivos con una confluencia minima del 90%.

Asi también, se observé que la invasion de las células HMEC-1 por los taquizoitos
de ambas cepas de Toxoplasma gondii disminuyé cuando estaba presente una
mezcla de antibidticos-antimicotico (penicilina-G, estreptomicina, anfotericina B) en
el medio de invasion; la literatura reporta como tratamiento de eleccién contra el
parasito a la pirimetamina y a la sulfadiazina; por lo que la disminucion de la
invasion celular pudo deberse al efecto sinérgico de ambos antibiéticos con el
antimicético. A pesar de que no hay datos que demuestren que la viabilidad de los
taquizoitos puede ser afectada por éstos, otros reportes en los que llevan a cabo
investigacion usando algunos antimicoticos como el fluconazol y el itraconazol
para ser empleados como una alternativa en el tratamiento contra el parasito en
pacientes que no pueden ser tratados con el medicamento de eleccién (Martins-
Duarte, et al; 2010). Con base en estos datos, asi como de algunos reportes en
los que llevaron a cabo ensayos de interaccion pardsito:célula, en presencia de
antibioticos, se decidié probar si la mezcla de unicamente los antibiéticos afectaba
la invasion celular; cabe mencionar que es necesario probar la sola presencia del

antimicoético en el medio para corroborar su efecto.

Los ensayos de invasion en HUVECs utilizando Unicamente la mezcla de
antibidticos (penicilina-G y estreptomicina) también mostraron disminucion en la
invasion sin embargo, la viabilidad de los taquizoitos de ambas cepas, no
disminuyé después de la interaccion con los cultivos celulares, (datos no
mostrados), se puede sugerir que los antibiéticos y la mezcla de antibibticos-
antimicético podria afectar algin mecanismo; por ejemplo, de motilidad o de

adhesion del parasito y que por ende disminuya su capacidad de invasion. Por
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tanto, se eliminé la presencia de cualquier antibiético y antimicotico en el medio de

invasion.

Se llevé a cabo el analisis de los resultados comparando Unicamente ensayos en
los que estuviera ausentes los antibidticos y antimicético en el medio de invasion,
con una relacion parasito:célula 10:1 con la cepa virulenta, RH, y la no virulenta,
ME49, en cultivos al 90 % de confluencia de los dos tipos celulares humanos:
HMEC-1 y HUVECs. Con ambas cepas los porcentajes de invasion aumento
conforme al tiempo de interaccion, sin embargo, la cepa ME49 presentd
porcentajes de invasion mas altos que la RH en ambos tipos celulares, desde los
tiempos cortos, pues a los 30 minutos el 41.1% de las HMEC-1 y el 19.4% de las
HUVECs ya estaban infectadas, ademas de que también hubo un mayor nimero
de vacuolas por célula con respecto al tiempo. En el caso de la cepa RH, ademas
de que invade menor cantidad de células, 46.8% en HMEC-1 y 19.3% en
HUVECSs, alcanza su maximo porcentaje de invasion a tiempos mas largos; estas
caracteristicas de invasion son contradictorias con los datos de la virulencia de
ambas cepas, ya que se esperaba que la RH al ser un prototipo de cepa virulenta
infectaria mas a los cultivos que la ME49; sin embargo, el hecho de que la cepa
ME49 presente porcentajes de invasion mas altos podria deberse a que la
viabilidad de los taquizoitos de esta cepa se ve afectada si no esta dentro de su
célula huésped, por lo que el parasito entra mas rapido. Por otro lado, la cantidad
de vacuolas parasitéforas encontradas por célula invadida en ambos tipos de
células endoteliales aumenta con respecto al tiempo, encontrandose hasta 20
vacuolas/célula en los ensayos con la cepa RH y aproximadamente 30
vacuolas/célula en los realizados con la cepa ME49; con la caracteristica de que
en todos los tiempos hay mayor numero de células infectadas con una sola
vacuola; estas observaciones pueden atribuirse al hecho de que la cepa ME49
puede ser menos selectiva al momento de invadir su célula blanco, ya que al ver
afectada su viabilidad, invade con mayor preferencia a las células circundantes
aunque éstas ya estén invadidas por otros parasitos; por otro lado debe también

tomarse en cuenta que las cepas menos virulentas, como la ME49 tienen mayor
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preferencia por invadir células en la fase del ciclo celular G1-S (Youn et al, 1991),
por lo que la mayor cantidad de vacuolas observadas en los ensayos realizados
con esta cepa corroboran dicha preferencia. En el caso particular de la cepa RH
cuando invadieron a las HUVECSs, el nimero de vacuolas por célula es menor que
en los demas casos, esto puede deberse a que el porcentaje total de células
invadidas es bajo y tomando en cuenta que éste niamero se tom6 como el 100%
para el conteo de vacuolas/célula, pudieron no cuantificarse algunas células
invadidas con mayor numero de vacuolas, por lo que es necesario analizar un

namero mayor de células invadidas (al menos 100).

Con respecto a las diferencias encontradas entre los dos tipos de células
endoteliales; las linea semi-inmortal HMEC-1 presentd porcentajes de invasion
mas altos (con ambas cepas del parasito) que los cultivos primarios de HUVECS,
lo cual podria deberse en cierto grado a que el medio utilizado para cultivar a las
células de la linea estdn adicionados con hidrocortisona. Se sabe que ésta
hormona tiene efecto sobre varias vias de sefializacién, como la gluconeogénesis,
el metabolismo de lipidos, proteinas y carbohidratos, y la supresion de la
respuesta inmune (Alberts et al, 2008); con respecto a ésta Ultima, interfiere con la
produccion de radicales libres producidos por los macréfagos, los cuales son
necesarios para el control del parasito en la fase inicial de la infeccién (Miller et al,
2009), algunos de estos mecanismos que alteran la integridad de las células
podrian estar sucediendo, por lo que aumentaria la susceptibilidad de este tipo de
células endoteliales. Brenier-Pinchard et al, en el 2004; reporta un 32% de
invasion de la linea U373 de glioblastoma humano contra el que observaron en
astrocitos humanos de cultivos primarios, de 17.9%, a las 3 horas, con una
relacion pardsito:célula de 1:1, con taquizoitos de la cepa RH; estos datos y los
obtenidos aqui sugieren que algunas lineas de células humanas son mas
susceptibles a la invasion por el parasito que células de cultivos primarios, lo que
puede deberse al hecho de que pierden controles en el ciclo celular al ser
transfectadas para que lleven a cabo un proceso de proliferacion descontrolada

para su mantenimiento in vitro. Por otro lado, el propio parasito secreta algunos
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factores, aun desconocidos, que inducen a los cultivos a entrar a la fase del ciclo
celular G1-S; ademas como se menciond anteriormente, se ha visto que tanto los
parasitos de la cepa RH y de la ME49 tienen preferencia por invadir células en
dicha fase, siendo ésta mayor para la cepa no virulenta (Youn et al, 1991;
Angeloni et al, 2009; Lavine y Arrizabalaga, 2009). Dado que las HMEC-1 tienen
un ciclo de divisién celular mas rapido, la probabilidad de que el parasito
encuentre células en la fase S es mas alta que en el caso de las HUVECSs, por lo
gue este factor explicaria en parte que la linea sea mas susceptible a la invasion
por el parasito. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para comprobar el efecto
de la hidrocortisona sobre la susceptibilidad de las HMEC-1 a la invasion por T.
gondii; asimismo, emplear otros tipos celulares humanos y comparar entre cultivos
primarios y lineas para identificar si se repite el fendmeno de mayor

susceptibilidad para las lineas.

Las células endoteliales humanas son susceptibles a la infeccién por las dos
cepas de T. gondii empleadas en este trabajo, aunque al compararlas con otros
tipos celulares como células del sistema nervioso (Daubener et al, 1993; Pelloux et
al, 1994; Pelloux et al, 1996; Brenier-Pinchart et al, 2004; Estran et al, 2006) o de
sangre periférica (Youn et al, 1991; Fadull et al, 1995) se infectan en menor
porcentaje. Sin embargo, dado que si son invadidas por el parasito si podrian ser
una via potencial de transmision, aunque, se necesitan mas estudios como
cinéticas a tiempos mayores, paso del parasito a través de una monocapa Yy
proliferacién células endoteliales, para demostrar por completo su papel en la

transmision vertical.
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CONCLUSIONES

La linea celular HMEC-1 es mas susceptible a la invasion por el parasito
intracelular Toxoplasma gondii que los cultivos de HUVECSs.

Los taquizoitos de la cepa ME49 invaden mas rapidamente con una mayor
cantidad de parasitos por célula que la cepa RH a ambos tipos de células
endoteliales.

La habilidad de los taquizoitos de T. gondii de las cepas RH y ME49 para invadir
los cultivos de células endoteliales se afectd por la presencia de la mezcla de
penicilina-G, estreptomicina y anfotericina B e incluso por la sola presencia de los

antibiéticos en el medio de cultivo.
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APENDICE DE SOLUCIONES

1. Medio de cultivo M199, incompleto.

Pesar 1.98g de medio M199, 0.44g de NaHCOg3, 0.0724g de L-
glutamina, 0.594g de HEPES.

Disolver en agua inyectable.

Adicionar 100uL de heparina.

Ajustar a pH=7.2.

Llevar a 200mL con agua inyectable.

Filtrar con filtro de perinola de 0.20um.

Guardar a 4°C.

2. Factor de Crecimiento endotelial (FCE).

Hidratar 75mg de FCE en 7.5ml de agua inyectable.
Hacer fracciones de 400pL.

Almacenar en congelamiento a -20°C hasta su uso.

3. HEPES 20x

Pesar 88g de NaCl.

Pesar 3,3g de KCI.

Pesar 26.18 de HEPES.

Pesar 22g de glucosa.

Disolver en agua inyectable.

Ajustar a pH=7.4.

Aforar a 500mL y esterilizar en autoclave.

Almacenar a temperatura ambiente.

Nota: si no se esteriliza de inmediato debe refrigerarse, para evitar

contaminacion por la glucosa que contiene.

4. HEPES 1x

Tomar 2.6mL de HEPES 20x
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e Llevar a 50mL con agua inyectable.

e Almacenar a temperatura ambiente.

5. Solucion salina balanceada de Hanks’ 1x
e Tomar 5mL de la solucién salina balanceada de Hanks’ 10x.
e Llevar a 50mL con agua inyectable.

e Almacenar a temperatura ambiente.

6. Solucion de tripsina 0.05%
e Tomar 10mL de la solucién de tripsina 0.25%
e Llevar a 50mL con HEPES 1x.

e Almacenar en congelamiento a -20°C hasta su uso.

7. Medio de cultivo M199, completo.
e Agregar 10mL de Suero Fetal de Bovino decomplementado (SFB).
e Afadir 500pL de la mezcla de antibidticos/antimicoticos 1x, compuesta
por penicilina G sédica (100 Ul/mL), sulfato de estreptomicina (100
pg/mL) y anfotericina B (0.25 pg/mL).

e Adicionar 200uL (40ug/mL) de Factor de Crecimiento Endotelial (FCE).

e Llevar a 50mL con medio M199 incompleto.

8. Medio de transporte/paro.
e Agregar 2.5mL de SFB.
e Afadir 500puL de antibiéticos/antimicoticos 1x.

e Llevar a 50mL con medio M199 incompleto.

9. Medio de invasion.
e Agregar 1mL de Suero Fetal de Bovino (SFB).

e Llevar a 20mL con medio M199 incompleto.
10. Solucién de colagenasa 0.02%.

56



Pesar 9mg de colagenasa.

Disolver en 45mL de HEPES 1x.
Filtrar con filtro de perinola de 0.20um.
Hacer fracciones de 15mL.

Almacenar en congelamiento a -20°C hasta su uso.

11.Medio de cultivo MCDB 131.

Pesar 0.0731g de L-glutamina.

Disolver en 10mL de medio MCDB 131.

Filtrar con filtro de pirinola de 0.20um.

Agregar 5mL de SFB.

Afadir 500uL de antibioticos/antimicéticos 1x.

Adicionar 100uL de Factor de Crecimiento Endotelial (FCE).
Llevar a 50mL con medio MCDB 131.

Agregar 1pL (1pg/mL) de Hidrocortisona.
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