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TLR. Receptor tipo Toll.

TNF-a. Factor de necrosis tumoral alfa.
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RESUMEN

La toxoplasmosis congénita es causada por la transmision vertical de Toxoplasma
gondii de madre a hijo durante el embarazo. Puede causarle dafios neuro-oftalmicos o
incluso sistémicos al feto, que pueden durar toda la vida. Se sugiere que varios
receptores de la respuesta inmunolégica -supuestamente relacionados con la
proteccion-, podrian paradéjicamente favorecer la transmision congénita, tales como
el FcRn, el cual media el transporte de IgG de la madre al feto a través de la placenta.
Esta hipotesis surge del hecho de que la curva de de probabilidad de infeccion
congénita es paralela a la expresién del FcRn placenta y de que in vitro hemos
observado en el laboratorio que la opsonizacion con anticuerpos IgG facilita la entrada
del parasito a células endoteliales, en las que se expresa este receptor. También se
ha considerado que el ambiente inmunolégico regulado o exacerbado -mediado por
la liberacion de ciertas citocinas- influye en el paso vertical de la madre al feto. Se
tiene documentado que la expresion del FcRn se modifica en presencia de algunas
infecciones virales en las que se induce un ambiente pro-inflamatorio. Por estas
razones, el objetivo de este trabajo fue analizar si la expresion en la placenta del FcRn
y las citocinas TGF-B IL-6 e IL- 10 se modifica en un modelo en ratén de infeccion

congénita por T. gondii en el tercer tercio de gestacion.

Nuestros resultados muestran que la infeccion con T. gondii durante el tercer tercio de
gestacion modifican la expresién del FcRn, TGF-B, IL-6 pero no de la IL- 10, la cual
no fue detectada en las placentas de ratonas no infectados ni en las placentas de
ratonas infectados. Ademas, observamos que la infeccidén con T. gondii induce la
expresion del FcRn dependiendo de la carga parasitaria en el tercer tercio de gestacion
en ratonas, generando una respuesta proinflamatoria modulada, debido al aumento de

expresion en las citocinas TGF-Be IL-6.



INTRODUCCION

Toxoplasma gondii, caracteristicas y ciclo biolégico

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado causante de la toxoplasmosis,
que infecta células nucleadas principalmente de hospedadores endotérmicos, siendo
los felinos sus hospedadores definitivos (Molina et al ,2019). El resto de los animales
homeotermos que llegan a ser infectados con T. gondii, incluyendo al ser humano, se
consideran hospedadores intermediarios. La reproduccion sexual del parasito solo es
posible en los hospedadores definitivos, mientras que en los hospedadores

intermediarios se reproduce de forma asexual (Giraldo, 2008).
Las principales formas parasitarias de Toxoplasma gondii son tres:

e Taquizoito. Forma infectiva asexual de replicacion rapida, su apariencia es
arqueada con un tamafio de 6 a 8 um.

e Ooquiste. Tienen forma ovoide miden aproximadamente de 10 a 12 ym; los
ooquistes inmaduros o no esporulados (no infecciosos) son liberados al
ambiente mediante las heces de los hospedadores definitivos, y en el ambiente
maduran o esporulan conteniendo 8 esporozoitos infecciosos.

e Colonia de bradizoitos (quiste). Son formadas por varios miles de bradizoitos
(forma lenta de replicacion asexual de T. gondii), contenidas en una estructura
llamada quiste, cuyo tamafo va de 10 a 100 ym. La colonia de bradizoitos se
referira en este trabajo como quistes; los quistes son la forma de infeccién

cronica, ya que permanecen dentro de los tejidos

T. gondii puede agruparse en 3 diferentes lineas clonales de acuerdo a su genoma,
tales como tipo |, tipificada cepa RH; tipo Il, cepa ME49; vy tipo Ill. El tipo | es la
forma mas virulenta y letal en ratones, con una DL50 <10 y solo se llega a la fase
aguda de la infeccion; mientras que los tipos Il y Ill, de virulencia menor en

comparacién con el tipo |, con una DL50<100 llegan hasta una fase crénica de la



infeccion. T. gondii tipo Il es la mas frecuente en pacientes con SIDA y tipo Il cepa

ME49 en toxoplasmosis congénita (Gavrilescu et al, 2001 ).

El ciclo bioldgico de T. gondii depende de hospedadores definitivos y hospedadores
intermediarios. Los felinos, hospedadores definitivos, como el gato doméstico se
infectan consumiendo ratones infectados con quistes tisulares, dentro de los cuales
hay bradizoitos (forma de replicacion lenta); estos son liberados por accién de las
enzimas gastricas del gato (Molina et al , 2019) . Una vez liberados los bradizoitos
en el sistema digestivo del gato, invaden el epitelio intestinal y comienzan a
reproducirse de forma sexual, lo cual culmina en la generacion de ooquistes con
esporozoitos no esporulados (no infecciosos). Los ooquistes son liberados al
ambiente durante la deposicién de heces y tardan de 3 a 5 dias en esporular (ser
infecciosos), dependiendo de las condiciones ambientales, como un clima humedo
y calido. Una vez esporulados, los hospedadores intermediarios se pueden infectar
por el consumo de alimentos o agua contaminada (Romero, 2018). El parasito
accede al tracto digestivo donde los esporozoitos son liberados por accion de las
enzimas gastricas e infectan el epitelio intestinal. Con esto comienza su
reproduccién asexual, diferenciandose rapidamente a taquizoitos (forma de
replicacion rapida), los cuales rompen los enterocitos infectados y continuan
infectando células aledafas, hasta llegar a circulacion sanguinea y linfatica. Los
taquizoitos se diferencian a bradizoitos, los cuales forman quistes tisulares en los
tejidos del hospedador (Giraldo, 2008).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. Las vias de acceso del parasito al ser
humano son por consumo de alimentos y agua contaminada con quistes u ooquistes del parasito
(Infeccion adquirida) y transmision de madre a feto, una vez que la mama haya adquirido la
infeccion (infeccion congénita). Imagen creada en BioRender

Toxoplasmosis adquirida y congénita

La forma de infeccion por T. gondii puede ser denominada como adquirida o congénita.
La infeccion adquirida es denominada asi cuando la infeccidon es causada por el
consumo de alimentos y agua contaminada con el parasito, mientras que la infeccion
congénita se refiere al paso del parasito de la madre al feto durante el embarazo,
puede provocar un amplio espectro de manifestaciones clinicas en fetos/infantes
infectados, llegando asi a comprometer su calidad de vida o incluso provocarles la
muerte (Molina et al, 2019) .
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Vela-Amieva y colaboradores (2005) determinaron que la tasa de incidencia del 0.05%
de la toxoplasmosis congénita en la Ciudad de México, es de aproximadamente 2

casos por cada 1000 recién nacidos (Vela-Amieva et al, 2005).

La tasa de transmisién congénita depende del trimestre de embarazo en el cual la
madre se infecta con el parasito, guardando una relacion inversa con los dafios que el
parasito genera en el feto. Es mas probable que la infeccidn al feto suceda en el tercer
trimestre del embarazo, generando lesiones o danos en el feto menos severas, en

comparacién con los dos trimestres anteriores (Dunn et al, 1999).

Transmision vertical 2

---
a®

.

CALCIFICACION CEREBRAL
HIDROCEFALIA
RETINOCOROIDITIS ¢
ABORTO / MORTINATO .

o RETRASO MENTAL
ALTERACION DE LA AGUDEZA
VISUAL

PROBABILIDAD DE TRANSMISION
TASA DE CASOS CON DANO

.e” Daiio al embrion/ feto

1er trimestre 2do trimestre 3er trimestre

GESTACION

Figura 2. Relaciéon entre la tasa de transmisiéon congénita y el dafio causado por la
transmision congénita durante el tiempo de gestacion. La probabilidad de transmision
congenita (transmisién vertical) es menor en el primer trimestre de gestacion, pero aumenta
conforme avanza la gestacion, siendo el tercer trimestre donde hay una mayor probabilidad,
sin embargo el dafo al embrion/feto causado por la infeccion es mas grave o fatal, en el primer
trimestre, ya que normalmente desencadena abortos mientras que en el tercer trimestre son
menos graves los dafos. Modificada de (Dunn et al, 1999).
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Respuesta inmunolégica contra T. gondii

Una vez que el parasito invade al hospedador, éste ultimo es capaz de reconocerlo e
iniciar una respuesta inmunolégica en su contra. En células inmunoldgicas no
especializadas como las células epiteliales del tracto digestivo (Amersfoort, 2022), se
expresan receptores como los TLRs (Cruz et al, 2019), los cuales son capaces de
reconocer patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs, del inglés
Microbe-Associated Molecular Patterns) de T. gondii, induciendo el reclutamiento de
células inmunoldgicas especializadas tales como las células dendriticas, macrofagos
y neutrofilos. Estas células en conjunto fagocitan y liberan citocinas proinflamatorias,
interferébn gama (IFN-y ),las interleucinas (IL) IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a); y moduladoras de la inflamacion como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), del inglés Transforming Growth Factor beta)
o la IL-10 (Cruz et al, 2019). Este ambiente de citocinas promueve la activacién de
células B, para que se diferencien a células plasmaticas productoras de anticuerpos.
Las células plasmaticas producen inmunoglobulina M (IgM) en la fase aguda de la
infeccidn y posteriormente cambian a producir IgG. Tanto la IgM como la IgG pueden
opsonizar al parasito, con lo que se puede activar la via clasica del complemento y

estimular la fagocitosis del parasito (Correa et al, 2011).

Respuesta inmunolégica en la toxoplasmosis congénita

Las mujeres embarazadas son individuos inmunocompetentes, por lo tanto, son
capaces de montar una respuesta inmunoldégica proinflamatoria al momento de adquirir
la infeccion por T. gondii, de manera similar a lo descrito arriba. Sin embargo, se ha
planteado que esta respuesta proinflamatoria puede ser regulada o exacerbada
(Figura 3) (Correa et al, 2011).
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Figura 3. Respuesta inmunologica proinflamatoria contra T. gondii durante la gestacion.
(a) Toxoplasma gondii es reconocido por las células inmunoldgicas de la madre, como células
dendriticas, (b) las cuales fagocitan, procesan el antigeno parasitario y producen citocinas y
quimiocinas como IL-12, CCL-2 y CCL-22, las cuales activan a las células T virgenes; (b) una vez
activadas las células T virgenes por el reconocimiento del antigeno de T. gondii, comienzan a
producir citocinas como: IL-2, IFN-y TNF-a. (c) El desarrollo de un ambiente pro inflamatorio
estimula a otras células inmunolégicas como macréfagos, los cuales median la fagocitosis del
parasito. (d) Varias citocinas estimulan la activacion de células B e inducen el cambio de clase de
inmunoglobulinas. (e) Es posible que TGF- tenga un papel esencial en el control de la transmision
vertical del T. gondii, severidad y diseminacién de la infeccion congénita. (f) La poca produccion o
la ausencia de TGF-B se relaciona con un perfil proinflamatorio exacerbado que se asocia a la
transmisién vertical, la severidad y diseminacion del parasito en los neonatos. Modificado de
(Gémez-Chavez et al, 2019).

En trabajos realizados en el Laboratorio de Inmunologia Experimental, del Instituto
Nacional de Pediatria se ha descrito que en las madres con respuesta inmunolégica

proinflamatoria exacerbada se favorece la transmision congénita y el desarrollo de
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lesiones clinicas mas graves en los neonatos infectados, mientras que una respuesta
inmunoldgica proinflamatoria regulada se asocia con una menor transmision del
parasito (Gémez-Chavez et al, 2019). Cabe sefialar que tanto en una respuesta
inmunoldgica proinflamatoria regulada y no regulada, se producen anticuerpos IgG

opsonizantes anti-T. gondii.

Fisiologia del receptor neonatal para la fracciéon constante gamma de

inmunoglobulinas IgG (FcRn) durante el embarazo

La placenta murida comparte cierta similitud con la placenta humana, ambas son del
tipo hemocorial, lo que quiere decir que solo hay una barrera epitelial que separa la
sangre materna de los componentes fetales. Para el caso de los humanos la barrera
epitelial consta de una capa siendo una placenta hemomonocorial, mientras que para
los muridos son tres capas de epitelio las que dividen la sangre materna de los

componentes fetales (Furukawa et al, 2014).

Placenta humana Placenta murida
Hemomonocorial Hemotricorial

Figura 4. Comparacién entre la placenta humana y mdurida. MB, mebrana basal; Sy,
sincitiotrofoblasto; Cy, citiotrofoblasto; BM, membrana fetal; FB sangre fetal; FV, vaso fetal.
Modificada de (Furukawa et al, 2014).
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En placenta humana el FcRn se expresa a partir de la semana 13 del embarazo. Una
de las funciones de este receptor es transferir inmunidad de forma pasiva al feto, ya
que media el paso de IgG a través de la placenta, en teoria protegiendo al bebé durante

su primer ano de vida (Saji et al, 1999).

El FcRn, siendo un heterodimero, consta de una cadena a y una b2 microglobulina y
el ligando de este receptor es la inmunoglobulina G (IgG). Se encuentra presente en
varias especies y distribuido en células de la barrera hematoencefalica, del epitelio de
la via aérea superior, de rifidn, del endotelio vascular y en células presentadoras de
antigenos profesionales, asi como en otras células de origen hematopoyético.
(Roopenian y Akilesh, 2007)

En humanos el FcRn es detectado en los sincitiotrofoblastos y células endoteliales de
los vasos fetales de la placenta y en los muridos se detecta en las células

endoteliales del endodermo del saco vitelino (Sari et al, 2017).

ANTECEDENTES

Rathore y colaboradores (2019) estudiaron en un modelo murido cémo la presencia
de anticuerpos IgG contra virus del Dengue, favorecian el paso del virus del Zika por
placenta. Encontraron que el FcRn es una de las vias de acceso del virus del Zika
hacia el feto para causar dafios en él, asi que decidieron medir su expresion, lo que
demostré que este receptor se sobre expresaba en los fetos en aquellos ratones

infectados con Zika en comparacion con los que no.

Por otro lado, en un estudio realizado in vitro en enterocitos de porcino, también se

detectd que el FcRn se sobreexpresa en aquellas células que fueron infectadas con el
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virus de gastroenteritis transmisible (TGEV, del inglés Transmissible gastroenteritis
virus) (Guo et al , 2016).

En el Laboratorio de Inmunologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria, se
encontrd una relacion positiva entre la presencia de anticuerpos 1gG 1 anti-T. gondii
en un mayor porcentaje (mas del 50%) de madres con hijos congénitamente infectados
que presentaron manifestaciones clinicas mas graves (Cafiedo-Solares et al , 2008).
Paradodjicamente esto se encuentra asociado a la presencia de anticuerpos IgG anti-
T. gondii en madres a la gravedad de las manifestaciones clinicas producidas en sus

hijos.

Este hallazgo resulta contradictorio con la idea general de que la actividad del FcRn
protege al feto. Nosotros sugerimos que los anticuerpos producidos por la madre
contra el parasito podrian favorecer que los taquizoitos sean concentrados en la
placenta, infectandola y en consecuencia infectar al feto. Otra posibilidad es que el
FcRn facilite por transcitosis el paso de taquizoitos opsonizados con anticuerpos IgG

maternos (Correa et al , 2011).

JUSTIFICACION

La tasa de transmisién congénita de T. gondii incrementa hacia el final del embarazo
(figura 3); interesantemente la expresion del FcRn también es mayor en el ultimo

trimestre del embarazo (Dunn et al , 1999).

El papel fisioldégico del FCRn es reconocer y participar en el paso de IgG de la madre
al feto en condiciones normales. Sin embargo, en varios trabajos realizados en el
Laboratorio de Inmunologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria se ha
planteado la posibilidad de que este receptor esté involucrado en la transmision

congénita de T. gondii. Por lo tanto, establecer el grado de expresion del FcRn en la
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placenta y si el parasito modula esta expresion ayudaria a dilucidar el papel de este

receptor en la toxoplasmosis congénita (Correa et al , 2007).

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ T. gondii induce la sobre expresién del FcRn en placentas del tercer tercio de la

gestacion en muridos?

HIPOTESIS

Si hay infeccion por T. gondii en placentas del tercer tercio de gestacién, entonces, se
inducira la sobre expresion del FcRn; mientras que en en placentas del tercer tercio de

gestacion no infectadas no se vera afectada la expresién del FcRn.

OBJETIVOS

Determinar el efecto de T. gondii sobre la expresion del FcRn en placentas del tercer

tercio de gestacidon en un modelo murido de infeccion congénita.
- Determinar la expresién de las citocinas IL-6, IL-10 y TGF-f3 en placenta
- Analizar el efecto de la carga parasitaria sobre la expresion del FcRn

- Detectar la presencia de parasitos en la interfaz materno-fetal
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METODOLOGIA

Diagrama general de trabajo
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Animales de experimentacion

Se emplearon 20 ratones Mus musculus, 15 hembras BALB/C y 5 machos C-57BL/6
de 8-12 semanas de edad. El marcaje de cada animal se realizé con plumon indeleble
en el pelaje de la cabeza, el lomo, el cuello, la cola y las extremidades, generando en

cada individuo un patron de marcaje unico.

Los animales se mantuvieron dentro del bioterio (avalado por el CICUAL: comité

institucional para el cuidado y uso de los animales de laboratorio 040/2018) de la Torre
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de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, con periodos de luz/oscuridad de
12 horas, con comida y agua ad libitum en condiciones de cama y ambiente acorde a
la NOM-062-1999 Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio, bajo la supervision de la Secretaria del CICUAL la M. en C.

Lizbeth Xicotencatl Garcia.

Modelo de embarazo

Después de asignarle identificacion a cada animal las hembras se pesaron y se les
realizd un lavado vaginal para hacer un analisis citolégico empleando una tincion
modificada de azul de alcian: combinacidén de giemsa con azul de alcian (anexo 1)

(Sugiyama et al , 2021).

Para el lavado vaginal se tomaron 20 pL de solucién salina fisiologica (SSF), se sujetd
a la hembra y se colocé la punta de la micropipeta en la vulva y se realiz6 el lavado
inyectando y succionando la SSF con la micropipeta, al menos dos veces;
posteriormente se colocé la SSF en un portaobjetos y se dejé secar al aire a
temperatura ambiente; después se dejé sumergido en metanol absoluto durante 15
minutos y se enjuagd con agua corriente. Se realizo la tincion modificada de azul de
alcian: gimsa y azul de alcian (Sugiyama, 2021) sumergiendo en la solucién durante
10 minutos. Se enjuagd con agua corriente y dejo secar para realizar el analisis

citologico.

La proporcién de células en el analisis citolégico se uso para identificar el estadio del
ciclo estral de cada una de las hembras. Diestro, mayor presencia de leucocitos (4/5
del campo visual 0 mas) con pocas células epiteliales nucleadas (1/5 del campo visual
0 menos). Proestro, mayor presencia de células epiteliales nucleadas y células
epiteliales mucosales (3/4 del campo visual), que de células epiteliales queratinizadas

(1/4 del campo visual o menos). Estro, presencia de células epiteliales queratinizadas.
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Metaestro, presencia de células epiteliales queratinizadas (1/2 campo visual o0 menos)

y leucocitos (1/2 campo visual o mas)(Cora et al , 2015).

Las hembras fueron seleccionadas segun su citologia vaginal: proestro y estro; ya
seleccionadas se colocaron con el macho en proporcién 3:1 hembra: macho, siguiendo
un modelo de harén. Se mantuvieron juntos por 18 horas, de las 17:30 h hasta las 7:30

h del dia siguiente, durante el periodo de oscuridad (periodo de mayor actividad).

Para comprobar si hubo coito se buscé tapdn vaginal y se llevé a cabo una segunda
citologia vaginal para observar en el microscopio un cambio en el ciclo estral o la
presencia de espermatozoides. Adicionalmente se registré el peso diario de las
hembras que estuvieron en contacto con el macho para confirmar la gestacién al dia
12 post-coito (dais post coitum, dpc). Un incremento de 5 g en el peso de las hembras
12 dpc fue usado para confirmar la gestacion y mantenerlas sin contacto con el macho

hasta los 15 dpc.

A los 15 dpc se infectaron con taquizoitos de T. gondii Tipo Il ME49 en amortiguador
de fosfatos salino (PBS) o se administrd el vehiculo (SSF) a través de la vena lateral

de la cola, segun fue para cada grupo:

e Grupo1, 50 uL de SSF; n=5 hembras

e Grupo 2, con 10* taquizoitos de T. gondii Tipo Il ME49 en 50 yL de PBS; n=5
hembras

e Grupo3, con 10° taquizoitos de T. gondii Tipo Il ME49 en 50 yL de PBS; n =5

hembras

Al dia 1 post-infeccién (dpi) se procedio a la eutanasia por dislocacion cervical de los
3 grupos y se extrajeron los cuernos uterinos con los productos fetales. Los cuernos
uterinos se cortaron a la mitad. Una mitad se colocé en formalina amortiguada (anexo
2). La otra mitad se separo en la placenta, feto, membrana fetal e implantaciones de
placenta en el utero. Individualmente, todos los tejidos obtenidos se congelaron

empleando nitrégeno liquido. Al azar se selecciond una pieza de cada tejido y se
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colocaron por separado en 1 mL de TRIzol Reagent (Gibco BRL, USA) y se

almacenaron a -80° C hasta su procesamiento para la extraccion de RNA total.

Extraccion de RNA de placenta

El RNA total se extrajo de una placenta por cada hembra gestante en cada uno de los
grupos mediante el método de Chomczynski (Chomczynski y Sacchi, 1987) (Rio et al,
2010). Permitiendo que se descongele la placenta con TRIzol Reagent (Gibco BRL,
USA), para traspasarlo en un mortero se agregd nitrogeno liquido, las veces
necesarias para macerar completamente el tejido. El tejido macerado se colocé de
nuevo en el tubo donde se tenia preservado, se agregarén 0.2 mL de cloroformo
(Sigma-Aldrich, USA) por cada mL de TRIzol Reagent (Gibco BRL, USA) en la muestra
y se agitd por 15 s. Después se llevo a centrifugar a 10000g por 10 min a 5°C. Se
Traspaso la fase clara (la fase de arriba) a un tubo nuevo, debidamente etiquetado, sin
perturbar la interfase y se le agregé 0.5 mL de isopropanol por mL de TRIzol Reagent

(Gibco BRL, USA), se agitd vigorosamente y dejé toda la noche a -20° C.

Una vez transcurrido el tiempo mencionado se recolecté el RNA precipitado
centrifugando a 10000g por 10 min a 5° C, para después decantar con cuidado el
sobrenadante. Para poder resuspender el RNA precipitado primero se realizaron dos
lavados con etanol con la finalidad de quitar la mayor cantidad de proteinas que
pudieran estar presentes aun en el precipitado. Para el primer lavado se agregdé 1 mL
de etanol (Sigma-Aldrich, USA) al 75%, se centrifugd a 10000 g por 5 min a4°C y se
decant6 con cuidado el sobrenadante; en el segundo lavado se resuspendio el
precipitado en 1 mL de etanol absoluto (Sigma-Aldrich, USA), se centrifugd a 10000 g
por 5 min a 4°C y decanté el sobrenadante. Se dejé secar el precipitado por 15 minutos
para resuspender después en 50 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato (agua
DEPC) (Thermo Scientific, USA) y se incubd a 55-60°C por 10 min.
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El RNA obtenido se cuantificd en el espectrofotometro (Nanodrop ND-1000, USA) y el
DNA remanente fue degradado usando para cada muestra en un tubo nuevo: 2 yL de
10X Buffer DNAsa | (Invitrogen, USA) y 1 U DNasa | (Invitrogen, USA) por 4 ug de
RNA total; se ajusté el volumen del tubo con agua inyectable a 20 uL. Se incubd por
30 min a 37 °C. Para inactivar la DNAsa | (Invitrogen, USA) se agregd 2.5 uL de
25 mM EDTA (Invitrogen, USA) e incubo por 10 min a 65 °C - 75 °C.

Para verificar la integridad del RNA antes de llevar a cabo la RT-PCR se realizé una
electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, con un amortiguador de corrida Tris Borato
EDTA (TBE), se colocé en cada pozo del gel un volumen total de 5 yL: 2 uL de
muestra, 1 pL de gelred (Biotum, USA) y 2 uL de amortiguador de carga Orange LD
(Thermo Scientific, USA). Se dejo correr la electroforesis a 80 V por 50 minutos. La
integridad del RNA fue determinada en un fotodocumentador (BioDoc-It Imaging
System, USA), identificando la presencia de las bandas (homogéneas e intensas)
visibles gracias a la tincion con gelred (Biotum, USA), correspondientes al rRNA 28s,
rRNA 18s, rRNA 5.8s y rRNA 5s.

RT-qPCR para la determinacion de la expresion del FcRn, TGF-$3, IL-6 e
IL-10.

Obtencion de cDNA por RT-PCR

Primero se ajusto el volumen de las muestras para tener 4 ug de RNA. Se mezclaron
bien los reactivos de Invitrogen, USA antes de usarlos. En un tubo estéril de 0.5 mL
previamente etiquetado se mezclaron: la cantidad de volumen correspondiente a 4 pL
de RNA, 1 uL de 10 mM dNTP mix, 1 pyL Oligo dT 0.5mg/mL y se ajusto a un volumen
final de 10 yL con agua DEPC. Se incubd esta mezcla RNA/primer a 65° C por 5

minutos y después se coloco en hielo por al menos 1 minuto.
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En otro tubo se prepard la reaccién 2X mix agregando para 16 reacciones: 32 uL de
10X RT buffer, 64 pL de 25 mM MgCl,, 32 yL de 0.1 M DTTy 16 yL de RNasa OUT
(40U/pL).

Después se agregaron 9 yL de este mix 2x a cada tubo de RNA/ primer mezcla que
se prepard primero, se mezcld e incubd a 42°C por 2 minutos. Concluido ese tiempo
se agregd 1 uL de SuperScript Il RT a cada tubo excepto al control; para este se
agrego agua DEPC. Se volvié a Incubar a 42° C por 50 minutos y para terminar la
reaccion se llevo a 70° C por 15 minutos y coloco en hielo. Se agitaron bien los tubos
y se agrego 1 yL de RNasa H a cada tubo e incubd a 37° C por 20 minutos, obteniedo
asi el cDNA.

Las incubaciones se llevaron a cabo en un termociclador Veriti de Applied Biosystems,

México.

gPCR para la determinacion de la expresion del FcRn, TGF-, IL-6 e IL-10.

La gPCR que se realizé fue una duplex ya que se emplean dos sondas por pozo de la
placa. La primer sonda corresponde al gen que se expresa en la placenta y no sufre
modificaciones en su expresion debido a la infeccidon, que es el gen enddgeno o
Housekeeping Gene (HKG), en nuestro caso fue el gen rRNA 18s y la segunda sonda
corresponde gene of interest (GOI), o gen de interés, que puede estar o no modificado

debido a la infeccidn presente en nuestro trabajo las moleculas a detreminar expresion.

La qPCR a partir del cDNA obtenido se realizé con sondas Tagman de Thermo
Scientific, USA. Las sondas usadas fueron las siguientes: Mm04277571_s1 para el
gen endogeno rRNA 18s, Mn12054551_m1Fcgrt para el FcRn, Mn00446190_m1116
para la IL-6, Mm1227699 m1Tgf1 para el TGF-f y Mm1288386_m1II110 para la IL-10.
La preparacion de reactivos y llenado de la placa se realizé6 en una campana de flujo

laminar.
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El cDNA obtenido previamente se us6 como molde para determinar la expresiéon de
los genes de interés a una dilucién 1:20- del cual se agregaron 2.5 uL a cada pozo de
la placa de 48 pozos usada para la qPCR y posteriormente 7.5 pL de la mezcla de
reactivos todos de Thermo Scientific, USA, que llevan a cabo la reaccién; para 50
reacciones: 250 yL de Master mix, 15 yL Sonda 1 (HKG), 25 uL Sonda 2 (GOI) y 85

ML de agua inyectable.

Una vez llenada la placa de 48 pozos se coloco en el termociclador (Step One real-
time PCR system, Applied boisystems, México) y se ajustaron los parametros de una
gPCR de cDNA duplex cuantitativa por el método AACt estandar de 2 horas (Figura
5).

Estacion de 1 . Estacion de
ciclo ' 40 ciclos
95° : 95°
30:00 :  00:15
50° : 60°
5 1:00

/ 2:00

Figura 5. Tiempo y temperatura por ciclos de la qPCR estandar de 2 horas de 40 ciclos
para las sondas tagman empleadas en la metodologia.
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gPCR presencia/ausencia de DNA de T. gondii

Extraccién de DNA de placenta

Las cantidades usadas en la técnica es para cada 100 mg de tejido.

Cada placenta fue macerada y colocada en 1 mL de solucion de lisis celular (Qiagen,
USA), incubando por 1 hora a 56° C. Después se agregaron 10 uL de proteinasa K (20
mg/mL, Qiagen, USA) y se dejo incubando toda la noche a 56° C para pasar a tubos
Falcon de 15 mL la solucién obtenida, tratando de no traspasar los pedazos de tejidos
que no hayan sido lisados completamente. Se adicion6 a cada tubo 1 mL de solucion
precipitadora de proteinas (Qiagen, USA), y agité vigorosamente con vortex por 20 s
y hasta ver blanca la solucion, se centrifugd a 806g por 10 minutos.

En otro tubo Falcon se agregaron 2 mL de 2-propanol (100%, Sigma, USA) y se
decanto el sobrenadante de los tubos centrifugados en el nuevo tubo. Se mezclé por
inversion hasta ver hebras de DNA. De nuevo se centrifugd a 3000 rpm/ 10 minutos y
una vez mas se decanto el sobrenadante en un frasco de residuos y lavé el precipitado
(DNA) con 2 mL de etanol (70%, Sigma, USA) para volver a centrifugar a 3000 rpm/
10 minutos. Se decanté el sobrenadante en un frasco de residuos y se dejé evaporar
el remanente de etanol. El DNA fue hidratado comenzando a adicionar 50 uL de
solucion de hidratacién (Gentra systems, USA), hasta que todo el DNA quedd en
solucion. Posteriormente se cuantifico el DNA en solucion con el espectrofotometro
(Nanodrop ND-1000, USA).

gPCR presencia/ausencia

Se realizé una qPCR presencia/ausencia para detectar la presencia de T. gondii en
placenta, utilizando sondas TagMan para un fragmento del gen gpdh del parasito
(conocido también como B1) a partir de las extracciones de DNA total de placenta.

La preparacién de reactivos y el llenado de la placa de 48 pozos se realizaron en una
campana de flujo laminar.

Se calculo tener 500 ng de DNA en 2.5 ulL diluyendo el DNA obtenido. Para la mezcla

de reactivos (Applied Systems, USA) se usaron para 50 reacciones: 250 uL de
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TagMan Universal PCR Master Mix, 25 uL de Oligos y sondas, 50 uL de 10x Exo IPC
Mix, 10 uL de 50x Exo IPC DNA y 40 uL de Agua inyectable.

Se agregaron 7.5 pL de la mezcla de reactivos a cada pozo de la placa y acorde al
disefio de la placa se colocaron 2.5 yL de DNA muestra; 2.5 yL 10x Block Exo IPC
(control interno); 2.5 puL de agua inyectable (control negativo); y 2 uL de DNA de T.
gondii ME49 (control positivo). Excepto el control positivo, cada muestra, control
negativo y control interno se hicieron por triplicado. Después se ajustaron los
parametros en el equipo de gPCR (Step One real-time PCR system, Applied
boisystems, México), para una PCR presencia/ausencia estandar de 2 h para una

placa de 48 pozos.

Analisis de resultados y estadistica

El cambio en la expresion de los genes de interés se determind mediante el
método AACt (Pfaffl, 2006). Este método evalua el cambio de la expresion genética
usando como control la expresién de un gen endégeno (HKG, del inglés house keeping
gene) que se expresa de forma constante en el tejido y los genes de interés (GOlI, del
inglés gene of interest). El equipo de tiempo real después de la amplificacién arroja un
valor de ciclo umbral o Ct para el HKG y el GOl de cada muestra, con lo que se puede

calcular el cambio en la expresiéon del GOI entre los grupos analizados.

Por ejemplo:
Ct HKG Ct GOI
No infectada (control) 2510 31.64
Infectada (muestra) 23.92 35.61

ACt (control) = Ct GOI — Ct HKG
ACt (control) = 31.64 — 25.10
ACt (control) = 6.54
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ACt (muestra) = Ct GOI — Ct HKG
ACt (muestra) = 35.61 — 23.92
ACt (muestra) = 11.69

AACt = ACt(muestra) — ACt(control)
AACt = 11.69 — 6.54
AACt = 5.15
Cambio en la expresion = 244¢t
Cambio en la expresion = 2515

Cambio en la expresién = 35.5
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RESULTADOS

Citologia vaginal

Los resultados de citologia vaginal se obtuvieron por lavado vaginal para después
realizar una tincion modificada de azul de alcian. Dependiendo el estadio del ciclo
estral cambia la proporcion de poblaciones celulares observadas al microscopio.
Diestro: mayor presencia de leucocitos con pocas células epiteliales nucleadas.
Proestro: Mayor presencia de células epiteliales nucleadas y células epiteliales
mucosales, que de células epiteliales queratinizadas Estro: presencia de células
epiteliales queratinizadas. Metaestro: presencia de células epiteliales queratinizadas y

leucocitos. (Figura 6)

Las hembras cuya citologia vaginal resultara en Proestro y Estro se considera
receptiva al macho, lo que aumentaba la probabilidad de coito, estando juntos durante
el periodo nocturno por 18h. Al finalizar este perido de tiempo se considera que hubo
coito si se veia tapon vaginal en la vulva de las hembras o bien si en el la citologia se

observan espermatozoides. (Figura 7)
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Figura 6. . Citologia vaginal: en esta figura se pueden observar las diferentes
poblaciones celulares presentes en la vagina. L = leucocitos flechas; CN = células
epiteliales nucleadas circuladas en amarillo; CM = células epiteliales mucosales cabeza de
flecha; CQ = células epiteliales queratinizadas circuladas en morado. 400x, modificado

de(Cora et al, 2025) con fotomicrografias originales.
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Figura 7. Citologia vaginal con tincion azul de alcian modificada representativa de
metaestro post-coito. Se observa presencia de espermatozoides (rodeado en rojo). 400x.
Fotomicrografia original

31



Expresion del receptor FcRn y las citocinas IL-6, IL-10 y el TGF-$

Los resultados arrojados por la RT-gPCR demostraron que en placentas del tercer
tercio de gestacion de ratonas infectadas con 10*y 10° taquizoitos con la cepa ME49
de T.gondii hay un incremento en la expresién del receptor FcRn, las citocinas IL-6 y
TGF-B; en comparacion con las placentas de ratonas no infectadas. También se realizé
una RT-gPCR para determinar la expresion de IL-10, pero la expresion de esta citocina

no fue detectada en ninguna de las placentas analizadas de los 3 grupos (Figura 8).
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Figura 8. Graficas de variaciéon en la expresiéon de los genes que codifican para FcRn
(fcgrt); IL-6 y TGF-B para cada uno de los tres grupos: no infectadas, infectadas con 10*
parasitos e infectadas con 10° parasitos. La expresion de los genes es adimensional y se
determiné mediante RT-qPCR; los datos se analizaron por ANOVA-TUKEY; **p <0.05 ***p <
0.005.
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Deteccién de T.gondii en las placentas por qPCR presencia/ausencia.

Con el proposito de confirmar la presencia del parasito en este tejido y por ende la
infeccidon. Se realizo una gPCR presencia/ausencia para lograr detectar a T. gondii en
la placenta, utilizando un fragmento del gen B1 o0 GPDH el cual es unico para T. gondii.

A Presence/Absence Results
@
13
z
.E_ 08
C C s W B . i =
g C
rg[g'l"nlresm‘] o > An“rBrA n [ g B e o o B o o
s e R - v o= _-wl'-,;| ¥ i
| ki &
el Postion
B @
I Cl 0
0
C]
@ 2B o8 g a @ B
E OV oo L ok

Muestras desconocidas: @Presencia - JAusencia 7 Sin confirmar

Muestras IPC : || IPC Fallido IPC Exitoso
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Figura 9. Grafica de qPCR presencia/ausencia para un fragmento del gen B1 o GPDH de
T. gondii. A, En la grafica podemos ver en el eje “X” los ciclos de la gPCR y en el eje de las
“‘y” intensidad que mas hace referencia a la fluorescencia emitida por la sonda al momento de
llevarse a cabo la qPCR e indica las copias amplificadas. La linea roja y la linea verde son los
puntos de corte de presencia/ausencia de DNA de T. gondii y los controles internos (IPC) de
la reaccion, cuanto mas cercanos estén estos dos puntos de corte, el ensayo se considera
valido. B, La gPCR se hizo por tripicado para cada muestra dando presencia de T. gondii
(positivas, +rojo); solo las muestras correspondientes a dos placentas, que corresponden a
hembras infectadas con 10* y 10° cada una. El positivo mas alto en la grafica corresponde al
control positivo.
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DISCUSION

T. gondii es un parasito intracelular obligado capaz de atravesar barreras fisiologicas
que protegen a érganos como el o0jo, el cerebro y la placenta; es también capaz de
desencadenar una respuesta inmunologica proinflamatoria mediada principalmente
por IFN-y y la activacion de linfocitos Th1, para finalmente activar a los linfocitos B e

inducir la produccién de anticuerpos anti-T. gondii.

Los mecanismos sobre como T. gondii logra invadir la placenta y diseminarse de la
madre al feto no han sido establecidos; sin embargo, se sabe que llega por via
sanguinea y se ha propuesto que una de las vias de infeccion a la placenta podria ser
mediada por el receptor FcRn, que de manera fisiolégica tiene un papel crucial en la
transferencia pasiva de inmunidad humoral al feto, ya que media el paso de IgG
materna por transcitosis a través de la placenta. La madre inmunocompetente es
capaz de reconocer al parasito e inducir una respuesta inmunoldgica capaz de llevar
a la producciéon de anticuerpos especificos contra T. gondii. Se ha reportado la
produccion de anticuerpos de diferentes clases como IgM, IgG e IgA tanto en saliva
como en suero (Cafedo-Solares et al, 2008). Los anticuerpos maternos pueden actuar
opsonizando al parasito y con esto inducir la activacion del complemento o la
fagocitosis, lo que promueve la disminucion de la carga parasitaria, protegiéndola de

una infeccion severa y diseminada (Correa et al, 2007).

Paradodjicamente para el feto, se ha reportado la existencia de una relacion entre la
subclase de inmunoglobulina G producida por la madre y el desarrollo de
manifestaciones clinicas en el recién nacido infectado congénitamente, sugiriendo que
el fendmeno de transporte de IgG de la madre hacia el feto podria no estar relacionado
necesariamente con la proteccion (Cafiedo, 2008). Ademas en el Laboratorio de
Inmunologia Experimental se han llevado a cabo ensayos in vitro en células humanas
en donde la infeccidén con parasitos opsonizados con IgG anti T. gondii tienden a ser
internalizados en mayor numero en comparacion con parasitos no opsonizados (no

publicado). Estos hallazgos han permitido sugerir la hipétesis de que la IgG anti T.
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gondii materna que opsoniza al taquizoito durante el embarazo podria paraddjicamente

facilitarle ser movilizado por el FcRn en la placenta y favorecer la infeccion del feto.

En este sentido, existen varios trabajos en los cuales se reporta como el FcRn figura
como mediador del paso de patdgenos en diversos tejidos. Como se sabe T. gondii no
es el unico patdgeno que se transmite via congénita y causa graves lesiones y dafios
a largo plazo en el feto. Por ejemplo, en Centro América la causa mas comun de
microcefalia en neonatos es debida a una infeccién congénita por el virus del Zika
(ZIKV), el cual se ha vuelto una creciente epidemia en estas regiones. El ZIKV
pertenece a la familia de los Flaviviridae y comparte una similitud antigénica con otro
miembro de esta familia de virus como del Dengue (DENV), siendo el DENV endémico
de las regiones de Centro América. Algo que llama la atencién es que no todos los
neonatos con microcefalia tienen madres seropositivas a ZIKV, teniendo en cuanta que
el DENV y el ZIKV tienen similitud antigénica y afectan en las mismas regiones. En el
2019, Rathore y colaboradores se interesaron en la creciente epidemia en Centro
América y sugieren que la infeccion por ZIKV es promovida de la madre al feto debido
a la presencia de anticuerpos anti-Dengue, que como ya se menciono antes, el virus
del DENV es endémico de las mismas regiones de Centro América que reporta
nacimiento de bebes con microcefalia causada por el ZIKV. Al igual que en el presente
trabajo Rathore y colaboradores emplearon un modelo murido de embarazo en el que
demostraron que el FcRn es sobre expresado en las placentas de hembras infectadas
con ZIKV en conjunto con la inoculacién de anticuerpos anti-Dengue, lo que favorece
la transmisién vertical del ZIKV y como consecuencia la presencia de fetos con
microcefalia. A pesar de esto, el FcRn no es el unico mecanismo que usa ZIKV para
invadir la placenta y acceder al feto; ya que en este mismo estudio se repitié el ensayo,
pero con hembras knock out para FCRn y pese a que la expresion del FCcRn estaba
bloqueada hubo casos donde el virus del Zika logro infectar a los fetos, causandoles
microcefalia, afectando 50% menos a los fetos en comparacién con el ensayo anterior
(Rathore et al, 2019).
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Por otra parte, el FcRn no es exclusivo de la placenta, también se expresa en células
del epitelio intestinal en donde su funcién es similar, captar IgG materna y por medio
de transcitosis proporcionar inmunidad humoral al neonato, ya que la IgG es ingerida
por el consumo de leche materna durante las primeras semanas de vida. Esto sucede
con mamiferos como los porcinos; Guo y colaboradores (2016) realizaron ensayos in
vitro con células epiteliales intestinales de porcinos infectadas con virus de
gastroenteritis transmisible (TGEV) para determinar como la infeccion de este
patdgeno modificaba la expresion del FcRn porcino (pFcRn). La infeccion por TGEV
sobre expresa el pFcRn mediante la activacion del factor nuclear- «B (NF-«xB), el cual
es una familia de factores de transcripcion que median e inducen la expresion de varios
genes involucrados en la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa, inflamacion y
enfermedades autoinmunes (Guo et al, 2016) (Gémez-Chavez et al, 2021). El TGEV
no es el unico virus que se ha visto favorecido por el FcRn para facilitar el acceso al
tejido a invadir, en otro estudio realizado por Gupta y colaboradores (2013) se
demostré como el FcRn puede favorecer el paso del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo | (VIH-I) a través de las células del cérvix y uretra masculina, usando
como modelo células humanas de adenocarcinoma endometrial HEC-1A. En este caso
en concreto el FcRn no modificaba su expresion para asi permitir el paso del virus
mediante la unién de IgG neutralizante al mismo, sino que las condiciones del
ambiente celular permitian la transcitosis endotelial en las células de los tejidos
mencionados. Resulta que a pH de 6 el FcRn favorece el paso del VHI-I unido a

anticuerpos neutralizantes especificos (Gupta et al, 2013).

En el caso de la toxoplasmosis congénita es de resaltar el paralelismo que guarda la
tasa de transmision vertical con la expresién del FcRn, ya que la probabilidad de
transmision al feto aumenta para el final de la gestacion y la expresion del FcRn
comienza a finales del primer trimestre y llega a la cuspide de su expresion para el
tercer trimestre (Dunn et al, 1999). En el presente trabajo se encontré que el FcRn se
sobre expresa dependiendo de la carga parasitaria infectada: 10* y 10° taquizoitos

(Figura 8) de forma similar a la inducida por otros patégenos, apoyando la idea de que
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el FcRn presente en el sincitiotrofoblasto de la placenta capta la IgG unida al taquizoito
y permite que pase a través de la placenta hasta llegar al feto y asi infectarlo. Sin
embargo, no se considera el unico mecanismo de invasién a la placenta ya que,
aunque es poco probable T. gondii pude infectar al feto en el primer trimestre de
gestacion, donde el FcRn no se expresa aun en la placenta, considérese que en
humanos la placenta se establece en el utero la tercera semana de gestacion y sufre

modificaciones hasta el cuarto mes (Santoja, 2009).

Ademas de la expresion del FcRn, se evalud la expresion de citocinas que se asociaran
a un ambiente regulado o modulado (IL-10 y TGF-B) e inflamatorio (IL-6), ya que se ha
reportado que un ambiente proinflamatorio modulado reduce la probabilidad de que
haya una transmision vertical de la madre al feto (Gémez-Chavez et al, 2019). La IL-
10 es una citocina antiinflamatoria producida por diferentes células y es un supresor
de macrofagos e inhibe la secrecidn de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-12
e IL-1p disminuyendo la actividad del NF-xB (Honigmann, 2018). Desafortunadamente,
no se encontré expresion de IL-10 en la placenta en ninguno de los tres grupos, y
aunque esta citocina se relacione con la regulacién de la respuesta inmunolégica
proinflamatoria, no se tiene mucha informacion sobre su expresion en la interfase
materno-fetal durante la infeccién congénita de T. gondii. EI| TGF- es una citocina
reguladora, ya que inhibe la expresion del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-
a) el cual es una citocina proinflamatoria y una de las primeras que se elevan en una
respuesta inmunolégica Th1 (Bermudez, 1993). A partir de la infeccion con 10°
taquizoitos se observd un aumento en la expresion de TGF-B esta citocina es
mencionada como una de las claves para moderar la respuesta proinflamatoria y
disminuir la transmision vertical de la madre al feto o limitar el desarrollo de lesiones

severas en el feto, causadas por la infeccidon congénita (Gomez-Chavez et al, 2020).

La IL- 6 es una citocina proinflamatoria que se expresa en periodos de estrés; favorece
la produccién de proteinas de fase aguda (Honigmann, 2018). Al igual que TGF-B, la

IL-6 aumenta su expresion solo en la infeccidén con 10° taquizoitos, generando asi un
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ambiente proinflamatorio debido a la reciente infeccidén; hay que mencionar que la
eutanasia de las hembras para el procesamiento de la placenta se realizé un dia

después de la infeccion, por lo que aun se encuentra en fase aguda la infeccion.

La deteccién del gen B1 de T. gondii sirve para confirmar la presencia del parasito en
diferentes tejidos (Kompalic-Cristo et al, 2007) como la placenta; sin embargo, no es
sorpresivo tener pocas placentas de diferentes hembras positivas a T. gondii, ya que
la cantidad de DNA que es propio de la placenta contra el DNA de unos cuantos
taquizoitos es mucho mayor, limitando la deteccién de la presencia del parasito,
aunado a que las cepas tipo Il de T. gondii se replican cada 7 horas (Radke, 2001).
Sin embargo, debido a los cambio fisicos y subjetivos que presentaron las hembras
antes de la eutanasia: poca movilidad, pelaje erizado y sin brillo, aunado al aumento
de la expresion de los genes del FcRn, la IL-6 y el TGF-B, se puede confirmar la
infeccidn de las hembras. Ahora bien, otro posible motivo por el cual no se haya podido
detectar la presencia de T. gondii, en las placentas puede estar asociado a la baja
carga parasitaria con la que infectamos o a la respuesta inmunolégica materna en la
que se induce la inflamacion regulada por TGF-(, limitando el acceso del parasito a la

placenta e impidiendo asi la infeccion del feto.

Perspectivas

CONCLUSIONES

La infeccion con taquizoitos de T. gondii tipo || ME49 induce la expresion del FcRn
dependiendo de la carga parasitaria en el tercer tercio de gestacion en ratones,
generando una respuesta proinflamatoria modulada, debido a al aumento de expresion
en las citocinas TGF-B e IL-6. Sin embargo no se logro detectar la presencia del

parasito en la interfase materno-fetal.
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ANEXO

1. Tincién de Azul de Alcian modificada

Se Mezcla en proporcién 1:1:10 azul de alcian al 0.1% en acido acetico al 3%,

solucion comercial de Giemsa y buffer de fosfatos 0.1M.

a. 0.1%(m/v) Azul de Alcian 8 GX
b. Acido acético al 3%

c. Buffer de fosfatos 0.1

2. Formalina amortiguada
3. TBE 10X 1L
a. 121.1 g Base TRIS 1M
b. 61.8 g Acido bérico 1M
c. 7.4 g EDTA (sal disédica) 0.02M

Para preparar el TBE 1X 500 mL, se tomaron 50 mL de TBE 10Xy se diluye en 450

mL de agua desionizada.

4. Gel de agarosa al 1.5%
a. Relacion peso/volumen (g/mL)
b. 1.5 g de agarosa en 100 mL TBE 1X

c. Ajustar la cantidad de agarosa, en funcion del volumen a usar
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