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Il.  INTRODUCCION
I1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii fue descrito por primera vez en 1908 por Nicolle y Manccaux en el
norte de Africa (Halonen and Weiss, 2013). Es un protozoario intracelular obligado y tiene
3 diferentes estadios: ooquistes (esporozoitos), taquizoitos y quistes (bradizoitos) (Halonen

and Weiss, 2013; Montoya, 2004). La clasificacién taxonomica de este parésito es la

siguiente:
Categoria taxonémica Taxén
Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoasida
Subclase Coccidiasina
Orden Eimeriorina
Familia Toxoplasmatidae
Geénero Toxoplasma
Especie gondii

Tabla 1: Clasificacion taxonémica de Toxoplasma gondii.

Algunos de los factores que pueden afectar el curso de la infeccién en seres humanos y
animales son: el tamafio del indculo, virulencia de la cepa del parasito, genética del

huésped, sexo y estatus inmunoldgico (Montoya, 2004).
II.1.1. Biologia del parasito.

Existen tres estadios infectivos de T. gondii: 1) los taquizoitos, que son invasivos y se
dividen rapidamente, 2) los bradizoitos, que se dividen lentamente dentro de los quistes y
3) los esporozoitos, que estan protegidos dentro de un ooquiste (Fig. 1) (Gangneux and

Darde, 2012) .



Figura 1. Estados biologicos de T. gondii. A) Ooquiste no esporulado. B) Ooquiste esporulado con dos
esporoquistes y cada uno de ellos con cuatro esporozoitos (sefialados con las flechas). C) Quiste de cerebro
de ratdn (la flecha nos indica la pared del quiste que encierra a los bradizoitos). D) Taquizoitos. Imagenes
tomadas y modificadas de (Dubey et al., 1998).

Las tres distintas formas del parasito estan limitadas por una membrana compleja, llamada
pelicula, la cual esta asociada con un citoesqueleto que participa en la integridad estructural
y la motilidad de la célula (Black and Boothroyd, 2000). Poseen nucleo, mitocondria,
aparato de Golgi, ribosomas, reticulo endoplasmatico, y un plastido unido a la membrana
Ilamado apicoplasto que podria ser el resultado de una posible adquisicion del parasito a
través de una endosimbiosis (Dubey et al., 1998). En su parte apical tiene una estructura del
citoesqueleto especializada conocida como conoide, que participa durante la invasion de

células y que caracteriza al phylum Apicomplexa (Gangneux and Dardé, 2012)
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I1.L1.1.1. Taquizoito.

Los taquizoitos estan presentes durante la fase aguda y miden entre 2-4 um de ancho y 4-8
pum de largo (Fig. 2). Tienen una forma de media luna y en este estado el parasito se
multiplica rapidamente. Puede entrar a cualquier célula nucleada por una penetracion activa
y forma vacuolas citoplasmaticas. Los taquizoitos pueden diseminarse via el torrente
sanguineo e infectar diferentes tejidos, incluyendo el sistema nervioso central, ojos,
esqueleto, masculo del corazon y placenta (Montoya, 2004). Este estadio es caracteristico

de la fase aguda de la infeccion (Gangneux and Dardé, 2012).

Esta fase infectiva se replica cada 6 a 8 horas por un proceso llamado endodiogenia. Se
replican dentro de un compartimento intracelular denominado vacuola parasitofora, la cual
evita la fusion con la via endolisosomal de la célula huésped y es esencial para el

crecimiento intracelular del parésito (Halonen and Weiss, 2013).

Anillos apicales 1,2
Anillo polar 1

Conoide

Roptria
Plasmalema

Membranainterna compleja

\———— Aparato de golgi

 ———C L

Nucleo

Reticulo endoplasmatico rugoso

Cuerpolipidico

Amilopectina

los d

Figura 2. Taquizoito de T. gondii. A: Esquema de la estructura de un taquizoito. B: Micrografia
electrdnica de transmision de un taquizoito. Granulos de amilopectina (Am), conoide (Co), granulos densos
(Dg), aparato de golgi (Go), micronema (Mn), nucléolo (No), Nucleo (Nu), vacuola parasitéfora (Pv); roptria
(Rh). Imagenes tomadas y modificadas de (Dubey et al., 1998).
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11.1.1.2. Quiste (Bradizoito).

Los bradizoitos son el resultado de la conversion de los taquizoitos y tienen un
metabolismo latente, bien adaptado para sobrevivir largo tiempo (Gangneux and Dardé,
2012). Por este motivo, tienden a multiplicarse lentamente y a diferencia de los taquizoitos,
los bradizoitos se pueden encontrar Unicamente durante la fase crénica de la infeccion.
Durante esta fase, los bradizoitos se encuentran dentro de quistes con una pared gruesa que
contiene glicoproteinas del paréasito llamadas CST1, la cual es importante en la estabilidad
y proteccion de los quistes contra la respuesta inmune del huésped. Estos quistes persisten
por afios o incluso toda la vida del hospedero. Los quistes pueden contener miles de
bradizoitos y generalmente se encuentran en musculo y cerebro (Fig. 3) (Halonen and

Weiss, 2013).

Anillos apicales 1, 2

Anillo polar 1

Conoide
micronema

Roptria

Membranainterna compleja

Amilopectina
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Granulos densos

Mitocondria

Apicoplasto

Reticulo endoplasmatico rugoso
Aparato de golgi

centriolos

Nucleo’

Poro posterior

Figura 3. Bradizoito de T. gondii. A: Esquema de la estructura de un bradizoito. B: Micrografia
electrdnica de transmisién de un bradizoito. Granulos de amilopectina (Am), centriolos (Ce), conoide (Co),
granulos densos (Dg), apicoplasto (Ga), aparato de golgi (Go), micronema (Mn), membrana interna (Im),
mitocondria (Mi), Nucleo (Nu), plasmalema (Pm); roptria (Rh). Imagenes tomadas y modificadas de (Dubey
et al., 1998).
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11.1.1.3.  Ooquiste (esporozoito).

Los ooquistes son el resultado de la multiplicacion sexual de T. gondii en el epitelio del
intestino de los felinos. Algunos dias después de la infeccion, los ooquistes son excretados
en las heces de los felinos y se convierten rapidamente en infectivos al esporular. Los
ooquistes son ovoides con una medida de 11 x 13 um de tamafio y tiene dos esporoquistes
(6 x 8 um), cada uno con cuatro esporozoitos (2 x 6-8 um) (Fig. 4). Los ooquistes de T.
gondii son altamente resistentes al entorno; esta resistencia engloba factores quimicos o
fisicos de estrés, incluyendo desinfectantes como rayos UV, ozono y productos a base de
cloro. Sin embargo, los ooquistes son rapidamente inactivados al ser expuestos a
temperaturas >60°C (Dumetre et al., 2013). Los ooquistes pueden permanecer infectivos

hasta por un afo en el medio ambiente (Montoya, 2004).

Anillos apicales 1, 2

Anillo polar 1
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Figura 4. Esporozoito de T. gondii. A: Esquema de la estructura de un esporozoito. B: Micrografia
electrdnica de transmision de un esporozoito. Granulos de amilopectina (Am), conoide (Co), granulos densos
(Dg), aparato de golgi (Go), micronema (Mn), membrana interna (Im), mitocondria (Mi), pared del ooquiste
(Ow), plasmalema (PI), microtubulo subpelicular (Sm), pared del esporoquiste (Sw); roptria (Rh). Imagenes
tomadas y modificadas de (Dubey et al., 1998).
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11.1.2.  Ciclo bioldgico.

El ciclo de T. gondii comprende una fase de reproduccion sexual y una fase de
reproduccion asexual (Black and Boothroyd, 2000). La reproduccién sexual se produce
solo en la familia de félidos, la cual comprende los gatos domésticos, leones, linces, etc.
Después de la ingestion de los quistes presentes en los tejidos de un hospedero
intermediario, la pared de los quistes es destruida por enzimas gastricas. El primer paso es
por formacion de gametos femeninos y masculinos (gametogonia). Después de la
fecundacidn, los ooquistes formados dentro de los enterocitos son liberados y excretados en
las heces de los gatos como ooquistes no esporulados. ElI proceso de esporogonia se
produce después de unos dias en el ambiente externo. Esto implica una reduccién meiotica
y cambios morfoldgicos que llevan a la formacion de ooquistes esporulados con dos
esporoquistes, y cada uno de estos con cuatro esporozoitos haploides (Gangneux and

Dardé, 2012).

Cuando los ooquistes son excretados en las heces de los gatos, esporulan en el ambiente y
se vuelven infectivos. Cuando el huésped intermediario ingiere los ooquistes esporulados,
se transforman en taquizoitos. Los taquizoitos penetran a las células nucleadas y
rapidamente se replican, las células huésped se rompen cuando sobrepasa su tamarfio y los
taquizoitos que salen invaden células vecinas, que pueden causar destruccién de los tejidos

(Fig. 5) (Gangneux and Dardé, 2012; Schliter et al., 2014).

Como consecuencia a la infeccion ocurre una respuesta inmune contra el parasito que es
acompariada de la transformacion de taquizoitos a bradizoitos que a su vez forman quistes
que persisten toda la vida en el huésped, principalmente en tejido muscular y cerebro.

(Schliter et al., 2014).
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Figura 5. Ciclo biolégico de T. gondii. La fase sexual inicia en los felinos al ingerir ooquistes o quistes de
T. gondii, posteriormente en el epitelio intestinal ocurre la formacion de gametos que dan origen a los
ooquistes, que son excretados en las heces de los gatos. Cuando el medio ambiente es adecuado los
ooquistes se vuelven infectivos para los hospederos intermediarios. Una vez que los hospederos
intermediarios se infectan inicia la fase asexual y ocurre una transformacion del pardsito a taquizoitos para
infectar células nucleadas. Como consecuencia de este fendmeno el huésped desarrolla una respuesta
inmune contra el pardsito provocando que los taquizoitos se conviertan en bradizoitos, los cuales forman
quistes que pueden persistir en musculo y cerebro durante toda la vida del huésped. Imagen tomada y
modificada de (Gangneux and Dardé, 2012).

11.1.3. Consecuencias.

La infeccion con T. gondii es asintomatica en la mayoria de las personas
inmunocompetentes. Sin embargo, el 10% de la poblacion muestra sintomatologia. La
manifestacion clinica mas tipica es adenopatia cervical u occipital. Esta enfermedad
caracterizada por linfadenopatia cronica provoca que los ganglios linfaticos aumenten de
tamafio y puedan fluctuar durante meses. Con muy poca frecuencia puede ocurrir

miocarditis, polimiositis, neumonitis, hepatitis, encefalitis (Montoya, 2004).

En los pacientes en condiciones de inmunosupresion, como pacientes con SIDA o que estén
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sometidos a tratamientos de trasplante de 6rganos (Geita, 2012), hay reactivacion de los
quistes; el sistema nervioso central (SNC) es el sitio méas afectado por la infeccion y pueden
desarrollar encefalitis toxoplasmatica, cambios en el estado mental y convulsiones, entre

otros (Geita, 2012; Montoya, 2004).

La toxoplasmosis aguda durante el embarazo es asintomatica en la mayoria de las mujeres
(Montoya, 2004) (Geita, 2012). Sin embargo, el parasito puede cruzar la placenta, infectar
al feto, y causarle retinocoroiditis, hidrocefalia, retraso mental, convulsiones, o incluso
muerte del feto. EIl riesgo de infeccidn congenita y la gravedad de los sintomas dependen de
la edad gestacional en el que la mujer embarazada adquiera la infeccion; si la infeccion se
produce a etapas tempranas del embarazo, el riesgo de infeccidn congénita es menor pero la

gravedad de los sintomas serd mayor (Geita, 2012; Montoya, 2004).
1.L1.4.  Epidemiologia.

La infeccién por T. gondii es muy comun, pues se ha reportado que una tercera parte de la
poblacion mundial se encuentra infectada (Gangneux and Dardé, 2012; Halonen and Weiss,
2013; Montoya, 2004). Las tres principales rutas de transmision son: ingestion de alimentos
0 agua contaminados, infeccién congénita y por trasplante de 6rganos (Cenci-Goga et al.,

2011).

La transmisién en humanos inicia con la ingestion o manejo de alimentos contaminados
con los ooquistes excretados por gatos infectados (Montoya, 2004). Las variaciones en la
seroprevalencia de T.gondii muestran una correlacion con los habitos de comida e higiene,
asi como numero y presencia de gatos, clima y cultura (Halonen and Weiss, 2013;

Montoya, 2004).
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Un claro ejemplo de los habitos de las persona es en Francia, ya que la prevalencia de
anticuerpos contra T. gondii es bastante elevada: alrededor del 84% de las mujeres
embarazadas en Paris presentan anticuerpos anti T. gondii. Por otro lado, en Estados
Unidos la prevalencia es de 32%, y en Londres un 22%. Estos datos parecen estar
relacionados con el habito de comer productos crudos o insuficientemente cocidos (Hill et

al., 2005).
11.1.5. Cepas.

Anteriormente la clasificacion de las cepas de T. gondii se agrupaban en cepas virulentas y
avirulentas, lo cual se demuestra dependiendo de la mortalidad observada en ratones
infectados con el parasito (Kaufman, 1958). En estudios posteriores se describié que otro
factor en la susceptibilidad con T. gondii dependia de la cepa de raton estudiada, sugiriendo

que el genotipo del hospedero también es importante en la susceptibilidad (Araujo, 1979).

En 1995 se reportaron andlisis genotipicos de las poblaciones de T. gondii por medio de los
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), las cepas se
agruparon dentro de tres linajes distintos (Fig. 6), en los cuales se encontré un indice de
variacion alrededor del 5% (Howe et al., 1995). Esto indica que los tres linajes de T. gondii

comparten un polimorfismo genético muy pequefio (Geita, 2012).

Aunque T. gondii cuenta con una fase sexual, la cual podria dar pie a una gran diversidad
genética entre las distintas cepas, el nivel elevado en la clonalidad de sus poblaciones
siguiere que la propagacion de T. gondii en la naturaleza es por la fase asexual. Para que se
diera la recombinacion seria necesario que un hospedero definitivo se infectara con dos

cepas diferentes al mismo tiempo, sin embargo, la probabilidad es muy baja (Dardé, 2004).

17



Los tres linajes encontrados por RFLP’s (I, 1l y 1Il) difieren en virulencia y patrones
epidemioldgicos. El tipo | contiene cepas que crecen rapidamente, no forman quistes y son
altamente virulentas; estas cepas se han aislado principalmente de animales de granja
(Dardé, 2004). Las cepas del tipo 1l son medianamente virulentas dependiendo de la cepa
de raton; estas cepas fueron aisladas de casos de reactivacion en pacientes con SIDA
(Dardé, 2004; Montoya, 2004). El tipo 1l fue aislado de animales salvajes y raramente
aislado de casos humanos (Dardé, 2004); conllevan una infeccion cronica Yy tienen un
nivel de replicacion parecida a las del tipo I, por lo tanto no son virulentas (Sullivan,

2012). Durante esta tesis se ocupd la cepa MEA49, la cual se encuentra dentro del tipo II.
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Figura 6. Cepas de T. gondii agrupadas en tres linajes: |, I, Ill. La escala horizontal esta estimada en el
porcentaje de divergencia de las secuencias de los nucleétidos. Imagen tomada y modificada de (Howe et
al., 1995).
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11.1.6. Respuesta inmune.

Toxoplasma gondii desencadena una fuerte respuesta inmune de tipo Thl en el modelo
murino (Denkers, 2003; Montoya, 2004). Esta infeccidn es caracterizada por la induccion
de reguladores intracelulares que son necesarios para la diferenciacion de la respuesta Thl
tales como T-bet, los transductores de sefial y activador de transcripcion (STAT) 1y 4
(Denkers, 2003). Esta respuesta de resistencia al parasito depende de la produccion de

interleucina (IL) -12 e IFN-y (Gaddi, 2007; Gazzinelli, 2014; Halonen and Weiss, 2013).

El sistema inmune reconoce al parasito indirectamente por dos principales mecanismos:
1) los taquizoitos secretan ciclofilina 18 (Cyp18) la cual es detectada por el receptor de
quimiocinas CCR5 que se encuentra en macrdfagos y células dendriticas; CCR5 al ser
activado induce una cascada de sefializacion para la produccion de IL-12 (Ibrahim et al.,

2010).

2) El segundo mecanismo ocurre cuando el parasito secreta profilina que a su vez
interacciona con el receptor de tipo Toll (TLR) 11 (Yarovinsky, 2005) y TLR 12
(Gazzinelli, 2014), provocando una cascada de sefializacion intracelular por MYD88
(Pollard, 2009) la cual activa la transcripcion de STAT 4 y finalmente activa el gen de la

IL-12 (Cai et al., 2000).

Se ha reportado que en ratones que carecen de CCR5 y TLR 11 producen menor cantidad
de IL-12 e IFN-y provocando un aumento en la susceptibilidad durante la toxoplasmosis
(Khan et al., 2006; Pollard, 2009). Lo mismo se ha observado en ratones MYD88", que
mueren rapidamente por encefalitis, lo que demuestra que MYD88 es esencial para

desencadenar la cascada de sefializacion adecuada para la proteccion del hospedero (Torres
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etal., 2013).

La IL-12 inicialmente es producida por macréfagos, células dendriticas y neutrofilos. Esta
citocina es indispensable para activar STAT 4 y promover la diferenciacion Thl (Denkers,
2003), aunque en el transcurso de la infeccion también la IL-12 puede ser producida por
células T que expresen el factor de transcripcion T-bet (Denkers, 2003), el cual desarrolla

una respuesta celular Thl (Harms Pritchard et al., 2015).

Durante la fase aguda la IL-12 producida primero actda sobre las células NK para activarlas
y producir IFN-y, ya que son requeridas para desencadenar la respuesta inmune dependiente
de IFN-y contra T.gondii (Fig. 7A) (Gigley, 2016; Hunter, 1994). Asimismo las células
CD8" y CD4" también son capaces de producir IFN-y (Fig. 7A) (Filisetti and Candolfi,
2004); ademas otras células pueden producir IFN-y como linfocitos B, células NKT y

células presentadoras de antigenos (APCs) como monocitos, macréfagos y células

dendriticas. (Schroder, 2004).

El IFN-y es la citocina clave para la proteccion en la infeccion con T. gondii (Suzuki et al.,
1985). Este IFN-y producido se encarga de activar a los macréfagos para la eliminacion del
parésito (Suzuki et al., 1985). EI IFN-y induce la produccidn del factor de necrosis tumoral
a (TNF-a), el cual activa la expresion de citocinas, quienes tienen un papel crucial para la

atraccion de leucocitos durante la respuesta inflamatoria (Fig. 7A ) (Silva et al., 2009).
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Figura 7. Control de la respuesta inmune durante la infeccion con Toxoplasma gondii.
A: Inmediatamente después de la infeccidn, las células dendriticas producen IL-12, la cual favorece la
diferenciacidn de una respuesta Th1l que inicia la produccién de IFN-y, el cual activa a los macréfagos para
producir mecanismos antimicrobianos contra T. gondii. B: la IL-10 interviene como mecanismo
inmunorregulador para impedir una respuesta inmune exacerbada. Imagen tomada y modificada de
(Aliberti, 2005).

La respuesta inmune de tipo Thl contra T. gondii es muy fuerte, lo que implicaria
inflamacién severa en multiples 6rganos. Por lo tanto el huésped induce una respuesta para
controlar los altos niveles de toxicidad producidos por el IFN-y y para mantener una
respuesta efectora hacia el parasito, este proceso esta conducido por la IL-10, la cual es una
citocina inmunorreguladora que inhibe las funciones efectoras de las células T y células NK
(Fig. 7B), bloquea las vias de procesamiento y presentacion de antigenos, inhibe
produccion de citocinas y actividad citotoxica de células T (Aliberti, 2005; Gazzinelli,
1996). Lo anterior fue comprobado al usar ratones IL-107" los cuales son incapaces de
contrarrestar los efectos inflamatorios producidos por la respuesta del IFN-y (Miller, 2009;
Neyer, 1997).

Durante la fase crénica se ha observado que la produccién de anticuerpos se mantiene por

el resto de la vida del hospedero y tienen las funciones de opsonizacion de parasitos
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extracelulares para que después sean fagocitados. En ratones que carecen de célula B, estos
mueren durante la fase cronica (Halonen and Weiss, 2013).

Los mecanismos de accion del IFN-y para bloquear la replicacion o llevar a cabo la
destruccion del parasito son: 1) el efecto antiproliferativo mediado por la induccion de
idoleamina 2,3dioxigenasa (IDO), la cual es una enzima que degrada el triptéfano que es
esencial para la replicacion de T.gondii. 2) La 6xido nitrico sintetasa (INOS) degrada
arginina para producir 6xido nitrico (NO), que es tdxico para el parasito. Ademas del NO,
el IFN-y induce la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) que al igual que el
NO ayuda a eliminar al parasito. 3) EI IFN-y puede inducir proteinas GTPasas (IRGs), que
entran a las vacuolas parasitéforas y las rompen para que el parésito sea eliminado

mediante la degradacion con lisosomas (Fig. 8) (Yarovinsky, 2014).
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crecimiento de mediada por NO
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Figura 8. Mecanismos efectores mediados por el IFN-y para la eliminacién del parasito en células
infectadas. El IFN-y tiene efecto pleiotrdpico sobre las células infectadas para disminuir la replicacion del
parasito por la induccion de la idoleamina 2,3dioxigenasa (IDO), la induccién de la éxido nitrico sintasa
(INOS) y la expresion de las proteinas GTPasas (IGRs).Imagen tomada y modificada de (Yarovinsky, 2014).
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I1.2.  Células T reguladoras.

El sistema inmune ha evolucionado para responder con una defensa efectiva contra los
patdégenos y reducir la inflamacién provocada por el sistema inmune que causan los
microorganismos comensales, respuestas inmunes contra antigenos propios y externos, asi

como trastornos metabolicos inflamatorios (Josefowicz et al., 2012).

Las celulas T reguladoras mantienen la tolerancia inmunoldgica, el control de la respuesta
inmune a antigenos no propios (Sakaguchi et al., 2007) y suprimen las respuestas inmunes

excesivas que puede ser letales para el huésped (Sakaguchi et al., 2008).

Las células T reguladoras pertenecen a una subpoblacion de células T CD4", las cuales
expresan constitutivamente CD25; esta molécula de superficie es el receptor de la IL-2 (De
la Rosa, 2004), la cual es indispensable para mantener el desarrollo de las células Tregs. La
IL-2 es obtenida de la produccion de las células T efectoras ya que aunque es necesaria para
el mantenimiento de las Tregs, estas Ultimas no la producen (Boyman and Sprent, 2012;
Wang, 2016; Yuan and Malek, 2012). Asimismo expresan el factor de transcripcion Foxp3
que se ha denominado como el regulador maestro de las células T reguladoras para su
desarrollo, diferenciacion y el mantenimiento de sus actividades supresoras (Fontenot,
2003, 2005; Geita, 2012; Hori, 2003; Li, 2015; Ohkura and Sakaguchi, 2010). Esto se
reportd por primera vez en 2003, en ratones “scurfy”, los cuales tienen una mutacién ligada
al cromosoma X, especificamente en el gen de Foxp3, provocandoles enfermedades
linfoproliferativas con inflamacion en mdaltiples organos, y en los machos por ser
hemicigotos, es letal llevandolos a la muerte entre las semanas 3-4 de edad (Hori, 2004;

Lahl, 2007).
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11.2.1.  Tipos de células T reguladoras.

Existen dos principales tipos de las celulas T reguladoras: las células T reguladoras
naturales (nTregs) y las células T reguladoras adaptativas o inducidas (iTregs), y dentro de
estas Gltimas también se encuentran las Tregs de tipo Trl y Th3 (Fig. 9) (Gratz et al.,

2013).
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Figura 9. Generacion de células T reguladoras naturales y adaptativas. Las nTregs se diferencian en
timo y posteriormente migran a circulacion. Las iTregs Foxp3® se diferencian en drganos linfoides
secundarios. Por lo tanto la poblacién de células Tregs Foxp3® comprende las iTreg y nTreg. Imagen tomada
y modificada de (Curotto de Lafaille, 2009).

11.2.1.1.  Células T reguladoras naturales.

Las células Tregs naturales (nTregs) CD4" CD25" Foxp3™ tienen origen en el timo (Fig. 10)
(Peterson, 2012). EI mecanismo que determina la eleccion entre la generacion de Tregs y
células T autorreactivas ocurre durante el proceso de seleccidon negativa, sin embargo aun
no estd bien definido (Gratz et al., 2013). En circulacion, las células Tregs naturales
comprenden alrededor del 5-10% de las células CD4" en drganos linfoides (Sakaguchi and
Sakaguchi, 1995).
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Figura 10. Proceso para la generacién de células T reguladoras naturales CD4* CD25" Foxp3®. Las
células precursoras CD4" derivadas de médula 6sea se desarrollan hacia nTregs por tener un buen
acoplamiento del TCR a péptidos propios con el MHC y se les induce expresién de Foxp3. Imagen tomada y
modificada de (Becker and Stoll, 2006)

Las nTregs tienen la capacidad de supresion sobre diversos tipos celulares como células
CD4", CD8", células dendriticas, células NKTs, monocitos y macrdfagos, células B, células
cebadas, basofilos, eosindfilos y osteoblastos (Peterson, 2012). El fenotipo de las nTregs
estd dado por la combinacion de marcadores de activacion y diferenciacion, algunos de
ellos son: Foxp3, CD25, CTLA-4, GITR, CD62L y OX40 (Becker and Stoll, 2006;
Nocentini, 2007; Walunas et al., 2016). También existen otros marcadores que las células
nTregs expresan a niveles muy altos en comparacion con las iTregs; entre estos marcadores

se encuentran: PD-1, Nrpl, Helios y CD73 (Lin and Chen, 2013).

11.2.1.2.  Células T reguladoras adaptativas.

Las células T reguladoras adaptativas o inducidas (iTregs) se originan en circulacion, fuera
del timo (Becker and Stoll, 2006). Estas células iTregs son Foxp3™ y son generadas a partir
de células CD4" virgenes por estimulacion antigénica especifica (Fig. 11). Asimismo las
subpoblaciones Trl y Th3 son células iTregs Foxp3™ que también tienen capacidad

supresora y se originan principalmente por la estimulacion con citocinas (Becker and Stoll,
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2006; Lin and Chen, 2013; Yadav and Stephan, 2013).

Células T reguladoras adaptativas
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Tr1

Figura 11. Proceso para la generacion de células T reguladoras adaptativas/inducidas. Las células
iTregs se diferencian de células T CD4" virgenes que son sometidas a estimulacién antigénica especifica por
células dendriticas. Asimismo esta diferenciacion puede ocurrir por estimulacion con citocinas supresoras o
por la interaccidon contacto dependiente con células nTregs. Imagen tomada y modificada de (Becker and
Stoll, 2006).

Las células iTregs Foxp3™ de tipo Trl son productoras de IL-10 y son generadas por la
estimulacion de células CD4" virgenes con IL-10, o con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD46
(Becker and Stoll, 2006). Por otro lado estan las células Th3 que son productoras del factor
de crecimiento transformante B (TGF-B) y se producen a partir de células CD4" virgenes
que son estimuladas con TGF-f (Fig.11). Otra manera de inducir células Trl o Th3 ocurre
cuando las nTregs cambian de fenotipo a las células T suprimidas hacia células iTregs, y asi
controlar la respuesta inmune con TGF-Be IL-10 (Fig. 11) (Becker and Stoll, 2006;

Dhamne, 2013).

11.2.2.  Mecanismos de supresion.

+

Diversos estudios apuntan que las células T reguladoras naturales Foxp3™ CD25" CD4
tienen la capacidad de suprimir la activacion y/o expansion de maltiples tipos celulares del
sistema inmune (Guzman-Flores, 2013; Miyara, 2007). Estos mecanismos de supresion que

usan las células Tregs pueden ser agrupados en 4 modelos de accion: supresion por
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inhibicidn de citocinas, supresion por citdlisis, supresion por interrupcion metabolica y
supresion por modificacion de la funcion o maduracion de células dendriticas (Vignali,

2008).

Supresion por interrupcion metabdlica: Las células T reguladoras Foxp3® expresan
constitutivamente el receptor para la IL-2 (CD25) en altos niveles, por lo tanto son
competidoras muy eficientes para consumir la IL-2 provocando que las células T efectoras

que no consuman IL-2 mueran por apoptosis (Fig. 12) (Shevach, 2009).

La liberacion de adenosina es otro mecanismo propuesto recientemente, el cual involucra a
las enzimas de membrana CD39 y/o CD73 que generan adenosina fuera de la célula
(Sakaguchi, 2009). Esta adenosina es captada por el receptor 2A que se encuentra en las
células T efectoras provocando supresion de sus funciones (Fig.12); asimismo las células
Tregs pueden suprimir directamente las funciones de las células T efectoras por la
transferencia de un mensajero de AMP ciclico por uniones de membrana (Fig. 12) (Vignali,

2008).

Supresion por células dendriticas: las células Tregs también pueden modificar la funcion
y/o maduracion de las células dendriticas. Esto ocurre cuando las células Tregs utilizan la
molécula CTLA-4 para que interaccione con los receptores CD80 y/o CD86 de las celulas
dendriticas, provocando que las células dendriticas produzcan indolamina 2,3 dioxigenasa,
un potente inmunorregulador que cataboliza el triptéfano a kinurenina y este Gltimo es
toxico para las células T efectoras ya que induce la produccion de metabolitos

proapoptaticos (Fig. 12) (Sakaguchi, 2009).

El gen 3 de activacion de linfocitos (LAG3 o CD233) que es expresado por las células

Tregs también juega un papel importante en la modificacion de la maduracion de las células
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dendriticas, ya que LAG3 es homdlogo al receptor CD4, el cual se une con gran afinidad al
MHC de clase Il provocando supresion en la maduracion y en la capacidad

inmunoestimuladora de las células dendriticas (Fig. 12) (Sakaguchi, 2009).

El receptor Neuropilin-1 (Nrp-1) se ha propuesto como otra molécula de las células Tregs
que esta involucrada en la supresion de células dendriticas. Nrp-1 promueve que las células
Tregs y las células dendriticas duren mas tiempo en contacto cuando estan interaccionando

para que la supresion sea efectiva (Mizui and Kikutani, 2008; Shevach, 2009).
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Figura 12. Mecanismos de supresion de las células T reguladoras. Las células T reguladoras tienen
diversos mecanismos para suprimir la activacién y/o expansién de diversos tipos celulares del sistema
inmune, los cuales se agrupan en cuatro modelos: supresion por inhibicién de citocinas, supresion por
citélisis, supresion por interrupcién metabdlica y supresion por modificacién de la funcidn o maduracién de
células dendriticas. Imagen tomada y modificada de (Vignali, 2008).
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Supresion por citdlisis: en investigaciones anteriores se observo que a pesar de que las
células T CD4" no tienen capacidad citolitica, las células Tregs pueden regular la expresion
de granzimas B y de esta forma suprimir la funcion de las células T efectoras (Sakaguchi,
2009). Esta supresion dependiente de granzima B parece ser independiente a la supresion
con perforinas que son inducidas por las células T reguladoras que desencadenan la

apoptosis de las células T efectoras (Fig. 12) (Miyara, 2007; Vignali, 2008).

Otra molécula secretada por las Tregs es galectina-1, que se une a glicoproteinas
incluyendo CD45, CD43 y CD7 (Shevach, 2009). Aungue no esta claro si galectina-1
actla como citocina o por contacto célula-célula, pero la interaccion con las células T
efectoras induce arresto celular, apoptosis y el bloqueo en la producciéon de citocinas

proinflamatorias (Shevach, 2009).

Supresion por citocinas: las células T reguladoras pueden inducir supresion de células T
por la produccion de citocinas supresoras como la IL-10 y el TGF-f (Becker and Stoll,
2006). Recientemente se ha encontrado que la IL-35 secretada por las células Tregs
también tiene un papel supresor en el desarrollo y/o funcion de células T, células

dendriticas y macréfagos (Fig. 12) (Vignali, 2008).
11.3.  EIIFN-y.

11.3.1. Los interferones.

Los interferones fueron descubiertos por Issacs y Lindermann en 1957 (Isaacs and
Lindenmann, 1957). Ellos infectaron células de membrana corioalantoidea de huevos de
gallina de gestacion con el virus de la influenza, estas células produjeron un factor, el cual

les confirid la capacidad de inducir resistencia a la infeccion, por lo tanto se describié como
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un factor con actividad antiviral como mecanismo de defensa. Este factor fue llamado

interferén (Isaacs and Lindenmann, 1957; Vilcek, 2006).

Existen tres tipos de interferones, los cuales estan clasificados con base a sus caracteristicas
estructurales, a los receptores de superficie a los que se unen para activar las vias de
sefializacion, y sus actividades bioldgicas (Kotenko, 2011). Los interferones de tipo I son
estables a pH 2 y son producidos por una gran variedad de células (Meager, 2009); dentro
del tipo I se incluye al IFN-a, -B, —x, —®, —¢, Y estos se unen a receptores diméricos a/p
(Fensterl et al., 2015). El interferén de tipo Il incluye solamente al IFN-y, el cual es
inestable entre pH 2-10 y es producido sélo por algunos leucocitos (Meager, 2009; Tyring,
1995). El IFN-y se une a un receptor tetramérico para desencadenar la via de sefializacion
(Fensterl et al., 2015). Los interferones de tipo Il incluyen los IFN-A, que también son
[lamados IL-28 e 1L-29. Este tipo Il incluye a los IFN-A1,—A2, -A3,y -A4 (Lazear et al.,
2015), los cuales se unen a un receptor heterodimero compuesto por las cadenas IFNLR1

e IL10RB (Fensterl et al., 2015).

11.3.2.  Caracteristicas del IFN-y.

En 1965, Wheelock reportd que en cultivos celulares de leucocitos humanos estimulados
con fitohemaglutinina se obtenia un interferén con actividad antiviral (Wheelock, 1965),
que posteriormente se conoceria como IFN-y. El interferon y es una de las citocinas mas
importantes del sistema inmune para la defensa contra infecciones virales y otros
patogenos, ya que induce una gran variedad de respuestas fisioldgicas que contribuyen en la
respuesta inmune. Es una proteina de ~17 kDa y funciona como un homodimero glicosilado

(Shtrichman, 2001). El gen del IFN-y se encuentra localizado en el cromosoma 10 en raton
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(Naylor, 1984) y que la estructura del gen esta altamente conservada y contiene cuatro

exones y tres intrones (Howard A, 1995).

Las principales células productoras del IFN-y son la células T CD4", CD8" (Howard A,
1995) y las ceélulas NK (Boehm, 1997). Sin embargo, hay evidencia que otras células
también lo producen como: células B, células NKTs y células presentadoras de antigenos
que incluyen monocitos, macrofagos y células dendriticas (Billiau, 2009; Schroder, 2004).
En ratones, la capacidad de producir IFN-y varia con el fondo genético de las cepas: las
cepas C3H y C57BL/6 producen niveles méas altos de IFN-y en comparacion con otras

cepas como BALB/c y B10.D2 (Schroder, 2004; Shtrichman, 2001).

El receptor del IFN-y estd constituido por dos cadenas de las proteinas IFNGR1 y dos
cadenas de las proteinas IFNGR2. La parte extracelular del IFNGR1 contiene el dominio de
unién al ligando y la porcion intracelular contiene los dominios necesarios para la
transduccion de sefiales y el reciclamiento del receptor (Blouin, 2013). Los ratones IFN-y”'
y IFNGR1” no muestran problemas durante el desarrollo embrionario y el sistema inmune
parece desarrollarse normalmente, sin embargo, estos ratones tienen deficiencia en la
resistencia contra infecciones parasitarias, virales y microbianas (Schroder, 2004; Sturge

and Yarovinsky, 2014).
11.3.3.  Viade sefializacion.

La principal via de sefializacion del IFN-y es la via Jak-Stat, la cual inicia cuando dos
polipéptidos maduros del IFN-y se unen para formar un homodimero; éste se une al

IFNGRL1 y la union del ligando al receptor induce la autofosforilacion y activacion de Jak2,

lo cual permite la transfosforilacion de Jakl por Jak2 (Kalvakolanu, 2003). La activacion
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de Jakl fosforila la tirosina 440 de cada cadena del IFNGR1 para formar dos sitios de
acoplamiento para el dominio SH2 de las proteinas STATL1 inactivas; posteriormente Jak2
fosforila las tirosinas 701 de cada STATL. Al estar fosforiladas las dos moleculas de
STATL, se induce la disociacion con los receptores IFNGR1 formando un homodimero
estable para migrar al ndcleo y unirse a los elementos promotores en la region GAS del
ADN que dan inicio a la regulacién del IFN-y (Fig. 13) (Darnell, 1994; Kalvakolanu, 2003;

Lang, 2012).

Existen factores que regulan la via Jak-Stat, los cuales interfieren de manera negativa en la
cascada de sefializacion para impedir la transduccién de los productos finales de esta via.
Entre estos factores se encuentra la proteina supresora de la sefializacion de citocinas 1
(SOCS1) (Shtrichman, 2001), la cual se asocia con Jakl y Jak2 para interferir con la
actividad cinasa de tirosinas e inhibir la sefializacion del IFN-y rio abajo; incluso SOCSL1 se
puede unirse a otras proteinas de la maquinaria de sefializacién para degradarlas por la via

de la Ubiquitina-Proteosoma (Schroder, 2004).

11.3.4.  Importancia del IFN-y en la respuesta inmune contra patogenos.

Después de la infeccion con patégenos intracelulares, los macréfagos y las células
dendriticas secretan IL-12, la cual promueve la produccion de IFN-y por diferentes células,
lo que provoca una diferenciacion celular de tipo Thl. Por lo tanto la produccion del IFN-y
ayuda a incrementar y potencializar el desarrollo de la diferenciacion celular Thl por la
induccion de T-bet, que es un factor de transcripcion necesario para desarrollar una
respuesta inmune Thl. De esta manera se realiza una retroalimentacion para mantener y

amplificar la produccion del IFN-y (Harms, 2015; Lees, 2014; Lin, 2013). Por otro lado,
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durante la produccién de IFN-yse bloquea la expresion de la IL-4, lo cual inhibe el

crecimiento de poblaciones celulares de tipo Th2 (Shtrichman, 2001).

Citoplasma

SOCS-1

Figura 13. Via de sefalizacion del IFN-y. El IFN-y en forma de homodimero se une al receptor IFNGR1,
esta unidn activa Jak2 y jakl para inducir activacion y translocacion al nucleo del homodimero de STAT1, el
cual se une a la region GAS del ADN. Imagen tomada y modificada de (Shtrichman, 2001).

El tréfico celular de leucocitos esta coordinado por el IFN-y, que en sitios de inflamacion
regula la expresion de moléculas de adhesion y quimiocinas (Schroder, 2004). El IFN-yy
el NO que se producen en el sitio de inflamacion provoca dilatacion local de los vasos
sanguineos y de este modo disminuye la velocidad de flujo local de la sangre lo que
provoca recolecciéon de sangre en los vasos con fugas, mientras tanto los leucocitos son

conducidos por quimiotaxis para realizar extravasacion en el tejido a través de interacciones
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entre las moléculas de adhesion de leucocitos que se presentan en las superficies

endoteliales (Lees, 2014).

El IFN-y regula las subunidades del protesoma aumentando se actividad y la cantidad del
repertorio de péptidos que pueden ser presentados por el MHC de clase I, por lo tanto IFN-
y también regula las moléculas de superficie del MHC de clase 1 incrementando el
potencial de las células T CD8" reconociendo péptidos extrafios (Schroder, 2004).
Asimismo el IFN-y puede mejorar la eficiencia en la via de presentacion de antigenos y
promover la activacion de células CD4"; ademas aumenta la expresion del MHC de clase |1
en células B, células dendriticas, macréfagos y monocitos (Schroder, 2004). Se ha
reportado que el IFN-y suprime la produccion de inmunoglobulinas de tipo 1gG e IgE en
células B y favorece la sintesis del isotipo 1gG2a (Howard A, 1995). Respecto a las células
NK, el IFN-y es esencial para que puedan activarse, desarrollarse y mantener su actividad

citotoxica (Dalton et al., 1993)

Debido a que el IFN-y es el principal factor activador de macréfagos en circulacion (Suzuki
et al., 1985), éste activa diversas funciones de los macréfagos como citotoxicidad a células
tumorales, actividad antimicrobianas y antivirales, aumento en la capacidad para eliminar
patogenos intracelulares y aumento en el procesamiento y presentacion de antigenos a

linfocitos a través de la induccién del MHC (Howard A, 1995).

Después de que los macrofagos son activados por el IFN-y aumenta su capacidad
microbicida que incluye la induccion de la 6xido nitrico sintasa para producir 6xido nitrico
y eliminar virus, bacterias, protozoarios, hongos y celulas tumorales (MacMicking, 1997).

También aumenta la produccion de especies reactivas de oxigenos y de nitrogeno, ademas
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se encargan de consumir el triptofano y la destruccion de patdgenos por la via lisosomal,

estos mecanismos son similares en neutrofilos y monocitos (Lees, 2014).

35



I1l.  JUSTIFICACION.

En estudios anteriores en nuestro laboratorio se ha observado que durante la infeccion
aguda con T. gondii se induce una disminucion en el numero de células T reguladoras
(Tenorio, 2011). Asimismo se observo que durante la infeccion con T. gondii existia una
correlacion inversa entre los altos niveles IFN-y y los bajos nimeros de células Tregs, lo
que sugiere que esta citocina es la responsable en la disminucion de las células Tregs
durante la infeccion aguda (Olguin, 2016). Para seguir con estos estudios se requiere un
raton doble transgénico que cuente con las siguientes caracteristicas: que no produzcan
IFN-y y que sus Tregs sean fluorescentes para evitar realizar tinciones intracelulares ya que
el procedimiento de esta técnica implica que algunas células mueran, lo cual podria alterar

los resultados.

En el laboratorio contamos con ratones BALB/c Foxp3F©™, los cuales tienen la
caracteristica de que sus células T reguladoras son fluorescentes por tener el transgen de
EGFP al final del gen de Foxp3, lo que facilita el estudio de las células Tregs ya que no se
tiene que realizar ninguna tincién intracelular para identificarlas. Asimismo se tienen
ratones BALB/c IFN-y”, que tienen interrumpido el gen de IFN-y, lo que provoca que no
produzcan esta citocina. Por lo tanto, al tener estas dos cepas de ratones se haran cruzas y

retrocruzas para obtener un ratén doble transgénico que tenga ambas caracteristicas.
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IV. OBJETIVO.

Obtener una cepa de ratén doble transgénico Foxp3=F/IFN-y”" por cruzas y retrocruzas
entre el raton knock-in Foxp35® ™ y el raton knock-out IFN-y”, con el fin de facilitar el

estudio del papel del IFN-y en la disminucion de las células T reguladoras durante la

infeccion con T. gondii.

V. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Montar un PCR para la identificacion de ratones IFN-y™.

2. Obtencion de la cepa doble transgénica Foxp3=¢T/ IFN-y™",

3. Caracterizacion de la cepa doble transgénica Foxp3=¢™"/ IFN-y™.

4. Analizar el papel del IFN-y en la disminucion de las células T reguladoras en sangre

durante la infeccion con T. gondii usando los ratones dobles transgénicos obtenidos.
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VI. MATERIALESY METODOS.
VI.1. Ratones.

Los ratones son una herramienta experimental en la mayoria de los estudios de inmunologia
ya que reflejan la biologia humana muy bien (Mestas, 2004). En el presente trabajo se
utilizaron ratones transgénicos BALB/c Foxp3t® (C.Cg-Foxp3™“") y BALB/c  IFN-
v (C.129S7 (B6)-1fng™™/3), los cuales son cepas “Knock-In" (KI) y “Knock-out” (KO)

respectivamente.

Se usaron ratones transgénicos BALB/c IFN-y” machos y BALB/c Foxp3t¢F hembras de
8-9 semanas de edad, los cuales se mantienen bajo las normas convencionales de la unidad
de modelos bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los ratones BALB/c
Foxp35°F (C.Cg-Foxp3™“™) son animales “Knock-In"" que coexpresan el gen de la
proteina EGFP junto al promotor de factor de transcripcion Foxp3, el cual es especifico de
la poblacion de células T reguladoras y por lo tanto las Tregs de estos ratones son
fluorescentes. En cuanto a los ratones BALB/c IFN-y " (C.129S7 (B6)-I1fng™"/J) son
ratones KO, que no expresan IFN-y, ya que se les insertd un gen de resistencia a neomicina
en sustitucion del gen de IFN-y (Dalton et al., 1993). El uso de animales para este protocolo
fue aprobado por la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio (CICUAL).
V1.2, Cruzas.
Teniendo en cuenta las caracteristicas de los ratones previamente descritas se realizaron las

cruzas esquematizadas en la Fig. 14. Ademas se tomo en cuenta la ubicacién de los genes
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Foxp3 e IFN-y, los cuales se encuentran en los cromosomas X y 10 respectivamente. Ya
que Foxp3 es un gen ligado al sexo, se usaron hembras Foxp3=®™ porque al ser XX se
garantizaria que todos los descendientes de la primera generacion (F1) tendrian un

cromosoma con el gen Foxp3=¢™.

En cada generacion obtenida se realizd la
fenotipificacion y genotipificacion de cada individuo. Se inicio6 con la cruza FO en la que se
utilizaron machos BALB/c IFN-y” y hembras BALB/c Foxp3=®" para obtener la F1, de
esta generacion obtenida Unicamente se ocuparon los machos Foxp3t¢F"/ IFN-y*" para
realizar las retrocruzas con hembras Foxp3©™. Al obtener la F2 se seleccionaron las
hembras y machos con el genotipo Foxp3=¢™/ IFN-y"" y se realizaron cruzas entre estos
para dar origen a la F3. De la F3 se obtuvieron los primeros ratones dobles transgénicos

Foxp35° "/ IFN-y", los cuales fueron seleccionados para hacer las cruzas y obtener la F4

con el fin de expandir la colonia.
VI1.3. Identificacion de animales transgénicos.
VI.3.1. Obtencion de sangre.

Se corta la punta de la cola del raton con tijeras de diseccion estériles y con la yema de los
dedos se recorre oprimiendo la cola del raton para obtener 1 gota de sangre (~5uL), la cual
se deposita en un tubo Eppendorf con 1 pL de heparina (1000 U/mL), se agita una vez el
tubo para mezclar la sangre con la heparina y se mantiene en un recipiente con hielo a 4°C,

hasta su uso.
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Figura 14. Esquema de las cruzas para la obtencién del ratén doble transgénico Foxp3 ™ /IFN-y”"

VI1.3.2. Inmunofluorescencia en sangre total.

La sangre se centrifuga a 1500 rpm por 5 min a temperatura ambiente, se agregan 45uL de
buffer de lavado (DPBS, 1% de FCS y 0.1% de NaNs) con el anticuerpo Anti-CD4 PE
(0.05ug) (Tonbo Biosciences), y se deja incubar 30 min a 4°C en la oscuridad. Al finalizar
la incubacion se agrega 1 ml de DPBS, y la muestra se analiza en el citdbmetro Attune
azul/rojo o Attune azul/violeta (Applied Biosystems), capturando 2000 células
Foxp3*/CD4". Los datos se analizan usando el software FlowJo (version 7.6.5).
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VI1.3.3. Extraccion de ADN.

A) ADN de tejido directo.

Para la extraccion rapida de ADN se uso el kit comercial Phire Tissue Direct PCR Master
Mix (Thermo Scientific): se corta un segmento de la cola de cada raton (~0.5cm) y se
coloca en un tubo Eppendorf estéril con 20uL de buffer de dilucién y 0.5uL del
ADNRelease Adittive, se incuba 5 min a temperatura ambiente y se calienta 2 min a 98°C;
el sobrenadante se deposita en otro tubo Eppendorf estéril y se toma 1pL para la reaccion

de PCR. El resto de ADN se almacena a -20°C.

B) ADN purificado.

Se corta un pequefio segmento de la cola de cada ratén (~0.5cm) vy se coloca en un tubo
Eppendorf estéril con 500uL de buffer de lisis (50mM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8, 2.5mM
MgCl,, 0.1 mg/ml de gelatina tipo B, 0.45% de NP40 y 0.45% Tween 20) y 10uL de
proteinasa K (20mg/ml) y se deja toda la noche a 65°C en agitacion. Posteriormente se
centrifuga a 16,000g por 10 min a temperatura ambiente, se recupera el sobrenadante en
otro tubo y se le adiciona 500uL de isopropanol frio para precipitar el ADN; se centrifuga
nuevamente a 13,8009 a 4°C, se decanta y se adiciona 1 ml de etanol al 70% al ADN
precipitado, se deja evaporar el etanol a 55°C, se resuspende en 50uL de agua MQ estéril y

se guarda a -70°C hasta su uso.
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VI1.3.4. Cuantificacion de ADN.

La muestra de ADN a cuantificar se diluye 1:10 con agua MQ estéril, y se lee la densidad
Optica (DO) a 260nm y 280nm en un espectrofotometro (MULTISKAN GO, Thermo

Scientific). La concentracion de ADN se calcula de acuerdo a la siguiente formula:
Agze0=1 DO, que corresponde a 50ug/ml ADN
La concentracion de ADN = (50pg/ml) (Azeo) (factor de dilucion)
Para determinar la pureza de la extraccion del ADN se ocupa la formula:
Pureza = Azs0/Azso

V1.3.5. Reacciones de la PCR.

A) Para IFN-y".

Para la reaccion de PCR se agregd: 5 pL del Phire Tissue Direct PCR Master Mix, 1uL o
500 ng de ADN segun sea el caso y 0.5puL de cada uno de los “primers” (20uM). A

continuaciéon se muestra la secuencia de los primers utilizados para detectar los ratones

IFN-y KO.

1) Gen neomicina Forward: 5"-CCT TCT ATC GCC TTC TTG ACG- 3
2) Gen IFN-y Reverse: 5'-AGG GAA ACT GGG AGA GGA GAA ATAT- 3,

3) Gen IFN-y Forward: 5-AGA AGT AAG TGG AAG GGC CCAGAA G- %

Se afora con agua libre de nucleasas para completar el volumen final de 12uL. Se utiliza
ADN de un ratén IFN-y”" como control positivo y se incluyeron dos controles negativos:

ADN de un raton WT y otro tubo con la mezcla de reaccion pero sin ADN. El PCR se
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lleva a cabo en un termociclador (Gen amp PCR System 2400 PERKIN ELMER) con las

siguientes condiciones:

Temperatura | Tiempo | Ciclos
) #)
94 2 min 1

94 20s

65 15s 10 *
68 10s

94 15s

60 15s 28
72 10s

72 2 min 1
10 | - Hold

* Con un “rampeo” de -0.5°C por cada ciclo en la temperatura de alineamiento.

B) Para EGFP.

Se utiliza el kit Phire Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Scientific). Las reacciones
de PCR se realizaron con: 5 pL del Phire Tissue Direct PCR Master Mix, 1uL o 500 ng de
ADN segun sea el caso, se adicion6 0.5 pL de cada uno de los “primers” (20uM). A

continuacién se muestran los primers utilizados para detectar ratones con el transgen EGFP.

1) Gen EGFP Forward: 5°- GCG TAA GCA GGG CAA TAG AGG- 3

2) Gen EGFP Reverse: 5'- GCA TGA GGT CAAGGG TGATG- 3%
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Finalmente se aforé con agua libre de nucleasas a un volumen de 12uL. EI PCR se lleva a
cabo en un termociclador (Gen amp PCR System 2400 PERKIN ELMER) con las

siguientes condiciones:

Temperatura | Tiempo | Ciclos
0 #)
94 3 min 1
94 30s
60 1s 35
72 1s
72 2s 1
10 | Hold

VI1.3.6.  Electroforesis y revelado.

Se prepara una solucion de 1.5% de agarosa (UltraPure™ Life Technologies) en buffer
TAE 1X y se vierte ~75 ml en la cdmara de electroforesis con el peine y se deja gelificar.
Posteriormente, se cargan las muestras de las reacciones del PCR y éstas se corren por 60
min a un voltaje de 70 Volts. Después del tiempo transcurrido el gel se pasa a un recipiente
con 100 ml de buffer TAE y 10uL bromuro de etidio (10mg/ml) y se deja en agitacion
lenta por 30 min en la oscuridad, se enjuaga en otro recipiente con agua MQ estéril y se
deja nuevamente en agitacion lenta por 15 min en la oscuridad; al terminar, el gel se
visualiza en un transiluminador con luz UV (FOTO/Prep. Kodak Documental science) y se

toma una foto para analizar los resultados con el software Kodak Digital Science 1D.
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V14, CUANTIFICACION DE CELULAS T REGULADORAS EN SANGRE DE
RATONES INFECTADOS

VI1.4.1. Obtencién de quiste e infeccion.

Los quistes de la cepa ME49 fueron obtenidos de ratones CD-1. Los ratones se sacrifican
por dislocacion cervical y posteriormente con material de diseccion estéril se retira el
cerebro, se coloca en un macerador con 500 puL de DPBS y se homogeniza completamente.
Una vez que se obtiene el homogenizado se toman 10 pL de éste y se colocan en un
portaobjetos, se coloca el cubreobjetos sobre la muestra y se cuentan los quistes en la
totalidad de la muestra usando un microscopio optico a 20X. Después se calcula el volumen
del macerado para tomar 20 quistes. Los ratones BALB/c Foxp3 ™ y BALB/c
Foxp3ECF/IFN-y ™ de 8-10 semanas de edad fueron infectados con 20 quistes en un

volumen de 0.1 ml de DPBS por via intraperitoneal.
VI1.4.2. Obtencién de sangre.

La obtencion de sangre se realiza los dias 0, 3, 4, 6, 7, 8 y 10 post-infeccion. Se coloca el
raton en una trampa para inmovilizarlo y se corta la punta de la cola del raton y con una
micropipeta se toman 12 uL de sangre, la cual se deposita en el fondo de un tubo
Eppendorf de 2 ml con 1 pL de heparina (1000 U/mL), se mezcla perfectamente y se

mantiene en un recipiente con hielo a 4°C hasta su uso.
V1.4.3. Inmunofluorescencia en sangre total.

Se agregan 45uL de buffer de lavado (ver 3.2) con el anticuerpo Anti-CD4 PE (0.05ug)
(Tonbo Biosciences), se homogeniza suavemente en el Vortex Yy se deja incubar 30 min a

4°C en la oscuridad. Al finalizar la incubacion se agrega 1.5 ml de buffer de lavado (ver
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3.2), se centrifuga a 1500 rpm por 5 min a temperatura ambiente, se quita el sobrenadante y
se agregan 2 ml de DPBS. La muestra se analiza en el citometro Attune azul/rojo o Attune
azul/violeta (Applied Biosystems), capturando 1667uL de la muestra para identificar y
cuantificar el nimero de células Foxp3'CD4"/uL de sangre. Los datos se analizan usando el
software FlowJo (version 7.6.5) y finalmente se graficaron en el software GraphPad Prism
5, asimismo también se grafico el registro de peso y mortalidad durante la infeccion de los

ratones.
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VIl. RESULTADOS.

VII.1. Deteccidn de células T reguladoras por citometria de flujo.

Para llevar a cabo la fenotipificacion de los ratones que se obtendrian de las cruzas, se
realiz6 la técnica de inmunotipificacion y analisis por citometria de flujo. La técnica
consistié en realizar una inmunofluoresencia con un anticuerpo anti-CD4 en sangre y su

posterior analisis por FACS para la deteccion de células Tregs Foxp3*CD4".

La estrategia de andlisis que se utilizd6 se muestra en la Fig. 15; de un “dot plot” de
tamafo vs granularidad (FSC vs SSC) se seleccion0 la poblacion total donde se encuentran
los linfocitos (R1) y de este “gate” se grafico tamano vs CD4 (FSC vs CD4) y se selecciono
la poblacion de linfocitos CD4" (R2). Finalmente se analizo la poblacion Foxp3 EGFP
dentro de la poblacién CD4". De esta manera se verifico la expresion del transgen EGFP y
se determind el porcentaje de células T reguladoras, el cual debe oscilar entre 8 y 12 %.

Este analisis se realiz6 para todos los ratones obtenidos de las diferentes cruzas.

10.1%

CD4*(R2) 8.82%

SSC

CD4-PE
Foxp3EGFP

0 M M 3M 4aM 5M
CD4-PE
FSC FSC
Figura 15. Estrategia de anadlisis para identificar células T reguladoras en los ratones
transgénicos Foxp3EGFP. Se realizd un “dot plot” de FSC vs SSC y se seleccioné la poblacion total (R1) para

hacer un “gate” de FSC vs CD4, del cual se selecciond la poblacién CD4" (R2) para realizar otro “gate” de CD4

'S Foxp3EGFP.
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VIL.2.  Montaje de PCR para identificar ausencia o presencia del gen de 1FN-y.

Para realizar la genotipificacion de los ratones que se obtendrian de las cruzas se llevo a

cabo el montaje de un PCR para permitir la identificacion de ratones IFN-y”".

Este PCR consiste en amplificar el exén 2 y 3 del gen de IFN-y; en los ratones WT el
amplificado tiene un peso molecular de ~210pb, pero en los ratones IFN-y”" el amplificado
es de ~500pb. Esta diferencia es debida a que a los ratones IFN-y” se les inserté un gen de
resistencia a la neomicina dentro del exon 2 del gen de IFN-y y como consecuencia de esta
modificacion, el gen del casette de neomicina funciona como codon de término durante la
traduccion (Dalton et al., 1993); por lo tanto, el amplificado es de mayor tamafio en los

ratones IFN-y KO (Fig 16A).

Una vez que se obtengan los resultados de la reaccion de PCR se podran identificar los tres
genotipos posibles en las diferentes generaciones (homocigotos para IFN-y , heterocigotos
y homocigotos para IFN-y KO) como se muestra en la Fig. 16B. De esta manera se

seleccionaré a los ratones adecuados para seguir con las cruzas.

Para realizar el montaje del PCR inicialmente se probaron tres kits comerciales diferentes:
1) el kit PCR SuperMix (Invitrogen), que es una mezcla que contiene los componentes
para realizar la reaccion dentro de un buffer; 2) el kit KAPA Taq PCR (Biosystems), que
incluye los componentes para realizar la reaccién por separado, y 3) el kit Phire Tissue
Direct PCR Master Mix (Thermo Scientific), que contiene todos los componentes
necesarios para realizar la reaccion dentro de un buffer; ademéas la ADN polimerasa que usa

este kit es una Taq ADN polimerasa que estd especialmente modificada en un dominio
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para unirse al ADN y aumentar la eficacia de polimerizacion y también exhibe una alta

resistencia a muchos inhibidores de PCR que se encuentran en el tejido animal.

Gen IFN-y
L

1 2 neo 3 4
—.—_—l—.— Gen IFN-y interrumpido
L

A

WT Heterocigoto Homocigoto
(IFN-y +/%) (IFN-y *I7) (IFN—y /7))

— — Mutante = ~500 pb
Wild type = ~210 pb

Figura 16. A: Estructura del gen del IFN-y interrumpido en el exén 2 por el casette de neomicina.
Las flechas corresponden a la posicion de los primers del PCR. B: Esquema de las bandas esperadas en un gel
de agarosa, después de la amplificacién por PCR de ratones WT, IFN-y '/+, e IFN-y 7’

Para realizar las reacciones y probar los kits se usé ADN extraido de la cola de ratones con
el genotipo IFN-y”’+ e IFN-y"' (ademas se us6 también como control una reaccién sin
afiadirle ADN). Despueés de revelar la electroforesis se observaron los amplificados que se
muestran en la Fig. 17. Al analizar el gel se observd que el Unico kit donde hay
amplificacion es el de Thermo Scientific, pues las bandas de los amplificados WT e IFN-y”"
se observan claramente (Fig. 17). Por lo tanto, se decidié utilizar este kit para realizar la

genotipificacion de los ratones.
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Thermo

KAPA Super mix

Figura 17. PCR de prueba de tres kits diferentes para la identificacion de ratones IFN-y KO.
Electroforesis (1.5% agarosa), marcador de peso molecular (carril 1), ratones WT (carriles 2, 5,9) ratones IFN-
v KO (carriles 4, 6,10).

Otra ventaja del kit Phire Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Scientific) por la que
se escogio es que permite hacer la reaccion de PCR usando una muestra de tejido (~0.5 cm
se cola de raton) sin tener que purificar ADN, lo que reduce considerablemente el tiempo.
Por esta razon se realiz6 nuevamente un PCR para comparar el resultado de la reaccién con
ADN purificado y ADN directo de tejido. Al revelar la electroforesis se compararon las
muestras y como podemos ver en la Fig. 18, el ADN purificado, asi como el ADN directo
de cola amplifican de forma correcta. Por lo tanto se optd por utilizar ADN directo de cola
sin purificacion previa del ADN en los siguientes experimentos, usando el kit Thermo

Scientific.
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Figura 18. Comparacion de PCR usando como templado de ADN purificado o muestra de tejido.

Electroforesis (1.5% agarosa), se realizd6 PCR para amplificaciéon del gen de IFN-y (neo) usando ADN
purificado (carriles 3,4) o muestra de tejido de cola de ratén (carriles 5, 6, 7). Ratones WT (carriles 3, 5,6) y
KO (carriles 4,7).

VIL.3. Estrategia para obtener la cepa doble transgénica.

El ratén BALB/c IFN-y " usado se comprd y se obtuvo reemplazando un alelo del IFN-y de
células madres embrionarias de ratén, con un gen de resistencia a la neomicina dentro del
exon 2 del IFN-y, el cual funciona como un codon de término antes de que se traduzca la
proteina del IFN-y madura (Dalton et al., 1993).

EGFP
3

El raton Foxp se compro y se genero por la insercion del gen de la proteina EGFP

seguido de un codon de término dentro del exén 11 de Foxp3 (Lin, 2007). Estos ratones se
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desarrollaron normalmente y libres de enfermedades (Haribhai et al., 2007).

Para obtener el ratén doble transgénico Foxp3=S™/IFN-y” se realizaron las cruzas
basadndonos en el esquema tedrico que se muestra en la Fig. 19. Se empez6 con la cruza
parental (FO) en la que se utilizaron machos IFN-y” y hembras Foxp3"", ambos con un
genotipo de fondo BALB/C. Para realizar las cruzas se tomo en cuenta la ubicacion de los
genes Foxp3 e IFN-y, los cuales se encuentran en los cromosomas X y 10 respectivamente.
Ya que Foxp3 es un gen ligado al sexo, se usaron hembras Foxp3=°™ porque al ser XX se
garantizaria que todos los descendientes de la primera generacion (F1) tendrian un

EGFP
3EG

cromosoma con el gen Foxp y por lo tanto el transgen se fijaria en todos los

individuos de la F1.

La descendencia F1 seria en su totalidad heterocigota para el gen de IFN-y por tratarse de
un gen autosémico. Por otro lado tenemos el transgen de EGFP que por las caracteristicas
que se mencionaron anteriormente, las hembras serian heterocigotas, es decir, con un
genotipo Foxp3=¢™ "* mientras que los machos, al ser XY serian hemicigotos y ya tendrfan
fijado el gen de EGFP. Por esta razon se ocuparon unicamente los machos de la F1, que
generarfan el genotipo Foxp35¢/IFN-y 7*; los machos con este genotipo se usarian para

3EGFP

realizar las retrocruzas con hembras Foxp y de esta forma asegurar que toda la

generacion de la F2 tenga fijado el gen de EGFP en su genoma.

Los ratones que se obtendrian de la F2 tendrian el transgen EGFP fijado en toda la
poblacién, de forma hemicigota en los machos y homocigota en las hembras. Respecto al

+/+

gen de IFN-y"', se obtendrian ratones WT (IFN-y ") y heterocigotos (IFN-y ) de ambos

sexo0s. Por lo tanto se obtendrian hembras y machos con los genotipos Foxp3=¢ /IFN-y 7,
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los cuales corresponden al 50% de la poblacién, y ratones Foxp3=¢™/IFN-y ** el restante
50% de la poblacion. Para seguir con nuestro objetivo se seleccionaria a los machos y las
hembras, con el genotipo Foxp3=¢™/IFN-y 7, con los cuales se realizarian las siguientes

cruzas y obtener la F3.

Como las cruzas para obtener la F3 serfan con hembras y machos Foxp3 ¢ /IFN-y 7, se
obtendria un porcentaje del 25% de ratones Foxp3 °™/IFN-y **, un 50% de ratones
Foxp3EC /IFN-y ™" v un 25% de ratones que corresponderian a ratones con el genotipo
Foxp3ECFP/IFN-y " estos dltimos serian los primeros ratones dobles transgénicos.
Finalmente para ampliar y mantener la colonia de ratones doble transgénicos se realizarian
cruzas con ratones Foxp3=CF/IFN-y . Una vez que se obtuvieron los ratones de la F4, el

100% de la poblacion tendria un genotipo Foxp35¢™/IFN-y " y estarian listos para realizar

los experimentos posteriores.

VIl4. Cruzas.

VI1.4.1. Obtencion de la F1.

Se realizaron 6 cruzas parentales con machos IFN-y”"y hembras Foxp35©™, y se obtuvieron
los ratones de la F1, de los cuales fueron 37 hembras y 24 machos. Después de 4 semanas
se destetaron y se tipificaron para determinar la expresion de la proteina EGFP y para
identificar los ratones heterocigotos para el gen de IFN-y. En la Fig. 20 podemos observar
algunos de los andlisis obtenidos por citometria de flujo de los ratones tanto machos como

hembras de la F1.
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Figura 19. Esquema tedrico para la obtencién del ratén doble transgénico Foxp3 ™ /IFN-y”". se
hicieron cruzas de machos IFN-y'/' y hembras Foxp3EGFP (FO) para obtener la F1, de la cual se ocuparon
solamente los machos para realizar las retrocruzas con hembras Foxp3EGFP para obtener la F2. Una vez
obtenida la F2 se seleccionaron los machos y hembras con el genotipo Foxp3EGFP/IFN-y '/+, estos ratones se
pusieron en cruza para obtener la F3. Posteriormente de la F3 obtenida se seleccionaron los primeros
ratones dobles transgénicos con el genotipo Foxp3EGFP/IFN-y " Finalmente se usaron estos ratones dobles
transgénicos para hacer nuevas cruzas para expandir y mantener la colonia, esta generacion corresponde a

la F4.
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Los dot plot nos muestran que todos los ratones obtenidos expresan el transgen EGFP.
Como ya se mencion0 anteriormente, el transgen de EGFP se encuentra en el cromosoma

X, por lo tanto Unicamente los machos (por ser hemicigotos) expresan un porcentaje

+EGFP

alrededor de 10 % de células T reguladoras Foxp3 , el cual se encuentra dentro del

porcentaje esperado (8-12%), mientras las hembras mantienen un porcentaje de células T
reguladoras Foxp3*E¢" < 6%; este bajo porcentaje es el esperado, ya que son heterocigotas

para el gen de Foxp3=©™.
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Figura 20. Dot plots del fenotipificado de ratones de la F1 para determinar la expresion de la
proteina EGFP y el porcentaje de Tregs. Los nimeros rojos representan el nimero de ratén. Toda la
poblacidn expresa la proteina EGFP, sin embargo, Unicamente los machos (1-12) expresan un porcentaje
esperado (8-12%) de células T reguladoras por ser hemicigotos, en cambio las hembras (13-24) tienen
porcentajes por debajo del rango esperado por ser heterocigotas para el transgen EGFP.
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Al identificar que los ratones machos obtenidos expresaran la proteina EGFP y que el
porcentaje de Tregs se mantuviera dentro del rango esperado (8-12%) se realizé un PCR
para identificar a los animales que fueran heterocigotos para el gen de IFN-y. Los
amplificados de algunos ratones machos de la F1 que fueron genotipificados para
identificar que fueran IFN-y"" se muestran en la Fig. 21. Se observa (inicamente los ratones

que fueron heterocigotos para el gen de IFN-y.

3 4 5 6 7 I III

5000 pb
1500 pb
1000 pb -
500 pb -SRI 500 pb

2 L T L N 210pb
100 pb -

Figura 21. PCR del genotipificado de los machos obtenidos de la F1. Electroforesis 1.5% agarosa, se
observa el marcador de peso molecular (carril 1), ratdn WT (carril 1), ratéon IFN-y'/' (carril 111) y ratones
IFN-y"”" (carriles 1-7).

VI11.4.2. Obtencioén de la F2.

Luego de haber identificado a los ratones machos Foxp3=¢™"/IFN-y*" de la F1, se usaron
para realizar las retrocruzas con hembras Foxp3 °™ para obtener la F2. Se obtuvieron 39

hembras y 41 machos de 7 cruzas. La F2 debia tener fijado el transgen EGFP en toda la
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poblacion, en hembras de forma homocigota y en los machos de forma hemicigota, y que
ya habia ocurrido desde la F1. Para corroborar la expresion de la proteina EGFP, se realizo
el fenotipificado de la F2 después del destete de las crias. Como se puede observar en la
Fig. 22 el porcentaje de células T Foxp3" (alrededor de 8.23 -10.8 %) es similar en las
hembras y los machos, lo que indica que las hembras de la F2 ya son homocigotas para el

transgen EGFP.
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Figura 22. Dot plots del fenotipificado de ratones de la F2 para determinar la expresion de la
proteina EGFP y el porcentaje de Tregs. Los nimeros rojos representan el nimero de ratén. Toda la
poblacidon expresa la proteina EGFP, los machos (1-10) expresan un porcentaje esperado de células T
reguladoras (8.56-10.8%), asi como las hembras (11-20) tienen un porcentaje similar de Tregs (8.45.-10.6%).
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De la descendencia de las retrocruzas se obtendrian dos diferentes genotipos para el gen de
IFN-y: ratones IFN-y"™* 'y ratones IFN-y"". Por este motivo, después de verificar la
expresion del transgen EGFP de los ratones de la F2, se realizd el genotipificado para
identificar a los machos y hembras heterocigotos para el gen de IFN-y. En la Fig. 23,
podemos observar algunos de los geles de las electroforesis que muestran los amplificados
de los dos genotipos mencionados anteriormente. Se obtuvieron 20 hembras y 11 machos

con el genotipo Foxp3 T /IFN-y*", que corresponden al 38.75% de la poblacién.
VIIL.4.3  Obtencion de la F3.

Una vez identificados los ratones machos y hembras Foxp3=S™"/IFN-y*" de la F2, se
realizaron 11 cruzas para obtener la F3. Se obtuvieron 45 hembras y 37 machos; el gen de
EGFP ya se encontraba fijado en toda la poblacion de esta generacion. En estos ratones se
identificarian los tres genotipos diferentes para el gen de IFN-y ( ratones IFN-y*"*, IFN-y 7

e IFN-y"'), por lo tanto basandonos en la genética mendeliana se esperaria que un 25 % de

la poblacién seria Foxp3=¢™/IFN-y"".

Se realizd el fenotipificado para verificar la expresion del transgen EGFP de los ratones de
la F3, y como se muestra en la Fig. 24 la expresion de la proteina EGFP sigue presente en
toda la poblacion como se esperaba, asi como el porcentaje de células T Foxp3™ esperado

(8-12%), en machos y hembras.

Al estar seguros que los ratones de la F3 expresaban adecuadamente la proteina EGFP, se
identificé a los ratones IFN-y"', que serian ya los ratones dobles transgénicos. Para iniciar

se realizd el genotipificado de los ratones de la F3 por PCR. En la Fig. 25 podemos
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observar que en los geles de las electroforesis se encuentran los diferentes genotipos
(IFN-y", IFN-y"", IFN-y"). Se obtuvieron 24 ratones IFN-y""*, 40 ratones IFN-y"", y 18

ratones IFN-y”".
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Figura 23. Electroforesis de los PCRs del genotipificado de ratones obtenidos de la F2. A:
podemos observar el marcador de peso molecular (carril 1), control de ratéon WT (carril 1), control de ratén
IFN—y'/' (carril 111) y ratones IFN-y+/' (carriles 5y 10), los demas ratones son WT para IFN-y. B: se observa el
marcador de peso molecular (carril 1), control de ratén WT (carril 1), control de ratén IFN-y'/' (carril 1) y
ratones IFN-y+/’ (carriles 11, 12, 15, 16, 18, 20, 23, 27, 30, 31y 32) y ratones WT para IFN-y en los carriles
restantes. Se obtuvieron 20 hembras y 11 machos con el genotipo FoxpSEGFP/IFN-y+/'.
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Figura 24. Dot plots del fenotipificado de ratones de la F3 para determinar la expresion de la
proteina EGFP y el porcentaje de Tregs. Los nimeros rojos representan el nimero de ratén. Toda la
poblacidon expresa la proteina EGFP, los machos (1-12) expresan un porcentaje esperado de células T
reguladoras (8.02-9.21%), asi como las hembras (11-20) tienen un porcentaje similar de Tregs (8.15-12.6%).

Una vez tipificados los 82 ratones que se obtuvieron de la F3, se identificaron 9 hembras y
9 machos, los cuales fueron los primeros ratones dobles transgénicos con el genotipo
Foxp3 °P/IFN-y”. Estos 18 ratones correspondian al 21.9 % de la poblacién total y se
acerca al 25% esperado tedricamente de la genética mendeliana. Finalmente, al ser los
primeros ratones dobles transgénicos se decidid realizar un PCR para corroborar la

presencia del transgen EGFP, como se puede observar en la Fig. 26.
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Figura 25: Electroforesis de los PCRs para el genotipificado de ratones obtenidos de la F3. A:
podemos observar el marcador de peso molecular (carril 1), control de ratéon WT (carril 111), control de ratén
IFN-y”" (carril I1), ratones IFN-y”* WT (carriles 3,4,7,8,11,14, 19), ratones IFN-y"" heterocigotos (carriles 1,6,
9,10,13,15,16,17,20,21) y ratones IFN-y'/' (carriles 2,5,12,18). B: se observa el marcador de peso molecular
(carril 1), control de ratén WT (carril 11l), control de ratdn IFN-y'/' (carril 11), ratones IFN-y+/+ WT (carriles
23,27,33,35,36,40,45,46), ratones IFN-y+/' heterocigotos (carriles 22,26,30,31,32,37,38,39,42,43) y ratones

IFN-y"/" KO (carriles 24,25,28,29,34,41,44). Se obtuvieron 9 hembras y 9 machos con el genotipo
Foxp3 " /IFN-y”.
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Figura 26. Electroforesis del PCR para corroborar la presencia del transgen de EGFP en los
ratones Foxp3EGFP/IFN-'y'/' de la F3. Marcador de peso molecular (carril 1), control de ratén WT (carril 111),

control de ratén Foxp3>EGFP (carril 1), ratones Foxp3EGFP (carriles 2-19). Los 18 ratones Foxp3EGFP/IFN-y'/'
expresaron el transgen EGFP.

VIl.4.4. Obtencion de la F4.

Ya obtenidos los ratones dobles transgénicos Foxp3CT/IFN-y”, se usaron como pies de
cria para expandir la poblacion. De las nueve cruzas se obtuvieron un total de 98 ratones
(49 hembras y 49 machos). Se realizd el fenotipificado de los ratones de la F4 para
identificar al transgen EGFP, y se observo que todos los ratones expresan la proteina EGFP
y el porcentaje de células Tregs se encuentra dentro del rango esperado como se muestra en

la Fig. 27.
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Figura 27. Dot plots del fenotipificado de ratones de la F4 para determinar la expresion de la
proteina EGFP y el porcentaje de Tregs. Los nimeros rojos representan el nimero de ratén. Toda la
poblacion expresa la proteina EGFP, los machos (1-10) expresan un porcentaje de células T reguladoras
alrededor de 9.55-13.0%, asi como las hembras (11-20) tienen un porcentaje similar de Tregs entre 9.6-
11.9%.

Para realizar la genotipificacion y corroborar que toda la poblacion fuera IFN-y KO se
realiz6 un PCR. En la Fig. 28 se muestran unos geles de algunos de los ratones tipificados
de la F4 y como podemos observar el 100% de la poblacion tiene un genotipo homocigoto
para IFN-y”, por lo tanto, toda la poblacién obtenida de la F4 son animales dobles

transgénicos Foxp3=¢/IFN-y".
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Figura 28. Electroforesis de los PCRs para el genotipificado de ratones obtenidos de la F4. A:
marcador de peso molecular (carril 1), control de ratéon WT (carril I11), control de ratén IFN-y'/' (carril 1), y
ratones IFN-y'/' KO (carriles 1-21). B: marcador de peso molecular (carril 1), control de ratén WT (carril 11),
control de ratdn IFN-y'/' (carril 11) y ratones IFN-y'/' KO (carriles 22-47). Se obtuvieron 98 ratones

EGFP

Foxp3 ™ /IFN-y"".
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VIL5.  El papel del IFN-ysobre las células T reguladoras durante la fase aguda de la
toxoplasmosis.

La infeccion con T. gondii induce una disminucién del nimero de células Tregs Foxp3®
durante la fase aguda (Tenorio, 2011). En nuestro laboratorio se observé una correlacion
inversa entre los altos niveles IFN-y y los bajos numeros de células Tregs, lo que sugirié
que esta citocina podria ser responsable de la disminucion de las células Tregs durante la
infeccion aguda (Olguin, 2016). Por lo tanto, para analizar el papel del IFN-y sobre las
células T reguladoras se utilizaron los ratones dobles transgénicos Foxp3=° " /IFN-y”
obtenidos, los cuales nos permitirdn facilitar el estudio. La estrategia experimental se

muestra en la Fig. 29.
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Figura 29. Estrategia experimental para corroborar el papel que juega el IFN-y en la disminucién
de las Tregs durante la toxoplasmosis. Todos los dias se tomd registro de mortalidad, peso y se
detectaron células T Foxp3™™"" por citometria de flujo.
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Desde el dia 0 de la infeccion se tomd registro del peso de todos los ratones. Como se
observa en la Fig. 30, los ratones infectados muestran una disminucion de peso conforme
avanza la infeccion en comparacion a los ratones no infectados, ya que estos Gltimos
mantienen su peso. No se observan diferencias significativas en la disminucion del peso de

los grupos infectados.
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Figura 30. Registro de la disminucién del peso (g) de los ratones Foxp3=¢™ y FOXpBEGFP/IFN—y'/'.

Los ratones Foxp3=CF/IFN-y”" infectados murieron antes del dia 9, mostrando un 100% de

3EGFP

mortalidad, en comparacion con los ratones Foxp , que s6lo mostraron un 30 % en el

dia 10 (Fig. 31). Por lo tanto los ratones Foxp3=™/IFN-y” son més susceptibles a la

35" no murieron, se

infeccion por T. gondii, como se esperaba. De los ratones Foxp
mantuvo registro de la mortalidad alrededor de un mes de estos ratones y no se mostraron

cambios.
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Figura 31. Porcentaje de supervivencia en los ratones Foxp3 " y Foxp3EGFP/IFN-y'/'. La infeccién
con T. gondii en los ratones Foxp3EGFP/IFN-y'/' es letal ya que el 100% de la poblacién infectada muere entre
eldia8y9.

Por otra parte, se determinaron los niveles de células Tregs Foxp3® en sangre de ambos
grupos de ratones. En la Fig. 32 se observa que en los dos grupos infectados existe una
disminucion de celulas T reguladoras, en comparacién con los grupos no infectados que

3ECFP infectados se

mantienen sus porcentajes de Tregs normales. En los ratones Foxp
observa una disminucion continua desde el inicio de la infeccion; los porcentajes de las
Tregs disminuyen hasta un 50% el dia 7 y siguen disminuyendo ain mas hasta el dia 10. En
los ratones FoxpSEGFP/IFN-y"' infectados, los primeros 4 dias muestran un porcentaje de las

células Tregs normal y a partir del dia 6 se observa una disminucion de un 20% de las

Tregs, pero previo a la muerte se puede apreciar una ligera recuperacion en el porcentaje.
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Figura 32. Disminucion en el porcentaje de células T reguladoras. La disminucién de Tregs se retrasa
en los ratones Foxp3EGFP/IFN—y'/' ya que empieza a partir del dia 4 y en la disminucién del porcentaje
solamente bajan hasta ~9%, por lo tanto la diminucidn no es tan agresiva en comparacion con los ratones
Foxp3 ™. Los puntos azules corresponden a los ratones no infectados y los puntos rojos a los ratones
infectados.

Asimismo, se determinaron los numeros absolutos de células T reguladoras y se
compararon las diferencias entre los ratones infectados (Fig. 33). En los ratones Foxp3t¢F
la disminucion empieza desde el dia 3 y continda disminuyendo a lo largo del
experimento; podemos observar que en el dia 6 se detecta el menor nimero de Tregs, las
cuales disminuyen alrededor de 86.85% y se mantienen a estos niveles hasta el dia 10. En

los ratones Foxp3=CT/IFN-y" las células T reguladoras se mantienen estables hasta el dia 4

y posteriormente se observa una caida de alrededor de 73.6%, similar a la que se observa en
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los ratones Foxp3=C; sin embargo, en los ratones doble transgénicos se observa una ligera

recuperacion en el nimero de Tregs en los dias 7 y 8, previo a la muerte de los animales.

600 600- -
500+ hd 4
A o o 500 . ?
o | 400{ «,* * * S 4004 ¢ =
D] o W — T v te 5 S
] 300 oe =
g * * . . 2
E 2004 ] 2004 ¢ .—.:- T‘.- =
2| 1007 100- *
# LV ] ﬁ ¢ *
g 0 T T T T T T T 0 T T T T T T T -
-g 0 3 4 6 7 8 10 0 3 4 6 7 8 10
= | 600, 600~ .
) =
) » [ ] [ =]
= [ 5004 . e e . 500+ Py _ié
= . . — e — ¢ os ©® (%)
Z | 4004 - . » 400+ =
= -« 0 e - =
. — =
S | 300- ¢ 300{ o0 % o° =
@] » o. —
200- 200 . g %
» 1
100 100 v -
c T 1 T T T T 1 0 T T 1 T 1 1 T ’
0 3 4 6 7 8 10 0 3 4 6 7 8 10

Dias post-infeccion

Figura 33. Disminucién en los nimeros absolutos de células T reguladoras. Los ratones
Foxp3EGFP/IFN-y'/' presentan un retraso en la caida de las Tregs y en comparacién de los ratones FoxpSEGFP,
muestran una ligera recuperacién en los niveles de Tregs. Los puntos azules corresponden a los ratones no

infectados y los puntos rojos a los ratones infectados.
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VIIl. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El objetivo de este trabajo fue obtener una linea de raton doble transgénica, la cual
coexpresara el gen de EGFP después del factor de trascripcion Foxp3 y que no se expresara
el gen de IFN-y. Este raton doble transgénico Foxp3=°T/IFN-y 7~ fue obtenido mediante
curzas y retrocruzas entre los ratones BALB/c Foxp3¥®™ y BALB/c IFN-y . La obtencién
de esta linea de raton nos permitiria el estudio y entendimiento del papel del IFN-y sobre

las células T reguladoras durante la infeccidn con T. gondii.

Para llevar a cabo este objetivo primero se tenia que montar un PCR para genotipificar a los
ratones IFN-y . Este PCR nos permitiria identificar la ausencia o presencia del gen del
IFN-y. Aunque éste se tratara de un PCR simple y que esta reportado en la pagina The

Jackson Laboratory, se necesitaba montarlo en nuestro laboratorio.

Para montar el protocolo del PCR en el laboratorio se usaron muestras de ADN de ratones
WT e IFN-y " Se inici6 usando el kit PCR SuperMix; sin embargo, después de realizar
varias pruebas no pudimos encontrar ningin amplificado, lo cual Ilamé nuestra atencion,
pues este kit se habia utilizado en el laboratorio para genotipificar a los ratones BALB/c
Foxp3 . Dada esta situacion se opté por utilizar el kit KAPA Taq PCR kit. Se
realizaron las reacciones pero tampoco se observaron amplificados. Sin embargo, durante
una repeticion, sorpresivamente se encontr6 amplificado de las secuencias deseadas de los
ratones WT y KO, pero al revisar el protocolo se identificé que debido a un error se agrego
una concentracion 10 veces mas alta que lo establecido de la Taq polimerasa. Esta
observacion nos llevo a concluir que el componente responsable que la reaccion no

amplificara era la Tag polimerasa, debido a que se necesitan concentraciones muy altas de
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la enzima por lo que este kit no fue viable.

Posteriormente se probé el kit Phire Tissue Direct PCR Master Mix, el cual tiene dos
ventajas importantes: 1) permite obtener ADN directamente de tejido en ~10 min, lo que
ahorra tiempo en comparacion con los protocolos de purificacion de ADN utilizados
previamente (Laird et al., 1991), y 2) la Tag polimerasa de este kit esta modificada en un
dominio para unirse al ADN, lo que aumenta la eficiencia de polimerizacion. Tiene alta
resistencia a muchos inhibidores de la PCR que se encuentran en el tejido animal.
Asimismo esta polimerasa esta unida a un affibody, el cual inhibe a la actividad de la
enzima para prevenir amplificacion de productos inespecificos a temperatura ambiente,
cuando se alcanzan temperaturas de polimerizacion el affibody se separa de la enzima para
dejarla totalmente activa (Lofblom et al., 2010). Al realizar pruebas se observaron los
amplificados claramente de las regiones esperadas de los ratones WT y KO. Por lo tanto se
eligio este kit para tener el protocolo de PCR que identifique la presencia o ausencia del

gen de IFN-y.

Una vez montado el PCR para genotipificar a los ratones IFN-y 7 se continug con la
realizacion de las cruzas para iniciar la obtencién de la cepa doble transgénica. La razon por
la cual se utilizaron machos IFN-y”"y hembras Foxp35¢™ para iniciar las cruzas consisti6
en la ubicacion de los genes IFN-y y Foxp3. Estos genes se encuentran en los cromosomas
10 y X respectivamente. Por lo tanto como Foxp3 es un gen ligado al sexo, se usaron

EGFP
3EG

hembras Foxp , las cuales son XX, por lo tanto se garantiza que todos los

descendientes de la primera generacién F1 tengan un cromosoma con el gen Foxp3t¢F.
Los machos, por ser hemicigotos tendrian fijado desde la primera generacion el gen de
EGFP y por otro lado las hembras serian heterocigotas y presentarian un genotipo
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Foxp35C™ 7", Respecto al  IFN-y por tratarse de un gen autosémico, todos los
descendientes tendrian una copia del alelo del gen del IFN-y interrumpido por lo que

tendrian un genotipo heterocigoto para este gen (IFN-y 7).

Se ocuparon solamente a los ratones machos de la F1 con el genotipo Foxp3 ¢ /IFN-y 7*,
los cuales correspondieron al 50% de la poblacién que se obtuvo, y se realizaron
retrocruzas con hembras Foxp3=CF para que todos los descendientes de la F2 heredaran un
cromosoma X con el gen de EGFP de cada padre. Respecto al gen del IFN-y se obtuvo un

50% de la poblacién con genotipo IFN-y ™,

Es importante mencionar que las cruzas no se iniciaron con hembras IFN-y”" y machos
Foxp3¥°"" ya que se hubiera seleccionado sélo a las hembras de la F1 con el genotipo
Foxp35C™ "/ IFN-y™ y al realizar las retrocruzas con machos Foxp3tCF, solamente un
25% de la poblacién de la F2 (12.5% machos y 12.5% hembras) tendrian un genotipo
Foxp35¢"/IFN-y ™, lo cual corresponde a la mitad de la poblacién obtenida cuando usamos

machos IFN-y”y hembras Foxp3 ¢ desde un inicio.

Después de haber fijado el gen de EGFP en toda la poblacion de la F2 se realizaron cruzas
entre hermanos heterocigotos Foxp3=C/IFN-y™ para fijar el gen interrumpido de IFN-y.
Esta estrategia se utiliz para dar origen a la F3 ayudd a obtener los siguientes genotipos
para el gen de IFN-y: ratones homocigotos (Foxp3ECF/IFN-y 7, heterocigotos

(Foxp3ECP/IFN-y ™) y WT (Foxp3ES "/IFN-y *™*) (Crawley et al., 1997).

Al genatipificar a los ratones de la F3 se obtuvo un total de 82 individuos, de los cuales el
29.2% tuvieron el genotipo Foxp3=“™/IFN-y **, el 48.7% fueron Foxp3 = "/IFN-y ”*, y el

21.9% con un genotipo Foxp3=CT/IFN-y . Estos porcentajes indican las frecuencias de los
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genotipos obtenidos y corresponde a las frecuencias esperadas de la herencia mendeliana
que se han descrito cuando se cruzan dos individuos de la misma especie siendo
heterocigotos para un caracter (25% genotipo dominante, 50% heterocigotos y 25%

genotipo recesivo) (Gayon, 2016).

De la generacion F3 se obtuvieron los primeros ratones dobles transgénicos
Foxp3ECFP/IFN-y ", los cuales se usaron como fundadores para realizar cruzas y expandir la
cepa de ratones dobles transgénicos. Estas cruzas de apareamiento establecen que esta cepa
sea endogamica por las repetidas cruzas de apareamiento entre hermanos (Paigen, 2003).
Los descendientes de estas cruzas correspondieron a la generacion F4, de los cuales el
100% de la poblacién obtenida mostraron un genotipo Foxp3=¢™/IFN-y ” (50% machos y

50% hembras).

Algunas de los problemas que se pueden encontrar para obtener lineas de ratones
consanguineas son la obtencién de camadas reducidas o que sean incompatibles para
generar descendencia fértil (Beck et al., 2000). Sin embargo, durante el cruzamiento entre

hermanos con el genotipo Foxp3 ¢™/IFN-y 7

no encontramos ninguno de estos dos
problemas. De hecho encontramos lo contrario, es decir, los ratones dobles transgénicos
obtenidos produjeron camadas mas grandes en comparacion con los ratones BALB/c
Foxp3¥¢" y BALB/c IFN-y ™. Sin embargo observamos una disminucion de la talla de las
crias pero después de la sexta semana de edad la talla se normalizé en comparacién con las
demas cepas. Por lo tanto, se concluyé que la disminucién de talla en las crias se debe a la

competencia por los nutrientes que les brinda la madre las primeras semanas, al crecer y

alimentarse por si solos la talla se normaliza.
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Se mantuvo registro de las generaciones obtenidas, las cuales estuvieron bajo observacion
constante para detectar alguna anomalia. A pesar de que los ratones dobles transgénicos
carecen del IFN-y, se desarrollan sanos como los ratones BALB/c WT lo que indica que
esta citocina no es esencial en el desarrollo del sistema inmune. Sin embargo, son muy
susceptibles a diferentes patdgenos ya que muestran una disminucion considerable de la
actividad antimicrobiana de los macrofagos y en células NK es inhibida su actividad

" muestran una

citolitica (Dalton et al., 1993). Se ha observado que los ratones IFN-y -
menor expresion del MHC de clase | y IlI, asi como una mala regulacion en el
procesamiento y presentacion de antigenos (Goes, 1995). Estos ratones se mantuvieron en

la unidad de modelos bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas sin presentar

signos patoldgicos.

Una vez obtenida la poblacion adecuada de ratones dobles transgénicos se utilizaron para

analizar el papel del IFN-y sobre las células Tregs durante la infeccion aguda con T. gondii.

EGFP
3EG

Para este fin se infectaron dos grupos de ratones: el grupo control Foxp y el grupo

experimental Foxp3=/IFN-y”" como se observa en la Fig. 29.

En estudios anteriores se ha reportado que existe una pérdida gradual del peso en ratones
infectados con T. gondii, lo que coincide con el inicio de la respuesta inmune celular
(Aliberti et al., 2002; Gatkowska et al., 2012; Hrda et al., 2000). Por lo tanto, se tomd
registro diario del peso durante todo el experimento y se observo una disminucion gradual
del peso de los ratones infectados tanto Foxp3=¢™ como Foxp3 T /IFN-y" de

aproximadamente 20% de su peso inicial; ambos grupos de ratones infectados (Foxp3=©™

y
Foxp35C /IFN-y™) no recuperaron su peso durante el experimento. Debido a la infeccion
también mostraron signos como postracion, erizamiento y pérdida de locomocion, lo que
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les impidié poder alimentarse. Estas observaciones corresponden con lo reportado en la

literatura para ratones de la cepa BALB/c (Hrda et al., 2000; M. Johnson, 1988).

Otro parametro del que se tomo registro fue la mortalidad. Los ratones dobles
transgénicos Foxp3 °T/IFN-y”, al no expresar IFN-y, son altamente susceptibles a la
infeccion con T. gondii mostrando un 100% de mortalidad en un periodo de 9 dias. Esta
alta susceptibilidad observada concuerda con lo descrito en la literatura, ya que en ratones
C57BL/6 y BALB/c IFN-y KO infectados con T. gondii por via oral, mostrando una alta
susceptibilidad a pesar de las diferencias del fondo genético de cada cepa, pues las dos
cepas de ratones mueren entre 9-10 dias post-infeccion (Norose, 2001). Por lo tanto la cepa
de ratones dobles transgénicos tiene las caracteristicas de susceptibilidad a T. gondii

esperadas.

Al analizar la cinética del porcentaje de las células T reguladoras durante el avance de la
infeccion aguda con T. gondii, observamos una ligera disminucién en el porcentaje de las
células Tregs en los ratones dobles transgénicos de alrededor del 25 %. Estos resultados nos
indican que el IFN-y esta involucrado en la disminucion de las células Tregs. Sin embargo,
debido a que la disminucion en el porcentaje no es tan drastica, en comparacién con los

ratones Foxp3=°"", el IFN-y puede no ser el Gnico factor implicado.

La disminucién del ndmero absoluto de células Tregs en los ratones Foxp3 T /IFN-y”
infectados fue muy ligera y se retrasé en comparacién con los ratones Foxp3=°™. Estos
resultados sugieren que el IFN-y es un factor que esta involucrado en la disminucion de las
Tregs durante la fase aguda de la infeccion, aunque no es el responsable directo de este

fendmeno. De hecho se sabe que altos niveles de IFN-y provocan efecto antiproliferativo e
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induce sefales pro-apoptoticas por la expresion de la caspasa 1 o independientemente por la
actividad de IRF-1(Saha et al., 2010; Schroder, 2004). El IFN-y también potencializa el
estrés del reticulo endoplasmaético en diferentes tejidos induciendo la muerte celular (Lees,
2014). Asimismo activa la produccion de intermediarios reactivos de oxigeno (ROI) y NO
en macréfagos, los cuales pueden formar un potente oxidante que provoca peroxidacion
lipidica en las membranas celulares (Miller, 2009). Incluso se ha reportado que la
sefializacion del IFN-y induce autofagia en linfocitos Ilevandolos a una muerte celular

programada (Feng et al., 2008).

Se sabe que durante la infeccion con T. gondii se desencadena una respuesta inmune tipo
Th1l (Montoya, 2004), la cual promueve activacion y expansion de células NK y células T
que expresan altos niveles de T-bet, el cual estd asociado con la produccién de IFN-
v (Szabo et al., 2000). Asimismo T-bet inhibe la produccion de IL-2, IL-4 e IL-17,
reprimiendo la diferenciacion de células CD4" a otros tipos celulares como Th2 y Th17

(Harms Pritchard et al., 2015).

Se ha reportado que en ratones infectados con T. gondii durante la fase aguda muestran una
disminucion en la produccion de IL-2 (Haque et al., 1994; Oldenhove et al., 2009).
Posteriormente se demostré que debido a la respuesta Thi, las células CD4" muestran una
reduccion en la produccidon de IL-2, lo que provoca el colapso de las células Tregs durante
la infeccion (Oldenhove et al., 2009). Por lo tanto, junto con la IL-2, el IFN-y también

contribuye a dicha disminucion.

En este trabajo también se realizd la cinética del nimero de células CD4" durante la
infeccion. Esta poblacion mostré una curva muy similar a las observadas en células T

reguladoras, tanto en los ratones Foxp3t® como en los dobles transgénicos
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Foxp3ECFP/IFN-y™. Esto concuerda con los resultados reportados (Oldenhove et al., 2009);
la disminucion de las células CD4" durante la infeccion probablemente es debido a la falta
de la produccion de la IL-2, la cual es indispensable para la supervivencia de las células T
y células Tregs (Boyman and Sprent, 2012), por lo tanto, el IFN-y también influye en la

diminucion de las células CD4".

En una investigacion realizada por Hwang et al. reportan que T-bet sufre modificaciones
post-traduccionales, en las cuales una caseina cinasa | (CKI) fosforila la serina 508 de la
proteina T-bet (Oh and Hwang, 2014). Esta fosforilacion es requerida para que T-bet forme
un heterodimero con RelA, un factor de transcripcion de la familia NF-xB, y esta
interaccion provoca que RelA interfiera con el promotor de la IL-2 suprimiendo de esta

forma el gen (Hwang et al., 2005; Oh and Hwang, 2014).

Por lo tanto, la disminucion de las células Tregs durante la infeccion aguda con T. gondii
probablemente es causada por la disminucion de la produccion de la IL-2 y por el
incremento del IFN-y. Aunque no sabemos exactamente los mecanismos del IFN-y sobre
las células Tregs, los ratones dobles transgénicos obtenidos seran usados para investigar los

mecanismos de accion del IFN-y durante este fendmeno.
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