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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos 15 afios se ha observado el resurgimiento en distintos campos de la
investigacion cientifica de las células T reguladoras (Tregs). Aun cuando son una
poblacion celular muy pequefia (representan del 4 al 10% de las células T CD4"
periféricas), tienen un papel protagénico no soélo en el mantenimiento de la tolerancia a lo
propio, sino también en el control de la actividad efectora del sistema inmune a agentes
externos. Se ha estudiado su participacion en enfermedades como el cancer, alergias y
autoinmunidad; en desordenes durante el embarazo y, siendo de principal interés, en
enfermedades infecciosas.

El trabajo aqui presente explica, cual es la participacion de las células Tregs durante la
infeccion con Toxoplasma gondii. La técnica utilizada es por deplecion de células CD25".
Nuestros resultados nos indican que las células Tregs participan en la proteccion de los
animales durante la infeccidon con una cepa avirulenta (Me49), mientras que durante la

infeccion con una cepa virulenta (RH), parece que participan de una manera adversa.
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1. Toxoplasma gondii

1.1. Caracteristicas generales

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado. Su hospedero definitivo son los

felinos en su mayoria, mientras que cualquier animal de sangre caliente puede ser su

hospedero intermediario [1]. Su clasificacion de acuerdo a 6 categorias taxonémicas es la

siguiente:

Categoria taxonémica Taxoén Autor, aino
Phylum Apicomplexa Levine, 1970
Clase Sporozoea Leukart, 1879
Subclase Coccidia Leukart, 1879
Orden Eimeriorina Leger, 1911
Familia Sarcocystidae Biocca, 1956
Especie Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1908

El phylum Apicomplexa, que incluye patdégenos del hombre como Plasmodium y

Cryptosporidium y de animales como Eimeria, Sarcocystis y Neospora, se define por la

presencia de un complejo de organelos secretores apicales: roptrias, micronemas y

granulos densos (Fig. 1), y por la presencia de un organelo endosimbidtico, el apicoplasto.

Toxoplasma gondii presenta 3 estadios dentro de su ciclo de vida.
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1.1.1. Taquizoito

El término “taquizoito” (del griego Tachos, rapido), se propuso en 1973 por Frenkel [2]
para describir la etapa de T. gondii que se multiplica rapidamente en cualquier tipo celular
de sus hospederos intermediarios y en cualquier célula no epitelial del intestino de sus
hospederos definitivos. Esta forma del parasito se asocia con la fase aguda de la
infeccion; se multiplica rapidamente en cualquier tipo celular de cualquier animal de
sangre caliente. Tiene un tamafo de 2x6 um. Una caracteristica de su morfologia
ultraestructural es que el nucleo se localiza al centro. Aunque este parasito no presenta
medios de locomocion como cilios, flagelos o pseuddpodos, se puede mover por
ondulacion y rotacién. Se reproduce asexualmente, por un mecanismo semejante a la
fision binaria llamado endodiogenia, en el que se forman 2 células hijas que al crecer,

ocupan todo el citoplasma de la célula madre, la cual termina por desaparecer (Fig. 2) [3].

1.1.2. Quiste (bradizoito)

Bradizoito proviene del griego brady, que significa lento y describe la etapa enquistada del
parasito en los tejidos. El quiste (Fig 3), se asocia con la etapa cronica de la infeccion,
pero los bradizoitos se pueden formar a partir de los 3 dias post-infeccion. Los quistes
contienen dentro a los bradizoitos que se dividen por endodiogenia (Fig. 2). Los quistes
varian en tamafo, ya que pueden tener 5 um de diametro y contener 2 bradizoitos, hasta
tener 100 um de diametro con miles de bradizoitos dentro. Aunque se pueden encontrar
quistes en cualquier tejido, se encuentran principalmente en tejidos neuronales y
musculares incluyendo el cerebro, los ojos y los musculos esquelético y cardiaco. Aunque
el taquizoito y el bradizoito tienen una estructura muy semejante, una forma en que se
pueden diferenciar es por la ubicacién del nucleo, ya que los bradizoitos lo tienen hacia la

parte posterior (Fig 4), mientras que en los taquizoitos se ubica al centro (Fig 1) [4].
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Figura 1. Organelos de un taquizoito de T. gondii. Mn: micronemas., Rh: roptrias., Dg: granulos densos., Pv: vacuola
parasitéfora., Go: Aparato de golgi., Nu: nucleo., No: nucleolo. Estos organelos secretores caracteristicos del phylum
Apicomplexa se encuentran en la regién apical. Micrografia tomada de la referencia 2

Figura 2. Reproduccion asexual por endodiogenia. A partir de una célula que se replica, se forman 2 células hijas que
ocupan el citoplasma de la célula madre, que termina por desaparecer.

14



Figura 3. Quiste de T. gondii. En el interior del quiste se pueden observar bradizoitos. Fotografia vista a 20x. Se tomé
del macerado de cerebro de raton C57BL/6J de nuestro laboratorio, 30 dias post-infeccién

Figura 4. Bradizoito de T. gondii. Aunque tiene una morfologia muy semejante y los mismos organelos que el
taquizoito, el bradizoito presenta el nucleo (Nu) hacia la parte inferior de la célula. Micrografia tomada de la referencia 2.
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1.1.3. Ooquiste

Los ooquistes son secretados en las heces de los gatos infectados en su forma no
esporulada (no son infectivos). Tienen una forma esférica de 10x12 um de diametro. La
esporulacién del ooquiste ocurre de 1 a 5 dias después de la excrecién, dependiendo de
las condiciones del medio (aire y temperatura). El ooquiste esporulado es de forma
elipsoidal, de 11x13 um de diametro. Cada ooquiste contiene 2 esporoquistes que
contienen 4 esporozoitos, en total 8 esporozoitos (Fig. 5). Los protozoarios pertenecientes
a la subclase coccidia se clasifican de acuerdo a la estructura del ooquiste; si éste
contiene 4 esporoquistes, cada uno con 2 esporozoitos (en total 8 esporozoitos), se
clasifica en el género Eimeria, pero si contienen 2 esporoquistes cada uno con 4
esporozoitos, son clasificados en el género Isospora. T. gondii tiene un ciclo de vida tipo

isospora, por sus 2 esporoquistes (Fig. 5) [5].

1.2. Ciclo de vida

Casi todas las especies pertenecientes al orden felidae son los hospederos definitivos de
T. gondii. Estos animales pueden infectarse por la ingestién de agua contaminada por
ooquistes, por via transplacentaria o por la ingestién de carne contaminada con quistes
(Fig. 6). Cuando se ingieren quistes, su capa externa se rompe por enzimas proteoliticas
en el estbmago y en el intestino delgado del gato. Los bradizoitos liberados penetran las
células epiteliales del intestino y comienzan el desarrollo de 5 etapas antes del inicio de la
gametogonia. Después del desarrollo asexual comienza la etapa sexual que da lugar a
microgametos (masculinos) y macrogametos (femeninos). Los microgametos utilizan su
flagelo para penetrar y fertilizar microgametos maduros y asi formar cigotos. Después de
la formacion del cigoto se forma una pared alrededor de él, lo que da lugar a la formacion
del ooquiste. Las células del epitelio intestinal infectadas se rompen y descargan los

ooquistes al lumen intestinal. Los gatos pueden liberar miles de ooquistes no esporulados

16



en las heces en un corto periodo de tiempo y por pocos dias. Si las condiciones del
ambiente son las adecuadas, los ooquistes esporulan (Fig. 6) y tienen la capacidad de
sobrevivir por un largo periodo de tiempo bajo condiciones ambientales normales; por
ejemplo, pueden vivir meses o afios en el suelo y por lo tanto pueden contaminar agua,
vegetales, y ser dispersados por una amplia gama de animales invertebrados (moscas,
gusanos, cucarachas) y vertebrados (ratones, ratas y aves). Los humanos y cualquier
animal de sangre caliente pueden adquirir toxoplasmosis por el consumo de ooquistes
presentes en toda la lista descrita anteriormente (Fig. 6). Después de la ingestion de
ooquistes esporulados, las condiciones de pH del estdmago favorece el rompimiento del
ooquiste y la liberacién de esporozoitos, los cuales penetran a las células del epitelio
intestinal y son llevados hacia la ldmina propia donde se multiplican en distintos tipos
celulares incluyendo el endotelio vascular, fibroblastos, células mononucleares y
leucocitos, pero nunca en los eritrocitos [6]. Los esporozoitos se convierten en taquizoitos
los cuales se multiplican rapidamente e invaden cualquier tipo celular (Fig. 7), y éstos a su
vez (por mecanismos de estrés como el sistema inmune), se convierten en bradizoitos y
se enquistan [7]. Los quistes persisten durante toda la vida del hospedero (Fig 7), por lo
que otra fuente de infeccion, es el consumo de carne cruda o mal cocida contaminada con
quistes. En el caso de los hospederos inmunosuprimidos, puede ocurrir la reactivacion de
la enfermedad latente (Fig. 7). La infeccion congénita se presenta si la madre se infecta
con quistes u ooquistes durante el embarazo porque el parasito, en forma de taquizoito,
entra en contacto con el feto via placenta (Fig 6) [8].

De los 3 estadios de T. gondii descritos anteriormente, el taquizoito y el bradizoito se
asocian con el hospedero intermediario, mientras el esporozoito con el hospedero
definitivo. El taquizoito es el responsable de la expansion de T. gondii dentro del
hospedero, mientras que el bradizoito y el esporozoito son capaces de transmitir la

infeccion a otro hospedero.
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Figura 5. Ooquiste de T. gondii. A) ooquiste no esporulado. B) Ooquiste con 2 esporoquistes; el de la derecha con
esporozoitos y el de la izquierda en proceso de esporulacion. Tomado de referencia 2.
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1.3. Organelos

La morfologia del taquizoito comprende un unico citoesqueleto, organelos secretores
(roptrias, micronemas y granulos densos), organelos derivados por endosimbiosis
(mitocondria y apicoplasto) y organelos eucariontes universales (nucleo, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y ribosomas) (Fig 1) [9].

Los micronemas y roptrias se ubican en la parte mas apical, mientras que los granulos
densos se ubican en todo el citoplasma. Estos organelos secretores participan en la
invasion celular hacia el hospedero y en la formacion de la vacuola parasitéfora que evita
la fusion del fagosoma y el lisosoma, lo que protege al parasito durante su desarrollo
intracelular y favorece la formacion de quistes en el hospedero [10].

El nucleo ocupa la region central o basal, dependiendo de la etapa invasiva (como se
menciond anteriormente). Por detras del aparato de Golgi se encuentra el apicoplasto;
este organelo especifico del phylum Apicomplexa se habia descrito desde principios de
los 60’s, pero fue descrito hasta 1997 como un plastidio tipico. Tiene 500 nm de diametro,

posee 4 membranas y en su interior presenta contenido filamentoso y granular en el cual

19



se pueden observar ribosomas. Se propone que el origen de las 4 membranas pudo

resultar de la fagocitosis de un alga verde que ya era parte de una endosimbiosis [11].

1.4. Genotipos

Cuando se realizdé la genotipificacion de distintas poblaciones de T. gondii por
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), se reveld que existe
una muy baja variacion genética [12;13]. La clonalidad entre los aislados de T. gondii es
alta porque se han encontrado cepas con genotipos idénticos en regiones geograficas
distintas [14]. T. gondii tiene una estructura de poblacién que se clasifica en 3 linajes o
cepas (I, Iy 1I).

La presencia de una fase sexual en el ciclo de vida de T. gondii, podria predecir una alta
diversidad genética entre las distintas cepas que conforman a la especie. Sin embargo, la
alta clonalidad de T. gondii indica que la propagacion en la naturaleza ocurre
predominantemente por replicacion asexual, o sea, en forma de quiste. Para que existiera
diversidad genética derivada de la fase sexual, necesitariamos que un hospedero
definitivo se infecte con 2 genotipos diferentes de T. gondii, lo cual es muy poco probable.
Las diferencias bioldgicas entre las 3 cepas de T. gondii se reflejan en el crecimiento, la
infectividad, la patogénesis y la virulencia. Las cepas pertenecientes al tipo | son
altamente virulentas en ratones (LD1oo = 1). [15] La virulencia de las cepas tipo | es
independiente del fondo genético del raton y si es una cepa singénica o no. Se habia
sugerido que la virulencia de la cepa RH (de uso comun en el laboratorio, tipo ) se debia
a los pasajes continuos de la cepa desde que fue aislada en 1941; sin embargo, mas de
20 cepas tipo | aisladas recientemente comparten el fenotipo de alta virulencia en ratones,
indicando que la virulencia se correlaciona con el genotipo del parasito y no con los
pasajes [16]. Las cepas tipo | se han aislado de una gran variedad de animales de granja,

incluyendo cerdos, vacas y cabras, y de humanos en Norteamérica, Europa y otras partes
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del mundo. Presenta un alto nivel de replicacion in vitro y no hay interconversion
taquizoito-bradizoito [15].

La toxoplasmosis causada por cepas tipo Il es lo mas frecuente en infecciones humanas y
animales en Norteamérica y Europa [17;18]. La mayoria de pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) infectados con T. gondii y casos de infeccion
congénita, son causados por cepas tipo Il [19]. Estas cepas son relativamente no
virulentas en el modelo murino y en el humano, pero mucho depende del fondo genético
del hospedero que afecta la interaccion hospedero-parasito. Por ejemplo, la cepa de raton
C57BL/6J es susceptible a la infeccion con la cepa Me49 (Tipo Il) de T. gondii [20],
mientras que la cepa BALB/c es resistente. La infeccion por cepas tipo Il conlleva a una
infeccidn cronica con persistencia de quistes en los tejidos del hospedero durante toda su
vida. Presenta un nivel muy lento de replicacién in vitro y una facil interconversién
taquizoito-bradizoito. La LDs, = 10° taquizoitos [15].

Las cepas tipo Ill son raras entre los aislados originados de Europa y Norteamérica. Se
han encontrado en aislados provenientes de animales salvajes, de areas remotas o
distantes o de enfermedades humanas inusuales [15]. A diferencia de las tipo Il, las cepas
tipo 1l tienen un nivel de replicacién alto, semejante a las cepas tipo | [21] , pero su
letalidad se asemeja a las cepas tipo Il, por o que son no virulentas. La baja letalidad de
la cepa conlleva a una infeccién crénica al igual que las cepas tipo Il. La LDsy = 10?

taquizoitos [22].

1.5. Epidemiologia
T. gondii se distribuye en todo el mundo. La seroprevalencia en Europa es alta. Un
estudio multicéntrico que incluy6 paises como Bélgica, Dinamarca, Italia y Francia, entre
otros, identificd el consumo de carne cruda o poco cocida como factor de riesgo para

adquirir toxoplasmosis [23]. En Centroamérica la seroprevalencia es muy alta, pero las
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causas son diferentes, ya que el factor de riesgo para adquirir toxoplasmosis en estas
regiones es el alto indice de gatos callejeros sumado a que el clima favorece la
permanencia de los ooquistes en el ambiente. En Brasil, la toxoplasmosis esta asociada a
un nivel socioecondmico bajo. La seroprevalencia es de menor indice en Asia [24]. Se ha
descrito la toxoplasmosis en todo México, con alta seroprevalencia en las costas con
clima calido, pero también se presenta en el centro del pais [25]. Todo lo anterior se
resume en la Fig. 8. También el consumo de frutas y verduras contaminadas por
ooquistes puede ser un foco de infeccién. Aun con las diferencias entre estas regiones del
mundo, la principal via de infeccion natural es la via oral. Otra forma de transmision es el
transplante de 6rganos de un donador seropositivo a uno seronegativo. Es muy raro
infectarse por via sanguinea, pero también se han dado casos [26]. En el laboratorio la
forma de infeccion es por contacto con jeringas con taquizoitos o por contacto por via oral

con quistes [27].

Continents and Year Seropositivity (%)
countries
Westem Europe
Austria 1988 43
Belgium 1997 50
France 20 Upto 75
Germany 2004 26-54
Italy 2001 18-60
The Netherlands 2004 40.5
Spain 2004 286
Switzerland 1995 46
Scandinavia
Denmark 1999 278
Finland 1995 203
Norway 1988 108
Sweden 200 14.0-29.4
Central and Eastem
Europe
Croatia 2000 381
Poland 2001 46.4-58.5
Slovenia 2002 34 Figura 8. Niveles de seropositividad en Europa,
UK . 1998 57-93 América y el sureste de Asia. México presenta un
Tugosiavia 1992 2883 35% de seropositividad segtn un estudio hecho en
The Americas . .
USA 2004 16-40 2001. Figura tomada de referencia 16.
Central America
Costa Rica 1996 76
Cuba 1983 60
Mexico 2001 35
Fanama 1988 90 (at 60 years of age)
South America
Argentina 200 T2
Brazil 200 59
West Indies 199 29.7
Southeast Asia
Indonesia 2000 58°
Malaysia 2004 44.8
Thailand 1992, 1997, 23-21.9
2000, 2001
*Male:fem ale ratio =63:52.
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1.6. Patologia

La infeccion primaria por T. gondii es asintomatica en 90% de los casos. En el 10%
restante presentan sintomas no especificos de la infecciéon: miocarditis, encefalitis,
hepatitis linfadenopatia, entre otros [28].

En contraste con el curso asintomatico en personas inmunocompetentes, la
toxoplasmosis puede ser un gran factor de riesgo para las personas
inmunocomprometidas. La mayoria de casos se debe a la reactivacion de la infeccion
latente, porque el sistema inmune no tiene la facultad de controlar la infeccion (Fig. 7). El
sistema nervioso central es el principal sitio afectado, generando encefalitis, confusion y
demencia. No sélo las personas con SIDA se consideran dentro del grupo de pacientes
inmunocomprometidos, también aquéllos que se les haya transplantado un érgano o
tengan cancer y que estén en terapia con inmunosupresores [29].

En los humanos, el ganado y otros mamiferos superiores, la infeccion congénita se
presenta si la madre se infecta durante el embarazo. Después de la adquisicion de T.
gondii durante el embarazo, el parasito entra en contacto con el feto via placenta. La
adquisicion de la infeccion antes del embarazo no implica ningun riesgo al feto. La
frecuencia de la transmisién y la severidad de la infeccion estan inversamente
relacionadas. La infeccion durante el primer o segundo trimestre resulta en toxoplasmosis
congénita severa o aborto espontaneo del feto. En cambio, la infeccion durante el tercer
trimestre resulta en un alumbramiento normal; en estos casos la infeccion pasa
desapercibida pero si no es tratada, se puede desarrollar coriorretinitis o crecimiento
retrasado en la segunda o tercer década de vida. La deteccion temprana y el tratamiento
de la madre durante el embarazo reduce la frecuencia de la infeccién fetal cerca del 60%

[30].
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1.7. Diagnostico, tratamiento y prevencion.

La infeccion por T. gondii se puede diagnosticar de manera indirecta con métodos
serolégicos y de manera directa por PCR y aislamiento del parasito. Los métodos
serolégicos son usados en personas inmunocompetentes (a partir de muestras de
sangre). La deteccion directa del organismo incluye cultivo celular, inoculacién de ratones
o PCR para extraer DNA de T. gondii a partir de fluidos cerebroespinales y/o sangre. Lo
anterior facilita el diagndstico en personas inmunocomprometidas y en recién nacidos con
sospecha de enfermedad congénita [31].

Nifios y adultos inmunocompetentes con toxoplasmosis usualmente no requieren de
tratamiento al menos que los sintomas sean severos o persistentes. Después de haber
diagnosticado la infeccion, el tratamiento incluye la combinacion de pirimetamina,
sulfadiazina y acido félico por 4 6 6 semanas dependiendo de la condicion del paciente
[32].

Para prevenir la adquisicion de toxoplasmosis, es necesario cumplir con reglas de higiene
comunes como el lavarse las manos antes de comer, ingerir carne bien cocida, lavar
frutas y verduras antes de consumirlas, hervir el agua de consumo, cambiar
continuamente la arena de los gatos para evitar la esporulacion de los ooquistes y utilizar

guantes durante la manipulacién de las heces [33].
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1.8. Respuesta inmune

La primer etapa para que el sistema inmune del hospedero pueda actuar contra T. gondii
es el reconocimiento. Estudios iniciales de los mecanismos de este reconocimiento
indican que la ciclofilina 18 derivada del parasito se une al receptor de quimiocinas CCR5
gue se encuentra en células dendriticas. Esta unién estimula la produccion de IL-12 por
parte de estas células (Fig 9). Se ha demostrado que en ausencia de CCRS existe
disminucion en la produccion de IL-12 y esto incrementa la susceptibilidad a T. gondii
durante la fase cronica de la infeccion [34;35].

La otra via de reconocimiento de T. gondii descrita hasta el momento es por el Receptor
Tipo Toll 11 (TLR-11). Seguido de la infeccion con T. gondii, ratones carentes de MyD88,
una proteina adaptadora que interviene en la via de sefalizacion de los TLRs, producen
muy poca IL-12 en suero y son altamente susceptibles a la toxoplasmosis aguda [36].
Debido a esto, se ha tratado de demostar la participacion especifica de varios TLR
encontrando Unicamente participacion del TLR-11 al cual, se une la profilina (proteina de
union a actina) del parasito. Ratones deficientes en TLR-11 son susceptibles a la infeccion
con T. gondii, y presentan una menor produccién de IL-12 [37].

Las principales células productoras de IL-12 durante la infeccion con T. gondii son las
células dendriticas [38]. La funcion principal de la IL-12 es activar a linfocitos T CD4", T
CD8" [39] y células NK [40] para producir altos niveles de IFN-y (Fig. 9). El IFN-y es la
principal citocina mediadora de la resistencia contra T. gondii, ya que activa macréfagos
para controlar la replicaciéon del parasito (Fig. 9) [41]. En humanos se ha demostrado que
el IFN-y activa fagocitos para producir intermediarios reactivos de nitrégeno y oxigeno que
eliminan al parasito [42;43]. La ausencia del IFN-y o de su sefalizacién durante la
infeccién genera descontrol en la carga parasitaria y muerte del hospedero [44]. Por lo

tanto, la carencia de IL-12 reduce los niveles de IFN-y lo que produce falla en el control de
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la infeccidn [45]. Sin embargo, el IFN-y requiere adicionalmente del TNF-a para activar la
actividad anti-microbial de los macrofagos [46]. La proteccion sinérgica de estas 2
citocinas se atribuye a la sobreproduccién de la enzima sintasa de oxido nitrico inducible
(iNOS), lo cual promueve la produccion de 6xido nitrico, que actua directamente en la
eliminacion de T. gondii (Fig. 9) [47].

La proteccion contra T. gondii es mediada por la respuesta inflamatoria tipo Ty1 durante la
fase aguda de la infeccion, pero esto puede implicar inflamacion severa en multiples
organos, incluido el intestino y el higado. Se sabe que las células CD4" productoras de
IFN-y son las principales causantes de esta inflamacion, y que la eliminacién de estas
poblaciones previene la necrosis, pero sélo en la cepa susceptible de raton C57BL/6J
[48]. Aun cuando el IFN-y es una citocina importante para mediar la proteccién contra T.
gondii, su contraparte, la IL-10, es necesaria para evitar el dafo causado por una
respuesta Ty1 exacerbada y mantener la homeostasis (Fig 9) [49]. Se ha demostrado que
la ausencia de esta citocina es letal durante la infeccién con T. gondii en la cepa
susceptible y resistente de raton [50], debido a una respuesta Ty1 exacerbada y sin
control [51]. También se ha demostrado la participacién del TGF-$ en la modulacién de la
respuesta Ty1 exacerbada en el intestino del raton C57BL/6J [52]. Es importante
mencionar que la IL-10 durante la infeccion con T. gondii no proviene de células T
reguladoras como en otros modelos, sino proviene de células CD4" que producen tanto
IFN-y como IL-10 [53].

Aunque la inmunidad protectora contra T. gondii es mediada por células T y no por
anticuerpos, se ha descrito expansion de células B que producen altos niveles de IgM e
IgG, lo que distingue la infecciébn aguda de la crénica, respectivamente [54]. Se han
atribuido varias funciones a estos anticuerpos, incluyendo la opsonizaciéon de parasitos

extracelulares y su subsecuente fagocitosis y muerte [55]. Inclusive, ratones carentes de
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células B sobreviven a la fase aguda de la infeccion, pero mueren de encefalitis

toxoplasmica de 3 a 4 semanas post-infeccion [56].
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Figura 9. Respuesta inmune contra T. gondii. Después de reconocer a la ciclofilina 18 del parasito (C-18) por el
receptor de quimiocinas CCR5, las Células dendriticas producen IL-2 que activa linfocitos T CD4" y CD8" para producir
IFN-y, el cual, activa macréfagos para producir NO que elimina a T. gondii generando proteccién (a). Para evitar una
respuesta Ty1 exacerbada, interviene la IL-10 como mecanismo regulador (b). Tomado de referencia 31.

2. Células T reguladoras

El sistema inmune tiene la capacidad de proteger al hospedero no soélo de microbios
patdégenos, sino también de una respuesta inmune excesiva o autoinmune. De esto se
encarga una poblacién de células T, llamada células T reguladoras (Tregs), que

contribuye al mantenimiento de la homeostasis inmune.

2.1. Antecedentes

A finales de los anos sesentas se describieron funciones efectoras de las células T como
la participacién en la reaccion de hipersensibilidad tipo retardada o su cooperacién con las
células B para producir una respuesta mediada por anticuerpos [57;58]. Estudios
posteriores propusieron que las células T no sdlo tenian funciones efectoras, sino también
supresoras sobre la respuesta inmune. En 1971, debido a que se comenzaron a describir

subpoblaciones de células T, se sugirid6 que esta regulacion negativa podia ser mediada
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por una subpoblacion de células (llamadas en ese momento T supresoras o Tsup) que
interferian con la actividad efectora de otras células T. Estas células fueron caracterizadas
por la expresiéon del marcador de superficie Lyt-2 (CD8) [59]. Los estudios realizados para
definir esta subpoblaciéon de Tsup eran inconsistentes e irreproduclibles entre distintos
laboratorios, probablemente por las limitaciones en las técnicas que no permitian aclarar
las dudas sobre esta poblacion celular, por lo que se perdid interés en este campo de
investigacion [60]. En 1982 se describié que ratones timectomizados 3 dias después de
nacidos presentaban enfermedades autoinmunes en distintos 6érganos como la tiroides,
estdmago, prostata, ovarios y testiculos, lo que retomé la idea que existen subpoblaciones
de células T capaces de mantener la homeostasis del sistema inmune [61]. En 1985,
Shimon Sakaguchi describié que la transferencia de células T carentes del marcador
CD5" (Ly-1") a ratones desnudos (nu/nu) generaba autoinmunidad (principalmente
inflamacion intestinal), y que la adicién de la subpoblacion de células que expresan el
marcador CD5 podia prevenir la autoinmunidad [62]. Estos resultados confirmaron la
existencia de lo que a finales de los sesentas se conocié como células T supresoras, y dio
lugar al extenso campo de investigacion generado por las células T reguladoras (Tregs)

[63].

2.2. Definicion y distintas subpoblaciones de Tregs

Las células Tregs son una subpoblacion de células T que suprimen la respuesta inmune
fisioldgica y patologica, contribuyendo al mantenimiento de la tolerancia inmunolégica y a
la homeostasis inmune [64]. Hay subpoblaciones de células Tregs que se clasifican por su
desarrollo y fenotipo en células Tregs naturales y adaptativas.

Las células Tregs naturales (CD4°CD25'Foxp3*) se originan en el timo como una
poblacién de células maduras (Fig. 10). En la periferia comprenden del 5 al 10% de las

células CD4" [65] y expresan constitutivamente el factor de transcripcion Foxp3, que sirve
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como regulador principal del desarrollo y funcion de estas células [66;67]. A la fecha, es
el unico marcador especifico de las Tregs. Ratones carentes de Foxp3 (scurfy), no tienen
células Tregs naturales y desarrollan el sindrome de linfoproliferacién autoinmune y
producciéon de citocinas sin control, lo que ocasiona la muerte de 4 a 5 semanas
posteriores a nacer [68]; esto se puede evitar transfiriéndoles células Tregs naturales
(CD4*CD25'Foxp3*) [69]. Lo anterior es muy similar al sindrome IPEX en humanos
(inmunodeficiencia, poliendocrinopatia, enteropatia, ligado al cromosoma X), que se
caracteriza por autoinmunidad agresiva causada por mutaciones en el gen Foxp3 [70]. En
ratones, Foxp3 es exclusivamente expresado en las células Tregs naturales y se puede
expresar en otras poblaciones efectoras de células T (CD4" y CD8"), confiriéndoles
actividad supresora [71]. Al examinar la poblacién Foxp3® en células T humanas, se
encontré que se expresa después de estimular el TCR en células CD4" en clonas de
células no reguladoras, sugiriendo que en humanos, Foxp3 es un marcador de activacion
[72].

Se han descrito algunos marcadores de superficie para distinguir las poblaciones de
células Tregs de otras poblaciones de células T. Las células Tregs naturales expresan
constitutivamente distintos marcadores de superficie como el CD25, CTLA-4, GITR,
OX40, y L-selectina (CD62L), pero estos marcadores no son exclusivos de las Tregs
naturales, sino que también se expresan en otras poblaciones celulares.

Ademas de la tolerancia a lo propio, las células Tregs naturales participan en el control de
la supresién de la respuesta inmune contra células tumorales propias [73], alergenos [74],
microbios comensales o patégenos [75], transplantes de 6rganos alogénicos [76] y al feto

durante el embarazo [77].
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Figura 10. Desarrollo y funcion de las células Tregs naturales. Después de desarrollarse en el timo y migrar a
periferia, las células Tregs naturales pueden suprimir la produccién de IL-2 de las células T efectoras por contacto
directo (a), o de manera indirecta por la APC (b). También, pueden condicionar a células dendriticas volviéndolas
supresoras y éstas, puede suprimir a otras poblaciones efectoras (c). Tomado de referencia 67.

Las células Tregs adaptativas son una subpoblacién de células Tregs que se pueden
desarrollar fuera del timo a partir de células T. En general, las células Tregs adaptativas
se desarrollan por estimulacién antigénica especifica, especialmente por citocinas. Las
poblaciones de células Tregs adaptativas comprenden: las células Tr1, que secretan IL-
10 (Fig. 11) [78] y se inducen en presencia de IL-10, anti-CD3 y anti-CD46 [79]; células
Tu3, que secretan el factor de crecimiento transformante B (TGF-3, Fig. 11) [80] y se
inducen por cultivo de células T convencionales con TGF-B, IL-10 e IL-4 en ausencia de
IL-12 [81]. También se han producido un tipo de células T que también presentan
actividad supresora en presencia de drogas inmunosupresoras Yy anti-inflamatorias
[82;83]. Se ha demostrado que células T naive pueden diferenciarse en células tipo-Tregs
naturales Foxp3® bajo ciertas condiciones en modelos in vivo e in vitro [84;85]. Las células

Tr1 poseen funcion efectora de manera independiente de Foxp3 [86], mientras que la
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expresion de Foxp3 en las células Ty3 no se ha caracterizado. Aun quedan muchas
incognitas sobre como actuan estas poblaciones de células Tregs adaptativas y cual es su
contribucién al mantenimiento de la homeostasis inmune y la tolerancia a lo propio.

Aunque las Tregs provienen principalmente del timo, las células Tregs adaptativas pueden
ser inducidas bajo condiciones no inflamatorias en la periferia después de entrar en
contacto con las células presentadoras de antigeno (APC), en particular células
dendriticas. Por lo tanto, las APCs no participan Unicamente en la activacion de células
efectoras, sino también en la supresion de éstas. Lo anterior depende de la maduracién
de la APC; por ejemplo, la estimulacion de células T naive CD4" de humanos con APC
inmaduras in vitro, resulta en la diferenciacion a células Tregs adaptativas, ya que éstas
no proliferan y producen altas cantidades de IL-10 (Fig. 11) [87;88]. Una APC inmadura
tiene un fenotipo con baja expresién de MHC II, CD40, CD80 y CD86 y baja produccioén
de IL-12; pero secreta altos niveles de IL-10. [89]. La misma IL-10 afecta la habilidad de la
APC para activar a la célula T haciéndola supresora en lugar de efectora, en una forma de
retroalimentacion (Fig 11) [90]. Las APCs se pueden volver supresoras bajo la influencia

de citocinas como la IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-$ [91-93].
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Figura 11. Desarrollo y funciéon de las células Tregs adaptativas. Después de diferenciarse a partir de células
T naive en células Tregs adaptativas por Células dendriticas inmaduras o citocinas como IL-10 y TGF-p, actdan de
manera semejante al de las Tregs naturales, suprimiendo poblaciones de células efectoras, o actuando sobre
Células dendriticas para volverlas inmaduras y asi, éstas condicionan a células T efectoras para que adquieran el
fenotipo de Tregs adaptativas. Tomado de referencia 68.

2.3. Marcadores de superficie y Foxp3
Los marcadores moleculares son esenciales para definir y analizar subpoblaciones
celulares. El problema de distinguir a las células Tsup a principios de los 80’s se debi6 en
gran manera a la falta de marcadores especificos para esas células. Con el avance en las
técnicas moleculares actuales, se han descrito los siguientes marcadores para definir a
las células Tregs:
e CD25 [94;95].
e CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocite-associated Antigen 4) [96;97].
e GITR (Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor Receptor family-related gene)
[98].
e LAG-3 (Lymphocyte Activation Gene-3) [99].

e CD127 [100;101].
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¢ Foxp3 (Forkhead/winged-helix transcription factor box P3) [102;103].

La evidencia acumulada en la literatura sugiere que la lista anterior de marcadores a
excepcion de Foxp3, no estan restringidos a la poblacién de células Tregs.

Después de activarse, todas las células T expresan el CD25, la cadena o del receptor de
IL-2 [104]. La IL-2 favorece la expansion clonal de las células T. CTLA-4 es un regulador
negativo de la activacion; es expresado en todas las células CD4" o CD8" de 2 a 3 dias
después de que la célula fue activada [105]. Ratones knockout para CTLA-4 desarrollan
enfermedades autoinmunes similares a las inducidas por la deplecion de Tregs [106]. De
manera semejante, la expresion de GITR y LAG-3 es inducida en las células T después
de activarse [107;108]. En la busqueda para distinguir especificamente a las células
Tregs, se han descrito otros marcadores de superficie: CD101 [109] y FR4 (receptor de
folato 4) [110], pero al igual que los descritos en la lista anterior, se expresan en todas las
poblaciones de células T después de activarse. Se ha sugerido que CD127, la cadena o
del receptor de IL-7, puede ser usado para discriminar entre poblaciones de células Tregs
(CD127°%) y células T efectoras (CD127") en humanos [111;112]; sin embargo, se ha
reportado recientemente que la mayoria de células T expresan el marcador CD127
después de activarse [113]. Entonces, todos los marcadores descritos son marcadores de
activacion de células T y no pueden distinguir de manera exacta a las células Tregs de
células T efectoras (Teffs).

El factor de transcripcion Foxp3 es considerado como el marcador mas preciso de las
células Tregs [114]. La expresiéon de Foxp3 se restringe a las células T o/ y de manera
mas especifica a la poblacién CD4", pero algunas células CD8" también lo expresan.
También existe la expresion de Foxp3 en minimos porcentajes en la poblacion T y5, NK,

macroéfagos y células dendriticas [115-117].
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En el timo se adquiere la expresion de Foxp3; células CD4'Foxp3® se pueden detectar en
ratones 3 dias después de haber nacido [118;119]. La expresion ectopica de Foxp3 en
células T naive es suficiente para convertirlas en células Tregs; esto les confiriere
actividad supresora in vivo e in vitro, suprime la transcripcion génica de citocinas vy
ademas regula la transcripcion de moléculas asociadas con Tregs como CD25, CTLA-4 y
GITR [120]. Foxp3 es un represor de la transcripcién de la IL-2, IL-4 e IFN-y por la
interaccion directa con el factor nuclear NF-xB [121]. Foxp3 es importante para la
funcionalidad de las células Tregs; su ausencia genera sindromes autoinmunes fatales en
humanos y en el raton; aunque la autoinmunidad no se restringe a la falta de
funcionalidad de Foxp3, sino que también engloba otras moléculas inmunoreguladoras
como el CTLA-4 [122;123] y el TGF-p [124].

Actualmente se sabe que en ratones, Foxp3 se puede encontrar en la poblacidon
CD4'CD25" y en la poblacion CD4"CD25  [125;126]. En el bazo y nddulos linfaticos, la
mayoria de células CD4"CD25" expresan Foxp3 pero también hay células CD4*Foxp3*
que no expresan CD25 [127;128]. En los pulmones la mayoria de células CD4Foxp3™ no

expresan CD25 [129].
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2.4. Mecanismos de supresion

Se ha descrito que las células Tregs naturales suprimen la activacion y/o expansion de
multiples tipos celulares. Primeramente se demostrd que suprimen la activacion y
expansion de las células T CD4, ya que al transferir células T CD4 depletadas de Tregs a
ratones nu/nu, se induce autoinmunidad, mientras que al transferir células TCD4 con
células Tregs (CD4'CD25%), se inhibe el desarrollo de autoinmunidad [130]. Estudios in
vitro han demostrado que las células Tregs suprimen la activacién y/o proliferacion de
células T CD4" y CD8" y su produccion de citocinas en presencia o ausencia de APCs
[131-133]. Se ha descrito que también suprimen la proliferacion de células B, la
produccion de inmunoglobulinas, el recambio de clase entre las inmunoglobulinas [134], la
funcion citotoxica de células NK [135] y la funcion y maduraciéon de células dendriticas
[136]. La induccion de la actividad supresora de las Tregs requiere estimulacion
antigénica via TCR [137]. A pesar de que se han propuesto varios mecanismos para la
supresion que ejercen las Tregs, como condicionar a las APCs volviéndolas inmaduras o
el consumo de IL-2, algunos de estudios in vivo e in vitro, apuntan que la supresion es
mediada por contacto célula-célula por moléculas de membrana en la célula Treg, lo cual
se ejemplifica de manera muy clara cuando la célula Treg se separa de la célula Teff por
una membrana semipermeable y no se observa supresion [138]. Ciertas moléculas
accesorias expresadas en las células T como CTLA-4 y LAGS3, interactuan con CD80 vy
CD86 en la APC contribuyendo a este mecanismo de supresién dependiente de contacto
(Fig. 12a) [119;139]. CTLA-4 expresado en la Treg activa la induccion de la enzima
indoleamin 2,3-dioxigenasa (IDO) en las células dendriticas por la interaccion con CD80 y
CD86. IDO cataliza la conversion del triptofano en cineurina y otros metabolitos. La
activacion de IDO aumenta el catabolismo del triptofano en la APC, resultando en muy
poca cantidad de triptofano libre disponible para las células TCD4" naive que

posteriormente se pueden activar y realizar su funcion efectora [140], por lo que las
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células dendriticas pueden inducir un fenotipo regulador sobre las células T naive (Fig.

12¢) [141].

(a) (b)

Membrane-bound

TGF-p recaptor

Medified or weak

stimulation

(d)

CD4* FOXP3"

(c) Treg

IFN-y
Tryptophan

Inhibitory signal
Activating signal
- - - - Apoptosis

. Unknown cytokine

' Unknown mechanism

Figura 12. Mecanismos de supresion de las células Tregs. Varios mecanismos han sido descritos por los que
las Tregs suprimen la actividad de otras células: inhibicion de la expresiéon del gen de IL-2, modulacion de
moléculas coestimuladoras en la APC e interacciéon de LAG3 con moléculas del MHC Il (a); secrecién de citocinas
inmunosupresoras (b); induccion del catabolismo del triptofano por CTLA-4 (c) y citotoxicidad (d). Ninguno de
estos mecanismos por si solo puede explicar todos los aspectos de la supresién y aun existen varios mecanismos
de supresion por describir (e). Tomado de referencia 43.
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Sin embargo, ratones knockout para CTLA-4 presentan autoinmunidad severa aun
cuando sus Tregs presentan funciones supresoras intactas [142]. LAG3 es una molécula
de adhesion asociada a CD4 que se une a MHC Il [143]. Anticuerpos contra LAG3
eliminan la supresién de las Tregs in vivo, la actividad supresora de ratones knockout para
LAGS3 se deteriora in vitro y la expresion ectopica de LAG3 en células T naive les confiere
funcion supresora (Fig. 12a), aunque ratones deficientes en LAG3 no presentan
enfermedades autoinmunes [144].

En contraste con los requerimientos para suprimir in vitro a las células efectoras por
contacto directo (competencia por IL-2) o por contacto indirecto via APC, hay muchos
reportes que indican que las citocinas como la IL-10 y el TGF-p son necesarias in vivo
para suprimir a las células Teffs o condicionar un ambiente supresor (Fig. 12b) [145].
Algunos experimentos han respaldado la idea de que las Tregs suprimen a las células
efectoras mediante la IL-10. La transferencia adoptiva de células T CD4°CD25" a ratones
a los que se les realiz6 un transplante alogénico de piel, induce tolerancia; pero la
inyeccion de un anticuerpo que bloquea el receptor de IL-10 acelera el rechazo al
transplante [146].

El TGF-B expresado en membrana ha sido reportado en células Tregs humanas y
murinas, lo que indica que el mecanismo de supresion que utiliza esa citocina
probablemente es por contacto célula-célula. El 80% de las células Tregs expresan TGF-$3
en su membrana cuando se activan con altas dosis de anti-CD3, APCs e IL-2, en ratones
(Fig 12b) [147]. Sin embargo, existen reportes en los que las Tregs aisladas de ratones

knockout para TGF- exhiben actividad supresora normal in vitro [148]. Aun cuando se

puede generar controversia sobre el posible papel del TGF-B en mediar la supresion
ejercida por las Tregs, hay una amplia evidencia de su requerimiento en el mantenimiento

de las Tregs naturales ya que, ratones knockout para TGF-Bf muestran un numero
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reducido de Tregs [149]. El TGF-B también se requiere para la induccion de Tregs
adaptativas a partir de células T naive, ya que la expresion de Foxp3 se puede inducir
cultivando éstas con TGF-B, IL-2 y estimulacion antigénica [150].

Existe evidencia de que la IL-2 se requiere para el mantenimiento de las Tregs en la
periferia y su activacién. Las células Tregs constitutivamente expresan el receptor de la
IL-2 de alta afinidad. Ratones deficientes en IL-2 presentan reducidas cantidades de
células Tregs Foxp3™ [151]. En la supresion que ejercen directamente las Tregs sobre
células Teffs, existe la posibilidad de que las Tregs absorban la IL-2 del medio por su
receptor de alta afinidad por lo que bloquean la proliferacion de otras células T (Fig 12)
[152].

Las Tregs también pueden eliminar a células efectoras (células T, monocitos y DC’s) por
mecanismos como la liberacion de perforina y granzima A [153], mientras que pueden
eliminar células B por mecanismos dependientes de perforina (Fig. 12d) [154].
Seguramente existen distintos mecanismos por los cuales las Tregs puedan suprimir a
células efectoras, los cuales en un futuro no muy lejano seran descritos. Estos
mecanismos pueden ser muy variados incluyendo citocinas, moléculas de superficie u
otros que aun no se conocen (Fig. 12e) [155] .

Sean cual sean los mecanismos por los que las Tregs suprimen, es necesario controlar la
magnitud de esta supresion para el beneficio del hospedero porque una supresion muy
fuerte causaria inmunosupresion y esto implica que el hospedero seria susceptible a una
infeccion o cancer, y de manera contraria, la ausencia de supresion (la nula participacion
de las Tregs) implicaria fenomenos de autoinmunidad y alergia. Se sabe que existen
varios mecanismos para el control de la actividad supresora de las Tregs. La modulacién
de la fuerza de sefalizacion por el TCR de las Teffs puede modificar su susceptibilidad a

ser suprimidas por las Tregs. Cuando se cultivan in vitro células Teffs con Tregs en
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presencia de grandes cantidades de anticuerpo anti-CD3, existe resistencia de las células
Teffs a ser suprimidas [156].

La adicién de grandes cantidades de citocinas como el TNF-o [157], IL-2 [158] e IL-6 [159]
in vitro, en un cultivo con células Tregs y Teffs, puede eliminar la supresion mediada por
Tregs.

GITR es expresado constitutivamente en las Tregs en mucho mayor nivel que en otras
poblaciones de células T [160], que también lo expresan después de activarse [161]. La
union de anticuerpos agonistas para GITR amplifica la respuesta inmune in vivo e in vitro
atenuando la supresion de las Tregs, por ejemplo la inyeccion de anticuerpos anti-GITR
en ratones que presentan tumores, favorece la eliminacion de éstos por una respuesta
inmune efectora mas fuerte [162].

Muchos miembros de los TLRs son expresados en las Tregs y participan en su activacion
y expansion [163]. Células dendriticas cultivadas con lipopolisacarido (LPS) que es el
ligando del TLR-4, o con dinucledtido de citosina-guanina (CpG) que es el ligando del
TLR-9, eliminan la supresion mediada por Tregs in vitro. Los sobrenadantes de cultivo de
estas células dendriticas también eliminan la actividad supresora de las Tregs. Se ha
propuesto que esto es mediado por la IL-6, ya que hay grandes cantidades de esta
citocina y al agregar al medio anticuerpo anti-IL-6, hay expansién de Tregs vy
reestablecimiento de su actividad supresora [164;165]. En este contexto, se han descrito
otros TLRs expresados constitutivamente en las Tregs como el TLR-2 [166] y el TLR-8
[167]. Todo lo anterior sugiere que existen varios mecanismos por los cuales se puede

controlar la supresion de las Tregs.
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2.5. Participacion de las Tregs en infecciones y su utilizaciéon en terapias

La participacion de las células Tregs en distintas enfermedades infecciosas es muy
variable; se han descrito en infecciones bacterianas, parasitarias, fungales y virales [168].
El principal papel observado de las Tregs es limitar la patologia suprimiendo la respuesta
efectora y permitiendo en algunos casos, el desarrollo de la infeccion cronica [169;170].
La desventaja de esto es cuando el control de la respuesta inmune efectora es excesivo y
conlleva a que la respuesta contra la infeccion sea ineficiente, favoreciendo la expansion
de ésta y en algunos casos la muerte del hospedero [171]. Durante la infeccion crénica las
Tregs limitan el dafio a los tejidos favoreciendo el mantenimiento de la inmunidad contra
el patdégeno a largo plazo. También se ha propuesto que las Tregs activadas por
infecciones pueden contribuir a la limitacion de la respuesta inmune a alergias o
autoinmunidad. Por otra parte, la persistencia de la activacion de las Tregs en una
infeccion crénica conlleva a la reactivacion de la enfermedad o al desarrollo de tumores
por la escasa respuesta inmune efectora (Fig. 13) [172;173].

Las Tregs pueden suprimir la respuesta inmune contra células cancerosas emergentes y
por lo tanto impedir la respuesta inmune efectora contra tumores que se estén
estableciendo. Se han descrito proporciones altas de Tregs entre los linfocitos infiltrados
en tumores y en varios tipos de cancer [174]. Estas observaciones sugieren que la
reduccién en el numero de Tregs o la atenuacion de su funcion puede incrementar la
eficacia de la inmunoterapia en el cancer.

En el otro extremo se encuentran las enfermedades autoinmunes y alergias, en las que
ha reportado un menor numero de estas células [175;176]. Aunque aun queda por definir
si esa disminucion es causa o0 consecuencia de estas enfermedades, la expansién de
Tregs in vivo o ex vivo, puede ser un tratamiento efectivo para tratar esas enfermedades.
En la tolerancia a transplantes alogénicos, la expansién de Tregs puede utilizarse para

inducir tolerancia [177]. En algunos desérdenes en el embarazo, se ha propuesto que el
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aumento en el numero de Tregs podria disminuir la accion efectora contra el feto, evitando

su rechazo por el sistema inmune de la madre [178]. Todo lo anterior se ejemplifica en la

Fig. 14.
Effector responses
Pathogen expansion Pathogen clearance
Beneficial role Beneficial roles Beneficial role
Control of pathogen-induced pathology » Maintenance of protective memory Control of immunopathology

= Bystander suppression of allergic response
« Bystander suppression of autoimmune responses

Detrimental role Detrimental role
Excessive control of effector immune response  « Bystander immunosuppression:
disease reactivation or tumour development

Figura 13. Papel positivo y negativo de las Tregs durante las infecciones. Si durante la infeccién es mayor la
presencia de las Tregs que de células efectoras, el beneficio es el control de la patologia causada por una
respuesta inmune exacerbada; pero un papel perjudicial es que haya un control excesivo de la respuesta efectora.
Por el contrario si la respuesta efectora es mayor, se puede eliminar completamente al patdégeno, pero se puede
causar autoinmunidad por la respuesta exacerbada. Tomado de referencia 118.
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Figura 14. Participacion de las Tregs en terapias. La reduccion de las Tregs favorece la inmunidad a tumores,
mientras que en enfermedades infecciosas existe una participacion completamente variada. Existe beneficio al
aumentar las Tregs en enfermedades autoinmunes, alergia, transplantes alogénicos y desordenes en el embarazo.
Tomado de referencia 68.
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Il. JUSTIFICACION

El estudio de las células Tregs en distintos modelos de infeccién, ha generado un amplio
campo de investigacion. El generalizar la participacion de las células Tregs en los distintos
modelos de infeccion es incorrecto. Existen ejemplos donde las células Tregs favorecen la
sobrevivencia del parasito suprimiendo la respuesta efectora y permiten, en algunos
casos, el desarrollo de la infeccion cronica o la muerte del hospedero; y otros ejemplos

donde no intervienen en el curso de la infeccion.

il OBJETIVO

Determinar la participacion de las células Tregs durante la infeccion con T. gondii en el

modelo murino.

Iv. DISENO EXPERIMENTAL

El enfoque experimental realizado fue el siguiente: ratones C57BL/6J depletados de
células CD25", se infectaron con la cepa Me49 de T. gondii (cepa tipo Il); asi como
ratones BALB/c depletados de células CD25" se infectaron con la cepa RH de T. gondii
(cepa tipo 1). Se analizé peso, mortalidad, numero de quistes en cerebro (en el caso de la
infeccion con la cepa Me49) y las distintas proporciones de las poblaciones de células
Tregs y T efectoras (Teffs) en sangre periférica a distintos tiempos post-infeccion por

citometria de flujo.



V. MATERIALES Y METODOS

1. Animales utilizados

Se utilizaron ratones hembras de la cepa C57BL/6J, BALB/c y CD1 del Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas. Se mantuvieron en un ambiente controlado con
aire filtrado (filtraciéon EPA 100), con agua, alimento ad-libitum (Harlan™, México) y ciclos
de luz 12x12. Todo el equipo e insumos son esterilizados. La edad de los ratones al

tiempo de los experimentos fue de 6 a 8 semanas y un peso promedio de 18 a 20 g.

2. Obtencion de células de sangre

El raton se coloca dentro de un inmovilizador sujeto a un soporte universal con pinzas, se
corta la punta de la cola del ratén con unas tijeras de diseccién y con las yemas de los
dedos se recorre y se oprime la cola del raton para obtener la sangre gota por gota
recibiéndola en un tubo eppendorf con 2 ul de heparina 100X. Se obtienen cerca de 50 pl
de sangre por raton. Después de sangrar los ratones requeridos por experimento, la

sangre se almacena a 4°C hasta el momento de su uso.

3. Obtencion de células de bazo

El bazo de ratones se obtiene previo sacrificio del ratdn por dislocacion cervical. Después
de enjuagar con alcohol al 95% y colocar al animal exponiendo su flanco izquierdo, se
abre el peritoneo con una incisién cercana a los 2 cm con unas tijeras. El bazo se extrae
con unas pinzas y se coloca en una caja de Petri con 10 ml de medio RPMI 1640 a 4°C.
De estos 10 ml de medio se toma la mitad con una jeringa de 10 ml, la cual se inserta
poco a poco en el bazo teniendo cuidado de no perforar la contraparte. Se va inyectando
poco a poco el medio mientras que con unas pinzas se prensa el bazo hasta que quede
en una tonalidad muy clara. Con una pipeta de 10 ml se toman los 10 ml finales de medio

con las células de la caja de Petri y se pasan a un tubo de rosca de 15 ml, dejando
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sedimentar los pedazos grandes de tejido. Las células se pasan a otro tubo, se centrifuga
a 300 g por 5 mins descartando el sobrenadante. Se resuspende el pellet en 1 ml de
solucion de lisis dejando actuar a temperatura ambiente por 5 mins, se agregan 10 ml de
DPBS para detener la lisis y se centrifuga a 300 g por 5 mins. Se aspira el sobrenadante y
las células se lavan con 10 ml de DPBS. Después se resuspenden en 10 ml de DPBS y
se cuenta el numero de células por tincion con azul tripano (Gibco™). Se toman 10 pl de
esta dilucion y se cuenta el numero de células en una camara de Neubauer. Se hacen los
calculos para saber el numero de células/ml de acuerdo a la siguiente formula:

[Nimero de células contadas] x [dilucién] x10* = células/ml

4. Obtencion de cerebros

El raton se sacrifica por dislocacion cervical. Después de enjuagar al animal con alcohol
al 95%, se hace un corte por la nuca con unas tijeras de diseccion para obtener la cabeza
completa. Esta se fija en un pedazo de unicel y se sujeta con agujas por ambas orejas y
por la nariz. Se quitan los excesos de tejido y la piel de la cavidad craneal superior. Se
hacen 3 incisiones a partir de la nuca, una al centro del craneo y dos en cada lado
cercanas a los 45° para formar un triangulo y poder quitar la tapa del craneo. Teniendo
expuesto el cerebro se extrae con unas pinzas de diseccion y se coloca en una caja de
Petri con 500 ul de DPBS. Después los cerebros se colocan en maceradores de tejidos en
un volumen final de 1 ml. El cerebro se macera perfectamente con el pistilo sin dejar
grumos ni pedazos de tejido. Se recupera el cerebro macerado con una pipeta Pasteur y

se transfiere en un tubo eppendorf a 4°C.

44



5. Cultivos celulares in vitro

5.1. Descongelacion de células

El criotubo con las células requeridas se descongela en un bafo a 37°C. Una vez
derretido todo el medio, se transfiere con una pipeta Pasteur a un tubo con 10 ml de
medio DMEM completo a 37°C, se homogeniza y se centrifuga a 300 g por 5 mins. El
sobrenadante se descarta y se resuspende en 5 ml del medio adecuado (dependiendo de
la linea celular), en una botella de 25 cm? Se incuba a 37°C con 5% de CO, y 100% de

humedad.
5.2. Congelacion de células

5.2.1. Células en suspension

Las células se centrifugan a 300 g por 5 mins, se descarta el sobrenadante y se
resuspenden en 1 ml de medio de congelacion a 4°C. Se almacenan a -70°C al menos
una noche (Forma Scientific® Bio-freezer) y después se transfieren a un tanque de N; a

-200°C. Se conserva por tiempo indefinido.

5.2.2. Células adherentes

Si las células (fibroblastos) crecen adheridas a la botella, se tripsinizan de acuerdo al
protocolo descrito (5.2.4.) y se centrifugan a 300 g por 5 mins. Se descarta el
sobrenadante y el pellet se resuspende en 1 ml de medio de congelacion a 4°C. Se
almacena a -70°C al menos una noche (Forma Scientific® Bio-freezer) y después se

almacena en un tanque de N, a -200°C.
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5.2.3. Hibridomas

Se utilizaron los hibridomas PC61 (ATCC TIB-222), productor del anticuerpo monoclonal
mAb anti-CD25 de ratdn (IgG1 de rata) PC61 y el hibridoma F4-1D1 (IgG1 de rata, regalo
del Dr. Olivier Denis, Institut Scientifique de Santé Publique, Bruselas, Bélgica). Los
hibridomas se cultivan en 50 ml de medio CDM sin suero (Gibco™) con glutamina al 4%
(Gibco™) en botellas de 150 cm® Cuando las células estan confluentes se hace una
dilucién 1:5 cosechando el sobrenadante restante y centrifugando a 300 g por 5 mins. Se
descarta el pellet y el sobrenadante recuperado se almacena a -20°C hasta el momento

de su purificacion [179].

5.2.4. Fibroblastos humanos

Los fibroblastos crecen adheridos a la pared inferior de botellas de 25cm? con 5 ml de
medio DMEM completo, a 37°C, con 5% de CO, y 100% de humedad hasta que estén
confluentes; en un lapso de 4 a 7 dias. Al estar confluentes se pueden diluir obteniendo 3
cajas a partir de una (dilucion 1:3); cada vez que diluimos los fibroblastos es un pasaje.
Para realizar un pasaje, se elimina el medio por aspiracién con vacio y se enjuagan los
fibroblastos con 5 ml de DPBS por 5 mins, se aspira y se agrega 1 ml de Tripsina-EDTA
1x a 37°C. Se dan unos cuantos golpes a la caja y cuando la mayor parte de las células
se han despegado, se agregan 2 ml de medio DMEM completo a 37°C homogenizando
por pipeteo. De los 3 ml finales se transfiere 1 ml a 1 caja de 25 cm? que contiene 4 ml de
medio DMEM completo (en total 3 cajas). Se incuban a 37°C con 5% de CO, y 100% de

humedad.

46



6. Cepas de Toxoplasma gondii

El trabajo con material biolégico infectado con T. gondii debe llevarse a cabo con
precaucion ya que es un patdgeno tipo 2 de acuerdo a los niveles de bioseguridad del
Instituto de Investigaciones Biomédicas. Durante el manejo de animales infectados con la
cepa Me49 y RH de T. gondii se trabaja con guantes, bata y en una campana de flujo

laminar.

6.1. Cepa Me49

La cepa Me49 de T.gondii (Tipo Il) se mantiene por pasajes in vivo en ratones de la cepa
CD1 [180]. Los quistes se obtienen del cerebro de ratones infectados 2-3 meses antes.
De acuerdo al protocolo descrito para la obtencién de cerebros en el apartado 2.1.3, se
toma una muestra de 10 ul con una micropipeta, se coloca sobre un portaobjetos y
posteriormente se coloca un cubreobjetos observando toda la preparacién en un
microscopio optico (objetivo 20X). Se cuenta el numero de quistes en toda la preparacion
y se calcula en numero de quistes/ml. La preparacion final se diluye para obtener 200
quistes/ml y se carga en una jeringa de 1 ml a la cual se le colocé un tubo de teflén (Cole
Parmer®) de 0.02 cm de diametro, insertado en la aguja y con aproximadamente 20 cm
de longitud. Los ratones se infectan previa anestesia por aspiracion con sevorano® el cual
se coloca en 1 tubo corning (Sigma—aldrich®) de 50 ml con tapa que contiene un trozo de
algodén al fondo. El raton se coloca en la boca del tubo hasta que se quede inmdvil y
posteriormente el tubo de teflén se inserta en la boca del ratdon pasando por el es6fago.

Se inocula a cada ratén con 100 pl del macerado de cerebro conteniendo 20 quistes [181].
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6.2. CepaRH

Los taquizoitos de la cepa RH (cepa tipo I) de T. gondii se cultivan en fibroblastos
humanos confluentes. Los fibroblastos se infectan con taquizoitos en medio DMEM con
1% de FCS. Cuando los taquizoitos lisan los fibroblastos, se puede hacer un pasaje a otra
caja con fibroblastos confluentes. Para acelerar el crecimiento del cultivo, se puede
cambiar el medio diariamente. Si los taquizoitos se utilizan para infectar ratones, se lavan
1 vez con 5 ml de DPBS, se centrifugan a 500 g por 10 mins, se descarta el sobrenadante
por aspiracion con vacio y se resuspenden en 1 ml de DPBS. Se cuenta el numero de
taquizoitos por tincién con azul tripano en una camara de Neubauer. Se resuspenden
3000 taquizoitos/ml. Se cargan con una pipeta Pasteur en una jeringa de 1 ml colocando
una aguja de 22x32 um de diametro (BD yale® ultrafine). Se inyectan 100 ul por ratén por

via intraperitoneal (300 taquizoitos) [182].

7. Purificaciéon de anticuerpos monoclonales (mAbs)

7.1. Precipitacion con (NH,),SO,

El sobrenadante de cultivo (medio CDM) de los hibridomas se descongela en un bafio a
37°C y se mide el volumen obtenido. En un bafio a 4°C con agitacién constante, se
agrega lentamente la cantidad de (NH,4),SO, para llegar a una saturacion al 45% dejando
agitar de 2 a 4 hrs. El medio se centrifuga a 20000 g a 4°C durante 1 hr (centrifuga
Beckman modelo J2-21), se descarta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en
el volumen minimo de PBS pH 7.8. Se dializa contra PBS pH 7.8 con una bolsa de dialisis
de 6000-8000 MWCO (Spectra/Por®), durante 48 hrs a 4°C con cambios cada 6 hrs. El
dializado se centrifuga a 20000 g por 10 mins. Para cuantificar la cantidad obtenida de
anticuerpo y el rendimiento de la precipitacion se lee a A=280 nm en un

espectrofotometro, utilizando la siguiente formula:
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[A2s0/1.25] x [Factor de dilucidon] = mg/ml de anticuerpo

El anticuerpo se almacena en alicuotas de 1 mg/ml a -20°C hasta su uso [179].

7.2. Geles SDS-PAGE

Después de armar la camara de electroforesis (Hoefer™, SE 600 series) compuesta por
la base, 2 vidrios de 18x16 cm, los separadores y las pinzas, se vierten aproximadamente
25 ml del gel de corrida (al 10%) y se deja polimerizar por 1-2 hrs dejando una capa de 1
cm de grosor de isobutanol saturado. Se descarta el isobutanol y se enjuaga con agua
mQ secando con papel Whatman®. Se vierten aproximadamente 10 ml del gel
concentrador teniendo cuidado de colocar los peines (carriles) sin introducir oxigeno y se
deja polimerizar por 1 hr. Los carriles se lavan 3 veces con aproximadamente 5 ml buffer
de electrodos para colocar en ellos las muestras a correr en el gel; éstas deben contener
25 nug del anticuerpo a evaluar en buffer de muestra (2X) en igual volumen, quedando al
1X. Los marcadores de peso molecular (MPM, Mark12™ Unstained Standard Invitrogen™
1X) se ponen en el primer carril del gel concentrador. Después de armar la camara inferior
y superior y cargarlas con buffer de electrodos, se conecta a una fuente de poder que
tiene los siguientes parametros: 60 V, 12.5 mA de corriente maxima y potencia maxima
ilimitada, dejando en esas condiciones toda la noche. Después de sacar el gel de la
camara, se agregan 75 ml de solucion de enjuague para quitar el SDS vy fijar las proteinas,
en un bano a 55°C con agitacion suave por 20 mins. Se descarta la solucion de enjuague
y se agregan 70 ml nuevos mas 7 ml de azul de Coomassie y se deja en el mismo bafo
por media hora. Se descarta la solucion de enjuague y se agregan 100 ml de solucion de

lavado cada hora hasta desteiir.
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8. Deplecion de células CD25"

Para llevar a cabo la inyeccion por via intraperitoneal, el raton se inmoviliza sujetandolo
de la nuca y de la cola con una sola mano. Se inyecta el anticuerpo anti-CD25 PC61 (100
0 200 pg) resuspendido en 200 ul de DPBS, contenido en una jeringa de 1 ml (0.40 mm x
2", BD Plastipak®). EI mismo protocolo se hace para el control de isotipo y la inyeccion
de DPBS como control.

Para realizar la inyeccion intravenosa, el raton se coloca en un inmovilizador sujetado a
un soporte universal por unas pinzas. La cola del ratén se expone a una lampara con un
foco de 100 W por 20 segundos aproximadamente, lo que permite que las venas de la
cola se dilaten y sea mas facil su identificacion. El ratén tiene 3 venas en su cola ubicadas
en la parte lateral e inferior; la inyeccion solo se puede hacer en estos lugares, nunca en
la arteria (que esta en la parte superior de la cola). La cola del raton se toma entre los
dedos indice y medio y se inyecta la cantidad requerida de anticuerpo resuspendida en
100 ul de DPBS. EIl anticuerpo se carga en jeringas de 1 ml (27 x 13 mm, BD

Plastipak®), pero se cambia la aguja por una mas fina (30G x 2, BD PrecisionGlide™).
9. Citometria de flujo
9.1. Inmunofluorescencia directa

9.1.1. En células de bazo

Se colocan 10° células de bazo en un tubo eppendorf, se centrifugan a 300 g por 5 mins y
se descarta el sobrenadante por aspiracion con vacio. Se agrega a cada tubo 100 ul de
solucion de lavado con los anticuerpos a utilizar resuspendiendo por agitacion
perfectamente. Se incuba a 4°C durante 30 mins en oscuridad. Se agrega 1 ml de

solucién de lavado, se centrifuga a 300 g por 5 mins, se descarta el sobrenadante y las
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células se resuspenden en 400-500 ul de DPBS. Se analiza inmediatamente en el

citometro de flujo.

9.1.2. En células de sangre

Después de obtener 50 ul de sangre de acuerdo al protocolo descrito en el apartado 111.2.,
se agrega 1 ml de DPBS, se centrifuga a 300 g por 5 mins y se descarta el sobrenadante.
Se agregan 500 ul de buffer de lisis (ver apéndice), se incuba a temperatura ambiente
durante 5 mins y se agrega 1 ml de DPBS a 4°C. Se centrifuga a 300 g por 5 mins y se
resuspende en 100 ul de soluciéon de lavado con los anticuerpos a utilizar. Se incuba a
4°C, 30 mins en oscuridad. Se agrega 1 ml de buffer de lavado, se centrifuga a 300 g por
5 mins y se descarta el sobrenadante. Las muestras se resuspenden en un volumen de

200-300 ul de DPBS y se analizan inmediatamente en el citometro de flujo.

9.1.3. Determinacién de Foxp3

A 100 pl de sangre en un tubo eppendorf con 2 ul de heparina 100X, se le agregan los
anticuerpos a utilizar en 5 ul de solucién de lavado, se incuba a 4°C durante 30 mins en
oscuridad. Después de lisar los eritrocitos con 500 pul de buffer de lisis (5 mins a
temperatura ambiente) y agregar 1 ml de DPBS, las células se centrifugan a 300 g por 5
mins y se agrega 500 ul de solucién de fijado (Anti-mouse/rat Foxp3 staining set,
eBioscience™) y se incuba a 4°C durante 30 mins. Posteriormente se agrega 1 ml de
buffer de lavado y se centrifuga a 300 g por 5 mins. Se descarta el sobrenadante y se
agregan 100 ul de solucién de permeabilizacion 1X (Anti-mouse/rat Foxp3 staining set,
eBioscience™) con el anticuerpo anti-Foxp3 y se incuba a 4°C durante 30 mins en
oscuridad. Se agrega 1 ml de buffer de lavado y se centrifuga a 300 g por 5 mins. Se
descarta el sobrenadante y las muestras se resuspenden en un volumen de 200-300 pl de

DPBS y se leen inmediatamente en el citdmetro de flujo.
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9.1.4. Capturay analisis de poblaciones celulares

La captura de las distintas poblaciones celulares se realizd con los citometros de flujo
FACScan® y FACSCalibur® (Becton Dickinson, México). Se obtuvieron 5000 eventos de
la poblacion R, en cada experimento. El analisis de las muestras obtenidas por citometria

de flujo se realizo utilizando el software FlowJo (version 5.7.2).

10. Analisis estadistico

El andlisis de mortalidad, peso, numero de quistes y porcentaje de Tregs se realizé con el
software GraphPad Prism (versién 3.00), usando una prueba de normalidad para conocer
la distribucién de los resultados. Para conocer si existian diferencias significativas se
realizé una prueba “t de student simple”. Para conocer si existian diferencias significativas

en las graficas de mortalidad, se realizd una prueba “Log-rank test”.
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VL. RESULTADOS

1. Obtencion y purificaciéon del anticuerpo PC61 anti-CD25

La cadena o del receptor de IL-2 (IL-2 Ra) o CD25, es un marcador de superficie
expresado constitutivamente en las células Tregs [183] y es ampliamente utilizado para
discernir entre poblaciones naive de células Tregs y células Teffs [184], aun cuando
también se expresa en multiples tipos celulares como células B, monocitos, células
dendriticas y células T activadas [185;186].

El primer paso para estudiar a las células Tregs, fue obtener el anticuerpo anti-CD25
PC61 del sobrenadante de cultivo PC61 in vitro. Como se puede observar en la tabla 1, se
obtuvo un rendimiento promedio cercano a los 32 ug de anticuerpo PC61 por ml de
sobrenadante de cultivo.

Por otra parte, se requiere un anticuerpo control para los experimentos a realizar, el cual
debe ser del mismo isotipo que el anticuerpo PC61 (IgG1), pero con una especificidad
diferente. El anticuerpo control de isotipo utilizado fue el F4-1D1, el cual se obtuvo de la
misma manera que el PC61. El rendimiento de la purificaciéon de este anticuerpo fue en
promedio cercano a los 52 ug/ml de cultivo (Tabla 1).

Para verificar la pureza de ambos anticuerpos, realizamos una electroforesis
desnaturalizante y reductora. Como se observa en la Fig. 15, observamos 2 bandas con
pesos moleculares cercanos a los 50 y 25 KDa, lo que nos indica que son la cadena
pesada y ligera del anticuerpo, respectivamente. Cada vez que se precipitan los

anticuerpos, se realiza una electroforesis para comprobar su pureza.
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Tabla 1.

Rendimiento del anticuerpo PC61 y su control de isotipo F4-1D1

PC61 F4-1D1
Muestra Total | Sobrenadante | Rendimiento Muestra Total | Sobrenadante Rendimiento
(mg) de cultivo (ng/ml de (mag) de cuitivo (ng/ml de
(ml) cultivo) (ml) cultivo)
1 2.63 108 24 1 3.78 99 38
2 39 103 30 2 .02 88 79
3 414 109 37 3 4.756 90 52
4 414 110 37 4 2.96 73 40
5 3.78 108 35
Promedio | 3.55 107.6 32.6 Promedio | 4.63 87.5 52.25
PC61 F4-1D1
I 3 4 1 2 3
o7 4 a4 .
s
554 m 55.4 pr——
o 6.0
215 w— |,
';. .- e —
- -

Figura 15. Electroforesis SDS-PAGE (10% de acrilamida) del anticuerpo PC61 y F4-1D1 purificados. Carril 1:
MPM (KDa). Carril 2, 3 y 4: muestras de los anticuerpos respectivos.
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2. Montaje de la técnica de deplecién de células CD25" in vivo

Ya obtenido el anticuerpo PC61 anti-CD25, se procedié a montar la técnica de deplecion
in vivo inyectando este anticuerpo en ratones BALB/c. Hay que recordar que aunque la
inyeccion del anticuerpo anti-CD25 es capaz de depletar células Tregs, también se
eliminarian las células que expresen este marcador, incluyendo células Teffs. Debido a
esta posibilidad y a que en la literatura hay reportes de deplecion con dosis que van
desde 100 ug y hasta 1 mg por via intraperitoneal [187-191], se utilizé en un inicio, una
dosis de 100 ug del anticuerpo PC61 por via intraperitoneal, evaluando el porcentaje de
células CD4'CD25" en el bazo 2 dias después (Fig. 16). Como podemos observar en la
Fig. 17, 2 dias después de la inyeccion de 100 ug del anticuerpo PC61, se disminuye el
porcentaje de células CD4*CD25" de 11.74% en nuestro raton control (DPBS) a 1.69% en
el ratén depletado. Por lo tanto, la inyeccién de 100 ug es capaz de eliminar cerca del
85% de las células CD4'CD25".

En la Fig. 18 se explican los pasos que se siguieron para detectar por citometria de flujo

las células CD4'CD25".

== 2 dias
DeP|e°|°E‘ 3 Deteccion de células
de CID25 CD4*CD25* en bazo
BALBI/c 100pg i.p.
anti-CD25 PC61

Figura 16. Protocolo de deplecién de células CD4'CD25".
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Figura 17. Determinacién de células CD4°'CD25en ratones depletados con el anticuerpo PC61. Grupos de 2
ratones BALB/c se inyectaron con 100 pg del anticuerpo anti-CD25 PC61 o con DPBS por via i.p., y dos dias
después se determiné el porcentaje de células CD4°CD25" en bazo por IFA utilizando los anticuerpos anti-CD4 FITC
y anti-CD25 APC. Datos representativos de 2 ratones por grupo. El andlisis de poblaciones se realizé de acuerdo a lo
descrito en la Fig. 18.
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Figura 18. Estrategia de analisis en las distintas poblaciones celulares al tefiir con 2 anticuerpos. De una
regién de tamafio vs granularidad (1), se selecciona otra regién de tamafio contra células CD4" (2). Al final se
selecciona en los ejes de la grafica la poblacion CD4°CD25" (3).
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Como ya se comenté anteriormente, hay un amplio repertorio con respecto a las dosis de
anti-CD25 utilizadas para depletar las células Tregs. En la literatura se reporté que al
depletar con 500 pg de este anticuerpo, la deplecion de células CD4"CD25" dura cerca de
14 dias [192]. El siguiente paso fue determinar el tiempo que dura la deplecion de células
CD4'CD25" utilizando 100 pg 6 200 pg del anticuerpo PC61. Para analizar las
poblaciones celulares, se incluyeron anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD25 y en

analisis realizado se detalla en la Fig. 19.
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Figura 19. Estrategia de analisis en las distintas poblaciones celulares al teiiir con 3 anticuerpos. De una regién
de tamafio y granularidad (1), se selecciona otra regién de tamafio contra células CD3" (2), de ésta se selecciona otra
region de tamafio contra células CD4" (3). Al final se selecciona en los ejes de la gréafica la poblacion CD4°CD25" (4).
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Posteriormente se llevd a cabo el estudio de la cinética de deplecion/“aparicion” de células
Tregs en el bazo de ratones depletados con 100 6 200 ug del anticuerpo PC61 Para este
experimento se tuvieron grupos de 10 ratones que se sacrificaron a los dias 3, 7, 10 y 14
post-deplecion (2 ratones por dia) y se determiné el porcentaje de células CD4°CD25" en
el bazo. Como podemos observar en la Fig. 20, los ratones no depletados tienen
aproximadamente 14% de células CD4"CD25". Los animales sacrificados a los 3 dias
post-deplecion, depletados con 100 pg del anti-CD25 PC61 tienen 3% aproximado de
células CD4'CD25" y mantienen este porcentaje hasta el dia 7. Es al dia 10 cuando
comienza a reaparecer el porcentaje de células CD4"CD25" (cerca del 7%) y al dia 14 ya
casi se recupero. En los ratones depletados con 200 ug el porcentaje se mantiene bajo
hasta el dia 10 (3.46%) y al dia 14 ya hay una recuperacion casi total (12%). Con estos
resultados concluimos que la dosis ideal para depletar a los ratones por via intraperitoneal

es de 200 ug ya que la deplecién dura mas tiempo.

DPBS 3 dias 7 dias 10 dias 14 dias
PCo1
1407% it 3.62% 2.30% 1.23% 1179% 100 g
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Figura 20. Analisis de la deplecién de células CD4°CD25" en bazo de ratones BALB/c. Los ratones se inyectaron al
dia 0 con 100 6 200p.g del anticuerpo anti-CD25 PC61 y se evalud el porcentaje de células CD4*CD25 por citometria de
flujo. Estos datos son representativos de 10 ratones por grupo (se sacrificaron 2 ratones de cada lote por dia). El
analisis de poblaciones se realizé de acuerdo a lo descrito en la Fig. 19.
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3. Analisis de la deplecién de células CD25" en sangre

A continuacion, se monté la técnica de deteccion de células CD25" en sangre con el fin de
poder evaluar la deplecion en el mismo ratdn sin la necesidad de tener un lote grande de
animales e inclusive hacerlo en intervalos mas largos de tiempo.

Tomando en cuenta todo lo anterior y como ya habiamos establecido que la dosis ideal
para depletar células CD4"'CD25" era de 200 ng, grupos de 2 ratones recibieron esta
dosis i.p., y se analizd el porcentaje de células CD4°CD25" en la sangre de ratones
C57BL/6J por citometria de flujo. Cabe mencionar que se cambié de cepa de ratéon debido
a que al inicio del montaje de nuestra técnica no habia disponibilidad de animales de la
cepa C57BL/6J en el bioterio del Instituto.

Al momento de realizar este experimento ya contdbamos con el anticuerpo control de
isotipo F4-1D1, por lo que inyectamos la misma dosis de este anticuerpo (200 ug) en el
grupo control. Los ratones inyectados con el control de isotipo presentan un porcentaje
similar durante toda la cinética (5.11- 6.23%, Fig. 21), mientras que los ratones inyectados
con el anticuerpo PC61 disminuye el porcentaje de células cercano al 0% al dia 2 y se
mantiene al dia 9, del dia 16 al 23 hay recuperacion parcial del porcentaje y al dia 30 se
llega al 5.06%. Estos resultados nos sefialan que podemos seguir la cinética de deplecion
también en sangre. Asimismo, parece haber una deplecién mas prolongada de células
CD4'CD25" en la sangre de los ratones que en el bazo pues en este Ultimo dura

aproximadamente 15 dias, mientras que dura en sangre 30 dias (Fig. 20 y 21).
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Figura 21. Analisis de la deplecién de células CD4°CD25" en sangre de ratones C57BL/6J. Los ratones se
inyectaron al dia 0 con 200 pg del anticuerpo anti-CD25 PC61 (control de isotipo F4-1D1) y se evalud6 el porcentaje de
células CD4°CD25 por citometria de flujo. Estos datos son representativos de 2 ratones por grupo. El andlisis de
poblaciones se realizé de acuerdo a lo descrito en la Fig. 19.
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4. Determinacion del papel de las células Tregs durante la infeccion con la

cepa Me49

Habiendo encontrado la dosis necesaria para depletar las células CD4"CD25" y teniendo
la cinética de deplecion tanto en bazo como en sangre, nos dispusimos a determinar cual
es el papel de las células Tregs durante la infeccién con Toxoplasma gondii.

La estrategia experimental que se siguid se describe en la Fig. 22, donde grupos de
ratones fueron depletados con 200 pg del anticuerpo anti-CD25 por via intraperitoneal (o
el anticuerpo control de isotipo F4-1D1) y 2 dias después se infectaron con 20 quistes de
la cepa Me49 de T. gondii por via oral. En los primeros experimentos realizados se utilizd
DPBS como control (no se contaba con el anticuerpo control de isotipo F4-1D1). Se
evalud la mortalidad, el peso, el numero de quistes en cerebro 30 dias después de la

infeccion y la cinética de deplecion de células Tregs.

Cepa Me49
7o

) Peso
Deplecion “dlas Inf i0
—— | Infeccion | —— '
pegdickin Mortalidad
'[ Numero de quistes
C57BL/6J 20 quistes oral (30 dias)
(“susceptible”) 200pg i.p.

anti-CD25 PC61

Fig. 22. Protocolo para determinar el papel de las células Tregs durante la infeccion con la cepa Me49 de Toxoplasma
gondii.
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Determinamos la variacion en el peso, como un parametro del estado de salud general del
animal, como se ha reportado en la literatura [193;194]. Como podemos observar en la
Fig. 23, ambos grupos comenzaron con un peso promedio de 18 g. En los ratones control,
los animales bajan de peso a partir del dia 6, aunque el comportamiento era heterogéneo.
A partir del dia 11 poco a poco comienzan a recuperarlo. Los ratones depletados bajan de
peso desde el dia 5 y tardan mas en recuperarlo conforme avanza el tiempo. A diferencia
del grupo control, el peso de los ratones depletados se vuelve mas homogéneo con
tendencia a mantenerlo bajo. Todo lo anterior se aprecia de una mejor manera en la Fig.
24, donde el peso se normalizé a porcentaje, tomando el peso promedio del dia -2 (dia de
la deplecion) como el 100%. Claramente observamos que los ratones depletados bajan
aun mas de peso que los controles y no lo recuperan como los animales control, lo que
sugiere que las células Tregs se ven implicadas en la proteccién de los animales durante
la infeccion con T. gondii, ya que su ausencia favorece la disminucion del peso.

Al analizar la mortalidad, observamos que 50% de los ratones control (DPBS) mueren
entre el dia 80 y 105, que corresponde a la fase cronica de la infeccion. Sin embargo,
muere el 50% de los ratones inyectados con el anticuerpo PC61 durante la fase aguda de
la infeccion, en los dias 11y 17 y es en la fase cronica de la infeccion cuando el resto de
los ratones muere, entre los dias 77 y 97. Se encontraron diferencias significativas entre
estos grupos (Fig. 25).

Otro parametro a evaluar en nuestro estudio fue el numero de quistes en cerebro 30 dias
después de la infeccion. Lo hicimos a este tiempo ya que durante la fase aguda de la
infeccién (1-2 semanas), T. gondii se dispersa por todo el organismo como taquizoito y es
muy dificil observarlo como quiste en el cerebro. Es a inicios de la fase cronica (cerca de
un mes de infeccion) cuando ya se pueden detectar quistes en el cerebro. Como podemos
observar en la Fig. 26, en los ratones control se observaron menos quistes que en los

ratones depletados. La Fig. 26b muestra los promedios con su desviacion estandar,
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encontrando diferencias significativas entre los grupos. Los tres experimentos descritos
(peso, mortalidad y numero de quistes) nos llevd a concluir que las células Tregs

participan en la proteccién de los ratones C57BL/6J durante la infeccion con T. gondii.
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Figura 23. Curva de peso. Ratones C57BL/6J se inyectaron con 200ug del anticuerpo anti-CD25 PC61 por via
intraperitoneal (o) o DPBS (e) y se infectaron con 20 quistes de la cepa Me49 de T.gondii. Cada punto representa un
ratén. Datos representativos de 6 ratones por grupo.
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Figura 24. Normalizacion del peso. Los datos descritos en la grafica anterior se normalizaron tomando el peso

promedio del dia -2 (dia de la depleciéon) como el 100%. Ratones inyectados con 200ug del anticuerpo anti-CD25
PC61 por via intraperitoneal (o) o DPBS (e). Datos representativos de 6 ratones por grupo.
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Figura 25. Curva de mortalidad. Ratones C57BL/6J se depletaron con 200ug del anticuerpo anti-CD25
PC61 por via intraperitoneal (o) o DPBS (e) infectados 2 dias después con 20 quistes de la cepa Me49 de
T.gondii por via oral. Datos representativos de 6 ratones por grupo. * Para conocer diferencias significativas
entre los grupos, se realiz6 una prueba “Log-rank test” con un a=0.05.
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Figura 26. Numero de quistes en cerebro 30 dias p.i. Ratones C57BL/6J inyectados con 200ug del anticuerpo
anti-CD25 PC61 por via intraperitoneal (o) o DPBS (e) e infectados con 20 quistes de la cepa Me49 de T.gondii.
Numero de quistes por cerebro por ratén (12a, cada punto es un ratén) y promedio total por grupo mas desviacion
estandar (12b). * p<0.001.

Para confirmar los datos obtenidos, hicimos réplicas de nuestros experimentos de
acuerdo a lo descrito en la Fig. 22 (incluyendo como control un anticuerpo isotipo F4-1D1
y animales no infectados y no depletados). Como podemos observar en la Fig. 27,
obtuvimos resultados similares a los descritos en las Figs. 21, 22 y 23 con respecto a la
mortalidad y el peso. Lo anterior confirma la participacion protectora de las células Tregs

durante la infeccion con T. gondii.
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Figura 27. Reproducibilidad de los experimentos. Ratones C57BL/6J no tratados (x), inyectados con 200ug del
anticuerpo anti-CD25 PC61 por via intraperitoneal (o) o 200ug del anticuerpo control de isotipo F4-1D1 (e) e
infectados con 20 quistes de la cepa Me49 de T.gondii. Mortalidad (a), peso de ratones no tratados (b, x),
infectados e inyectados con el control de isotipo (c, e) e infectados e inyectados con el anticuerpo PC61 (d, o )
cada punto es un ratén) y normalizacion del peso a porcentaje (d) tomando el peso del dia -2 (dia de la deplecién)
como el 100%. Datos representativos de 7 ratones por grupo * p<0.001.
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Una de las preguntas hechas desde el inicio de esta tesis, es si la inyeccion del
anticuerpo anti-CD25 PC61 depleta las células Tregs (CD4'CD25"Foxp3*) y al mismo
tiempo las células Teffs (CD4"CD25'Foxp3’), porque como se ha mencionado, ambas
poblaciones expresan el CD25. En la literatura se ha demostrado que la inyeccion del
anticuerpo PC61 es capaz de depletar las células que expresen CD25, sean o no Tregs
[195;196]. También es ampliamente reconocido que todas las células Tregs naturales
expresan el factor de transcripcion Foxp3® en ratones, pero que hay células Foxp3®™ que
son CD25 [197;198].

Con el fin de determinar el porcentaje de células Tregs eliminadas por la inyeccion del
anticuerpo PC61 durante la infeccion con T. gondii, se analiz6 el porcentaje de células
CD4'CD25", CD4'Foxp3*, CD4"'CD25'Foxp3" (Tregs naturales) y CD4"CD25'Foxp3’
(células Teffs) por citometria de flujo en la sangre de los ratones a los dias 0, 4 y 12 post-
infeccion. Los analisis se realizaron de acuerdo a lo descrito en la Fig. 28.

Como podemos observar en la Fig. 29a y 31a, el tratamiento con el anticuerpo PC61
elimina casi por completo el porcentaje de células CD4'CD25" a los dias 0 y 4 post-
infeccion, mientras que al dia 12 ya una ligera recuperacion de estas células. En la
poblacion CD4*Foxp3"* disminuye el porcentaje conforme avanza el tiempo hasta llegar a
0.64% al dia 12 (Fig. 29b y 31b) Esta eliminacion de células CD4"CD25" o CD4 Foxp3”
no ocurre en aquellos animales no infectados y no depletados o en aquellos infectados e
inyectados con el anticuerpo control de isotipo al dia 0 y 4. Al dia 12 de manera
interesante, hay disminucion de células CD4'Foxp3” en los ratones infectados e
inyectados con el anticuerpo control de isotipo, lo que nos sugiere que la infeccion
favorece la disminucién en el porcentaje de células CD4'Foxp3* (de 9.86% al dia 4 a
3.52% al dia 12; Fig. 29b y 31b). Al analizar la poblacion CD4*Foxp3” en los ratones

depletados al dia 12 post-infeccion, vemos que hay disminucién en el porcentaje de estas
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células en estos animales, lo que nos sugiere que las células CD4"'CD25" que aumentan
al dia 12 post-infeccion (Fig. 29a) son células Teffs y no Tregs.

Para conocer si la inyeccion del anticuerpo PC61 elimina tanto células Tregs como Teffs,
decidimos analizar en un solo “gating”, las poblaciones de células Tregs, definidas como
CD4"CD25'Foxp3*, o células Teffs, definidas como CD4"CD25"Foxp3". Como podemos
observar en la Fig. 30, la inyeccion del anticuerpo PC61 elimina tanto células Tregs como
Teffs al dia 0 y 4, pero de manera sorprendente al dia 12, el porcentaje de células Tregs
se mantiene bajo, mientras el porcentaje de células Teffs ya aumenté a 8.24%. La
disminuciéon en el porcentaje de células Tregs y Teffs al dia 0 y 4, no ocurre en los
animales no infectados y no depletados y aquellos infectados e inyectados con el control
de isotipo. Al dia 12 post-infeccidn en los animales infectados e inyectados con el control
de isotipo existe disminucion en el porcentaje de células Tregs (3.83%) y aumento en el
porcentaje de células Teffs (8.73%) (Fig. 30). Es muy importante reiterar que la mortalidad
del 50% del grupo de ratones inyectados con el anticuerpo PC61 esta dada alrededor de
estos dias (entre el dia 10 y dia 16 post-infeccion, Fig. 25 y 27a) sumado a que es el
punto mas bajo en el peso de los ratones (Fig. 24 y 27c¢). Con base en lo anterior,
podemos concluir que es la ausencia de células Tregs y no de Teffs la que provoca una
mayor mortalidad, una mayor pérdida de peso y un mayor numero de quistes en cerebro
en ratones infectados con la cepa Me49 de T. gondii. Por lo tanto, podemos atribuir un

papel protector a las células Tregs durante la infeccion con la cepa Me49 T. gondii.
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Figura 28. Estrategia de analisis en las distintas poblaciones celulares al teiir para FOXP3. De una regién
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a) Dia 0 Dia 4 Dia 12

13]'
9.56% 3 9.25% 8.59% § No infectado, no
1674 ; P depletado
‘%-—
b o'y 1
lbn .\?“{
E 109
= 9.68% % 9.27% 6.09%
& % ¥ F4-1D1
£y A%
LI) .
3 W e Pl
|Dn =
19"
0.14% 0.30% 3.86% : PC61
10 )
ID‘"
lOD m' ‘0: h'.!‘ |I'lu |D‘ Ww ll‘ w ‘Ul
a-CD4TC
b) Dia 0 Dia 4 Dia 12
10)'
9.85% 10.95% 9.07% 2 No infectado. no

“ e § ' % depletado

Fatote]

% 9.34% 9.86% St
< | .2 F4-1D1
.;(_
; 10"
rG‘“
4.55% 3.72% 0.64% PC81
=

T g
A\l - 3 ml ] 3 3

1w l‘ﬂ' w0 1w w? 10 il's w 0 Ww 10
a-CD4TC

Figura 29. Cinética de células CD4°CD25" (a) y CD4'Foxp3"* (b) en sangre. Ratones C57BL/6J sin tratamiento
(panel superior), inyectados con 200 pg del anticuerpo control de isotipo F4-1D1 (panel intermedio) o con 200 pg del
anticuerpo anti-CD25 PC61 por via intraperitoneal (panel inferior) e infectados con 20 quistes de la cepa Me49 de
T.gondii. Datos representativos de un pool de sangre de 2 ratones. n=7 ratones por grupo.



a 48

c-Foxp3 Alex

b) Dia 0 Dia 4 Dia 12
W 1.74% 7.90% 1.68% 8.94% 1.18% 8.56%
1074
10'7 o 3 ;

j 1.89%
tou- £ e

] 127% 7.93% 1.29% 9.26% 1.58% 3.83%
104 G
10" L

; 3.43% 8.73%

100' -

3 441% 0.02% 3.09% 0.08% 14T 0.69%

1074

0.17% 0.32%
10° 10 10’ " 10*

a-CD25 PE

No infectado. no
depletado

F4-1D1

PC61

Figura 30. Cinética de células CD4°'CD25°'FOXP3" en sangre. Ratones C57BL/6J sin tratamiento (panel superior),
inyectados con 200 pg del anticuerpo control de isotipo F4-1D1 (panel intermedio) o con 200ug del anticuerpo anti-
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Figura 31. Porcentajes totales de las poblaciones analizadas en sangre. (a) Porcentaje de células CD4'CD25",
(b) CD4"Foxp3®, (c) CD4'CD25'Foxp3"* (Tregs) y (d) CD4'CD25'Foxp3™ (Teffs). n = 7 ratones por grupo. Al dia 12
post-infeccion, debido a la mortalidad descrita en la figura 25a, el grupo de ratones depletados tiene Unicamente 4

ratones en su grupo. * P<0.05
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5. Participacion de las células Tregs durante la infeccion con una cepa tipo

I de T. gondii

Debido al papel protector de las células Tregs durante la infeccion con una cepa tipo |
(Me49), quisimos saber qué papel tienen las células Tregs durante la infecciéon con una
cepa altamente virulenta de T. gondii, conocida como RH. Hay que recordar la letalidad de
la cepa RH: su LD1go es de 1 taquizoito (Tx) no importando la cepa de ratén infectada, por
lo que no hay susceptibilidad ni resistencia. La estrategia experimental seguida se

describe en la Fig. 32.

2 dias J’

—— | Infeccidén

Deplecion
de CD25*

Peso
T 300 taquizoitos

Mortalidad

via i.p.

BALBIlc

200pg i.p.
anti-CD25 PC61

Figura 32. Estrategia experimental para determinar el papel de las células Tregs durante la infeccién con la cepa RH
de Toxoplasma gondii.

A los animales utilizados en este experimento se les monitored el peso como reflejo de su
estado de salud. Como podemos observar en la Fig. 33, los ratones infectados e
inyectados con el control de isotipo mantienen el peso hasta el dia 4, comienzan a
perderlo al dia 5 y asi gradualmente hasta el dia 9 cuando todos se murieron (Fig. 33a),
los ratones infectados e inyectados con el anticuerpo PC61 ganan peso al dia 4 y lo
mantienen hasta el dia 6, que es cuando comienzan a perderlo y asi gradualmente hasta

el dia 10 que es cuando todos mueren (Fig. 33b). Para comparar los grupos, se
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normalizaron los pesos a porcentaje tomando el peso del dia de la deplecion (dia -2)
como el 100%. Como se muestra en la Fig. 33c, los ratones depletados nunca alcanzan
pesos tan bajos como los ratones inyectados con el control de isotipo F4-1D1.

En la figura 33d se observa la mortalidad de los ratones descritos en el parrafo anterior.
Nuestro grupo control presenté mortalidad a partir del dia 7, al dia 8 se llegé al 20% de
sobrevivencia y al dia 10 todos los ratones habian muerto. Se observa un ligero
desplazamiento en la mortalidad del grupo depletado; aqui los ratones comienzan a
morirse al dia 8 y es al dia 10 donde hay aun 20% de sobrevivencia; al dia 11 todos los
ratones estaban muertos. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
Estos resultados nos sefalan la participacion de las células Tregs durante la infeccion con
la cepa RH de T. gondii aunque, a diferencia de la participacion protectora de estas
células en la infeccion con la cepa Me49 de T. gondii, parecen tener una participacion
adversa durante la infeccion RH, ya que los ratones inyectados con el anticuerpo PC61
sobreviven mas tiempo.

Al momento de realizar el experimento descrito en el apartado anterior, se publicd un
articulo donde demostraron el papel adverso de las células Tregs en una infeccién
experimental por Trypanosoma congolense, que se caracteriza por ser altamente virulenta
en la cepa de raton BALB/c, donde los ratones mueren de parasitemia fulminante al dia
10 post-infeccion (muy similar a la cepa RH). La estrategia experimental que ellos
utilizaron fue inyectar dosis muy bajas del anticuerpo anti-CD25 PC61 por via intravenosa,
logrando la eliminacion completa del parasito y la sobrevivencia de los ratones [199].
Basandonos en lo antes descrito y que en el experimento anterior demostramos una
posible participacion adversa de las células Tregs, depletamos grupos de 4 ratones con
dosis de 50 6 25 pug del anticuerpo PC61 por via intravenosa (como control inyectamos el
anticuerpo  F4-1D1); monitoreamos la mortalidad y la cinética de células

CD4'CD25'FOXP3" en sangre.
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Figura. 33. Curvas de peso y mortalidad. Ratones BALB/c inyectados con 200ug del anticuerpo anti-CD25 PC61
por via intraperitoneal (o) (b), o0200ug del anticuerpo control de isotipo F4-1D1 (e) (b) e infectados con 300 Tx de la
cepa RH de T.gondii. Cada punto representa un ratén (a y b). Para apreciar mejor las diferencias se normalizé el
peso del dia de la deplecion (dia -2) como el 100% (c). Mortalidad de los grupos (d). Datos representativos de 4
ratones por grupo

Como se observa en la Fig. 34, ya sean los ratones inyectados con 50 6 25 ug del control
de isotipo F4-1D1 e infectados con la cepa RH de T. gondii o aquéllos sélo infectados,
mueren de manera fulminante al dia 8 post-infeccion. Sin embargo al depletar ya sea con
50 ng o con 25 ug, logramos observar que la mortalidad se desplaza de forma notable en
hasta 4 dias, aunque no de manera significativa. Lo anterior nos indicaba que
posiblemente las células Tregs participan de manera adversa durante la infecciéon RH de
T. gondii.

Para probar la eficacia de nuestra deplecion por via intravenosa y confirmar la
participacion adversa de las células Tregs durante la infeccién por la cepa RH de T.
gondii, medimos los porcentajes de las células CD4"CD25'FOXP3" CD4"CD25'FOXP3"
(Fig. 35 y 36) en la sangre de los ratones antes descritos al dia 0 (dia de la infeccion), 4 y
8 post-infeccién (unas horas antes de que se presentara la totalidad de la mortalidad en

los ratones solo infectados).
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Figura 34. Curvas de mortalidad. Ratones BALB/c inyectados con 50 (a, o) 6 25 (b, o) ng del anticuerpo anti-
CD25 PC61 por via intraperitoneal e infectados con 300 Tx de la cepa RH de T.gondii. Se utiliz6 como control
ratones solo infectados (e a y b). Para conocer diferencias significativas entre los grupos, se realizé una prueba
“Log-rank test” con un a=0.05. Datos representativos de 4 ratones por grupo.

Los ratones infectados presentan porcentajes de células Tregs entre 5y 8% a los dias 0,
4 y 8 post-infeccidn respectivamente y de células Teffs entre 4 y 2% a estos mismos dias.
Lo anterior también se observa en los ratones infectados e inyectados con el control de
isotipo. Al depletar con 50 ng del anti-CD25 PC61 se ve una disminucién casi en la
totalidad de las células Tregs y Teffs (dia 0, Fig. 35 y 36), auque al dia 4 ya hay presencia
de ambas poblaciones. Al dia 8 se mantiene un porcentaje muy semejante en estas dos
poblaciones (3.76% de Tregs; 3.53% de Teffs. Fig 35 y 36). Estos resultados nos indican
que el conservar el porcentaje basal de células Tregs (~8%) tiene un efecto adverso
durante la infeccion con la cepa RH de T. gondii (es mayor el porcentaje de Tregs que de
Teffs en aquellos ratones que se mueren primero). Auque la inyeccién del anticuerpo
PC61 disminuye el porcentaje de las células Tregs y Teffs, es esta baja en el porcentaje

de ambas poblaciones lo que parece favorecer la mayor sobrevivencia en los ratones.
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Figura 35. Cinética de células CD4" CD25'FOXP3" Ratones BALB/c sdlo infectados (panel superior), inyectados
con 50 ug del anticuerpo control de isotipo F4-1D1 (panel intermedio) o 50 pg del anticuerpo anti-CD25 PC61 por via
intravenosa al dia -2 e infectados con 300 Tx de la cepa RH de T.gondii al dia 0. Datos representativos de un pool
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Figura 36. Porcentajes totales de las poblaciones analizadas en sangre. (a) CD4'CD25'Foxp3* (Tregs) y (b)
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Al analizar las poblaciones CD4"CD25'FOXP3" (Tregs) y CD4*CD25'FOXP3" (Teffs) en
los ratones inyectados con 25 ug del anticuerpo PC61, notamos que aun cuando el
anticuerpo es capaz de eliminar ambas poblaciones de células, la duracién es menor, ya
que se alcanza el 3% de células Tregs al dia 4 post-infeccion, mientras que la poblacion
de Teffs alcanza el 1% (Fig 37). Entonces, conforme disminuimos la dosis del anticuerpo
PC61, también disminuye su eficacia para mantener la deplecién de células CD25" y por
lo tanto puede que esto se vea reflejado en que hubo mortalidad antes en este grupo, en
comparacion con el inyectado con 50 pg del anticuerpo PC61 (Fig. 34).

Al momento de hacer el andlisis de linfocitos totales CD25" Foxp3™ (no excluyendo
linfocitos CD4" como en todos los analisis anteriores), se observd que hay un aumento
considerable en el numero de éstos, unicamente en los ratones depletados (nunca en los
controles). La manera en que se observo la diferencia se describe en la Fig. 38 y los
analisis correspondientes en la Fig. 39 y 40. En un ratén infectado, hay un porcentaje
entre el 2 y 3% de linfocitos totales sean Tregs o Teffs a los dias analizados (0, 4y 8
post-infeccion, Fig. 39). Los ratones inyectados con 50 6 25 ug del anticuerpo F4-1D1 e
infectados mantienen un porcentaje entre el 2 y 4% de Tregs y Teffs a los mismos dias,
siendo mas evidente un aumento al dia 4 y 8 post infeccién (Fig. 39). En los ratones
infectados e inyectados con 50 6 25 ug del anticuerpo PC61, claramente observamos la
disminucion casi total de las células CD25" al dia 0, pero de manera sorprendente hay
una expansion enorme de una poblacion efectora (porque expresa CD25) que es Foxp3™ a
los dias 4 y 8 post-infeccién. No es notable la diferencia en porcentaje (Fig. 39) pero al
hacer el analisis del nimero de células (Fig. 40), claramente se observa el aumento de
células CD25'Foxp3™ al dia 8 post-infeccion al depletar con 50 6 25 pg del anticuerpo

PC61.
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Figura 37. Cinética de células CD4" CD25'FOXP3" en sangre. Ratones BALB/c sdlo infectados (panel superior),
inyectados con 25 pg del anticuerpo control de isotipo F4-1D1 (panel intermedio) o 25 pg del anticuerpo anti-CD25
PC61 por via intravenosa al dia -2 e infectados con 300 Tx de la cepa RH de T.gondii al dia 0. Datos
representativos de un pool de sangre de 2 ratones. n=4 ratones por grupo.
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Figura 39. Cinética de la poblacion total de linfocitos en sangre. Ratones BALB/c soélo infectados (panel
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a) b)
w3000~ —_ . .
& @ 3000 _ _ .
> — 2500 T . 5 - N
@ g * :72500' l l I F4-1D1
8o i * c g
% X' 2000 2 & %'2000- C1PC61
o * @ T *
g & 15007 o & 1500-
N _* o *

2 8 1000- o 2 1000-
8= s L
S 500 § 500 i
z =z

0 - M @ i 0 1 @ m

0 0

4 8 4 8
Dias post-infeccion Dias post-infeccion

Figura 40. Nimero de células en la poblacién CD25'Foxp3™ (Teffs). Las células fueron tomadas de la regién
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grupo n=4 ratones. *p<0.05.
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VIl. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente proyecto se estudio el papel de las células Tregs durante la infecciéon con
T. gondii en el modelo murino. La técnica que utilizamos fue la deplecion de células
CD25" por inyeccion del anticuerpo PC61.

Desde que se describid que la cadena o del receptor de IL-2 o CD25 es uno de los
principales marcadores de superficie expresados en las células Tregs de manera
constitutiva [200], se ha utilizado ampliamente el anticuerpo anti-CD25 PC61 (IgG1) o 7D4
(IgM) para depletar estas células y estudiar su funcion en otros modelos de infeccion,
como en Plasmodium berghei [201], Plasmodium yoelii [202], leishmania major [203],
Schistosoma mansoni [204], Litomosoides sigmodontis [205], Mycobacterium tuberculosis
[206], Trypanosoma cruzi [207]y Trypanosoma congolense [208], entre otros.

Lo primero que se realizé fue cultivar el hibridoma PC61 que secreta el anticuerpo anti-
CD25 in vitro en medio CDM, y lo purificamos por precipitacion con (NH,4),SO,. Se utilizé
medio CDM sin suero para cultivar los hibridomas descritos porque los hibridomas PC61 y
F4-1D1 son hibridos rata/ratdn, lo que hace imposible crecerlos in vivo. Al ser medio
CDM sin suero ni proteinas, se tiene la ventaja que el anticuerpo se puede purificar
facilmente con (NH4),SO,.

Los primeros ensayos con el anticuerpo PC61 se hicieron para determinar la dosis
necesaria para depletar las Tregs. Se han descrito en la literatura diferentes dosis de
anticuerpo para llevar a cabo la deplecion. Amante et al., utilizaron una unica dosis de 500
ug del anticuerpo PC61, 1 6 14 dias antes de infectar con P. berghei ANKA [209]. Méndez
et al., inyectaron 1 mg de anticuerpo PC61 12 semanas después de una infeccion
primaria y al momento de una infeccion secundaria con L. major [210]. Quinn et. al.,
inyectaron 100 pg del anticuerpo PC61 3 dias antes de vacunar a ratones con BCG y 42

dias antes de infectar con M. tuberculosis [211]. Couper et al., utilizaron 2 isotipos de
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anticuerpo anti-CD25 inyectando 1 vez 750 ug del anticuerpo PC61 y 250 pg del
anticuerpo 7D4 al momento de la infeccién con Plasmodium yoelii [212]. Como podemos
observar, son muy variadas las estrategias experimentales utilizadas y es muy probable
que al utilizar dosis muy altas de anticuerpo no solo se depleten células Tregs, sino
también Teffs [213]. Con base en todas las dosis anteriores, la estrategia en este trabajo
fue depletar con concentraciones bajas de anticuerpo PC61. Al evaluar 100 6 200 ug de
anticuerpo, encontramos que la dosis de 200 ug del anticuerpo PC61 la que mantiene
disminuido el porcentaje de células CD4°CD25" por mas tiempo (hasta 14 dias), en
comparacion con la dosis de 100 pg.

Al depletar las células CD25" en nuestro modelo experimental con la cepa Me49 de T.
gondii observamos disminucion en el peso, aumento en la mortalidad y mayor numero de
quistes en el cerebro de ratones C57BL/6J en comparacion con los controles. Lo anterior
nos sugiere que las células Tregs estan implicadas en la proteccion contra T. gondii.
Debido a que la molécula CD25 es expresada por células Teffs entre otras [214], es
probable que también se eliminen esas células, lo que hace dificil la interpretacion de los
resultados. Sumado a esto, también se sabe que no todas las células Tregs expresan el
marcador CD25 [215;216]. Para poder disminuir la posibilidad de eliminar otras
poblaciones que no sean Tregs, nosotros realizamos 2 estrategias: la primera fue inyectar
una dosis baja de anticuerpo y la segunda fue inyectarlo 2 dias antes de la infeccion. De
esta manera se buscd aumentar la probabilidad de eliminar un mayor niumero de células
Tregs que de células Teffs.

En 2006 Kohm et al., reportaron que la inyeccién de 500 ug del anticuerpo anti-CD25
(clona 7D4) elimina la mayoria de células CD4'CD25", pero el porcentaje de células
Foxp3* no disminuye [217], lo que demuestra que la inyeccion con el anticuerpo 7D4 no

elimina las células Tregs. Cooper et al., hicieron un estudio mas detallado de la poblacion
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CD4'Foxp3® que se depleta con 750ug del anticuerpo anti-CD25 PC61 o 7D4 vy
observaron que con el anticuerpo 7D4 se elimina 6.04% de células CD4"Foxp3* y con el
PC61 31.9% de células CD4"Foxp3* [218]. Lo anterior confirma que la deplecién con una
gran cantidad de anticuerpo (500 6 750ug) elimina un porcentaje pequefio de células
Foxp3® y aunque no se menciona en estos articulos, también se deben eliminar otras
poblaciones que expresen el marcador CD25. En nuestro trabajo demostramos que con
una dosis de 200 pg del anticuerpo anti-CD25 PC61 por via intraperitoneal, eliminamos
cerca del 54% de células CD4"Foxp3”, inclusive, inyectando 50 pg del anticuerpo por via
intravenosa, eliminamos cerca del 50% de células Foxp3™ en la sangre. Por otra parte hay
que hacer notar que la infeccion por si misma tiene la capacidad de disminuir el
porcentaje de las células CD4'Foxp3*; esto se demuestra en la Fig. 29b, donde los
ratones infectados e inyectados con el control de isotipo al dia 12 de la infeccion,
muestran un porcentaje muy bajo de estas células. Lo anterior confirma que es, entre
otras cosas, la ausencia de células Tregs lo que induce la mortalidad, el mayor numero de
quistes y la mayor baja de peso en los ratones depletados con el anticuerpo PC61.

Desde el inicio de nuestro estudio, quisimos conocer si las proporciones no solo de
células Tregs sino también de Teffs se veian disminuidas por la inyeccion del anticuerpo
PC61. Al analizar las poblaciones celulares, notamos la eliminacién casi total de las
poblaciones CD25" fueran o no Tregs. Sin embargo, observamos que 12 dias después de
la infeccion con T. gondii las Tregs siguen depletadas y no asi de las células Teffs, pues
hay recuperacion notable de esta poblacion (Fig. 30 y 31d). Esto lo podemos atribuir a
que el anticuerpo PC61 elimina aquellas células que expresen altos niveles del CD25;
esto es, las células Tregs. El anticuerpo PC61 puede seguir actuando desde el dia en que
se inyectd hasta 10 dias después, cuando la poblacion CD4°CD25" se reestablece casi

por completo, lo que probablemente evita la recuperacion de las células Teffs que se
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generan durante la infeccion y es imposible detectarlas por citometria de flujo del dia cero
al dia 10. Para evitar esto podriamos seguir la estrategia de Amante et al., que consistio
en depletar 14 dias antes de infectar con P. berghei ANKA encontrando proteccion total.
Con este experimento se tiene la ventaja de que el anticuerpo PC61 no esta en
circulaciéon al momento de la infeccion y no se depletan células que se estén generando
en ese periodo de tiempo (sean Teffs o Tregs). [219]. Esta seria una manera de confirmar
que las Tregs participan en la proteccion de ratones C57BL/6J durante la infeccion con T.
gondii.

Al momento de la realizacion de este trabajo Couper et al. [220], reportaron que la
deplecion con 1 mg del anticuerpo PC61 aumenta la susceptibilidad en ratones C57BL/6J
machos infectados con la cepa Me49 de T. gondii. Ellos eliminan alrededor del 40% de
células Foxp3®, pero reducen de manera significativa el nimero de células Teffs CD4" que
expresan el marcador CD25, lo que implica disminuciéon de la produccion de IFN-y y la
patologia causada por la respuesta inmune tipo Ty1 tan fuerte que se genera por las
células Teffs. Sin embargo, la ausencia de IFN-y deteriora el control de la enfermedad y
eleva la mortalidad durante la fase aguda de la infeccién. Ellos proponen que se use con
precaucion el anticuerpo anti-CD25 PC61 en modelos donde se produzca un alto nivel
inflamatorio, como T. gondii, y que se tome en cuenta todo el repertorio de células T que
se eliminan con la inyeccion del anticuerpo PC61, no sélo las células Tregs.

Aunque sus resultados son muy semejantes a lo que nosotros describimos aqui, esto es,
el aumento en la susceptibilidad durante la infeccion con T. gondii, sabemos que dosis
muy altas de anticuerpo (1 mg) puede dificultar la interpretacion de los resultados
descritos y llevar a conclusiones erréneas como el aminorar la participacion de las células
Tregs durante la infeccion con T. gondii. Es muy claro que si inyectamos 1 mg de
anticuerpo 2 dias antes de la infeccion, todas aquellas células CD25", sean Tregs o Teffs

que se estén generando por la infeccién, van a ser eliminadas hasta que el anticuerpo se
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elimine de la circulacion sanguinea del raton. Por esta razon, nosotros evaluamos una
dosis baja de anticuerpo PC61 (200 pg) que pudiera eliminar en su mayoria las células
Tregs. Al hacer el analisis de las poblaciones eliminadas por el anticuerpo PC61,
observamos que hasta el dia 12 permanece la deplecion de Tregs y aumenta el
porcentaje de células Teffs y es en este momento cuando comienza la mortalidad en los
ratones. Esto nos sugiere que hay participacion protectora de las células Tregs durante la
infeccion con T. gondii.

Una alternativa para confirmar que existe participacion de células Tregs durante la

infeccién con T. gondii, es por transferencia adoptiva de células Tregs Foxp3t¢F"*

a
ratones infectados con T. gondii. Estas células Foxp35¢"* provienen de un ratén
transgénico que expresa la proteina verde fluorescente junto con promotor Foxp3, por lo
que todas aquellas células que expresen la EGFP, son Tregs y son funcionales. Esta
estrategia tiene muchas ventajas ya que, se trabajaria unicamente con células Foxp3, que
es el mejor marcador de las Tregs y ya no depletando con anticuerpo anti-CD25 PC61.
Con base en nuestro estudio con la cepa Me49 donde demostramos que las células Tregs
participan en la proteccion de los animales, quisimos conocer cual es el papel de las
células Tregs durante la infeccién con una cepa tipo |, que es altamente virulenta. Los
primeros resultados encontrados nos sugirieron que las Tregs participan de una manera
adversa porque encontramos retraso en la mortalidad y pérdida de peso en los ratones
depletados, comparados con los controles.

Mientras esta tesis se llevaba a cabo, Weiy Tabel publicaron que al depletar a ratones de
células Tregs con una dosis muy baja de anticuerpo PC61, durante una infeccion letal con
Trypanosoma congolense en la cepa de ratdon susceptible BALB/c, se prevenia la
parasitemia y la mortalidad; ademas de que su deplecion era capaz de eliminar las células

CD25"" de su sistema, consideradas Tregs por ellos. La dosis reportada es una sola

inyeccion de 45 ug del anticuerpo PC61 por via intravenosa [221]. Debido a la semejanza
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en la letalidad entre la cepa RH y el modelo con T. congolense, quisimos conocer si
ocurria algo semejante a lo a lo publicado por ellos inyectando dosis muy bajas de
anticuerpo. Al depletar con 25 6 50 ug por via intravenosa encontramos que la inyeccion
aun con una dosis muy baja, elimina por completo tanto las células Tregs como Teffs,
aunque los ratones inyectados con 25 ug recuperan mas rapido ambas poblaciones que
los depletados con 50 ug. En este experimento encontramos ligero retraso en la
mortalidad en los ratones depletados en comparacién con los controles y esto es
dependiente de la dosis de anticuerpo utilizada. En nuestros experimentos también
evaluamos una dosis de 100 ug por via intravenosa y no encontramos proteccion ni
modificacion en las proporciones de células Tregs (datos no mostrados). Lo anterior
confirma la proteccion uUnicamente con dosis bajas de anticuerpo PC61 por via
intravenosa.

Al hacer el analisis de la poblacion total de linfocitos (como se explica en la Fig. 40)
notamos un incremento muy grande en la poblacion CD4 CD25'Foxp3  (células
activadas). En nuestros analisis por FACS, siempre excluimos la poblacién CD4.
Notablemente existen otras poblaciones celulares que no son CD4" y que se activan
durante la infeccion con la cepa RH de T. gondii. Se ha demostrado que los linfocitos T
CD4" juegan un papel protector durante la infeccion con T. gondii produciendo altos
niveles de IFN-y e IL-2 pero, aunque los linfocitos T CD8" producen niveles intermedios de
IFN-y e IL-2 indetectable, es este IFN-y el que genera proteccion durante la infecciéon con
T. gondii, haciendo de los linfocitos T CD8" los principales generadores de inmunidad in
vivo durante esta infeccion [222]. Existe un papel sinérgico entre las células CD4" y CD8",
ya que la expansion, la accién efectora y protectora de células TCD8" es dependiente de
las células TCD4". En ausencia de las células CD4" se puede montar una respuesta

efectora de células CD8", pero no se mantiene por un periodo largo de tiempo [223].
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También se ha demostrado que las células Tregs suprimen la activacion, proliferacion,
diferenciacion y funcion efectora de las células T CD8" [224] y esto es mediado por la IL-2
[225].

No solo existen estas dos poblaciones de células que expresan el TCR o/f, también
existen otras poblaciones como los linfocitos T NK, que expresan el marcador unico de las
células NK: NK 1.1+ o CD161c. Las células TNK producen altos niveles de IL-4, IFN-y y
TNF [226]. Se ha demostrado también que en ausencia de linfocitos CD4" durante la
infeccion con T.gondii, hay expansiéon de células NK mediada por IL-12 que favorece la
activacion de linfocitos T CD8" y por lo tanto se genera protecciéon [227]; entonces las
células NK juegan un papel importante durante la infeccion con T. gondii. También se ha
demostrado que las células Tregs suprimen la proliferacién de células NK por medio de
TGF-B [228;229]

También existen linfocitos T y3; constituyen del 2 al 5% del total de las células T [230]. Sin
embargo se ha demostrado que estas células se expanden en algunas infecciones
bacterianas (como M. tuberculosis) contribuyendo a la respuesta inmune contra éste
bacteria por su alta produccién de IFN-y [231]. Recientemente se reportd en la literatura
que durante la infeccién con M. tuberculosis en humanos existe expansion de células T yd
que producen IFN-y independiente de presentacion antigénica y de células T CD4" y que,
al depletar de células TCD4", se hace notoria la expansion de la poblacion y8. Aln es mas
notoria la produccion de IFN-y por la poblacion vy al depletar las células CD4°CD25"
(definidas por los autores como Tregs) y no por la poblacién CD4°CD25 (Teffs) [232].
Este reporte es de gran importancia porque se demuestra que las Tregs tienen la
capacidad de suprimir y regular la expansion y produccién de IFN-y por otras poblaciones

de linfocitos que no son CD4".
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Las células Tregs podrian suprimir a estas poblaciones celulares de linfocitos (T CD8", T
NK y/o Tyd) durante la infeccion con la cepa RH de T. gondii lo que puede provocar en
parte, la alta virulencia de esta cepa. Cuando depletamos a nuestro ratones con dosis
muy bajas de anticuerpo anti-CD25, claramente notamos la expansién de linfocitos CD4
cuyo fenotipo no ha sido identificado hasta el momento. Estas poblaciones podrian estar
implicadas en la proteccién de los ratones, ya que se favorece la sobrevivencia por mas
tiempo que en los controles. Pudiera ser necesario que al inicio de la infeccion se requiera
de una respuesta Ty1 exacerbada, mediada por células T CD4", T CD8", T NKy T v que
favorezca la eliminacion del parasito y que después aparezcan las células Tregs para
controlar la respuesta inflamatoria y asi evitar dafio a lo propio.

Es notable la participaciéon de las células Tregs durante la infeccién con T. gondii en los
dos modelos de infeccion estudiados aqui. Sin embargo, por las diferencias en la
virulencia entre cepas, podemos encontrar papeles opuestos entre una y otra cepa. Con
la cepa Me49 las células Tregs participan sin lugar a duda en la proteccion de los
animales, mientras que durante la infeccidon con la cepa RH parece que las Tregs
participan de manera adversa contra el parasito, evitando desde el principio que haya una
respuesta Ty1 que pueda eliminar al parasito.

El trabajo generado por el presente proyecto nos permite saber, que las células Tregs
participan en la proteccion de los ratones durante la infecciéon con la cepa Me49 de T.
gondii, pero aun desconocemos los mecanismos por los cuales lo hacen. En la literatura
se han propuesto algunos mecanismos de supresion de las Tregs sobre células Teffs por
contacto (Fig. 10a, 10b y 10c) [233]. Uno de los mecanismos es dependiente de contacto
directo: la célula Treg suprime la produccion de IL-2 de la célula T efectora evitando que
prolifere; este mecanismo no es mediado por citocinas y requiere la activacion de la célula
Treg por su TCR [234]. Otro mecanismo es por contacto indirecto, mediado por la célula

presentadora de antigeno. En este caso, se requieren de 2 moléculas para suprimir; una
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en la célula Treg y otra en la célula presentadora de antigeno. Se ha demostrado que las
células Tregs expresan constitutivamente CTLA-4 que es un ligando natural de B7 en la
APC vy que, al unirse estas dos moléculas se desarrolla una sefial capaz de suprimir
células Teffs [119;235]. Otro mecanismo es donde la célula Treg condiciona primero a la
APC y la vuelve supresora; por lo tanto ya no es necesaria la célula Treg, sino que por si
misma la APC suprime a la célula T efectora [236].

También existen mecanismos dependientes de citocinas e independientes del contacto
directo entre la célula Treg y/o APC con la célula T efectora [119]. Estas citocinas son la
IL-10 y el TGF-B. La IL-10 ha sido ampliamente documentada en la infeccién con T. gondii
y si bien es cierto que la respuesta protectora contra el parasito es la Ty1, se sabe que la
IL-10 es requerida como moduladora de una respuesta Ty1 exacerbada, pues ratones IL-
10 knock-out mueren 2 semanas después de la infeccion con la cepa Me49 de T. gondii
[237]. Se ha demostrado el papel de la IL-10 proveniente de las células Tregs,
previniendo la proliferacion de células Teffs CD4" en distintos modelos de colitis [238;239]
y en la tolerancia a transplantes de piel alogénicos [240], pero durante la infecciéon con T.
gondii, se ha demostrado que las células Ty1 Foxp3™ productoras de IFN-y son, de manera
sorprendente, las principales productoras de IL-10 y no las Tregs [241].

Con respecto al TGF-B, se han diferenciado in vitro células T con capacidad reguladora en
presencia de anticuerpo anti-CD3, anti-CD28 y TGF-B. Estas células tienen el fenotipo de
células Tregs (CD25%, GITR", CTLA-4" y Foxp3*) [242]. Por otra parte, se ha demostrado
la participacion del TGF-B en la supresion de células Teffs en modelos de colitis [243].
Probablemente esta citocina pudiera participar de alguna manera durante la infeccién con
T. gondii.

Si clasificaramos a las Tregs con respecto a su participacion en algunos modelos de

infeccidén, encontrariamos 2 grupos. El primero es donde las células Tregs se ven
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implicadas en la patologia [244] porque al eliminarlas del sistema, se favorece la
sobrevivencia del hospedero y se elimina por completo el parasito [245-247]. Esto es, las
células Tregs en estos modelos favorecen la sobrevivencia del parasito suprimiendo la
respuesta efectora y permiten en algunos casos, el desarrollo de la infeccién crénica o la
muerte del hospedero, como con Plasmodium berghei NK65 [248], Litomosoides
sigmodontis [249], Plasmodium yoelii [250] y Trypanosoma congolense [121]. En el otro
grupo encontrariamos que las células Tregs no participan ni en la proteccidén ni en la
patologia, como el caso de Trypanosoma cruzi [153] o Mycobacterium tuberculosis
[131;132].

Al comparar en general la participacion de las células Tregs en T. gondii con otros
modelos de infeccion, podemos decir que de manera completamente diferente a lo
descrito anteriormente, durante la infeccion con la cepa Me49 de T.gondii, las células
Tregs participan en la proteccién de ratones, mientras que en la cepa RH parecen
participar de manera adversa beneficiando la patologia y disminuyendo la respuesta
efectora contra el parasito, lo que se refleja en la mortalidad tan rapida causada por la

infeccion.
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Vil. APENDICE

1. Soluciones Utilizadas

1.1. Generales

e Dulbecco’s PBS (DPBS)

NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 8.1 mMy KH,PO4 1.2 mM
e Soluciodn de lisis de eritrocitos

NH,CI 39 mM, KHCO3; 2.5 mM y EDTA.2Na 0.02 mM
e Heparina

Se utilizan 10,000U en 10 ml de agua mQ (SIGMA-ALDRICH®).

1.2. En cultivos celulares

e Tripsina-EDTA
0.05% de tripsina, 0.53 mM de EDTA
¢ Medios de cultivo
= CDM
El medio CDM (CD Hybridoma medium) se adquiere ya preparado de
Gibco™. Se suplementa con L-glutamina 8 mM al momento de usar.
= DMEM
El medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco™) se prepara
de acuerdo a las instrucciones del distribuidor, disolviendo en agua mQ,
ajustando tanto la concentracion de NaHCO; a 3.7g/l, como el pH con
NaCl. Se esteriliza en doble filtro Millipore® de 0.22 um bajo presion

positiva de N, y se guarda en alicuotas de 500 ml a 4°C en oscuridad. Se
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conserva por dos meses aproximadamente. Al momento de utilizarlo se

suplementa de acuerdo a la siguiente tabla.

medio Volumen Volumen
Suplementos completo, para para
10% preparar | Medio 1% | preparar Marca
100 ml 100 ml
Suero fetal 10% viv 10 mi 1% viv 1ml Gibco™
bovino (FCS)
L-glutamina 2mM 1m 2mM 1m Gibco™
Aminoacidos 0.1 mM 1 mi 0.1 mM 1 mi Gibco™
no esenciales
(MEM NEAA)
Piruvato de 1 mM 1ml 1 mM. 1ml Sigma™
sodio
Medio DMEM 87 ml 96 ml Gibco™

* Medio de congelacion

80% de medio DMEM completo, 10% de FCS (Gibco™) y 10% de Dimetil-

sulféxido (DMSO, SIGMA™).

1.3.

En precipitacion

e Sulfato de amonio (NH,),SO,

Se utiliza al 45% (m/v)

e PBSpPH78

NaH,PO40.02 My NaCl 0.15M.pH 7.8

93



1.4. En electroforesis

Acrilamida

100 ml se preparan con 30% de acrilamida (m/v), 0.89% de bis-acrilamida (m/v).
Se filtra por membrana de 0.22 um (Millipore®) y se guarda a 4°C en oscuridad
PBS 1 M pH 6.8

12.1 g de TRIZMA Base disueltos en 80 ml de agua mQ. El pH se ajusta a 6.8 con
HCI 6 N, se afora a 100 ml con agua mQ y se filtra por membrana de 0.22 um
(Millipore®), se autoclavea y se guarda a 4°C.

PBS 1 M pH 8.8

36.33 g de TRIZMA Base y se disueltos en 160 ml de agua mQ. El pH se ajusta a
8.8 con HCI 6 M, se afora a 200 ml con agua mQ vy se filtra por membrana de 0.22
um (Millipore®), se autoclavea y se guarda a 4°C.

SDS al 10% (m/v)

10 g de SDS disueltos agua mQ autoclaveada. Se afora a 100 ml; se filtra por
membrana de 0.22 um (Millipore®), se esteriliza en autoclave y se guarda a 4°C.
Buffer de muestra (B-mercaptoetanol)

Para preparar 25 ml de este buffer 2X, se utilizan 1.25 g de SDS, 3.125 ml de Tris
1 MpH 6.8, 2.5 ml de B-mercaptoetanol, 2.5 mg de azul de bromurofenol, 5 ml de
glicerol y se afora a 25 de agua mQ. La manipulacion de este buffer se hace en
una campana de flujo laminar teniendo precaucion con el azul de bromurofenol (la
tincién es muy fuerte). Se guarda en alicuotas de 900 ul a -20°C.

TEMED

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (BIO-RAD™)

Persulfato de amonio

Persulfato de amonio al 10% (m/v, (BIO-RAD™).
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Isobutanol saturado

A aproximadamente 10 ml de isobutanol se le agrega agua mQ hasta saturar. El
isobutanol queda en la capa superior.

Buffer de electrodos

Para preparar 5 L de este buffer, se agregan 15 g de TRIZMA Base, 72 g de
glicinay 5 g de SDS. Se almacena a 4°C.

Composicion del gel de corrida (al 10%)

10 ml de acrilamida-bisacrilamida, 12 ml de agua, 7.5 ml de Tris 1 M pH 8.8 y 0.3
ml de SDS al 10%.

Composicion del gel concentrador

1.7ml de acrilamida-bisacrilamida, 9.1 ml de agua, 1.6 ml de Tris 1 M pH 6.8 y
0.125 ml de SDS al 10%.

Marcadores de peso molecular (MPM)

Mark12™ Unstained Standard (Invitrogen™) 1X. Se utilizan 15 ul por
electroforesis segun el proveedor.

Solucién de enjuague

Acido acético al 7% (V/v).

Solucién de lavado

Acido acético al 5% (v/v) y metanol al 10%(v/v).

Azul de Coomassie

Azul de Coomassie R250 al 1% (m/v).
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1.5. En inmunofluorescencia

1.5.1. Anticuerpos utilizados

Los anticuerpos utilizados en nuestro estudio se describen en la siguiente tabla:

Anticuerpo Fluorocromo Proveedor Clona pl x muestra
isotipo
FITC BD 145-2C11 0.2 pl x muestra
IgG1 hamster
aCD3 Cy5 Caltag 500A2 0.1 ul x muestra
IgG1 hamster
PE Caltag CT-CD3 0.25 pul x
IgG2a rata muestra
FITC Caltag RM4-5 0.1 pl x muestra
IgG2a rata
PE Caltag RM4-5 0.1 pl x muestra
oCD4 IgG2a rata
Caltag RM4-5 0.25 pul x
TC IgG2a rata muestra
Invitrogen RM4-5 0.25 pl x
IgG2a rata muestra
FITC RSD PC61 9 w x muestra
IgG1 rata
PE Caltag PC61 5.3 2.5 ul x muestra
aCD25 IgG1 rata
PE Miltenyi 7D4 1 ul x muestra
IgM Kappa rata
APC Caltag PC61 5.3 0.5 ul x muestra
IgG1 rata
aFoxp3 AlexaFluor-488 BioLegend 150D 0.5 ul x muestra
IgG1 rata
AlexaFluor-488 eBioscience FjK-16s 0.5 pl x muestra
IgG2a rata
PE eBioscience FjK-16s 1 ul x muestra
IgG2a rata

e Solucion de lavado

DPBS con 1% (v/v) de FCS y 0.1% (v/v) de NaN;

1.5.2. Foxp3

¢ KIT Foxp3 (Anti-mouse/rat Foxp3 staining set, eBioscience™)

e Solucidn de fijacion

Por cada ml de buffer concentrador agregar 3 ml de buffer diluyente




¢ Solucién de permeabilizaciéon
El buffer de permeabilizacion esta a una concentracién 10X, se requiere a 1X por

muestra; se diluye con agua mQ.
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IX. ABREVIATURAS

C-18 Ciclofilina-18

CTLA-4 Antigeno asociado a linfocitos T citotdxicos-4

DCs Células dendriticas

Foxp3 Factor de transcripcion “forkhead/winged-helix box
P3”

GITR Factor-Receptor de necrosis tumoral inducido por

glucocorticoides

IFN-y Interferébn gamma

IL-10 Interleucina-10

IL-12 Interleucina-12

LAG-3 Gen de activacion de linfocitos-3

LDso Dosis letal 50%

LD100 Dosis letal absoluta

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
T. gondii Toxoplasma gondii

Teffs Células T efectoras

TGF-b Factor de crecimiento transformante beta
TLR Receptor tipo toll

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

Tregs Células T reguladoras

Tsup Células T supresoras

PBS Amortiguador salino de fosfatos

DPBS Amortiguador salino de fosfatos de Dulbecco
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