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RESUMEN

Toxoplasma gondii (T. gondii) es un parasito intracelular que se distribuye en todo el mundo y se ha estimado
que un tercio de la poblacién esta infectada. La toxoplasmosis es clinicamente asintomatica en individuos
aparentemente sanos, pero puede causar complicaciones graves en pacientes inmunocomprometidos y en
mujeres no inmunizadas antes del primer embarazo. Durante la infeccion con T. gondii se promueve una
respuesta inmune celular tipo Thl, caracterizada por una elevada produccion de IL-12 que activa a las células
NK y a los linfocitos T CD4* y CD8* para que produzcan IFN-y. Los macrofagos activados por IFN-y producen
TNF-a e intermediarios de oxigeno y nitrdgeno, que promueven la destruccién del parasito. En ratones
infectados con T. gondii se ha reportado que durante la fase aguda de la infeccion existe una marcada
disminucién de la proliferacion (inmunosupresion) de células T en respuesta a diversos mitdgenos y
antigenos del parasito. En busca de los mecanismos implicados en la supresion de la proliferacién, diversos
autores han demostrado que en el fendmeno de inmunosupresion participan diversas moléculas como los
intermediarios reactivos de nitrdgeno, la indolamina-dioxigenasa (IDO), los altos niveles de IL-10 y los bajos

niveles de IL-2.

Las células Tregs SON una poblacién de células T CD4* que mantienen la homeostasis del sistema inmune
(participan en el control de la autoinmunidad, respuesta inmunitaria contra tumores, los trasplantes de tejidos

y agentes infecciosos) y participan en la supresion inducida por la infecciéon con T.gondii.

Recientemente nuestro grupo describid in vitro una proliferacion reducida a mitégenos de células de bazo de
ratones que cursan la fase aguda de la infecciéon con T. gondii. Se describié que las células Tregs (FOXp3*)
regulan esta supresion por medio de un mecanismo dependiente de IL-2. En este trabajo se analiz6 el
mecanismo de esta supresién mediada por células Tregs. Se evalud la expresién de moléculas de superficie
(CTLA-4, LAG-3, PDL-1, FAS-L, GITR, CD25) en las células Tregs que pudieran estar implicadas con la
activacion de las células Tregs Y la inmunosupresion de las células T efectoras (Tefec).

Encontramos que la eliminacion de las células presentadoras de antigeno (APC) de las células de bazo de
ratones infectados, no modifican la supresion y que la eliminacién adicional de células Tregs conduce a la
restauracién de la proliferacion. Este hallazgo demuestra que las células Tregs regulan la supresiéon de la
proliferacion en ausencia de APC. Por otro lado observamos que la produccién de IL-2 por las células T de
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ratones infectados fue revocada, pero parcialmente se restauran los niveles de IL-2 cuando se eliminan las
células Tregs. Adicionalmente, observamos que los niveles de IL- 2 y la proliferacién de células T se restauran
cuando las células Tregs ¥ las células T se separaron por transwells, lo que indica que las células Tregs
requieren una estrecha proximidad con las células T para inducir la supresién. Por otro lado, las células Tregs
de los ratones infectados fueron capaces de reducir la proliferacion de células CTLL- 2 en un bioensayo de IL-
2, lo que sugiere fuertemente que las células Tregs cOmpiten con las células T por la IL- 2. Ademas, hemos
demostrado que las células Tregs de ratones infectados no inhiben la transcripcion de IL-2. Encontramos que
las células T de ratones infectados mueren después de unas cuantas rondas de division, pero la adicién de
rlL-2 o la eliminacion de células Tregs revocaron este efecto. En general, nuestros resultados muestran que la
supresioén de la proliferacion de células T durante la infeccidon aguda con T. gondii es el resultado de la muerte
de la células T divididas que compiten por la IL-2 con las células Tregs. Por lo tanto, en conclusion podemos
decir que la inmunosupresion es debida a la muerte de T divididas como consecuencia de la baja

disponibilidad de IL-2.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii (T. gondii) is an intracellular parasite which is distributed throughout the world and it has
been estimated that a third of the population is infected. Toxoplasmosis is clinically asymptomatic in healthy
individuals but can cause serious complications in immunocompromised patients and pregnant women. During
the infection with T. gondii promotes a cellular immune response type Thl, characterized by a high IL-12
production that activates NK cells and T lymphocytes CD4+ and CD8+ to produce IFN-y. The macrophages
activated by IFN-y, produce TNF-a and intermediaries of oxygen and nitrogen, to promote the destruction of

the parasite.

In mice infected with T. gondii has been reported that there is decrease in proliferation (immunosuppression)
of T cells in response to various mitogens during the acute phase of infection. The study of the mechanisms
involved in immunosuppression have shown that the production of reactive intermediates of nitrogen, induction

of indoleamine dioxygenase (IDO), high levels of IL-10 and low levels of IL-2.

Tregs Cells are a population of T CD4* cells to maintain homeostasis of the immune system (involved in the
control of autoimmunity, immune response against tumors, tissue transplantation and infectious agents) and

are involved in the suppression induced by T. gondii infection.

Recently our group described in vitro a reduced T cell proliferation to mitogens is observed in murine cells
isolated during the acute phase of T. gondii. This phenomenon of suppression is mediated by Foxp3*Tregs and
IL-2 dependent. In this work we analyzed the mechanism of this Tregs-mediated suppression. We evaluated the
expression of surface molecules (CTLA-4, LAG-3, PDL-1, FAS-L, GITR, CD25) in Trgs cells that may be
involved with the activation of the Tregs cells and the immunosuppression of Tetec cells. We found that removal
of APC from spleen cells of infected mice did not modify suppression, but further elimination of Tregs led to a
restored proliferation, demonstrating that Tregs-mediate suppression in the absence of APC. Production of IL-2
by T cells from infected animals was abolished but partially restored when Tregs were removed. However, IL-2
levels and T-cell proliferation were restored when Tregs and T cells were separated by transwells, indicating
that Tregs cells require close proximity with T cells to induce suppression. Tregs from infected mice were able to
reduce proliferation of CTLL-2 cells in the classical IL-2 bioassay, strongly suggesting that Tregs cOmpete with T

cells for IL-2. Further, we showed that Treg from infected mice do not inhibit IL-2 transcription. We found that T

9
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cells from infected mice died after a few rounds of division in vitro, but addition of rIL-2 or removal of Tregs
abolished this effect. Our results showed that suppression of T-cell proliferation during acute T. gondii infection
is the result of death of proliferating T cells by Tregs-mediated IL-2 competition. Thus, immunosuppression is

due to death of proliferating T cells as a consequence of low IL-2 availability.

10
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ABREVIATURAS

7-AAD: 7-amino-actinomicina D

APC: Antigen presenting cells (Células presentadoras de antigeno o accesorias)

CFSE: 5, 6-Carboxyfluorescein diacetate, succinimidylester

ConA: Concanavalina A

DC: Células Dendriticas

DPBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

dpi: Dias post infeccion

EFGP: Proteina verde fluorescente

FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting (clasificacion de células por fluorescencia)

FOXP3: Forkhead box P3 (factor de transcripcion FOXP3)

FSC: Forward Scatter (tamafio)

GPI: glicosil fosfatidil inositol

i.p. Via Intraperitoneal

mAbs: Monoclonal antibodies (Anticuerpos monoclonales)
NRI: Intermediarios reactivos de nitrégeno

PBS: Phosphate Buffered Saline (Buffer salino de Fosfatos)
riL-2: Interleucina 2 recombinante

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction (Reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa)

SFB: Suero Fetal Bovino

SN: Sobrenadante

SSC: Side Scatter (granularidad)
TA: Temperatura ambiente

Tetec: Células T efectoras

Tregs: Células T reguladoras
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l. INTRODUCCION

A. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligatorio del Phyllum Apicomplexa, capaz de infectar
cualquier animal de sangre caliente incluyendo al humano. El descubrimiento de este parasito en el higado y
bazo del roedor africano Ctenodactylus gondii, se remonta a la primera década del siglo XX, en 1908, por
Nicolle y Manceaux (1,2). Al inicio creyeron que se trataba de Leishmania, pero un afio méas tarde le
denominaron Toxoplasma gondii por su forma arqueada (del griego toxon: arco) y por el nombre del roedor en
que fue hallado. En afios posteriores el parédsito fue identificado en diferentes animales y la especie era
nombrada de acuerdo al animal donde se habia encontrado, hasta que se descubrié que todos pertenecian a
la misma y Unica especie: Toxoplasma gondii (2,3). Las primeras descripciones de toxoplasmosis humana
fueron realizadas por Castellani, en 1913, pero se toma conciencia de su existencia gracias a los estudios de
Janku, en 1923, cuando describio la presencia de T. gondii en la retina de un nifio que habia fallecido con un
cuadro de coriorretinitis acompafada de microftalmia. Fue hasta la década de los ochenta que adquirié una

gran importancia como enfermedad oportunista en los pacientes infectados con VIH (2,3).

B. Ciclo de Vida de Toxoplasma gondii

El ciclo de vida de T. gondii comprende dos fases de reproducciéon: 1) Una fase de reproduccién sexual que
se produce solamente en felinos (huésped definitivo), y 2) una fase de reproduccién asexual que puede
ocurrir en todos los animales de sangre caliente (huéspedes intermediarios), incluyendo seres humanos,
felinos y aves [Fig. 1] (4). Los felinos son los responsables del mantenimiento del ciclo vital del parésito, ya

que en ellos ocurre la reproduccién sexual y asexual.
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Figura 1. Ciclo de Vida de T. gondii (4).

T. gondii presenta tres estadios: el taquizoito (Fig. 2A), caracterizado por su capacidad de proliferar
rapidamente; el quiste tisular que contiene a los bradizoitos (Fig. 2B), y el ooquiste, que contiene a los
esporozoitos (Fig. 2C-D) (5). En los huéspedes intermediarios, el parasito existe en forma de taquizoito y

bradizoito, mientras que en el huésped definitivo existen las tres formas mencionadas.

Figura 2.Estadios de T. gondii. Fotografias de los estadios de T. gondii en microscopia de campo claro.

Taquizoitos (A), Quistes que contienen bradizoitos (B) y Ooquistes no esporulados (C) y esporulados (D).
Modificado de Hill D.E. 2005 (5).
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Taquizoito

El término "taquizoito" (del griego; tachos, que significa rapido) fue propuesto por Frenkel (1973) y describe la
capacidad del parasito para multiplicarse rapidamente en las células de los huéspedes intermediarios y
definitivos. Los taquizoitos son estructuras que tienen forma oval arqueada, miden aproximadamente 2x6 um
e invaden todas las células nucleadas penetrandolas activamente o por fagocitosis (Fig. 3). Una vez dentro de
la célula, el parasito queda rodeado por una vesicula parasitéfora y se multiplica asexualmente por
endodiogenia, un proceso en el que dos células hijas se forman dentro de la célula madre dejandola intacta
(Fig. 3). La célula invadida se lisa después de que el parasito se ha dividido varias veces, diseminando mas
taquizoitos por via sanguinea que pueden invadir a otras células. El taquizoito puede dividirse en cualquier
tipo celular excepto en eritrocitos (5-7). El taquizoito es la forma que induce la respuesta inflamatoria y que se

transforma en bradizoitos para formar los quistes, una vez concluida la fase aguda de la infeccion.

Quistes

Los quistes son estructuras que pueden presentar diferentes tamafios (5-100 um) y por lo tanto pueden
contener desde dos hasta miles de bradizoitos. Como se mencioné los quistes se forman una vez concluida
la fase aguda de la infeccién y estos persisten durante la vida del huésped en diferentes tejidos (cerebro,
musculo, entre otros). Aunque los bradizoitos son morfol6gicamente idénticos a los taquizoitos se diferencian
en que los bradizoitos se replican lentamente.

Cuando el huésped definitivo se infecta por el consumo de alimentos contaminados con quistes tisulares, se
inicia el ciclo de vida de T. gondii. Por accion de las enzimas digestivas los quistes liberan bradizoitos a la luz
intestinal, promoviendo la infeccién de enterocitos.

Dentro de los enterocito los bradizoitos llevan a cabo un proceso de desarrollo y diferenciacién celular
conocido como gametogonia (proceso de reproduccion sexual) que conduce a la formacion del ooquiste (Fig.
3). A diferencia de los bradizoitos, los taquizoitos libres son eficazmente eliminados por la inmunidad del
hospedador, a pesar de que algunos logran infectar otras células formando bradizoitos, manteniendo asi el

ciclo de vida de este parasito.
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Ooquistes

Los ooquistes son estructuras de forma ovoide que miden de 10-12um de diametro, se producen en el
intestino delgado de los hospederos definitivos como resultado de la fase de reproduccién sexual del parasito.
Después que los gatos ingieren los quistes, la accién de las enzimas proteoliticas del estomago y del intestino
disuelven la pared del quiste, lo bradizoitos penetran células del epitelio intestinal e inician los ciclos de
reproduccién sexual que culminan con la formacién de los ooquistes. Simultaneamente con el desarrollo del
ciclo enteroepitelial, los bradizoitos penetran a la lamina propia del intestino del gato y se multiplican como
taquizoitos. Durante la infeccion activa los felinos excretan hasta 107 de ooquistes en la materia fecal durante
7 a 21 dias, contaminando suelo, hortalizas y fuentes de agua (8,9). Cuando el ooquiste es excretado por los
felinos se encuentra en forma no esporulada. En las condiciones adecuadas de humedad y temperatura los
ooquistes esporulan y se vuelven infecciosos; esto puede tomar entre 1 y 5 dias, produciendo en su interior 8
esporozoitos (5,7,10). Los ooquistes son muy resistentes a diferentes condiciones ambientales; por ejemplo,
se ha reportado que en suelos himedos la infectividad de los quistes puede mantenerse por mas de 1 afio
(20).

En el caso de los seres humanos, una vez ingerido el ooquiste o el quiste tisular se produce la liberacion de
esporozoitos y bradizoitos respectivamente, los cuales rapidamente se diferencian a taquizoitos, la forma
dinamica e invasiva que atraviesa eficientemente el epitelio intestinal, diseminando el parasito en todo el
organismo. La presencia del parasito en el organismo activa la respuesta inmune (Thl, ver seccion E) del
huésped, caracterizada por la activacion de células efectoras tales como macroéfagos, linfocitos T y células
NK, con la consecutiva liberacion de citocinas y produccién de anticuerpos. El IFN-y es uno de los
componentes que induce la diferenciacién de los taquizoitos intracelulares a la forma de bradizoito con la

consecutiva modificacion de la célula infectada para que permita la formacién de un quiste tisular (4,11).

15



Estudio de los mecanismos de accion de las células Tregs durante la inmunosupresion en la fase aguda de la infeccién con Toxoplasma gondii.

Intermediate hosts: Definitive hosts:
mammals, birds Felids

Cyst rupture
Brain, heart, lung, eye, 4
muscles, placenta...

(bradyzoites)

Blood flow

dissemination :
Intestinal

cells

@, Endodyogeny Carnivory A e A

Monocyte invasion JURUGUL AR R AUV GRS LA
\ ! Intestinal N | ED € )| Ee ter)l (g9 3

4 4+ Tachyzoites cells . -
111 |

: | (& _’
Intestinal y

cells ‘ Sporulated oocyst
; (2 sporoblasts each

4 »
Sporoioites K Ingestion containing 4 sporozoites) 1]

n

Sporogony Oocyst

)
7N

External environment

Figura 3. Reproduccion de T. gondii. La reproduccion sexual se lleva a cabo en el intestino del huésped definitivo; inicia
con el consumo de presas infectadas con bradizoitos (quistes) y termina con la liberacién de ooquistes inmaduros
presentes en las heces. Mientras que la reproduccion asexual se lleva a cabo en huéspedes intermediarios, inicia al
ingerir quistes tisulares u oooquistes los cuales contienen bradizoitos 0 esporozoitos respectivamente, y al ser liberados
por las enzimas gastricas, se diferencian a taquizoitos los cuales van a diseminar a través de la circulacion sanguinea
alcanzando diferentes 6rganos como placenta, cerebro, 0jo, etc; donde desarrollan diferentes patologias (1).

C. Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una infeccion asintomatica en la mayoria de los individuos inmunocompetentes (90%),
sin embargo en los individuos que desarrollan manifestaciones clinicas (10%) es dificil dar un diagnéstico
asertivo, debido a que los sintomas son muy inespecificos, por ejemplo: fiebre, linfadenopatia, dolor
muscular, letargia y malestar general. Los individuos inmunocompetentes son capaces de responder a la
infeccién y controlarla (12,13).

Los seres humanos se pueden infectar principalmente por: i) ingesta de carne cruda o mal cocida que
contiene quistes; ii) ingesta de agua o alimentos contaminados con ooquistes; 0 iii) via congénita a través de
la transmision transplacentaria (1,12,14,15). El periodo de incubacién varia entre 10-23 dias después de la

ingesta de carne cruda o mal cocida y entre 5-30 dias después de la ingesta de ooquistes (16).
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En la toxoplasmosis se han descrito tres etapas o fases: i) Aguda. Durante esta etapa el parasito penetra en
la mucosa intestinal, alcanza la corriente sanguinea y se disemina por todo el cuerpo infectando diferentes
células del organismo. La presencia de T. gondii en el organismo induce que el sistema inmune del huésped
reaccione y monte una respuesta en contra del parasito (Thl). ii) Crénica. Cuando la fase aguda es
controlada, los parasitos forman quistes intracelulares que contienen formas inactivas de metabolismo lento
(bradizoitos). Estos quistes tisulares pueden permanecer latentes en los tejidos durante toda la vida sin
producir efectos patologicos. iii) Recurrente. En algunos casos en que el sistema inmune del paciente se
suprime, las paredes del quiste se rompen, liberando parasitos activos y proliferantes (taquizoitos), lo que
origina la recurrencia de la enfermedad. En casos de inmunosupresién como en los individuos infectados con
VIH, el parasito puede reactivarse del quiste tisular, diferenciarse de nuevo a taquizoito e iniciar su
diseminacion tisular alcanzando incluso el encéfalo y provocar la muerte del individuo (1,12).

Dadas las caracteristicas de la infeccién con T. gondii, los principales grupos de riesgo son los sujetos
inmunocomprometidos y mujeres embarazadas. Diferentes estudios sefialan que entre un 30-50% de estos
pacientes seropositivos para T. gondii, que tienen infeccion por VIH desarrollaran un cuadro de toxoplasmosis
cerebral, cuando sus cifras de células CD4* estén por debajo de 100/mm3. En la mayoria de los casos de
pacientes inmunocomprometidos incluyendo aquellos con VIH, la encefalitis toxoplasmica es una de las
principales causas de mortalidad (17-21).

La toxoplasmosis congénita tiene lugar cuando la fase aguda de la infeccidbn sucede en mujeres gestantes
(22). Cuando las mujeres se infectan por primera vez durante el embarazo (primoinfeccién) existe riesgo de
infectar al feto, por lo que la probabilidad de transmision y de dafio al feto depende del trimestre del
embarazo en que esto ocurra. Si la infeccion de las mujeres se produce durante el primer trimestre la tasa de
transmision es del 15-25% pero las lesiones fetales suelen ser mas graves (aborto); en el segundo trimestre
el riesgo de transmisién de la infeccion aumenta de un 30-54% con la posibilidad de dejar secuelas tales
como hidrocefalia, microcefalia, calcificaciones intracraneales, epilepsia, anemia, ictericia, erupcién, petequias
debido a la trombocitopenia y/o retraso psicomotor; si la infeccion materna es durante el tercer trimestre de
embarazo, la tasa de transmision es del 30-60%, siendo en el 15% de los casos una afeccion leve (parto

prematuro) o sintomatica (retinocoroiditis o coriorretinitis). En algunos casos los neonatos son normales al
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nacimiento pero en la infancia pueden presentar epilepsia, retardo psicomotor, dificultades para el aprendizaje

y lesiones oculares (13,18,19,23,24).

D. Epidemiologia
La toxoplasmosis es una infeccion que afecta al 30% de la poblacion mundial (Fig. 4); no obstante, hay
variaciones en la prevalencia entre las diversas regiones geograficas del mundo (1,5,23). Por ejemplo,
Bélgica reporta una seropositividad de 16.9% en personas mayores de 30 afios; Holanda informa una tasa del
64% entre la poblacion de 20 a 22 afios y en Estados Unidos varia entre el 10-30% pero en algunas regiones
alcanza hasta un 67% en individuos mayores de 50 afios. En América Central, Francia, Turquia y Brasil la
seroprevalencia es mucho mayor en algunas regiones (aproximadamente de hasta el 90%). En paises como
El Salvador y Haiti, se reporta en general una seroprevalencia superior al 90% entre los adultos. En la region
costera de México la seroprevalencia alcanza hasta un 60%. Sin embargo, los niveles de positividad
disminuyen considerablemente en paises como lItalia (40.7%), Dinamarca (27.4%), Finlandia (20.3%),
Noruega (10.9%) y Reino Unido (7.7%). En general en Europa, la prevalencia varia del 9% al 67%. (1,23). En
contraste, en Asia se han reportado prevalencias muy variables, por ejemplo en Corea es del 0.8%y en
Vietham del 11.2%, mientras que en la India, Malasia y Nepal se presentan prevalencias que van desde un

41.8% hasta un 55.4% (1).
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Figura 4. Andlisis de la seroprevalencia a nivel mundial para T. gondii. Rojo oscuro = prevalencia por encima del
60%; Rojo = prevalencia entre 40-60%; Amarillo= prevalencia entre 20-40%; azul prevalencia entre 10-20%; verde:
prevalencia <10%. Blanco= no hay datos (23).

La encuesta Nacional Seroepidemioldgica realizada en México en 1992, demostr6 una prevalencia en el pais
de un 32%, que varia desde el 13% en la zona norte del pais, y con un maximo de hasta el 64% en ciudades
costeras (25) [Fig 5]. En un estudio adicional se report6é para Tabasco una prevalencia del 60% en mujeres
embarazadas, en el centro de México 34.9%, en Mérida 47% y en Durango 6.1%, llegando a un estimado de

gue cada afio, 2 de cada 1000 recién nacidos presentan toxoplasmosis congénita (25-27).
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Figura 5. Seroprevalencia de anticuerpos contra T. gondii en México (28).

Las variaciones en la seroprevalencia se han atribuido a diversos factores que van desde factores climaticos
que afectan a la supervivencia de los ooquistes en el medio ambiente, hasta los factores antropogénicos, sin
embargo no existe un factor exclusivo que se asocie a la prevalencia de la infecciébn en una regién
determinada. Dado que algunos autores han observado las prevalencias mas altas en paises tropicales con
un clima humedo y calido, y las prevalencias mas bajas en los paises aridos o para paises més frios, han
atribuido al clima, como un factor que puede afectar la prevalencia en una region (1,5,9). Otros autores,
también han observador que hay diferencias en las tasas de seroprevalencia con relacion a la altitud,
correspondiendo las mas altas a las areas de mayor elevacion sobre el nivel del mar (5). Los factores
antropogénicos explican una gran parte de las variaciones en la seroprevalencia en humanos, entre los que
se incluyen habitos alimentarios (método de coccién de la carne, el lavado de manos, tipos de carne o
verduras, y la limpieza de verduras, etc), nivel econémico, nivel social, habitos culturales y la calidad del
agua. Se ha observado que la tasa de adquisicion de la infeccién en relacion con la edad también varia en
funcion del pais y nivel socioeconémico (1,9). El 84% de sujetos de un nivel socioeconémico bajo adquieren
la infeccién antes de los 15 afios, mientras que los sujetos de un nivel socioecondmico mas alto adquirieren la
infeccion después de los 20 afios (alrededor de 20 % para el grupo de edad de 20 a 29 afios y del 70 % para

el grupo de edad de 40 a 49 afios) (1).
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E. Respuestainmune inducida por T. gondii
a) Infeccion aguda
Después de la ingestién e invasion de los parasitos al epitelio intestinal, el curso de la infeccion se puede
dividir en una fase aguda (tipicamente dura hasta 14 dias después de la infeccién) seguida de una etapa
cronica o de latencia (29). Una de las caracteristicas clave de la infeccién por T. gondii es la induccién de una
respuesta Thl muy fuerte (Fig. 6) (29). Esta robusta respuesta inflamatoria estd orquestada por las células
del epitelio intestinal y el propio parasito. Al principio de la infeccion, en el intestino existe una liberacion local
de quimiocinas que conducen a la atraccion y activacion de células tales como granulocitos, macréfagos y
células dendriticas (DC). Los neutréfilos atraidos tempranamente fagocitan parasitos libres, contribuyendo a
la reduccién de la carga de parasitaria. Sin embargo, otras células fagociticas, tales como las DC vy los
macréfagos, también juegan un papel fundamental en la iniciacion de la respuesta inmune (30-33). La
interaccién de la profilina de T. gondii con el TLR11 de las DC es importante para la produccion de la primera
citocina que aparece en respuesta a la infeccion, la IL-12 (34). Por otro lado, la ciclofilina-18, una molécula
secretada por el parasito que se une a CCR5 incrementa la produccion de IL-12 por las DC (35,36).
Adicionalmente, los macréfagos son estimulados para producir altos niveles IL- 12 y TNF-a, en respuesta a la
deteccion de glicosilfosfatidilinositol (GPI) por TLR2 y TLR4 (Fig. 6a) (29). Los altos niveles de IL-12
sintetizados por las DC, conduce a la activacion de células NK, y6T y de linfocitos T CD4* y CD8*, y
consecuentemente a la produccion de altos niveles de IFN- y, asi como de otras citocinas (IL-2, TNF-a, IL-6 e
IL-1 ) polarizando la respuesta Thl (Fig. 6b) (29-33). La actividad citotéxica y la proliferacién de las células
NK es favorecida por la IL-18 y la IL-15, que son producidas por los macréfagos y las DC. Ademas favorece la
expresion del receptor NKG2D, el cual se une a su ligando en la membrana de las DC favoreciendo la

produccion de mas IL-12.

La produccién de IFN-y durante la fase aguda de la respuesta inmune innata y adaptativa es indispensable
para el control de la infeccidn ya que activa a los macroéfagos para que puedan llevar a cabo sus funciones
efectoras (32,37,38). La activacion de los macréfagos hace que estas mismas células produzcan TNF-a , el
cual funciona como cofactor ayudando a que los macréfagos lleven a cabo las funciones efectoras que dan

como resultado la inhibicién de la replicacion y la eliminacion del parasito. La activacion de los macréfagos se
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da cuando el IFN-y, se une a su receptor (R-IFN-y) y la cascada de sefializacion activa STAT1, un factor de
transcripcion nuclear que controla la produccion de intermediarios reactivos de nitrégeno (NRI), de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la degradacién de triptéfano, la acumulacion de GTPasas p47 (IRGs) y proteinas
de unién a gunilato (GBPs) en las vacuolas parasitéforas (39). La funciéon de IRGs y GBPs depende de la
proteina de la autofagia ATG5, para inducir la autofagia y la expresion de la enzima Indolamina dioxigenasa
(Fig. 6¢) (29). Adicionalmente, se ha reportado que los macréfagos también pueden controlar al parasito por

autofagia de manera independiente de IFN-y y TNF- o (40).

Los linfocitos T tienen un papel crucial en la respuesta inmune contra T. gondii, tanto en el control de la fase
aguda como en el control de la reactivacion durante la fase cronica. La cooperacion entre linfocitos CD4* y
CD8* es sinérgica y se requiere la produccion de IFN-y por parte de ambas poblaciones (41,42), aunque la
mayor proporcién de esta citocina es producida por los linfocitos CD8* (37). Se ha demostrado que después
de la infeccién, los linfocitos CD4* se activan y producen IL-2, la cual ayuda a los linfocitos CD8* a optimizar y
mantener su produccion de IFN-y. Ademas de producir altos niveles de IFN-y, los linfocitos CD8* participan en
la eliminacién del parasito ejerciendo su actividad citotoxica sobre células infectadas, mediante mecanismos
clasicos de citotoxicidad. Adicionalmente, se sabe que el IFN-y aumenta la expresién de moléculas de clase Il
para favorecer la activacion y proliferacion de células CD4* (43). Aunque la inmunidad protectora contra T.
gondii es mediada por células y no por anticuerpos, se ha descrito una expansién de células B que producen
altos niveles de IgM e IgG, lo que distingue la infeccion aguda de la crénica, respectivamente. Se han
atribuido varias funciones a estos anticuerpos, incluyendo la opsonizacién de parésitos extracelulares y su
subsecuente fagocitosis y muerte. Los ratones deficientes de células B sobreviven a la fase aguda de la
infeccion, pero mueren por el desarrollo de encefalitis toxoplasmica, en las semanas 3 a 4 post-infeccion,

demostrando el papel protector de los anticuerpos (15,35,43,44).

b) Regulacion de la respuestainmune en lainfeccién con T. gondii
Aunque la respuesta Thl es la responsable de controlar la infeccién, se sabe que la fuerte inflamacion
causada principalmente en intestino, bazo e higado por la infeccién, conduce a serios dafios en el huésped.
Por lo que el organismo produce citocinas para prevenir la sobreproduccion de citocinas Thl tales como: IL-
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10, IL-27 y TGF-B. Adicionalmente existen otros mecanismos de regulacion y evasion mediados por T. gondii
que también puede favorecer la produccion de citocinas anti-inflamatorias y de lipoxina A (LXAa4) (29,43).

Se ha descrito que la IL-10 inhibe las funciones efectoras de macroéfagos activados por IFN-y (45), de las
células NK (43) y que es una citocina importante en la regulacién de una infeccion primaria con T. gondii
(46,47). En animales deficientes de IL-10 (IL-107) se ha observado que la mortalidad aumenta durante la fase
aguda de la infeccién. En estos animales se observa un cuadro de necrosis en el higado y el intestino
delgado, debido a que son incapaces de controlar la produccion exacerbada de IL-12, IFN-y y TNF-a (47,48).
Se ha reportado que los linfocitos T CD4* Thl juegan un papel dual durante la infeccién, ya que producen
tanto IFN-y como IL-10 (47,49,50). Recientemente, se reporté que también las células NK producen IL-10
durante la fase aguda de la infeccién, particularmente en higado y pulmén, lo cual limita la produccién de IL-
12 por células dendriticas (51,52). Por otro lado, se ha descrito que en la fase crénica, la neutralizacién de IL-
10 favorece la infiltracién de leucocitos al sistema nervioso central (53).

El mecanismo dependiente de TGF-3 es un mecanismo autdcrino, en el que los macréfagos, después de la
infeccion, producen TGF-f provocando la reduccién en la produccion de TNF-a y de su receptor (54,55). El
efecto autdcrino del TGF-B, también conduce a la induccion de apoptosis en monocitos (54) y la inhibicion de
produccion de oxido nitrico por los macréfagos. Recientemente se demostré que los linfocitos intraepiteliales
CD8* productores de TGF-B son importantes para la inmunorregulaciéon de la infeccion con T. gondii en
intestino (32,42).

Adicionalmente, la IL-27 también participa en el control de la respuesta inflamatoria observada durante la fase
aguda de la infeccion con T. gondii (56-58). Los ratones deficientes en el receptor de dicha citocina
desarrollan una hiperactividad de linfocitos T, caracterizada por la alta produccion de IFN-y y los animales
mueren a causa de una inflamacion descontrolada. Se ha sugerido que la IL-27 es producida por las DC y
limita el desarrollo de una respuesta Thl a través de la inhibicién de la produccion de IL-2 (43,59).
Adicionalmente, se ha observado que los bajos niveles de IL-2 durante la fuerte respuesta Thl inducida por T.
gondii limitan la actividad regulatoria de las células Tregs, conduciendo al desarrollo de necrosis en el intestino
(60).

El eicosanoide lipoxina A4 se reporté como modulador de la respuesta inmune contra T. gondii tanto en la

fase aguda como en la fase cronica de la infeccion. Si bien no se ha determinado cual es la (s) célula(s)
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productora de esta molécula durante la infeccion, se ha reportado que la LXA4regula la produccion de IL-12

por células dendriticas, ya que disminuye la expresion de CCR5 y ademas se ha descrito que su

inmunomodulacién es independiente de la IL-10 (15,43).
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Figura 6. Respuesta Inmune contra T. gondii. Modificada de Hunter CA 2012 (29).
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F. Inmunosupresion durante la fase aguda de la infeccion con T. gondii

En células de bazo de ratones que cursan la fase aguda de la infeccién con T. gondii, se ha observado
disminucién en la proliferacion (inmunosupresion) de células T en respuesta a diversos mitdgenos como
fitohemaglutinina (PHA) y concavalina A (Con A) y a antigenos de T. gondii (38,61-69). Esta supresién de la
proliferacion de células T inducida durante la fase aguda de la infeccion con T. gondii no sélo ha sido
reportada en el raton, sino también en el humano (68,70-73). Dicha inmunosupresion se ha detectado en
células T de bazo pero no en células T de nddulos mesentéricos (74). Los primeros analisis que se realizaron
para evaluar las células y moléculas involucradas en la inmunosupresién mostraron que los macréfagos eran
responsables parcialmente de dicha inmunosupresion ya que la eliminacién de células adherentes de bazo
restauraba parcialmente la proliferacion (38,68).

Otros reportes han descrito que la supresion de la proliferacion de células T se mantiene en cultivos de
células enriquecidas con fibras de nylon (68) o con perlas magnéticas (65). Cabe sefialar, que aunque la
supresién de la proliferacion de células T en los cultivos enriquecidos se mantenia, ésta fue menos fuerte que
en los cultivos enriquecidos, por lo que los autores sugirieron que la presencia de células T "supresoras"
podrian participar en la supresion, junto con los macréfagos (65,68).

Se describié que el mecanismo supresor de los macréfagos era dependiente de IFN-y y mediado por la alta
produccion de intermediarios reactivos del nitrégeno (NRI), ya que anticuerpos bloqueadores de IFN-y o la
adicion in vitro de acetato de NG-monometil-L-arginina (un inhibidor especifico de la enzima 6xido nitrico
sintetasa) restauraban parcialmente la proliferacion celular (38,63,75). También se describié que la IL-10
mediaba la inmunosupresion, ya que durante este periodo se producen altas cantidades de esta citocina y el
uso de anticuerpos neutralizantes de IL-10 restaura parcialmente la proliferacién (61,64,76). Sin embargo, en
experimentos en donde se utilizarén ratones IL107- (ratones knockout para el IL-10) e IRF'- (ratones knockout
para el interferon regulatory factor) demostraron que tanto IL-10 como la via dependiente de IFN-y eran
dispensables para la inmunosupresién, ya que la proliferacién de los esplenocitos obtenidos de ambos
ratones knockout, también se encontré suprimida durante la fase aguda de la infecciéon con T. gondii (46,76).
En ratones se ha observado que la inmunosupresion coincide con una reduccién en la viabilidad celular
(65,69,77) y en el porcentaje de linfocitos CD4*y CD8*(69,78), asi como con el incremento en la produccién

de IFN-y (61) e IL-10 (64) y la reduccién en los niveles de IL-2 (60,61,63,68,69,79,80). Algunos autores han
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atribuido la disminucion de los niveles de IL-2 a la reduccién de células CD4* productoras de IL-2 (60,63,79).
Se sabe que la IL-2 es una citocina que favorece la actividad, proliferacién y mantenimiento de células T
CD4*y CD8".

Diversos estudios han descrito la vital importancia de la actividad de las células T citotéxicas y la IL-2 para el
control de la infecciébn con T. gondii, ya que la neutralizaciéon de IL-2 conduce a una ineficiente actividad
citotoxica de las células T CD8* (81). Aunque no es claro cual es el o cuales son los mecanismos por los que
se observa una disminucion de células productoras de IL-2, se sabe que durante la infeccién con T. gondii se
produce IL-27, es una citocina que puede inhibir directamente la produccion de IL-2 en células T CD4* (56), lo
gue favorece la supresion de la proliferacién. Por otro lado, se ha descrito que T. gondii puede inhibir la
expresién de moléculas de clase Il (del complejo principal de histocompatibilidad [MHC I1]), influyendo
directamente en la activacién y proliferacion de células T CD4*, asi como en la capacidad de estas células
para producir IL-2 (82,83). Ademas, se ha evidenciado la importancia de la IL-2 en la proliferacién de células
T, ya que su ausencia durante la infeccibn genera inmunosupresion y la reconstitucién de esta citocina
restaura la proliferacion (63,68,69).

Recientemente nuestro grupo describié que la inmunosupresion descrita previamente también es regulada
por las células Tregs activadas, ya que utilizando ratones transgénicos Foxp3EGFP la eliminacion selectiva de
las células Tregs conduce a una recuperacion total de la proliferacion de linfocitos T en cultivos de células de
bazo. Ademas, también se describid, que la inmunosupresion depende de un mecanismo dependiente de IL-

2, pero no de IL-10 (69).

G. Células T reguladoras
El sistema inmune tiene la capacidad de proteger al hospedero no sélo de microorganismos patdgenos, sino
también de enfermedades autoinmunes; con el objeto de que su funcionamiento sea eficiente se requiere de un
estricto control y autorregulacion.
Las células T reguladoras (Tregs) Son una subpoblacion de células T CD4*, que comprenden del 5 al 10% del
total de células T CD4* en sangre periférica. Se ha demostrado que esta poblacion celular es capaz de
mantener la tolerancia y homeostasis del sistema inmune, ya que tanto en humanos como en modelos

murinos se ha demostrado que su ausencia induce el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas y
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autoinmunes (84,85). En general, gracias a diversos estudios, se ha descrito que las células Tregs N0 s6lo
estan involucradas en enfermedades autoinmunes, sino que también participan en la modulacién de la

respuesta inmune contra tumores, trasplantes de tejidos y agentes infecciosos (84,86,87) .

i) Antecedentes de las células Tregs

Después del descubrimiento en 1960 de las funciones de los linfocitos T cooperadores (Th), Gershon y Kondo
propusieron la existencia de una poblacién de células con capacidad de suprimir la respuesta inmune (88,89).
Sin embargo, como en ese momento no se pudo identificar ningdn marcador celular o alguna molécula
soluble especifica de dicha poblacién, esta idea fue abandonada. En la década de los 70 algunos grupos
demostraron la existencia de células supresoras (T supresoras) que eran capaces de mediar efectos
biolégicos al producir sustancias solubles. Estas células fueron caracterizadas por expresar el marcador de
superficie Lyt-2* (CD8*) (90,91).

Los estudios realizados para describir y caracterizar a la células T supresoras eran inconsistentes e
irreproducibles entre distintos laboratorios, lo cual con el tiempo se le atribuy6 a las limitantes de las técnicas
utilizadas en aquellos afios. Hasta la década de los 80, se retomd el interés en este campo de células
supresoras con la descripcion de las células Thl y Th2. Se propuso que la supresion era el resultado de la
actividad de las citocinas inmunoreguladoras producidas por estas subpoblaciones celulares (92). Sin
embargo hacia finales de los 80°s se abandon¢ la idea de la existencia de las células T supresoras.

La importancia de las células T con capacidad regulatoria se demostré en 1985 con los primeros
experimentos de Sakaguchi (93), en los cuales la transferencia adoptiva a ratones desnudos de esplenocitos
depletados de ciertas poblaciones llevaba al desarrollo de patologias autoinmunes. Al fenaotipificar las células
involucradas en el desarrollo de la autoinmunidad demostraron que las células T con capacidad regulatoria
eran linfocitos CD4* que expresaban altos niveles de CD5 (Ly-1*) y bajos niveles de CD45 (93,94). Utilizando
el mismo modelo se descubrié en 1995 que la expresion constitutiva de CD25 en linfocitos CD4* distingue a la
poblacion de células llamadas Tregs, que contiene células autorreactivas (95).

La fenotipificacién de células Tregs como CD4*CD25* permitid realizar estudios mas finos sobre el origen y
funciones de esta poblacion celular. Sin embargo, el uso de CD25 para identificar células Tregs tiene la

desventaja de que esta molécula también se expresa en células activadas y por lo tanto no es un marcador
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especifico de células Tregs; un problema semejante ocurre con otras moléculas que se han utilizado para
caracterizar a esta poblacién, como CTLA-4 (96) y GITR (97). En el afio 2003 se describié que el factor de
transcripcion Foxp3 (factor forkhead box P3) se expresa constitutivamente en Tregs Y que s una molécula
necesaria para el desarrollo y la funcion de estas células (98,99), convirtiéndose en el marcador mas
confiable para la identificacion de Tregs. Por lo tanto, estas células podian ser ahora claramente distinguidas
por el fenotipo CD4*Foxp3*.

Ratones deficientes de Foxp3, llamados scurfy, no desarrollan células Trgs naturales y desarrollan el
sindrome de linfoproliferacion autoinmune, lo que ocasiona la muerte entre la 4ta y 5ta semana posterior al
nacimiento (99). Este proceso es muy similar al sindrome IPEX (Inmunodeficiencia, poliendocrinopatia,
enteropatia, ligada al cromosoma X en humanos, ya que esta autoinmunidad es causada por mutaciones en

el gen FoxP3 (100).

ii) Subpoblaciones de células Tregs

Las células Tregs se clasifican principalmente en dos subpoblaciones: las células Tregs naturales (NTregs)
y las células Tregs inducidas (iTregs). Las células nTregs Se originan en el timo (Fig. 7) y se caracterizan por
expresar constitutivamente las moléculas CD25, CTLA-4 y FoxP3 (CD4*CD25*CTLA4*Foxp3*) (85). El factor
de transcripcién Foxp3 confiere a las Tregs SU capacidad supresora, adicionalmente este factor induce su
estado anérgico e inhibe su capacidad de producir IL-2, debido a que Foxp3 inhibe la actividad de NF-AT y
NF-kB (101). A nivel periférico o in vitro, células T ndive CD4* o CD8* en presencia de ciertas citocinas y/o
estimulos, pueden diferenciarse a células Tregs (Trl, Th3 0 Tregs CD8*), denominadas en general como iTregs
(Fig. 8, Tabla 1) (84,102). Aun cuando las dos subpoblaciones de Tregs SON capaces de suprimir la respuesta
inmune, se han podido identificar diferencias entre las células nTregs ¥ las células iTregs. Las diferencias entre
estas dos poblaciones radican en la expresion de ciertos marcadores de superficie, la forma de ejercer

supresion, el origen, la expresiéon de Foxp3, asi como por las células blanco a las que suprimen (Tabla 1).

Las células Trl se inducen in vitro en presencia de IL-10, y anticuerpos como anti-CD3 y anti-CD46 poseen
una funcién supresora que no depende de la expresién de Foxp3 y se caracterizan por ejercer su accién

supresora predominantemente por IL-10 en tejidos inflamados (84,103).
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Las células Th3 son células productoras de TGF- y tanto en las placas de Peyer, como en los ganglios
mesentéricos, se les considera como las causantes de los mecanismos de tolerancia oral (84,104). Aunque
se sabe que Foxp3 regula muchas funciones supresoras de las células Tregs de ratones, cabe sefialar que las
células T humanas activadas pueden expresar Foxp3 de manera transitoria, por lo que esta molécula no es

exclusiva de Tregs €n el humano (100,105).

Diversos estudios han descrito que las nTregs expresan Foxp3 de manera mas estable que en las iTregs; esta
diferencia se relaciona con modificaciones epigenéticas, ya que en las nTregs los dinucledtidos CpG en el
locus de Foxp3 (en el promotor, en CNS2 y en TSDR) se encuentran desmetilados mientras que en iTregs
generadas in vitro dichos motivos permanecen metilados (106-109). A pesar de las diferencias descritas entre
estas dos poblaciones es importante sefialar que ha sido complicado determinar la importancia de las NTregs €
iTregs durante procesos inmunoldgicos debido a la falta de marcadores especificos que distingan a estas
poblaciones. La plasticidad de las células Tregs ha sido evidenciada recientemente, ya que se ha demostrado
gue las células Tregs tienen la capacidad de convertirse en células Thl, Th17 o THF, lo cual depende del

microambiente en el que se encuentren (110-112).
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Tagcell induced Ty, cell effecror T el

Figura 7. Origen de las células Tregs. Las células nTregs Se originan en el timo, en este 6rgano adquieren la expresion de
Foxp3, esta poblacién celular requiere de TGF-B y de IL-2 para su mantenimiento y expansion en la periferia. Las iTregs
pueden generarse en bazo, nédulos linfaticos, tejido inflamado, en el tejido linfoide asociado al intestino o in vitro, a partir
de células T CD4*Foxp3- o T convencionales (Tconv) en condiciones de exposicion crénica a ciertos antigenos y en
presencia de TGF-B y acido retinoico adquieren la expresion de Foxp3 (106).
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Tabla 1. Caracteristicas de la subpoblaciones de células Tregs.

Natural Treg (nTreg) Induced Treg (iTreg) - Tr1 Induced Treg (iTreg) - Th3

Development

Phenotype

Other Associated Markers

Suppression

Target Cells

CD28 Involvement

in vivo Role

in vitro Expansion

Thymus
CD4+CD25+CD127low

CTLA-4+GITR+Foxp3+

Contact-, Granzyme-B dependent,
makes TGF beta, Cytokines

APC and Effector T Cells;innate cells

Thymic development and
maintenance in periphery

Suppression of autoimmunity;
inhibition of allograft rejection and
of immune responses induced by
microbial infection; mediation of
UV-induced immunosuppression

TCR/CD28 stimulation and IL-2

Periphery
CD4+CD25-

CD45RBlowFoxp3-

IL-10 mediated

Effector T Cells

Unnecessary for development or

function

Mucosal immunity, inflammatory
response

CD3, IL-10, Retinoic Acid

Periphery

CD4+CD25+ from CD25-
precursors

CD25Iow—variab\eCD45RBlowFoxp3+
TGF beta mediated

Effector T Cells

Unnecessary for development or

function

Mucosal immunity, inflammatory
response

CD3, TGF beta

Adaptada de: Roncarolo MG (103), Collison LW (113), Sakaguchi S (111,114), Beissert S (84).

Por otro lado, se ha reportado la existencia de células Tregs “hibridas”, es decir células Tregs que coexpresan

Foxp3 con factores de transcripcion y citocinas caracteristicas de otros linajes, como RORyt/IL-17, T-bet/IFN-

vy GATAS3*/IL-4 (Fig. 8). Estas células mantienen sus propiedades supresoras in vitro, pero se desconoce su

funcién in vivo (101,112). Sin embargo, se ha sugerido que estas poblaciones son subtipos de Tregs

especializadas que suprimen la actividad de células de una determinada respuesta polarizada (Fig. 8). Se

sugiere que para generar estas poblaciones hibridas se requiere un microambiente especifico, la combinacion

de sefiales via TCR junto con ciertas sefiales de coestimulacion, asi como la remodelacién de cromatina

(112).
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Figura 8. Células Tregs "hibridas" (110).

H. Mecanismos de supresion de las células Tiegs
Las células nTregs emplean multiples mecanismos de accion por medio de los cuales suprimen la respuesta de
varios tipos celulares, ya sea inhibiendo su activacién y/o su expansién. Estos mecanismos pueden agruparse

en (Fig. 9):

i) Supresion mediada por citocinas

Los mecanismos dependientes de citocinas inhibidoras incluyen a la IL-10, el TGF-B y la IL-35 producidas por
las Tregs. La IL-10 tiene la capacidad de inhibir la activacion de células presentadoras de antigeno (APC) y de
limitar la activacion de células T. Esta citocina también actla directamente en linfocitos T inhibiendo tanto su
proliferacion como la produccién de otras citocinas como IL-2, IFN-y , IL-4 e IL-5. Adem4s, la IL-10 promueve
la generacién de células Trl que son células Foxp3- con la capacidad de generar grandes cantidades de IL-

10 (84,92,115).

Por otro lado, el TGF-B unido a la membrana de las Tregs, S€ puede unir a su receptor e inhibir tanto la
proliferacion celular como las respuestas tipo Thl y Th2 (102,116). En modelos in vitro, se ha observado que

la neutralizacion de IL-10 y TGF-B no inhibe la capacidad supresora de células Tregs. Sin embargo, en un
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modelo de enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) se ha descrito que en ratones deficientes de IL-10, las
células Tregs son incapaces de suprimir (117). En contraste, en un modelo de gastritis autoinmune se ha

descrito que las células Tregs deficientes de IL-10 son capaces de suprimir (118).

Recientemente, se describié que las células Tregs Secretan grandes cantidades de IL-35 (113,119) y que en
ratones incapaces de producir esta citocina, las células Tregs tienen menor actividad supresora in vitro y son

incapaces de controlar la inflamacion en un sistema de enfermedad inflamatoria intestinal in vivo (115).

ii) Supresiéon mediada por trastornos metabdlicos

Los mecanismos dependientes de disrupcion metabdlica incluyen la hidrolisis de ATP extracelular y la

privacion de IL-2.

a) Hidrolisis de ATP

La adenosina es un nucleésido que tiene un importante papel en eventos fisioldgicos y fisiopatolégicos (35).
Este nucledsido se puede formar a partir de AMP ya sea intracelularmente por la citosoélica 5'-nucleotidasa o
extracelularmente por dos ectonucleotidasas (CD39 y CD73). La hidrélisis de ATP extracelular por las células
Tregs S€ debe a que estas células expresan CD39 y CD73 (120). La enzima CD39 hidroliza el ATP del medio

transforméandolo en AMP, el cual es rapidamente degradado por CD73 en adenosina.

Tanto la adenosina como el ATP son reconocidos por los receptores P1 o P2 purinérgicos (A2aR), dando lugar
a efectos anti y proinflamatorios dependiendo del tipo de receptor al que se una. El reconocimiento de
adenosina por su receptor A2aR es un mecanismo importante de la regulacion de la inflamacion ya que actta
a través de la inhibicién de diversas citocinas proinflamatorias y por otro lado también favorece la inhibicién
de la proliferacion de células T. Las células Tregstambién pueden transferir el AMP ciclico a células T a través

de uniones comunicantes, inhibiendo la proliferacién (120).

b) Privacion de IL-2

La privaciéon de IL-2 hacia las células T por accion de las células Tregs ha sido un mecanismo dificil de

comprobar y que ha causado controversia entre diferentes grupos (114,121-124). Los primeros estudios
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realizados in vitro para estudiar la capacidad de las células Tregs para regular la proliferaciéon de células

efectoras demostraron que la supresion de la proliferacién era un mecanismo dependiente de IL-2 (124).

Debido a que las células Tregs N0 pueden producir IL-2 deben de consumir dicha citocina del medio que las
rodea (101). Sakaguchi propuso que las células Tregs pueden consumir la IL-2 que producen las células T,
ésta hipotesis apoyada por varios autores, la baso en la premisa de que las células Tregs expresan muchos de

receptores de gran afinidad para la IL-2 (CD25) en su superficie (85,95,114,122-125).

Se sabe que las células Tregs requieren de IL-2 para regular su expansion, superviviencia asi como su funcién
supresora (98,116,126). Diversos investigadores se han enfocado en demostrar como las células Tregs
consumen la IL-2 para cubrir sus requerimientos. Algunos grupos han demostrado que las células Tregs
pueden consumir la IL-2 presente en el medio, ya que cuando se bloguea con anticuerpos anti-IL-2 observan
gue disminuye la capacidad de las Tregs para consumir esta citocina, conduciendo a la pérdida o disminucion
de la capacidad supresora (127,128). Otros grupos han observado que las células Tregs puede ejercer una
accion supresora sobre células T deficientes del receptor para IL-2 (CD25), sugiriendo que la IL-2 no es una

citocina esencial para suprimir la proliferacion (129).

Por otro lado, hay grupos que han aplicado modelos matematicos para explicar la competencia que existe
entre las células T y Tregs por la IL-2 debido a que ambas poblaciones expresan el receptor de alta afinidad
para IL-2 (como lo habia propuesto S. Sakaguchi) y necesitan de esta citocina para llevar acabo sus

funciones (122,125,130).

Adicionalmente también se ha demostrado que in vitro, la competencia por la IL-2 depende de la distancia
que existe entre las células Tregs y las células T, asi como de la concentracion de la citocina en el medio y de

la cantidad de receptores en la superficie celular (122,125,131).

Recientemente, Pandiyan y colaboradores demostraron en un modelo in vitro que las Tregs SON capaces de
privar a las células T activadas de IL-2 conduciendo a la apoptosis de éstas Ultimas. En este estudio, células
Tregs fueron cocultivadas con células T en presencia de IL-2 unida a una proteina de fusion (IL-2Fc), y cuando
midieron la IL-2Fc intracelular observaron que la IL-2Fc principalmente se encontraba en el interior de las

células Tregs. (123). Adicionalmente, en este mismo trabajo se describi6 in vivo en un modelo de enfermedad
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inflamatoria del intestino, la apoptosis mediada por Bim de células T en presencia de Tregs, Sugiriendo que la
privacion de citocinas es un mecanismos de supresion mediado por células Tregs que se puede llevar acabo in

vivo (123).

Otros autores han propuesto que las células Tregs inducen la inhibicién de la expresion de IL-2, debido a que
en los cultivos detectan bajos niveles de IL-2 y observan una disminucién de mRNA en las células T. Sin
embargo, cabe sefialar que en estos estudios los cultivos se realizaron con células CD4*CD25*, consideradas

COMO Tregs.(124,127,128).

iii) Supresion mediada por contacto célula-célula

Los mecanismos dependientes del contacto célula-célula que involucran moléculas de membrana, tales como
CTLA-4, LAG3, granzimas, PD-1-PDL-1 o FasL, ocurren ya sea utilizando a las DC como intermediarias o

directamente al contacto con la célula T.

Se ha demostrado que existe contacto entre las células Tregs ¥ las DC y que esta interaccion es importante
para que las Trgs puedan ejercer sus funciones supresoras. Estudios in vivo han reportado que las Tregs
impiden que las DC y las células CD4" interactien de manera estable, reduciendo el tiempo de contacto, lo
cual impide la activacion apropiada de las células T (132,133). Se ha demostrado también que las células
Tregs impiden la maduracion de las APCs, lo cual se ve reflejado en una activaciéon deficiente de las células T
(134). La inhibicién de la activacion de las DC parece depender por un lado de la interaccién de LAG-3 en las
Tregs con el MHC Il en las DC (135,136). Por el otro, se sabe que la interaccion de la molécula CTLA-4 en
Células Tregs inhibe la expresién de las moléculas de coestimulacion CD80 y CD86 en las DC (132),
probablemente por trans-endocitosis (115,121). CTLA-4 también induce la produccion de indoleamina 2,3
dioxigenasa (IDO) en las DC, una molécula con efectos reguladores en células T (137,138). Adicionalmente
las células Tregs también pueden inducir la apoptosis via granzimas/perforinas, PD-1-PDL-10 via Fas-FasL

(126,139-142).

Otro mecanismo utilizado por las células Tregs €s el entrecruzamiento de CTLA-4 directamente con B7 en las

células T para modular su proliferacion (143).
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La complejidad en la funcion de las células Tregs en los diferentes microambientes, sugieren que los
mecanismos de supresion descritos no son excluyentes y aln cabe la posibilidad de describir nuevos
mecanismos diferentes a los aqui descritos. La informacién reportada sugiere que dependiendo del antigeno
y el microambiente, las células Trgs utilizan uno o varios mecanismos, por ejemplo los mecanismos
observados in vitro no siempre funcionan in vivo y viceversa. También se ha observado que el o los
mecanismo (s) de supresién utilizados por las Tregs dependen del nivel de inflamacion y del tipo de respuesta
inmune que sea necesario controlar, demostrando que una de las caracteristicas fundamentales de esta

poblacién es su gran versatilidad (128,144).

Aunque diversos autores han tratado de dilucidar los eventos celulares y moleculares que se desarrollan tanto
in vivo como in vitro, durante la ejecucion de los mecanismos de supresién mediados por células Tregs, Sigue
siendo una interrogante (i) la forma y la medida en que cada mecanismo de accion contribuye al
mantenimiento de la auto-tolerancia y la homeostasis del sistema inmune, (ii) como los hallazgos in vitro se
correlacionan con la supresion in vivo; (iii) cdmo los mecanismos de supresién son controlado por el factor de
transcripcion Foxp3 vy, (iv) qué mecanismos son adecuados para un control eficaz de la respuesta inmune a

través de células Tregs (114).
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Figura 9. Mecanismos de accion de células Tregs. Modificado de Vignali 2008 (115).

Células Tregs Yy T. gondll

Aun cuando el papel de las células Tregs durante la infeccion con T. gondii ha sido poco explorado, los

reportes que existen han sido muy contundentes. En el afio de 2007 se report6 que la deplecion con el mAb

anti-CD25 no tenia efecto en la infeccién con este parasito ni en la fase aguda ni en la fase cronica de la

infeccion (48), lo que sugeria que las células Tregs NO son importantes para la proteccién contra T. gondii.

Posteriormente se demostré que en este modelo de infeccion, la deplecién con altas cantidades de anticuerpo
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llevan principalmente a la eliminacién de células CD4* efectoras (145) y de otras poblaciones celulares que
expresan CD25 (78). Dadas las limitantes que implicaron el uso del mAb anti-CD25 en los estudios descritos
los resultados no son realmente concluyentes. Morampudi y col. compararon la progresion de la enfermedad
aguda causada por T. gondii en ratones BALB/c y C57BL/6 y examinaron el efecto de la disminucion parcial
de las células Tregs. En estos experimentos evaluaron la mortalidad y observaron que los ratones BALB/c
sobrevivian a la infeccion (mantuvieron su resistencia a la infecciéon), mientras que los ratones C57BL/6
sucumbian a la infeccion. Adicionalmente, se observé un aumento en la carga de parasitos en ratones
BALBI/c, especialmente en la lamina propia, pero no en ratones C57BL/6. El aumento en la carga parasitaria
correlacioné con el aumento de citocinas pro-inflamatorias en ratones BALB/c, lo cual no se presentd en
ratones C57BL/6. En conjunto, los hallazgos de Morampudi y col., proporcionan evidencia de la participacién
de las células Tregs, €n la resistencia a la infeccion por T. gondii en ratones BALB/c (146), apoyando los datos
de Jankovic y col (48).

Sin embargo, Ge y col. demostraron que durante la infeccion con T. gondii se observa una reduccién
(deplecidn natural) en el nimero de Tregs durante la fase aguda de la infeccidn, y sugirieron que esta
reduccién favorece la induccion de abortos durante la infeccién con T. gondii en un modelo murino (147).
Oldenhove y col. reportaron que la reduccion natural de Tregs Se relaciona con la elevada inflamacion
caracteristica de la infeccion con T. gondii (60); en este articulo se sugiere que el nivel de inflamacion en el
intestino impide la generacion de células iTregs, I0 cual es en parte responsable de la reduccion de Tregs que se
observa durante la infeccién. Los autores demuestran que este ambiente Thl obliga a las Tregs @ expresar el
factor de transcripcién T-bet, lo que sugiere que la reduccion de Tregs también esta influenciada por una
conversion de Tregs @ Células efectoras tipo Thl. La influencia del ambiente proinflamatorio en la reduccion de
las células Tregs Se enfatiza al comparar modelos de susceptibilidad y resistencia, pues dicha reduccién es
mas pronunciada en animales infectados con una cepa virulenta del parasito y también en animales de la
cepa de raton susceptible a la infeccién, demostrando que esta reduccion de células Thl (CD4*) esta
relacionada con la falta de IL-2 en el mismo periodo, ya que el tratamiento de los animales con complejos IL-
2/anti-IL-2 mAb incrementa la cantidad de Tregs, la sobrevida de los animales infectados y reduce la
inflamacion intestinal (60). Benson y col., proponen que la disminucidon en nimero y de la actividad de células

Tregs S€ debe a un mecanismo inducido por las células T efectoras. Estos autores proponen que la pérdida
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parcial de las células Tregs inducida por la infeccidn es esencial para el inicio de una potente respuesta Thl y
por ende la proteccion del huésped frente a T. gondii. Sugieren que la disminucion de las células Tregs €S Una
consecuencia causada por la expansion de las células T CD4* que producen una cantidad limitada de IL-2, ya
que la administracién de rIL-2 (IL-2 recombinante) previene completamente la pérdida de células Tregs €N
ratones infectados. Pero la restauracion de las células Tregs da lugar a una susceptibilidad mucho mayor a T.
gondii (79).

Recientemente nuestro grupo describié que las células Tregs tienen un papel importante en la respuesta
protectora contra T. gondii, ya que su eliminacién lleva a un aumento en la tasa de mortalidad en la cepa
resistente BALB/c (78). Por otro lado también describimos que las células Tregs activadas durante la infeccién
con T. gondii en ratones C57BL/6 tienen aumentada su capacidad supresora. Utilizando ratones transgénicos
Foxp3ECFP demostramos que la eliminacién selectiva de las células Tregs conduce a una recuperacion total de
la proliferacion de linfocitos T en cultivos de células de bazo y que los mecanismos de inmunosupresion

mediados por las células Tregs dependen de IL-2, pero no de IL-10 (69).
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J. Justificacion
La respuesta inmune frente a antigenos requiere una coordinacidon perfecta de todas las células que
participan en las diferentes fases de esa respuesta. El objetivo de la respuesta es la destruccién rapida de los
microorganismos pero debe garantizar al mismo tiempo el minimo dafio sobre la totalidad de las células y
tejidos del organismo.
Durante la infeccion aguda con T. gondii se ha descrito un periodo de inmunosupresién que se caracteriza por
la reduccién en la proliferacion de linfocitos T en respuesta a mitbgenos o antigenos in vitro
(38,61,62,64,65,68,69). Esta inmunosupresién que ha sido reportada tanto en humanos como en ratones,
también es caracteristica de otras infecciones parasitarias como las causadas por P. chabaudi (148), P.
berghei (39,149), T. congolense (150), H. polygyrus (151), B. malayi (152), y L. major (39). El estudio de las
células Tregs durante infecciones parasitarias ha generado importantes hallazgos en relacion al papel de esta
poblacién como moduladora de la respuesta inmune (86). Se han descrito diferentes papeles para las células
Tregs durante las enfermedades infecciosas, incluyendo el control de la patologia, mantenimiento de la
inmunidad contra la reinfeccién y establecimiento de patégeno favoreciendo la persistencia.
Varios grupos han propuesto que la reduccion en la disponibilidad de IL-2 durante la infeccién con T. gondii
conduce a una reduccién en el nimero y porcentaje de células Tregs (60,69,79), sin embargo el remanente de
células Tregs tienen aumentada su capacidad supresora (69).
Por medio del uso de ratones transgénicos Foxp3ECFP se describid que las células Tregs tienen un papel
importante en la supresién de la proliferacion, ya que la eliminacion selectiva de las células Tregs conduce a
una recuperacion total de la proliferacién de linfocitos T en cultivos de células de bazo. También se describié
que los mecanismos involucrados en la inmunosupresién mediados por las células Tregs dependen de la IL-2,
pero no de la IL-10 (69).
Sin embargo, aunque se ha descrito el aumento en la actividad supresora del remanente de las células Tregs
es importante conocer el o los mecanismo (s) de accidon que conducen a la supresion la proliferacion de
células T de ratones infectados con T. gondii, con el objeto de contribuir al conocimiento y generar
informacidn que nos permita describir y entender los mecanismos de supresion que las células Tregs €jercen y

que no han sido reportados hasta la fecha en esta infeccion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:
Durante la infeccién aguda con T. gondii las células Tregs €jercen sus mecanismos de supresion

mediante el contacto célula-célula y a través de la secrecion de citocinas.

Objetivo general:
Determinar los mecanismos de accién de las células Tregs que conducen a la disminucion de la

proliferacion de linfocitos T durante la toxoplasmosis en el modelo murino.

Objetivos particulares:
El estudio de los mecanismos de accidn utilizados por las células Tregs durante la infeccion aguda con

T. gondii pretende:

Determinar si las células Tregs actlan directamente sobre las células T o indirectamente mediante la
modulacién de las células accesorias.
Estudiar si los mecanismos de accion de las células Tregs requieren de la cercania con las células T.

Identificar las moléculas de superficie involucradas en los mecanismos de supresion de células T.

iv) Identificar las moléculas solubles involucradas en los mecanismos de supresion de células T.
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Il. MATERIAL Y METODOS

1. Animales de estudio
Se utilizaron ratones hembras de las cepas CD1 de 6 a 8 semanas de edad, con un peso de
entre 18 y 20 g. También se utilizaron ratones hembras y en algunas ocasiones machos de la
cepa C57BL/6J. Se usaron ratones transgénicos “knock-in” de fondo genético C57BL/6J (B6.Cg-
Foxp3tm2Tch/J) adquiridos en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA), los cuales se
caracterizan por coexpresar la proteina verde fluorescente (EGFP) junto al factor de transcripcién
Foxp3. Los animales se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas
con agua y alimentos ad libitum. Los protocolos fueron aprobados por la Comision de Bioética

para la Investigacién en Animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

2. Parasitos e Infeccion
- Mantenimiento de la cepa ME49 de T. gondii
La cepa ME49 de T. gondii se mantiene por pasaje de quistes de cerebro en ratones CD1. Para
realizar el pasaje se obtienen los cerebros de ratones con dos meses de infeccién y se maceran
en DPBS (1 cerebro/mL) utilizando un homogenizador de tejidos de vidrio con pistilo de teflén
(Wheaton, Milville, NJ). El nUmero de quistes se determina en una alicuota de 10 pl que se coloca
en un portaobjetos y se observa en el microscopio de luz blanca. El in6culo se ajusta a 100
quistes/mL con DPBS y se infecta a los ratones CD1 inoculdndolos por via intraperitoneal con
100pl.
- Infeccion por via oral
Para el caso de los ratones de experimentacién (C57BL/6J), se obtiene el indéculo como se
describe previamente. Los animales se anestesian por inhalacion de Sevorano (ABBOTT,
México) y se inoculan con 50 quistes en 100ul de DPBS por via oral con una canula de teflon
(Cole Palmer, Veron Hills, IL). Para estudiar la supresién de la proliferacién de células T se
obtienen las células de bazo siete dias post-infeccion (pi), tal como se describe en unas

secciones mas adelante.
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3. Reactivos
- Medios de cultivo
a) RPMI-1640 Completo
Se utiliza medio de cultivo RPMI-1640, suplementado con 50 uM de B-mercaptoetanol
(Sigma, St Louis, MO), 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 1 mM piruvato de sodio, 2 mM
L-glutamina, 25 mM HEPES, 0.1 mM aminoacidos no esenciales, 100 U/ml de penicilina y
100 g/ml de estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY).
b) Medio CD
El medio utilizado para el cultivo de hibridomas es el medio CD libre de suero (Gibco, Grand

Island, NY) y suplementado con 8 mM de L-glutamina (Gibco, Grand Island, NY).

- Anticuerpos
Los anticuerpos utilizados para el desarrollo de este trabajo se describen en la Tabla 2. Cada uno
de los anticuerpos se titulan antes de su uso, con el fin de determinar la cantidad 6ptima para
detectar eficientemente las moléculas de interés y para ajustar los parametros de compensacion

en los citbmetros de flujo.
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Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados durante el desarrollo del presente trabajo.

Anticuerpos* Clona Fluorocromo Marca

Anti- Thy1.2 53-2.1 PE BioLegend (San Diego CA)
Anti-CD4 RM4-5 PerCP, APC, PE BioLegend (San Diego CA),

Caltag (Burlingame, CA)

Anti- CD8 5H10 Alexa 647, FITC Caltag (Burlingame, CA),
BioLegend (San Diego CA)
Anti-CD28 37.51 - BioLegend (San Diego CA)

Anti- CD3 500A2 FITC, Cy5 Caltag(Burlingame, CA)
Anti- CD25 PC61 5.3 PECy7 BioLegend (San Diego CA)
Anti-CD80 16-10A1 PE/Cy5 BioLegend (San Diego CA)
Anti- CD86 GL1 PerCP BioLegend (San Diego CA)
Anti- LAG-3 CoB7W PE eBioscience (San Diego CA)
Anti- PDL-1 10F.962 PE BioLegend (San Diego CA)
Anti-CTLA4 UC10-4B9 PE eBioscience (San Diego CA)
Anti-FasL Kay -10 PE BioLegend (San Diego CA)
Anti- CD210 1B1.3A PE BioLegend (San Diego CA)
Anti-CD80 16-10A1 - BioLegend (San Diego CA)

4. Cultivos celulares

- Hibridomas

Se us6 el hibridoma 145-2C11, productor de anticuerpo de hamster anti-CD3 de ratén y el

hibridoma UC10-4F10, productor de anticuerpo de hdmster anti-CTLA-4 de ratén.

- Cultivo de células Ty células de bazo

a) La linea celular CTLL-2 dependiente de IL-2, se mantiene en cultivo con medio RPMI-

1640 completo adicionado con interleucina-2 recombinante (rlL-2 [1U/mL]).

b) Los linfocitos T purificados y las células de bazo se cultivan en medio RPMI-1640

completo.

Todos los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C, 5% CO:2 y una humedad relativa del 95%.
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5. Purificacion de anticuerpos (mAb) a partir de sobrenadantes de cultivos de hibridomas

Los anticuerpos se obtienen por precipitacion con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 45%
(masa/volumen). El sobrenadante se coloca en un vaso de precipitado con agitacion constante y
moderada, se agrega lentamente el (NH4)2SOs4, hasta llegar al 45% de saturacion y se deja en
agitacion durante 2 h a 4°C. Posteriormente se centrifuga por una hora a 18,000 rpm a 4°C. El
sobrenadante se decanta y el precipitado se resuspende en un volumen minimo necesario de PBS
para disolverse. Después de disolver el anticuerpo, se coloca en una membrana de dialisis Spectra
(Spectrum Laboratoires, CA) y se dializa en 100 volumenes de PBS por 48 h a 4°C, haciendo
cambios de PBS en intervalos de 6 h. El dializado se recupera y se centrifuga a 14,000 rpm a 4°C
durante 30 min, se recupera el sobrenadante y se determina la concentracion de anticuerpo por

espectrofotometria a 280nm utilizando la siguiente férmula:

DO a 280nm
1.25

mg .
——de Anticuerpo =
ml
6. Inmunofluorescencia (IFA) y citometria de flujo
6.1. Deteccion de moléculas de superficie
Resuspender 1X108 de células en 100uL de buffer de tincion (DPBS, + 1% FCS) que contengan
diluidos los anticuerpos correspondientes a las concentraciones éptimas. Se incuba durante 30
minutos (4 ° C en la oscuridad); al finalizar la incubacion lavar dos veces con buffer de lavado

(DPBS, 1% FCS, 0,1% NaN3s) y resuspender en 400uL de DPBS.

6.2. Anédlisis de viabilidad celular

Un millon de células se resuspenden en 100 pL de DPBS con 20 pg/mL de 7-amino-actinomicina
(7-AAD, Molecular Probes). Se incuba durante 20 min (4°C, obscuridad), al finalizar la incubacion
se lava dos veces con buffer de lavado (DPBS, + 1% FCS, + 0,1% NaNs) y se resuspende en
400uL de DPBS. En algunos casos se realiza IFA para tefiir moléculas de superficie antes de

incubacioén con 7-AAD.
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6.3. Anédlisis de ciclo celular

Quinientas mil células perfectamente resuspendidas en 500 ul de PBS se mezclan con 5 ml de
etanol a 4°C. Se mantienen por 3 dias para recuperar las células a los diferentes tiempos, aunque
se pueden mantener las muestras a 4°C por varias semanas. Las células fijadas se centrifugan
durante 5 min a 1500 rpm, se decanta el etanol y se agrega 1mL de buffer de extraccién de DNA
de bajo peso molecular. Los tubos se tapan e incuban en un bafio a 37°C en agitacion por dos
horas. Las células se centrifugan a 3200 rpm, se decanta el sobrenadante, se resuspende con
0.5 mL en solucién de marcado que contiene el yoduro de propidio (20 pg/mL) y se incuba por 30
minutos a temperatura ambiente protegidas de la luz. Se analiza inmediatamente en el citometro

de flujo en el canal FL-2 capturando 10* eventos (FASCan).

6.4. Tincién con CFSE y Dye eFluor 670

La tinciébn con CFSE (Molecular Probes) se llevé a cabo de acuerdo lo reportado (153). Las
células se resuspenden a una concentracién de 2.5 x 107 células/ml de DPBS vy se tifien
agregando un volumen idéntico de CFSE o Dye eFluor 670 (5 mM) diluido en DPBS e incubando
5 min, a temperatura ambiente y en oscuridad con agitaciéon ocasional. La tincion se detiene
mediante la adicion de 5 volimenes de DPBS + 10% FCS, las células se centrifugan (5 min, 1500
rpm), se resuspenden en medio RPMI completo, se cuentan y se ajustan a una concentracion de

106 células/ml.

6.4.1 Evaluacioén de la proliferacion mediante el analisis de la dilucién de CFSE

a) Ensayos de proliferacién
Un milléon de células de bazo tefiidas con CFSE se siembran en placas de 24 pozos
(Costar, Cambridge, MA) en 2 ml de medio completo y se estimulan con 10 pg/ml de
anticuerpo anti-CD3 fijado a la placa. Para fijar el anticuerpo anti-CD3 a la placa se
siembra 1mL del anticuerpo (10 pg/ml) diluido en DPBS y se incuba durante una

noche a 4°C, finalmente antes de sembrar las células se retira el sobrenadante y se
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b)

adiciona la suspension celular. Los linfocitos T, purificados, también se siembran en
placas de 24 pozos, pero se estimulan con 3 pg/ml del anticuerpo anti-CD3 (fijado a la
placa) y 0.1 pg/ml del anticuerpo anti-CD28 (soluble) diluido en medio de cultivo
suplementado.

Los cultivos se incubaron durante 72 horas a 37 ° C en una atmdsfera himeda con
5% de COa. Al final del periodo de incubacion, las células fueron lavadas dos veces
con DPBS + 1% FCS y teflidas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 y/o el colorante 7-
AAD, al finalizar la tincién se analizaron inmediatamente por citometria de flujo. En
algunos experimentos se afiadio rIL-2 10 U/ml al momento de iniciar la estimulacion
(Roche); en algunos casos se recuperd 250uL de sobrenadantes para realizar la
cuantificacion de IL-2, lo cual se mencionara en otro punto de la metodologia.
Ensayos de supresién de la proliferaciéon en sistemas transwells

Se cultivan 1X10° células Tefec tefiidas con CFSE en presencia de células Tregs €n
proporciones 10:1 6 3:1 (Tefec:Tregs), €n placas de 24 pozos tipo “Transwell”. Las
células fueron estimuladas con 3 ug/ml de anticuerpo anti-CD3 (fijado) y 0.1 ug/ml de
anticuerpos anti-CD28 (soluble) (Biolegend) en un volumen final de 2mL de medio
RPMI suplementado, durante 72 horas a 37 ° C en una atmdésfera himeda con 5% de
COs2. Al final del periodo de incubacion, las células fueron lavadas dos veces con
DPBS + 1% FCS y teflidas con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 y se analizaron
inmediatamente por FACS (como se menciona previamente).

Después de 24 horas de incubacién se recuperaron 250 pL de sobrenadante de cada
pozo para realizar la cuantificacion de IL-2, lo cual se mencionara en otro punto de la

metodologia.
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6.5. Adquisicion y andlisis de muestras de citometria de flujo
Las células fueron adquiridas utilizando los citbmetros FACScan, FACScalibur (Becton Dickinson)
y/o Attune (Applied Biosystems). Los datos fueron analizados con el software “FlowJo Software

V.7.6” o “Attune Software”.

Purificacion de células por “cell sorting”

7.1. Obtencion de esplenocitos

Los esplenocitos se obtienen mediante perfusién con medio RPMI no suplementado. La
suspension celular se coloca en un tubo de 15 mL, se deja sedimentar durante 5 min y la
suspension se transfiere a un tubo nuevo. La muestra se centrifuga (5 min a 1200 rmp), se retira
el sobrenadante y se lisan los eritrocitos resuspendiendo el botén celular en 1.5 ml de solucion de
lisis e incubando 5 min a temperatura ambiente (TA); para detener la lisis se agregan 10 mL de
DPBS y la muestra se centrifuga 5 min a 1200 rpm. Los esplenocitos se lavan dos veces mas con
10 mL de DBPS, y se resuspenden en 3 mL de RPMI suplementado. La suspension celular se
cuenta por tincion con azul de tripano en una camara de Neubauer y se ajusta a la concentracién

celular adecuada.

Condiciones de aislamiento de células por “cell sorting”

El aislamiento de las diferentes poblaciones celulares se realiza mediante el uso del FACSAria
utilizando una camara de flujo (Nozzle) de 70um. Para separar la poblacion de interés, las células
deben ser respuspendidas en PBS (1x107 células/mL) suplementado con estreptomicina y
penicilina (1%), después de haber sido tefiidas. Las células se colectan en 1 mL medio RPMI-
1640 suplementado con 20% de SFB, dejando que el medio de recoleccién solo se diluya
maximo 1:3. Después de recolectar las células se centrifugan y se utilizan para los ensayos de

proliferacion. La pureza de cada poblacién siempre fue = 90%.
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7.2. Purificacion de células T

Para aislar células T se hace una inmunofluorescencia directa con los esplenocitos utilizando el
anticuerpo anti-Thy1.2-PE. La seleccion de las células T se define primero por caracteristicas de
tamafio y granularidad, posteriormente se selecciona la regién de linfocitos y a partir de esta
region, se realiza un gréafico “dotplot” de Foxp3ECFF vs Thy-PE. En la Fig. 10 se muestra que para
aislar células T se selecciona la poblacion Thyl.2 PE*, la cual incluye a las células Thyl.2

PE*FOXp3ECFP* (Tregs) Y Thyl.2PE* FOXP3ECFP- (Terec).
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Figura 10. Esquema de la estrategia para purificacién de células T. En el primer gréfico se muestra la seleccion de la region de
los linfocitos que se defini6é por caracteristicas de tamafio (FSC) y granularidad (SSC), posteriormente a partir de dicha region se

realizé un gréfico de Thy PE vs Foxp3©FP, en el cual se delimitd la poblacion de células T y a partir de esta region se purificaron las
células T que contienen tanto células Teec COMO Tregs.

7.3. Purificacion de células T efectoras (Tefec).
Para aislar células Tefec S€ hace una inmunofluorescencia directa con los esplenocitos usando el
anticuerpo anti-Thy1.2-PE; de igual forma los linfocitos primero se separan por caracteristicas de

tamafio y granularidad, posteriormente de la region de linfocitos se realiza un grafico “dotplot” de

Foxp3ECFP vs Thy-PE. De ésta Ultima gréafica se selecciona a las células Tefec mediante el fenotipo:

Thyl.2PE* Foxp3ECFP-,
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7.4. Purificacion de células T reguladoras (Tregs)
Para aislar las células Tregs primero se realizdé un enriquecimiento el anticuerpo de rata anti-CD4
acoplado a perlas magnéticas (Militenyi Biotec) y posteriormente se realizé el “cell sorting”

usando el marcaje con anti-ThyPE como se ha descrito previamente.

i. Enriquecimiento con perlas magnéticas (MACS)
Los esplenacitos se centrifugan (1500rpm, 10 min) y se resuspenden 2X107 células en 1800uL de
solucién de separacion desgasificada (PBS, 2mM EDTA vy 0.5% BSA), se agregan 200uL del
anticuerpo anti-CD4 acoplado a perlas magnéticas (MilitenyiBiotec) y se incuban 15 min en
agitacion a 4°C. Las células se lavan con 10 volimenes de solucion de separacion, se
resuspenden en 500uL de la misma solucién y se mantienen a 4°C mientras se prepara la
columna de separacién. Se monta la columna de separacion magnética (MS Column,
MiltenyiBiotec) en el iman del separador magnético y se equilibra con 500uL de buffer de
separacién. Posteriormente se agrega la suspension celular marcada con el anticuerpo anti-CD4
y se hacen tres lavados con buffer de separacion utilizando 500uL cada vez; el eluido en este
paso corresponde a la fraccion CD4-. La fracciébn CD4* se colecta retirando la columna del iméan,
agregando 2 mL de buffer y aplicando presién con el émbolo que acompafia a la columna. Una
vez separadas las células, se cuenta el nimero de células de las dos fracciones y se procede a la

purificacion de células Tregs.

ii. Purificacion de células Tiegs por “cell sorting”
Para aislar células Tregs de la fraccion CD4* enriguecida, se tifien las células con anti- Thy PE.
Primero, las células se separan por caracteristicas de tamafio y granularidad, posteriormente de
la region de linfocitos se realiza un grafico “dotplot” de Foxp3ECFP vs Thy-PE. De ésta Ultima

grafica se selecciona a las células Thyl.2PE* Foxp3ECFP+, que corresponden a las Tregs.
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7.5. Purificacion de esplenocitos libres de Tregs

Los esplenaocitos de ratones Foxp3ECFP se separan definiendo por tamafio y granularidad una
poblacién que excluya Unicamente los restos celulares. Posteriormente se hace un histograma
para Foxp3ECFP en donde se selecciona las células Foxp3ECFPpara su eliminacién y el

aislamiento de la poblacion Foxp3-.

8. Cuantificacion de IL-2 en sobrenadantes
La cuantificacién de IL-2 en los sobrenadantes se llevd a cabo por un ensayo enzimatico tipo
sandwich (ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante (Biolegend). En la Tabla 3 se
describe las soluciones, anticuerpos y reactivos que se utilizaron para realizar el ELISA para

cuantificar I1L-2.

Tabla 3. Descripcién de reactivos para el desarrollo del ELISA para cuantificar IL-2.

Reactivo Composicion
Buffer de Carbonatos 0.1M NaHCOs3, 33.6 mM Na2COs. pH= 9.5
PBS 36.9 mM NaCl, 8.2 mM NazHPOa, 1.47 mM KH2POa,
2.7 mM KCI. pH =7.4
Solucién de dilucién PBS + 10% SFB
Solucién de Lavado PBS + Tween 20 0.05%
Solucién de Acetato de Sodio Acetato de Sodio 0.1M pH=6
Solucién TMB (sustrato) Diluir 3,3',5,5’-Tetrametilbenzidina (Sigma) en DMSO a

una concentracion de13mg/mL.
Guardar a 4°C en la obscuridad.
(Para preparar la disolucion de revelado).

Solucion H202 H202 130 mM
(Para preparar la disolucion de revelado).
Anticuerpos IL-2 Purificado JES6-1A12 (Anticuerpo de captura)
IL-2 Biotinilado JES6-5H4 (Anticuerpo de deteccion)
IL-2 recombinante La curva de IL-2 (3.9 a 500 pg/mL)
Conjugado Avidina-HRP

Solucién de paro de reaccién H2S04 1N

El anticuerpo de captura se diluye a una concentracion de 2 ug/ml en buffer de carbonatos y se
colocan 100 pL en cada uno de los pozos de una placa de 96 pozos de poliestireno de alta
afinidad (Costar), se cubre la placa para evitar la desecacién y se deja incubando a 4°C toda la
noche. Transcurrida la incubacién se retira la placa del refrigerador y una vez que la placa ha

llegado a temperatura ambiente (TA) se lava tres veces con solucion de lavado, se agregan 200
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pL de solucion de dilucion a cada pozo para bloquear y evitar pegado inespecifico y se incuba a
TA durante 4h.

La curva estandar se prepara con la citocina recombinante haciendo diluciones seriales 1:1 con
RPMI completo, cubriendo un rango de concentraciones de 3.9 a 500 pg/mL. Transcurrida la
incubacion de bloqueo, se lava la placa 3 veces y se agregan 100 pL de cada una de las
diluciones de la curva estandar o de las muestras en cada pozo por duplicado, cubrir la placa
para evitar desecacién e incubar toda la noche a 4°C. Transcurrida la incubacion se retira la
placa del refrigerador y una vez que la placa ha llegado a TA se lava la placa 5 veces y se
agrega a cada pozo 100 pL del anticuerpo de deteccion diluido en solucién de diluciéon a una
concentracién de 1 pg/ml, cubrir la placa e incubar 1 h TA. Lavar la placa 5 veces y agregar a
cada pozo 100 pL del conjugado Avidina-HRP (Biolegend) diluido 1:1000 en solucion de dilucién
e incubar 30 min a TA. Posteriormente se lava la placa 5 veces y agrega 100 pL del reactivo
para revelar a cada pozo. Se incuba a TA durante 10-30 min en la obscuridad y se detiene la
reaccion agregando a cada pozo 100 pL de H2SOs4 1N. Finalmente se lee la absorbancia a

450/570 nm.

Andlisis de la expresién del mMRNA de IL-2 por RT-PCR

El RNA total de células T estimuladas durante 24h con anti-CD3 y anti-CD28 fue aislado
mediante Trizol (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. EI cDNA fue sintetizado
usando una transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen) y unos oligo-dT como iniciadores. La PCR
se realizé con una mezcla de reaccién de 25 L, la cual se preparé con los siguientes
componentes: 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 2,0 mM MgCl, 0,2 mM dNTPs, 1 U de Taq
ADN polimerasa, 1 yM de cada uno de los iniciadores y cDNA obtenido 250 ng de ARN total. En

la Tabla 4 se muestran las secuencias de los iniciadores (Sigma) utilizados en la PCR.
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Tabla 4. Secuencias de los oligonucleétidos para la amplificacién de IL-2 y B-actina.

10.

IL-2 Sentido 5'AGCAGCACCTGGAGCAGCTGS3"
Antisentido 5'GTCCACCACAGTTGCTGACTS"'

B-actina  Sentido 5TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAACS3'
Antisentido 5 TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCGS

Las condiciones de la reaccién fueron: 35 ciclos a 94°C (30 seg), 58 °c (45 seg) y 72°c (30 s)
utilizando un termociclador GeneAmp PCR sistema 2400 (Perkin Elmer). Después de la
amplificacion, 10 pL de los productos PCR fueron separadas en geles de agarosa 2.0% (w/v) y

tefildos con bromuro de etidio.

Bioensayo de IL-2

Para evaluar si las células Tregs podian competir por la IL-2 con células T se utiliz el bioensayo
clasico de determinacion de IL-2 usando las células CTLL-2 las cuales son dependientes de IL-2
(154). Para realizar este ensayo, se sembraron 10,000 células CTLL-2 en placas de 96 pozos
(Costar, USA), por triplicado. Las células se incuban con rIL-2 (0.03, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0, 10.0, 30.0
U/mL) en un volumen final de 200uL, en algunos casos se agregaron diferentes proporciones de
células Tregs de ratones infectados o no infectados (1:10, 1:3 6 1:1 [Tregs:CTLL-2]) y se incuban 72
h a 37°C en atmésfera humeda con 5% de CO2. Se agregan 0.5uCi de [3H]-Timidina (Amersham
PharmaciaBiotec, Uppsala, Suecia) diluida en 20uL de medio, 18 h previas antes de que culmine
la incubacién de las 72h. Las células se cosechan en filtros de fibra de vidrio utilizando un
cosechador automatico (Skatron Instruments, Sterling VA). La incorporacion de radiactividad se
determina por espectrometria de centelleo en un contador de centelleo B-plate (Wallac, Turku,

Finland) o LS6500 (BeckmanCoulter, CA).
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11. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software Prisma 5.0 (GraphPad), dependiendo el
tipo de variable y los grupos a comparar se seleccionaron las pruebas adecuadas para cada
caso. Para determinar diferencias significativas entre dos grupos se utilizé la prueba t de Student
con un intervalo de confianza del 95%; cuando los grupos tenian varianzas diferentes se aplico la
correccion de Welch. Para comparar mas de dos grupos se utilizd una prueba de analisis de
varianza (ANOVA) de una o dos vias con un intervalo de confianza del 95%, seguida de una
prueba de comparacion mdltiple de Bonferroni. En todos los casos se consideraron

estadisticamente significativos los valores p<0.05.
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V. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis estan divididos en cinco capitulos. El primer capitulo describe la estrategia que
se siguié para evaluar la inmunosupresion de células T estimulando con el anticuerpo anti-CD3 en el modelo
de infeccién con T. gondii. El segundo capitulo contiene el andlisis de moléculas de superficie en células Tregs
gue correlacionan con su capacidad supresora. El tercer capitulo contiene las estrategias utilizadas para
explorar los mecanismos de accion de las células Tregs involucrados en la inmunosupresion. El cuarto capitulo
contiene el articulo titulado “T cell-suppression in vitro during Toxoplasma gondii infection is the result of I1L-2
competition between Treg and T cells leading to death of proliferating T cells” (155), en donde demostramos
gue las células Tregs compiten con las células T por niveles limitantes de IL-2, lo cual resulta en la muerte de
células T que proliferan un par de rondas después de haber sido estimuladas. El quinto capitulo contiene
informacion suplementaria que no fue publicada en el articulo pero que fue importante para la exploracion e

interpretacién del mecanismo de accién que involucra la competencia por la IL-2 entre las células Tregs Y Tefec.

CAPITULO 1. Inmunosupresion de células T estimuladas con el anticuerpo anti-CD3

Se evalud la proliferaciéon de células T de bazo provenientes de ratones que cursan la fase aguda de la
infeccién con T. gondii, con el objetivo de determinar si el fenbmeno de la supresion de la proliferacion era
detectable al estimular con anticuerpo anti-CD3, tal como se ha reportado al estimular esplenocitos con otros

mitégenos como ConA, PHA o antigenos solubles de T. gondii (sAgT) (38,61,63-65,68-70,74,75).

Montaje de las condiciones 6ptimas para evaluar la proliferacién de linfocitos T

Como primer paso se determind la concentracion 6ptima de anticuerpos anti-CD3 fijados a la placa y el
tiempo de estimulacién adecuado para observar la proliferacion de células de bazo tefiidas con CFSE. Se
probaron diferentes concentraciones de anticuerpo anti-CD3, como control positivo de estimulacion de la
proliferacion se utilizé Con A (1 pg/mL) y como control negativo se sembraron células solo con medio RPMI.
Transcurridas las 72 h, las células se cosecharon y se analizaron en el citdmetro de flujo. El analisis de llevo a

cabo realizando un “dot-plot” de tamano vs granularidad, se seleccioné la regién de linfocitos (Fig. 11A) y a
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partir de esta region se realizd un histograma para evaluar la dilucion de CFSE (Fig.11B-C). Observamos un
efecto dosis-dependiente del anticuerpos anti-CD3 sobre la proliferacién (Fig. 11B), ya que conforme aumenta
la concentracién del anticuerpo anti-CD3 aumenta el numero de divisiones y el tamafio de los picos para
CFSE. Adicionalmente, observamos que la proliferacién inducida con la concentracion de 10 pg/mL del
anticuerpo anti-CD3 es similar a la estimulacion inducida por el control positivo (Fig. 11C). Como era de
esperarse, las células que no fueron estimuladas no diluyen CFSE, lo cual se puede ver en los histogramas
como un pico sombreado en las Fig. 11B-C. Con esta estandarizacion determinamos que la concentracion

Optima de anti-CD3 para estimular linfocitos T por 72h es la de 10 pg/mL.
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Figura 11. Estandarizacién de la induccién de la proliferacion de linfocitos de bazo de ratones C57BL/6. Células de bazo de
ratones no infectados fueron tefiidas con CFSE y estimuladas con mAbs a-CD3 o con ConA por 72 h. Las células se cosecharon y
analizaron por FACS. A) Estrategia de seleccion de la poblacién de linfocitos de acuerdo a su tamafio y granularidad. B) Proliferacién de
células de bazo determinada por la dilucién de la fluorescencia del CFSE, al estimular con el anticuerpo anti-CD3. C) Proliferacion de
células de bazo estimuladas con ConA (1pg/mL).

b. Supresion de la proliferaciéon de células T estimuladas con el anticuerpo anti-CD3
Para cuantificar la supresién de la proliferacién de las subpoblaciones de células T de bazo de ratones
infectados al estimular con el anticuerpo anti-CD3 (10ug/mL), se analizé la proliferacion de los linfocitos
TCD4* y TCD8* de bazo de ratones siete dias después de la infeccion. Las células se cosecharon 72 h
después de la estimulacién y se realizaron inmunofluorescencias con los anticuerpos anti-CD4 y anti-
CD8. La estrategia para analizar de forma cuantitativa la supresion de la proliferacion consistio en
seleccionar la region de los linfocitos de una grafica tipo “dot-plot” que se definié por caracteristicas de
tamafio (FSC) y granularidad (SSC) (Fig 12). Posteriormente a partir de dicha regién se realizé una

gréfica de CFSE vs CD4 o CD8, en la cual se delimit6 la poblacion CD8* o CD4*. A partir del “gate” para
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células CD4* o CD8* se analizé la proliferacion mediante la dilucion de la fluorescencia de CFSE.
Adicionalmente se determinaron los valores cuantificables que correlacionan con la proliferacién celular: i)
porcentaje de células divididas, ii) indice de proliferacién vy iii) indice de divisién usando el programa

FlowJo (Fig. 12).
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Figura 12. Estrategia para el andlisis cuantitativo de la proliferacion de las subpoblaciones de linfocitos T. La region de linfocitos
fue definida por las caracteristicas de tamafio y granularidad (FSC y SSC); posteriormente se realizd un “gate” de células CD4" y CD8"*.
La proliferacion fue analizada por dilucion de CFSE para cada poblacién.

Al comparar la proliferacion de las células de ratones no infectados contra la proliferacion de células de
ratones infectados a los siete dias post infeccién, observamos que existe una fuerte supresién de la
proliferacion en las dos poblaciones de linfocitos T CD4* y CD8* (Fig. 13A). Para el caso del “gate” de
linfocitos y para linfocitos T CD8*, observamos que el numero de divisiones (6 y 7 respectivamente) entre
células de ratones no infectados e infectados, es el mismo (Fig. 13A). Sin embargo, podemos ver que el
tamafio de los picos es menor en las células de ratones infectados, lo cual se debe a que es menor la
cantidad de células de ratones infectados que pueden dividirse el mismo nimero de veces que las células de
ratones no infectados. Para el caso de células T CD4* de ratones infectados observamos que disminuye a 4
el ndmero de divisiones, comparando con el nimero de divisiones en ratones no infectados, en donde el
namero de divisiones es 5 (Fig. 13A). Por otro lado, también observamos que la cantidad de células T CD4*

de ratones infectados que logran dividirse es menor comparando con las células de ratones no infectados
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(Fig. 13A). En conjunto nuestros resultados demuestran que al estimular con el anticuerpo anti-CD3 podemos
detectar el fenémeno de imnunosupresion tal como se ha demostrado al estimular con ConA (69).

Con los diferentes parametros cuantitativos del analisis de la proliferacion (indice de proliferacion, Porcentaje
de células divididas e indice de divisién), podemos observar que la proliferacién disminuye de forma
significativa para las diferentes poblaciones de linfocitos T (Fig. 13B-C). Para el caso del “gate” de linfocitos
podemos observar que con los tres parametros la disminucién de la proliferacion corresponde al 30+7.1%
(Fig. 13C-D). Para el caso de los linfocitos T CD4*, podemos observar que con el porcentaje de células
divididas y con el indice de divisién la disminucién de la proliferacion es de un 50+7.5% (Fig. 13C-D),
mientras que con el indice de proliferacién para células T CD4* la disminucién es de un 25+1.9% (Fig. 13B).
En linfocitos T CD8* observamos que con los tres parametros la reduccién de la proliferacién corresponde a
un 30+9.6%. Por lo tanto, nuestros datos demuestran que estos parametros permiten evaluar eficiente y
cuantitativamente la inmunosupresion de la proliferacion de linfocitos T, utilizando como mitégeno el

anticuerpo anti-CD3.
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Figura 13. Inmunosupresion de linfocitos inducida por la infecciéon con T. gondii en ratones C57BL/6. Esplenocitos obtenidos a los
7 post infeccion (50 quistes ME49) fueron tefiidos con CFSE y estimulados con el mAb anti-CD3. Después de 72 horas las células fueron
cosechadas y tefiidas con los mAbs anti-CD4 y anti-CD8. Posteriormente, las células se analizaron por FACS como se describié
previamente. Histogramas representativos de la supresion de la proliferacion en las diferentes poblaciones de linfocitos A).
Determinacion del indice de proliferacion B), Porcentaje de células divididas C) e indice de division D). Los datos corresponden a 3
experimentos independientes con 3-4 ratones cada uno. Las gréaficas representa la desviacion estandar (ds) y los datos se analizaron
utilizando la prueba t de student.
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CAPITULO 2. Andlisis de moléculas de superficie en células Tregs

Como se mencioné anteriormente, no se han elucidado las moléculas ni los mecanismos de accion de las
células Tregs, involucrados en la inmunosupresion observada durante la infeccion con T. gondii. Primero
caracterizamos a las células Tregs de acuerdo a la expresion de moléculas de superficie que estan
involucradas en los mecanismos de supresion reportados en la literatura [Fig. 14] (121,156,157).

Previamente, nuestro grupo reportd que las células Tregs expresan diversas moléculas de activacion como
CD62L, GITR, CD69, CD25 y CTLA-4 (69), entre las cuales CD25 y CTLA-4 estan involucradas con los
mecanismos de supresion. Por lo tanto, adicionalmente a CD25 y CTLA-4 decidimos analizar moléculas como
LAG-3, Fas-L y PDL-1 (Fig 14.).

Tanto LAG-3 como CTLA-4 y FasL son moléculas que pueden inhibir la proliferacion de células T, a través de
la regulacion de la actividad de células presentadoras de antigeno (158). PDL-1, CTLA-4 y Fas-L, pueden
inducir anergia y/o apoptosis en células T al unirse a sus respectivos correceptores, evitando que las células
T activadas puedan proliferar (159,160). Mientras que el receptor para IL-2 (CD25) ha sido correlacionado con

un mecanismo de privacion de IL-2 (123).

Durante el analisis de la expresion de moléculas de superficie en células Tregs, también analizamos en
linfocitos T CD4* Foxp3-y TCD8* los co-receptores de las moléculas expresadas en las células Tregs, de tal
forma que la interaccion ligando-receptor entre células Tregs Y Tetec pudiera explicar la supresion de la
proliferacion (Fig. 15).

Nuestros resultados muestran que a los 7dpi aumenta tanto el porcentaje de células Tregs que expresan LAG-
3, CD25, CTLA-4 y PDL-1, como la expresion de dichas moléculas en superficie de las células (Fig. 14). Sin
embargo, no observamos cambios en la expresion ni en el porcentaje de células Tregs que expresan Fas-L.
Estos resultados confirman que las células Tregs Son activadas durante la infecciébn con T. gondii y que
expresan en su superficie moléculas que correlacionan con sus mecanismos de supresion.

El aumento en la expresion de cuatro de los cinco marcadores analizados nos proporciond varias alternativas
de estudio para esclarecer los mecanismos de accion de las células Tregs que conducen a la supresion de la

proliferacion en la infeccién con T. gondii.

60



Estudio de los mecanismos de accion de las células Tregs durante la inmunosupresion en la fase aguda de la infeccién con Toxoplasma gondii.

En la literatura se ha descrito que las células Tregs pueden mediar la supresion de células T por interaccion de
CTLA-4 con CD80 o PD-1 con PDL-1 (121,156), por lo que exploramos la expresion de CD80 y PDL-1 en
células T efectoras.

En células T CD4* y TCD8* observamos un aumento en el porcentaje de células CD80* y PD-1%,
adicionalmente también observamos que incrementa la expresion de estas moléculas en su superficie (Fig.
15). Estos datos nos sugirieron que tanto linfocitos T CD4* como CD8* podian ser susceptibles a la supresién
via CTLA-4/CD80 y/o via PDL-1/PD-1, por lo tanto decidimos explorar estos mecanismos de supresion

(Capitulo 3).

Por otro lado, como ya se ha mencionado, nuestro grupo reportd que las células Tregs suprimen la proliferacién
de células T mediante un mecanismo dependiente de IL-2 (69), lo cual se correlaciona con el aumento en la
expresion de receptor para IL-2 (CD25), por lo que decidimos estudiar simultaneamente el mecanismo de
“deprivacion” de IL-2 junto con los mecanismos mediados por las vias de CTLA-4/CD80 y PDL-1/PD-1, para
dilucidar si estos mecanismos son los utilizados por las células Tregs para inducir la supresién de la

proliferacion (Ver Capitulo 3).

LAG-3 es una molécula efectora presente en células Tregs activadas que inhibe la activacién de las DC. Esta
molécula ejerce su accion mediante la interaccién con las moléculas clase Il de las DC, conduciendo a una
deficiente coestimulacién de células T (135,136). Sin embargo, este mecanismo de accién de las células Tregs

no se explord en este trabajo.
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Figura 14. Andlisis de la expresion de moléculas de activacion en T, durante la infeccion con T. gondii. Esplenacitos de ratones
infectados obtenidos a los 7 post infeccién fueron tefiidos con anticuerpos anti-CD4, anti-LAG3, anti-CD25, anti-CTLA-4, anti-PDL-2 y
anti- FASL y analizados por FACS. La region de linfocitos fue definida por las caracteristicas de tamafio y granularidad (FSC y SSC) y
posteriormente a partir del “gate” de células CD4* Foxp3EFeP*, se analizo la expresion de cada una de las moléculas de activacion de las
células Tregs, capturando 5000 eventos correspondientes a esta poblacién celular. Se muestra un histograma representativo para cada
una de las moléculas estudiadas y los graficos corresponden al andlisis la intensidad de fluorescencia normalizada (IMF) y al porcentaje
de células que expresan cada molécula. Las graficas muestran los datos de tres experimentos independientes, cada uno realizado con 3-

4 animales por grupo. Las gréaficas representan la desviacion estandar (ds) y las diferencias al analizar los datos con una prueba t de
student. NI= No infectado, INF= Infectado.
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Figura 15.Andlisis de la expresion de moléculas en células T involucradas en la regulacion por T.egs durante la infeccion con T.
gondii. Esplenaocitos de ratones infectados obtenidos a los 7 post infeccion fueron teflidos con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD80
y PD-1y analizados por FACS. La region de linfocitos fue definida por las caracteristicas de tamafio y granularidad (FSC y SSC),
posteriormente a partir del “gate” de células CD4* o CD8", se analiz la expresion de cada una de las moléculas de interés y se
capturaron 10000 eventos. Se muestra un histograma representativo para cada una de las moléculas estudiadas y los graficos
corresponden al analisis la intensidad de fluorescencia normalizada (IMF) y al porcentaje de células que expresan cada molécula. Las
graficas muestran los datos de tres experimentos independientes, cada uno realizado con 3-4 animales por grupo. Las graficas
representan la desviacion estandar (ds) y las diferencias al analizar los datos con una prueba t de student. NI= No Infectado, Inf=
Infectado.
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CAPITULO 3. Analisis de los mecanismos de supresion de las Tregs durante la infeccion

Se ha reportado que las células Tregs emplean multiples mecanismos por medio de los cuales suprimen la
respuesta de las células T, ya sea actuando directamente sobre las células T o bien modulando la actividad
de células accesorias (156,157). Se sabe que los mecanismos mediados por CD25, CTLA-4 y PDL-1
dependen de la interaccion entre las células T y las células Tregs, @ excepcion de los mecanismos mediados
por CTLA-4 o PDL-1, ya que estas moléculas en Tregs puede interaccionar respectivamente con CD80 o PD-1

de células accesorias o de células T, modulando la maduracién, la activacion y proliferacion (158,161,162).

Para evaluar la participacién de las células accesorias en la supresién mediada por células Tregs y explorar los
mecanismos de supresion dependientes de la interaccidn entre células Tregs Y Tefec, S€ realizaron en ensayos
de proliferacién en cultivos libres de células accesorias. Para este fin, primero se purificaron de linfocitos T
por “cell sorting” (Fig. 10) y se estandarizaron las condiciones optimas para evaluar la proliferacion estimulado

con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (Fig. 16).

La obtencién de linfocitos T libres de células accesorias se realizé por “cell sorting” seleccionando a las
células T de acuerdo a expresion del antigeno Thy (Fig. 10). En todas las purificaciones realizadas para este

trabajo, la pureza de los linfocitos después de la separacién fue mayor al 94%.

A) Estrategia para inducir la proliferacion de linfocitos T purificados

Se sabe que los linfocitos T libres de células accesorias requieren de un conjunto de estimulos para activarse
in vitro (163), por lo que utilizar sélo el anticuerpo anti-CD3 o Con A no es un estimulo suficiente. Reportes
han descrito que la combinacién de anticuerpos como anti-CD3 y anti-CD28, brindan las sefales necesarias
para inducir la proliferacién de células T purificadas. Por lo tanto, para determinar las concentraciones
Optimas de los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 para estimular linfocitos purificados se probaron diferentes
concentraciones de anticuerpos solubles. Observamos que con todas las combinaciones de anticuerpos anti-
CD3 en combinacion con el anticuerpo anti-CD28, las células presentan cinco divisiones celulares con gran

intensidad sin diferencias entre si (Fig. 16 A). Por lo tanto se decidié probar concentraciones menores de
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anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (Fig. 16 B). De acuerdo a nuestros resultados las concentraciones 6ptimas
de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 para estimular linfocitos T puros son 3.0 pg/mL y 0.1 pg/mL
respectivamente, ya que esta combinacion estimula eficientemente la proliferacién, por lo cual estas

concentraciones fueron las utilizadas para todos los ensayos de proliferacion de linfocitos T purificados.
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Figura 16. Estandarizacién de las concentraciones de anticuerpos solubles anti-CD3 y anti-CD28 para estimular la proliferacion
de linfocitos T purificados. Linfocitos T purificados de esplenocitos de ratones no infectados fueron tefiidos con CFSE, estimulados,
cosechados a las 72 horas y analizados por FACS, tal como se ha descrito previamente. En el panel A se muestra que no hay diferencia
entre la proliferacion de linfocitos T purificados estimulados con diferentes concentraciones de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. En el
panel B se muestran los histogramas de la proliferacion de linfocitos T purificados y estimulados con concentraciones menores de
anticuerpos a las que fueron probadas en el panel A.
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B) Analisis de la participacion de las células accesorias en la supresién de T durante la infeccién

con T. gondii

Los linfocitos T libres de células accesorias de ratones infectados fueron estimulados in vitro con los
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 y como control se estimularon células de bazo estimuladas con el anticuerpo
anti-CD3 (Fig. 17 A-B). Como era de esperarse las células T de esplenocitos de ratones infectados tienen una
marcada supresién de la proliferacion de células T CD4* y CD8*, dicho resultado concuerda con nuestro
estudio previo en donde se estimula con Con A (69). El analisis de la proliferacion de células T libres de
células accesorias muestra una disminucién en la proliferacion de las células T tanto de la poblacion CD4*
como CD8*. El andlisis de diferentes experimentos muestra que el porcentaje de proliferacién de las células
CD4+ se redujo de 72% a 47% en los ratones infectados, y del 70% a 58% en para el caso de las células
CD8* (Fig. 17B). Estos resultados sugieren que la supresioén de la proliferacion de células T por células Tregs

en nuestro modelo es independiente de las células accesorias.

A partir de los ensayos de proliferacion de células purificadas y células de bazo (Fig. 17), se calcularon y
compararon los porcentajes de supresién, para estimar si la presencia de células accesorias contribuye a la
supresioén de la proliferacién de las células T. Cuando se compararon estos porcentajes se observaron niveles
similares de supresion para los cultivos de esplenocitos y células T libres de células accesorias (Fig. 18),
reforzando la hipotesis de que las células accesorias pueden se prescindibles en la supresién de la

proliferacion mediada por células Tregsen un modelo in vitro.

En conjunto estos resultados muestran que en ausencia de células accesorias la supresion de la proliferacion

persiste, apuntando a las células Tregs cOmo responsables directas de la supresién de células T in vitro.
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Figura 17. Las APC no participan en la supresion de células T in vitro. Linfocitos T purificados y esplenocitos de ratones infectados y
no infectados fueron tefiidos con CFSE, estimulados, cosechados a las 72 horas, tefiidos con anticuerpos anit-CD4 y anti-CD8 y
analizados por FACS, tal como se ha descrito previamente. A) Histogramas representativos de ensayos de proliferacion de linfocitos T
purificados y de células de bazo. B) Andlisis del porcentaje de proliferacion de seis experimentos independientes. Los datos se
analizaron utilizando una prueba de ANOVA de una via y Bonferroni. ***p<0.001; ****p<0.0001. (Barra negra) Células de ratones no
infectados, (Barra gris) Células de ratones infectados.
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Figura 18. La supresion de células T de ratones infectados tiene una intensidad similar en presencia o ausencia de APC.
Reandlisis de los datos de la Figura 17, muestran que al comparar los porcentajes de supresion del sistema de células T purificadas
contra el sistema de células de bazo de ratones infectados no hay diferencias. Los datos se analizaron utilizando una prueba de ANOVA
de una via y Bonferroni. Células de bazo de ratones infectados (Barras con lineas negras); Células T purificadas de ratones infectados
(Barras con lineas gris).

67



Células T

Células de Bazo

Estudio de los mecanismos de accion de las células Tregs durante la inmunosupresion en la fase aguda de la infeccién con Toxoplasma gondii.

Para confirmar que las células Tregs SON capaces de suprimir la proliferacion de células T en presencia o en
ausencia de células accesorias, se realizaron ensayos de proliferaciéon con cultivos de células de donde se
elimind selectivamente por “cell sorting” a las células Tregs. Las células de bazo libres de Tregs Se estimularon
con el anticuerpo anti-CD3 y linfocitos T libres de células accesorias y de células Tregs S€ estimularon con los
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, tal como se ha descrito en la metodologia. En cultivos de esplenocitos y de
linfocitos T purificados de ratones infectados en donde estan presentes las células Tregs, podemos observar
gue existe una fuerte supresion de la proliferacion (Fig. 19); mientras que en los cultivos libres de células Tregs
observamos una restauracion de la proliferacién a niveles cercanos a las células de ratones no infectados
(Fig. 19). Estos datos muestran que las células Tregs SON capaces de suprimir la proliferacion de células T en
presencia o ausencia de células accesorias con una magnitud similar, demostrando que las células Tregs
ejercen su mecanismo de supresién directamente sobre las células T efectoras, prescindiendo de la

presencia de las células accesorias.
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Figura 19. Las células Tes inducen supresion de la proliferacion en presencia o ausencia de APC’s. Después de 7 dpi, se tifieron
con CFSE vy estimularon células T purificadas y esplenocitos libres de Twgs A las 72 horas se cosecharon las células, se tifieron con
anticuerpos anit-CD4 y anti-CD8 y se analizaron por FACS, tal como se ha descrito previamente. A) Histogramas representativos de la
proliferacion de células de ratones no infectados (Lineas y barras negras) e infectados (Lineas y barras rojas), en donde se observa que
al eliminar las células T.egs del cultivo de células de ratones infectados, se restaura la proliferacion. B) Comparacion de la proliferacion de

células T en presencia (M) y ausencia de células Twegs (/) en un sistema de células T purificadas y en bazo. Los datos se analizaron
utilizando una prueba de ANOVA de una via y Bonferroni.
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C) Evaluacion de la participacion de CTLA-4/CD80 en la supresion de la proliferacion

Al demostrar que las células Tregs podian suprimir la proliferacién de células T en ausencia de células
accesorias, exploramos simultaneamente los mecanismos de accién que involucran la expresion de CTLA-4,
CD25 y PDL-1 en células Tregs ya que estos mecanismos de accién s6lo dependen de la interaccion célula

Tregs-Tefec.

Se ha reportado que CTLA-4 pertenece a la familia de moléculas co-estimuladoras o inhibidoras de CD28,
gue se expresa constitutivamente en células Tregs ¥ €n células Tefec Se induce su expresion después la
activacion. La unién de CTLA—4 a su ligando B7-1/B7-2 (CD80/CD86) en células dendriticas o en linfocitos T
desencadena una serie de eventos que culminan en la supresién de la proliferacién o en la induccion de
anergia (158,164). En linfocitos T, CTLA-4 induce una sefial inhibitoria que conduce a una menor produccion
de IL-2 y por lo tanto a una menor proliferacién y anergia (143,164). Estudios para evaluar el papel de CTLA-4
sobre células accesorias y linfocitos T se han realizado blogueando esta molécula con anticuerpos
monoclonales anti-CTLA-4 o anti- CD80/CD86 o bien utilizando ratones “knock-out” (143,165). El aumento
que observamos en la expresion de CTLA-4 y CD80 por células Tregs ¥ Tefec respectivamente (Figl4-15), nos
condujo a explorar el efecto que causa sobre la proliferacion el uso de anticuerpos bloqueadores para CTLA-4

(Fig. 20) y CD80 (Fig. 21).

Se realizaron dos ensayos independientes con linfocitos T purificados, en donde se probaron diferentes
concentraciones de anticuerpos solubles y se analiz6 la proliferacion de células T. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con el anticuerpo anti-CTLA-4 no aumenta la proliferacion de linfocitos T de
ratones infectados (Fig. 20). En el caso de los cultivos de células de ratones no infectados observamos una
proliferacion similar en ausencia o presencia del anticuerpo anti-CTLA-4, sugiriéndonos que esta molécula no
esta implicada en la supresion de la proliferaciéon. Sin embargo, como se ha reportado que CTLA-4 es una
molécula que continuamente se internaliza (138,165), pensamos que el bloquear esta molécula no era la
mejor opcion para observar cambios que impactaran significativamente en el fenémeno de supresién, por lo

que decidimos bloquear a su co-receptor CD80.
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Para analizar el efecto del anticuerpo bloqueador CD80, realizamos dos ensayos independientes de
proliferacion en donde evaluamos diferentes concentraciones de anti-CD80. Sin embargo, en ninguno de

nuestros ensayos observamos que se restaurara la proliferacion de linfocitos T (Fig. 21).

En conjunto nuestros resultados con anticuerpos bloqueadores no explican la supresién via CTLA-4/CD80, lo

gue sugiere que ninguna de estas dos moléculas se encuentran involucradas en la supresién de la

proliferacion de las células Tefec.
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Figura 20. El bloqueo con el anticuerpo anti- CTLA-4 no revierte la supresidn del a proliferacion. Se purificaron células T 7dpi, se
tifieron con CFSE y estimularon en presencia o ausencia del anticuerpo anti-CTLA-4 soluble_ A las 72 horas se cosecharon las células y
se analizaron por FACS, tal como se ha descrito previamente. Los histogramas representativos de dos experimentos independientes
muestran que no se revierte el efecto sobre la supresion de la proliferacion de células de ratones infectados.
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Figura 21. El bloqueo con el anticuerpo anti-CD80 no revierte la supresion. Se purificaron células T 7dpi, se tifieron con CFSE y
estimularon en presencia 0 ausencia del anticuerpo anti-CD80 soluble A las 72 horas se cosecharon las células y se analizaron por

FACS, tal como se ha descrito previamente. Los histogramas representativos de dos experimentos independientes muestran que no se
revierte el efecto sobre la supresion de la proliferacion de células de ratones infectados.
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D) Laanergiade linfocitos T conduce al fenédmeno de inmunosupresion observado en la infeccién

aguda con T. gondii

La anergia es un término que se utiliza para definir la falta de respuesta de células frente a un estimulo; ésta
hipo-respuesta conduce a su vez a una disminucién en la produccion de IL-2 y una disminucion de la
proliferacion (159,160,166,167). Diversos reportes describen que la anergia de células T puede ser inducida
por diferentes moléculas (PDL-1, FasL, CTLA-4, superantigeno, etc.); sin embargo, independientemente de la
sefial que haya conducido al estado anérgico, la adicién de IL-2 ex6gena revierte este proceso conduciendo a

la reactivacion y proliferacion celular (159,168,169).

Como observamos previamente (Fig. 14), las células Tregs provenientes de ratones infectados expresan
diversas moléculas que pudieron inducir el estado anérgico de las células T, causando una hipo-respuesta
cuando nosotros estimulamos in vitro. Para analizar esta hipétesis decidimos adicionar rIL-2 a células T
purificadas y analizar la proliferacion. Como podemos observar la adicion de rIL-2 a células T de ratones no
infectados no es una sefial suficiente para inducir la proliferacion celular. Sin embargo, en cultivos de células
T y células T efectoras de ratones infectados, la adicién de rlL-2 en ausencia de la estimulacion con
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 induce la proliferacion de linfocitos T de forma similar a los linfocitos
estimulados de ratones no infectados. Estos resultados denotan que las células provenientes de ratones
infectados vienen anérgicas y que soélo necesitan de rlL-2 para poder proliferar sin necesidad de ser
estimuladas con anticuerpos (anti-CD3 y anti-CD28) [Fig. 22].

Como control de nuestro sistema estimulamos células T de ratones infectados con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 y observamos una fuerte supresion de la proliferacién, la cual se revierte cuando se elimina
selectivamente a las células Tregs. Nuestros resultados muestran que al adicionar rIL-2 a cultivos de linfocitos
T de ratones infectados, en presencia o ausencia de células Tregs, Se reviente la supresion de la proliferacion
de células T, lo que sugiere que en estas condiciones el IL-2 en los cultivos es suficiente para que las células
anérgicas reviertan su estado y eviten la supresion mediada por las células Trgs a causa de la
“deprivacion”/competencia de IL-2 (Fig. 22).

En conjunto nuestros resultados sugieren que las células provenientes de ratones infectados vienen en un
estado anérgico, ya que la rIL-2 promueve la proliferacion sin necesidad de estimular con anticuerpos. Si bien
es cierto que los anticuerpos promueven la activacion de células T naive que no han sido activadas durante la
infeccion, éstas Ultimas serian capaces de producir IL-2 para promover la proliferacion de células anérgicas y
células activadas in vitro en ausencia de Tregs. Aun cuando queda pendiente saber que moléculas expresadas
por las células Tregs podrian estar involucradas en la induccion de anergia de las células T durante la
infeccion, estos resultados apoyan fuertemente la hip6tesis de que las células Tregs €jercen un mecanismo de
accion dependiente de IL-2, que involucra la competencia o “deprivacion” de la IL-2 con las células T

efectoras. (Ver capitulo 4)

71



Estudio de los mecanismos de accion de las células Tregs durante la inmunosupresion en la fase aguda de la infeccién con Toxoplasma gondii.

Estimuladas
IL-2 Sin Estimulo Anti-CD3/Anti-CD28

J

> ==
)
>

Células T

No Infectado

w| - /\ - /\
E - PR — ,,,/ ) ——
S 3 + /\/\ \
O
E ~ \\./\
3| ¢ - ) '
Sl - -
= a— B -
o - -
3 ¥ /\\\k /\
0
O S ~_ -
T T Vi T T i T
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CFSE

Figura 22. Las células T de ratones infectados cursan un estado de anergia durante la infeccién. Se purificaron células T y células
T efectoras (Tefec) 7dpi, se tifileron con CFSE y fueron expuestas a diferentes condiciones experimentales (rlL-2 y anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28). A las 72 horas se cosecharon las células y se analizaron por FACS, tal como se ha descrito previamente. Los
histogramas representativos de tres experimentos independientes muestran que se revierte totalmente la supresion de la proliferacion de
células T de ratones infectados, cuando se elimina selectivamente a las células T4 0 cuando se adiciona rlL-2 al medio.

CAPITULO 4. Resumen de hallazgos publicados en el articulo: T cell-suppression in vitro during
Toxoplasma gondii infection is the result of IL-2 competition between Tregs and T cells leading to
death of proliferating T cells

Salinas N, Olguin JE, Castellanos C, Saavedra R. Scand J Immunol. 2013 Oct 5. doi: 10.1111/sji.12120.

Como se menciono anteriormente, no se ha demostrado en su totalidad los mecanismos de accion ejercidos
por las células Tregs durante la supresién de la proliferacion en la fase aguda de la infeccién con T. gondii. Con
el objetivo de determinar si las células Tregs SONn capaces de suprimir directamente la proliferacion de las
células T, infectamos ratones transgénicos FoxP3EGFP| purificamos células T y evaluamos la proliferacion.
Nuestros resultados muestran que en ausencia de células accesorias la supresion de la proliferacién persiste,

lo que sugiere que las células Tregs pueden prescindir de las células accesorias para inhibir la proliferacion de
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las células T. Corroboramos esta teoria, eliminando selectivamente a las células Tregs; Observamos que la
supresién de la proliferacion de células se revierte en ausencia de células Tregs, demostrando que las células

Tregs pueden suprimir directamente a las células T inhibiendo su proliferacién (155).

Dado los antecedentes de anergia en células T (Capitulo 3), sobrexpresién de CD25 en células Tregs (Capitulo
2 (69)) y los bajos niveles de IL-2 (41,60,63,68,69,75), exploramos los mecanismos dependientes de IL-2 en
cultivos libres de células accesorias. Encontramos y describimos el papel que juega la IL-2 entre las células
Tregs ¥ las células T, asi como su impacto en la “imnunosupresién”. Cuando utilizamos ratones transgénicos
Foxp3ECGFP y purificamos exclusivamente células T, eliminando selectivamente a las células Tregs, Observamos
que en los cultivos de células T puras de ratones infectados, la produccién de IL-2 esté totalmente inhibida;
mientras que en los cultivos de células T, sin Tregs l0s niveles de IL-2 se recuperan, sugiriendo que las células
Tregs SUprimen directamente las células T por un mecanismo dependiente de IL-2 en donde solo participan las
células T y las células Tregs. Posteriormente demostramos que las células Tregs requieren de cierta cercania
para ejercer supresion sobre las células T, ya que al co-cultivar células T y células Tregs Observamos una
fuerte supresién de los linfocitos T CD4* y T CD8* de ratones infectados, la cual se revierte cuando
separamos las dos poblaciones celulares mediante el uso de placas “Transwell”. Por otro lado también
demostramos los niveles de IL-2 producidos en los cocultivos, aumentan cuando las células T estan
separadas de las células Tregs. Mediante un bioensayo de IL-2, estudiamos la capacidad e las células Tregs
para competir por la IL-2 con células T (CTLL-2), demostrando que las células Tregs de ratones infectados
compiten eficientemente por esta citocina. Por otro lado observamos que la falta de IL-2 conduce a la
apoptosis de células T CD4* como CD8* proliferantes, es decir, las células T que pudieron activarse y
dividirse un par de veces, pero al haber cantidades limitantes de IL-2 que consumen tanto las células T como
las células Tregs, terminan conduciendo a la muerte de las células T. Observamos que al adicionar rIL-2 en los
cultivos, se restaura totalmente la proliferacion de células T e inhibe la apoptosis de las células de ratones
infectados. Como conclusion general de esta publicacién, se demostrd que in vitro las células Tregs de ratones
infectados con T gondii ejercen un mecanismo de accién que conduce a la muerte de células proliferantes, en

donde las células Tregs-Tefec cOMpiten por las cantidades limitantes de IL-2.
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EXPERIMENTAL TMMUNOLOGY ~ sewwigom
T cell Suppression In Vitro During Toxoplasma gondii
Infection is the Result of IL-2 Competition Between
Tregs and T cells Leading to Death of Proliferating

T cells

M. Salinas, J. E Olguin, C. Castellanos & R. Saavedra

Abstract

Departamenta de Inmunalogia, Instituta de
Investigaciones Biame dicas, Unvers idad
Nacional Autbnoma de Méxicn, Mexica Oty,
Méxien

A reduced proliferation o T cell mitogens is observed i it in murine cells
isolared during rhe acure phase of Toxaplarma gowdfi infection. Foxp3® regularory
T cells (Tregs) mediare this suppression, which is interleukin (IL-2 dependent.
In this work, we analysed the mechanism of this Treg-mediated suppression. We
found that emoval of antigen-presenting cells (APC) from spleen cells from
infected mice did not modify suppresion but furcher elimination of Tregs led 1o
a mesmred proliferation, demonserating thar Tregs mediate suppression in the
atkence of APC. Production of IL-2 by T cells from infected animals was
abolished bur parcially restored when Tregs were remaoved. However, IL-2 levels
and T cell pmliferation were restored when Tregs and T cells were sepamted by
rranswells, indicating thar Tregs require close proximity with T cells to induce
suppression. Tregs fmm infected mice were able to educe pmlifemrion of CTLL-
2 cells in the classical [L-2 bioassay, strongly suggesting thar Tregs compere with
T cells for IL-2, We found thar T cells from infecred mice died afrer a few rounds
af division fe witee, bur addition of recombinant IL-2 or removal of Tregs
abolished this effect. Our resules showed thar suppression of T cell proliferarion
during arure Toxatlamsa gordsf infection is the result of dearh of proliferaring T
cells by Treg-mediared IL-2 competition. Thus, immunesuppression is due o
death of proliferaring T cells & a consequence of low IL-2 availabilicy.
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Introduction

Texaplaima gondii is an obligare intracellular provoesan
paraite widely distrribured and the setiological agent of
toscoplmmesis. Although the infection is generally clini-
cally ssymptomatc in most immunecompetent individo-
als, romoplsmesis can lead 1o sever complications in
immunocampromised patient and in pregnant women [1].
In immunodeficient individuals, resctivarion of T. gemdis
may ecour during chronic infection, leading to encephalitis
and death [2]. In pregnant women, pAmary infection may
lead ro ahortion, neonaral malformations or defecs thar
appear during child development [2—4].

Twaplama pomdii induces a poent cellular immune
response thar is essential for contool of infection [3, 5, O]
Full protection against the parasite requires production of
interleukin (IL)-12 by dendritic cells (D), interferon-y
(IFN-7) secreted by narural killer (NEK) and T cells, and
synergy berween CIM° and CIDA™ T cells [4, 6—9]. Thus,

@ 2013 John Wily & Sans Led
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protection against T. gosdii is achieved by a strong Ty
immune response [4, 6]

A rransient reduction in T cell proliferation in response
w0 mitogens and parssite antigens s detected fe oditre
in mice and humars during the acure infection [10—20]. It
was mparted that macrophages were partially invalved in
this immunosuppression [10, 11, 14], although T cells
were alio reported m be implicared [11]. Several soudies
mponed that macave nitmgen intermediates (RMNIs)
and IL-10 mediated the pmcess [10, 12-153], bur larer
reparts showed thar cells from infected interfermn megu-
larory factor-1 (IRF-1) knockour and IL-10 knockout
mice were alsn suppressed, thus filing @ demonstme a
mle of these molecules [21, 22]. The suppression has also
been msociared with low IL-2 pmduction by T cells
during the acure infection [11, 12, 14, 16, 19]. However,
addition of recombinant IL-2 (rfIL-2) partially restored
proliferation in some cases [11, 19], bur not in others
[12, 20].
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2 Competition for |L-2 Between Tregs and T cells

Tregs are a subser of CD4™ T lymphocyres char are
essenrial for immune homorostasis by mainraining self-
tolerance [23-23], but they are also involved in immunicy
against rumours, tissue rransplancs, suppression of allergy
and asthma, and regularion of parthogen-induced immu-
nopathology [23, 26, 27]. Tregs constiturively express the
Treg-specific cranscriprion faccor Foxp3, which s required
for their development and for the suppressive funcrion [28,
29]. These cells also express high levels of che IL-2 recepror
{CD25) [24], cyrowoxic T lymphocyre antigen—4 (CTLA-4)
[30] and glicocorticoid-induced tumour necrosis factor
recepror (GITR) [31]. Several mechanisms of Treg-
mediared suppression have been described both fn pive
and im pitre [32=33], including che direct suppression of T
cell proliferarion or suppression of the funcrion of the
antigen-presenting cells (APC), and thus indirectly block-
ing T cell activarion [32, 36, 37].

Infection wicth T. gondit leads o a transicory reduction
in Tregs number during the acure phase in mice [16, 38—
40] thar i a consequence of low IL-2 production by
pachogen-specific effeccar T cels [38, 39]. We have
recently reporced thar despie the reduction in Tregs
number, the remaining Tregs display an activared pheno-
type and an increased suppressive capacicy [16]. Moreover,
we found thar these Tregs mediate the suppression of T cell
proliferation independently of IL-10 by an IL-2-relaced
mechanism [16]. In this work, we furcher analysed the
mechanisms of Tregs-mediared suppression of T cell
proliferation  during the acure T. gwdis infection in
C37BL/6] mice and the fare of T cells ladeing IL-2. We
found rthar reduction in proliferarion of T cells from
infecred mice is not due to a failure of T cells o proliferace
but rather to a competition of low IL-2 levels berween
Tregs and T cells, leading o dearh of proliferating T cells
im vitro, by a lade of IL-2.

Materials and methods

Miz. Sx eght-week-old female wild-cype C37BL/G]
{WT) and Swiss—Websrer mice were bred in our animal
house and maintained in microisolaror cages according to
insticutional guidelines. Foxp3™ ™ Enock-in mice (B6.Cg-
Foup3tm2Tch/]), co-expressing Foxp3 and the enhanced
green fluorescent procein (EGFP) were obrained from the
Jackson Laborarory (Bar Harbor, ME, T5A) and main-
rained under the same conditions in our animal house. In
some cases, male mice were used , bur all experiments were
carricd our with age- and sex-marched mice. Animal
experimentation protocols were approved by che local
Bioechics Commicree for Animal Research.

Parasites and mfection. The ME49 scrain of T. gondls was
maintained in Swiss=W cbster mice as described previously
[41, 42]. Mice were orally infecoed wich 300 cysts as
described elsewhere [16, 42], and spleen cells were obrained
7 days post infection.

N. Salinas et al.

Manodanal anttbodie (mA k). Anc-CDE-PerCPIGEL.5),
anti-Thyl. 2-PE (30-H12), anti-CD25-PE/Cy 7 (PCA1) and
anci-CD4-PE (1453-2C1 1) were from Biolegend (San Diego,
CA, USA), anti-CD8-Alexa 647 {SH10) was from Caleag
(Burlingame, CA, TTSA); anti-CD28 mAb (37.51) was from
eBioscience (San Diego, CA, USA). The anti-CD3 mAb
(145-2C11) was obrained from ammonium sulphare pre-
cipitation from the hybridoma supernarant as described
previously [42].

Immunofinoresence and fow cyemeary. Splenocytes were
obrained by perfusion and erychrocyoes were eliminared
with hyporonic NH4CI solution. Immunofluorescence was
carried our by incubarion of cells (107 cells/ml) with the
indicared mAbs in washing buffer (Dulbecon's phosphare-
buffered saline [DPBS], 1% foetal calf serum [FCS], 0.1%
sodium azide) for 30 min (4 *C, in the dark). Cells were
washed twice, resuspended in DPBS and analysed by flow
cyometry. For determinarion of cell wiabilicy in some
experiments, cells were incubared after immunofiuores-
cence with 20 pg/ml of T-amino-actinomycin D (7-AAD,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA), as previously
described [43]. Cells were acquired using a FACScalibur
or FACSAria cyromerer (Becron Dickinson, San Jose, CA,
USA). Lymphocyres were idencified by forward scarcer
(FSC) and side scarcer (55C) characreristics, gared and
further analysed. Derailed analysis of each experiment is
indicared in figure legends. Dara were analysed using the
FLow 0 software V.5.7.2 (Tree Star, Ashland, OR, TISA).

Cell sorting. Splenocyres from WT or Foxp 3™ mice
were used o purify T cells and for Treg-free T cells. For T cell
and Treg-free T cell purification, spleen cells were stained
with anti-Thy1.2-PE mAb and sorced. T cells and Treg-free
T cells were sorted using the Thyl.2” and Thy1.2” Fox-
P3P pares, respectively. For Tregs purificarion, CD4~
cells were first enriched from splenocyres by posicive
selection using anti-CD4 microbeads, following che inscruc-
tions provided by the manufaccurer (Miltenyi Biocec,
Auburn, CA, USA). The CD4™ fraccion was furcher stained
with anti-Thy1.2-PE mAb, and the Thyl.2 Faxp3™ " -
cells were sorred and used as Tregs. For some experiments,
Tregs (Faxp3™ ) were eliminared from spleen cells by
sorting. All sorcings were carried our ina FACSAria and cells
were used immediacely. Puricy of cells was always = 95%.

5, 0-carboxyfluoresein  diacatare swronimiadyl ener (CFSE)
stasning. CFSE (Molecular Probes) sraining was carried our
as described previously [16]. Briefly, punfied T cells or
splenocyres were stained with 2.3 uw CFSE in DPBS
{5x10" cells/ml, 5 min, room remperacure, in the dark) wich
occasional stirring. Sraining was stopped by addicion of five
volumes of DPBS conraining 1 0% FCS; cel ks were centrifuged
(5 min, 490 g, resuspended in complece RPMI medium
(RPMI 1640 supplemented wich 10% FCS, 2 mm
L-gliramine, 100 mM non-cssential aminoacids, 1 musodinm
pyruvare, 25 mM HEPES, 50 um 2-mercaprocthanol and
50 Il/ml penicillin-screpromycinjand used immediacely.

Scamdinasian fowmad of Immsmalagy, 2014, 79, 1=11
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Proliferation assay. CFSE-stained T cells (5 % 10° cells/
ml} in 2 ml of complete medium were stinulated with
soluble anti-CD3 (3 pg/ml) and anti-CD28 mAbs
(0.1 pg/ml) in each well of a 24-well plate (Costar,
Corning, NY, USA) as described previously [44]. CFSE-
stained spleen cells (5 x 10° cells/ml)in2 mlofcomplete
medium were stimulated with plate-bound anti-CD3 mAb
(10 pg/ml) in each well of a 24-well plate. In some
experiments, murine rIL-2 (10 U/ml, Roche) was added at
the beginning of the culture. Seventy-two hour later, cells
were washed twice with buffer (1% FCS in DPBS),
stained with anti-CD4 or anti-CD8 mAbs as described
above and analysed immediately by flow cytometry.

Transuell experiments. Transwell experiments were car-
ried our in 24-well places using CFSE-smained Tregs-free T
cells (5 » 107 cells/ml) and anti-CD3 (3 pg/ml) and anti-
CD28 mAbs (0.1 pg/ml), in the presence or absence of a
1:3 ratio of Tregs cells in the Transwell (0.4 um pore,
Costar), in 2 ml of complete medum. Cells were
harvested 72 h later, stained with anti-CD4 or anti-CD8
mAbs as described above and analysed by flow cytom-
etry. In some experiments, supernatants were collected
24 h post-stimulation for 1L-2 determination.

Bioasay for analysis of 1IL-2 omperition. The IL-2 bioassay
described by Gillis er &, [43] using the CTLL-2 cells and
rIl-2 was used with some modifications oo decermine
comperition for IL-2 berween Tregs and T cells. Briefly,
CTLL-2 cells (107 cells/well) were cultured wich or wichout
Tregs (1:0, 1:10, 1:3, 1:1 rario} in a final volume of 200 ul
in triplicare wells of a 96-well far-borrom plare (Costar),
containing serial dilurions of rIL-2 (Roche, Indmnapolis,
IMN, USA) and cultured for 48 h. Cells were pulsed with
0.5 uCi of "H]-chymidine (45 Ci/mmol, Amersham, Upp-
sala, Sweden) for the last 18 h and were harvesced onco glass-
fibre filters using an auromaric cell harvester (Skarron,
Sterling, VA, USA). Radicacrivity uprake was measured by
scincillarion speccroscopy as described [16].

IL-2 daemimation. IL-2 quanrificarion was carried our
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), follow-
ing the manufacrurer's instuccions (Biolegend). The
detection limic of the assay was 3.9 pg/ml.

Statistical analysis. Sraristical differences berween groups
were determined by the unpaired two-railed Scudent's
t-test, one-way or cwo-way ANOVA wich Dunnert's or
Bonferroni's mulriple comparison tests using the priaM 5
software (GraphPad, San Diego, CA, TUSA).

Results

Tregs from T. gondii-infected mice suppress Teell proliferation
in vitro by an |L=2=-dependent mechanism in the sbsence of APC

It has been shown thar Tregs suppress T cell proliferation
either indireccly by modulation of APC funcrions or
directly on T cells [32]. We first analysed if APC were

Competition for |L-2 Between Tregs and T cells 3

essenrial in the Treg-mediared suppression of T cell
proliferation during acuce T. gomdii infection. To chis
end, spleen T cells were purified by cell sorcing from
Foxp3 ™" mice (Fig.1A), and proliferacion of the APC-
free T cell population was analysed chrough CFSE dilution.
As shown in Fig. 1B, we dereceed a reduction in
proliferation of ungared T cells, CD4™ and CD8™ T cells
from infecced mice when compared with cells from
uninfected animals. Resules from five different experiments
showed thar this reducrion was stacisrically significant
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Figure 1 AP are not invalved in the Tregs-mediared suppression of T
cell proliferation during T. gosdii infection. Splenocytes from wninfcorsd
(M) arinfected (Inf) Focpd ™" mice were stained with anti-Thyl 2 mih
and T @lls (Thy1.2") were purified by cell sorting. Cells were stined with
F5E and stimulaed with sither anti-CD3anti-C028E (for T cells) or
plare-bound anti-C 133 mAbs for spleen cells) for 72 h, Afrerwards, ells
were smined with amidZIM and anti-CID8 mAbs and immediately
analysed by flow cyrometry. The lymphocyte gare was defined by FSC and
S50 chamcreristics, further subgatings of the CID4” and CIDET wers
carried out and 10K} svents of sach mb]qmln.ﬁm were cn.]m.l.red. {AD
Pwrity of the somed popularions according m Thyl.2 and Foupd
expression. (B) Represenmative analysis of pmlifenrion by CFSE dilurion
for smch gate. (C) Resuls of five independent experiments with four mice
per group expressed as pereentage of proliferaring cells from uninfeced (o)
and infected (2} mice are shown., Staristical significance as compared to
cantmls were ***E < (U001 or *YYYP < U001 using one-wray ANOVA
and Bonferroni’s multiple comparison test.
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4 Competition for IL-2 Between Tregs and T cells

(Fig. 1C). As a positive control, we assessed the prolifer-
arion of unsorced splenocytes from the same mice, and we
found a reducrion in proliferarion when T cells were
stimulared, as expecred (Fig. 1C). Thus, suppression of T
cell proliferation is also decected in the absence of APC.
Mexe, we analysed if Tregs were responsible for che T
cell suppression in the APC-free system. To this end, Tregs
were climinaced during the purificarion of the T cells
(Fig. 2A), and T cell proliferacion was analysed. As can be
observed in a represencative flow cyometry  analysis
(Fig. 2B), proliferation of T cells from infecoed mice was
reduced when compared to T cells from uninfecoed mice.
Removal of Tregs from T cells of infecred animals,
however, led o a recovery of T cell proliferation to levels
similar to those observed in T cells from uninfecced mice; a
similar parrern was observed when CD4” and CDE™ cells
were analysed (Fig. 2B). Analysis of several experiments
showed thar proliferation of Treg-free T cells from infecred
mice was restored to levels similar oo chose observed in T
cells from uninfecred animals (Fig. 2C); eliminarion of
Tregs has no effect in proliferation of T cells from che
larcer. It should be noted char proliferarion of CD4™ T cells
from infeced mice in the absence of Tregs was slighcly
lower than proliferacion of CD4™ T cells from uninfeceed
mice. Cur resulcs thus demonscrare thar Tregs from

N. Salinas et al.

infecred animals are able to direccly suppress proliferation
of T cells in pitro.

The suppression of T cell proliferation in T. gomalis-
infecred mice has been associared wich low IL-2 levels in
12, 16]. Hence, [L-2 was
decermined in supernatancs of the experiments depicoed
in Fig. 2C. As can be observed in Fig. 2D, we found
underectable IL-2 levels in supernarants of T cells from
infected mice, as expecred, that were significancly increased
when Tregs were eliminared; IL-2 levels, however, were not
restored to che levels observed in uninfecred animals
(Fig. 2I). Eliminarion of Tregs from T cells from
uninfecced mice slightly increased IL-2 levels, although ic
was statistically non-significant (Fig. 210, All chese resules
thus scrongly suggesced char Tregs consume che low [L-2
levels produced by T cells from infecced mice and
suggested thar competition for the low IL-2 levels becween
both T cells and Tregs would be responsible for che
suppression of T cell proliferation.

As it has been reporeed cthar [L-2 competition by Tregs
depends strongly on che locl cyrokine concentrarion and
the proximity berween Tregs and T cells [46, 47], we
analysed if Tregs-mediared suppression of T cell prolifer-

splenocyres cultures  [11,

arion required close proximicy. To chis end, we arried our
suppression assays using Tregs-free T cells and Tregs ara
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Figure 2 Tregs suppress T cell proliferarion by an [L-2-dependent mechanim. Splenocyres from Foapd™© mice were stained with anti-Thyl.2 mAh,
and T cells (Thy1.2") ar Tregfree T cells (Thy 1.2 Foxp3 ™) were purified by cell sorting. T celk and Treg-free T @lls were stained with CFSE and
stimulared as described in Fg. 1. Cell were stained with anti-CId and anti-CI38 mAbs and analysed by flow cytometry. (A} Representarive analysis of the
purity of the sorted populations from uninfectsd (MI) or infeced (Inf) mice acording to Foxp3 and Thy 1.2 expression. (B) Represenmative histograms of
proliferation of T cells and Treg-free T cells from each gare () Resules from three independent experiments with fur mice per group are expresed as
percentage of prolifnring cells fom T cells (8) and Treg-free T cells {00, (1) Culwe supsrnarants fom some sxperiments from (C) were mllecesd 24 b
after srimularion and IL-2 levels wers determined by ELISA. Dam were amlysed using one-way ANOVA and Bonfermoni’s multiple comparison test.
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3:1 rario wsing rranswells (Fig. 3), and IL-2 levels were
analysed on supernaranes. As shown in Fig. 3B, IL-2 levels
were abolished when Tregs were added to Treg-free T cells,
either from infected or uninfecred mice. However, when
Tregs and Treg-free T cells were separared by transwells,
IL-2 levels were completely rescored in cells from infecoed
animals, bur only parrially restored in cells from uninfecred
mice. Proliferacion of T cells from uninfecced mice was
suppressed by Tregs from the same animals when they were
incubared eicher unseparared or separared (Fig. 3C.ID). In
concrast, Tregs from infected mice also suppressed T cell
proliferarion from che same animals when they were
culmured unseparared, bur proliferartion was restored when
the two cell subsers were cultured in cranswells (Fig. 3C,
D, demonscrating thar suppression of T cell prolderation
by Tregs from infecced mice required dose proximicy. The
resulting analysis of four experiments (Fig. 30 showed
thar percentage of proliferating cells was rescored when
Tregs and Treg-free T cells, eicher CI4™ or CDE”, were
cultured in transwells. Furchermaore, levels of proliferation

were similar berween Treg-free T cells from uninfecred and
infecred animals. All these resules scrongly suggested thar

Competition for [L-2 Between Tregs and T cells 5

suppression of T cell proliferation i witro during T, gomdi
infection s carried our by Tregs by comperition for [L-2, a
mechanism requiring procimicy becween boch cell subsers,

Tregs from T. gondii-infected mice compete with
T cells for IL=2

We smudied whether Tregs from infected mice could carry
out competicion for IL-2 wich T cells. We indirectly
studied this possibilicy using the srandard bioassay for IL-2
quancificarion using CTLL-2 cells [43]. As Tregs do not
proliferare under these conditions e wire [48], any change
in [EH]-th}'mi.dim: incorporation would reflect the TL-2
concencration available to CTLL-2 cells. We carried our a
standard curve using increasing concentracions of rll-2,
and proliferarion of CTLL-2 cells was derermined in the
presence of different numbers of Tregs solared eicher from
infected or uninfected mice. Resulrs obrained from oo
independent experiments (Fig. 4A.B) showed thar the
standard dose-response curve of CTLL-2 proliferation
remained nearly unchanged when Tregs from uninfecred
mice were added ar different racios. In concrase, when Tregs
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Figure 3 [L-? medized suppression by Tregs requires close prcimity with T cells. Tregs and Treg-free T cells from unindectsd (NI or infected (Inf)
Foxp3™™" mie were purifed o5 described in Materials and Methods. (A} A representarive analysis of the purity of the sorted cells acmirding to Thy 1.2 and
Foxp3 scpression & shown. (B Cells wens stained with CFSE, cultursd ar a 3:1 rario I:T:E;;-:I"me T cells: Tregs) and stimulaed with anti €03 ant L35
mAbs. Severnl mmbinations of the purified cells from uninfecred (#) and infectsd mice {2} were cultured unsepamted or in tanswells (TW), supsnarants
were mllscted 24 h poststimulation from thres of four experiments and [L- 2 ws determined by ELISA. () The cells were collectsd 72 h poststimulation
and proliferation was analysed by CF3E dilution. A representative histogmam of poliferation for €147, CDE” and ungated popubitions is showm, ()
Resubs of the four independent experiments with six mice per group are expresed as perenmge of suppesion with or without tanswells, Do wer
analysed using one-way ANOVA and Bonfermni’s multiple comparison test, *F < (L05; **P < (U01; ***F < (U601,
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Figure 4 Tregs from T. padi-infeced mice mmpere with T @lls for [L-
2, Splenacytes from Foxp3™ " mice wene enriched for C4° T odlls by
psitive selecrion using anti-CIM microbeads; CI4” cell were further
stained with anti-Thy1.2-PE mAb, and Tregs (Thy1.2" Fmq3™ ) wers
purified by @il sorting. CTLL-2 cells were incubated with inoesing
concentrations of fL-2 in the ahssnce {#) or presEnce of Tregs isnlaned
from uninfeced (A)or infected (B mice, at 10:1 {oh, 3:1 {2dar 1:1 mtia
(A, and proliferation of CTLL-2 celk was determined by {*HJ-thymidine
incorpomtion; proliferation of Tregs alone (B) was abo evaluared. Resules
of tern independent sxperiments with four mice per group are expressed as
cpm + smndard error mean. Results wers analysed using rwo-way
AMOVA and Bonfermni's multple comparison test, *P < 0005 or
wrp o 0001, 00) Representative analysis of CI25 expression on Tregs
purified from uninfeced (MI) or infected mice {Inf), (I3} Result of CI325
analysis expressed as mean fluorescene intensity (MFI) obmined from
three experiments including ar last three mice per group. Resuls wers
analysed using Smudent’s sresr. **P <0001,
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from infected mice were added o CTLL-2 cells, prolifer-
arion of the larcer was inhibited ar nearly all IL-2
concencracions tested, in the presence of 1:1 and 3:1
CTLL-2/Tregs rarics, bur no significant inhibition was
derecred ar 10:1 ratio in both ecperiments (Fig. 4 AB). As
expected, Tregs alone in che presence of IL-2 were unable
to  proliferace, as chey require addicional stimuli o
proliferate v pirro [48]. This result chus demonstrared cthar
Tregs from infecoed mice are able oo carry our compertitive
uptake wich T cells for IL-2.

It has been previously reporoed char Tregs from infecoed
mice express higher CD23 levels than Tregs from unin-
fecoed animals [16]. Hence, we analysed CD25 expression
on the purified Tregs from our experiments to test if a
correlation existed berween CD235 expression and IL-2
competition in the experiments described above. As
expected (Fig. 4C. 1), Tregs from infecred mice express
higher CD25 levels than Tregs from uninfecred mice, thus
supporring the hypothesis thar Tregs from infecred animals
are able to compete with T cells for IL-2, which is the
putative mechanism of Treg-med iared suppression of T cell
proliferation.

Tregs from infected mice induces death of proliferating T cells
by IL=2 competition

It has been reported char IL-2 consumprion by Tregs leads
to apoprosis of T cells [44]. Thus, o sdy che fare of T
cells lacking IL-2 isolaced from infected mice, we analysed
the kinetics of T cell proliferation and cell deach in the
absence or presence of Tregs (Fig. 5). At 24 h post-
stimularion, we observed a slight proliferarion of T cells
from infected animals, bur no difference in the presence or
absence of Tregs was detecred. However, a very high
proporrion of proliferating T cells from infecred animals
was detecred ar 48 h (Fig. 3A), bur most cells (609 ) thar
dilured CFSE were also TAAD", indicaring thar these cells
proliferated bur died. No differences were observed in the
presence or absence of Tregs ar this time point. In concrase,
T cells from uninfecred mice showed a discrere prolifer-
arion rare and only a low proportion of CFSE™ 7 AAD™ cells
were detected; removal of Tregs increased proliferarion of T
cells and reduced percentage of dead cells. When T wells
from uninfecced animals were harvested ar 72 h, we
detected a very high proliferation rare and only a low
proporcion of these cells were dead; removal of Tregs
induced a reduction in T cells thar diluced CFSE and died,
but the proliferaring cells were also slightly reduced. In
contrast, at this cime point, most T cells from infecoed
mice thar proliferaced were dead (CFSE™ 7AAD™), buc
removal of Tregs induced a 50% reduction in dead cells
and increased the live proliferating T cells (Fig. 5A)
Analysis of several experiments showed thart T cdls from
infecred mice were able to proliferace s pareo, bur mosc of
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Figwre 5 Tregs indoce dearh of prolifraing T calk from T, peeda-infeoned mice. Spleen cells from Fm]'n-f‘mpmine. eirther infoned (Infh or nndnfecned
(N T}, were smained wich anri-Thyl. 2 mAh, and T cells (Thy1.2") ar Treg-free T cells (Thyl 27 Foop 3™ b were pari fied by cell sorcing. The soned cellk were
stainad wicth CFAE and scimolarsd with anc-CTSQnci-CT28 mabs. Cells were colleoed ar differens rime poins, smined wich T-AATY and immed sy
anglysed by flow cpromeory. Thing choosand evenos were capooned . (A) A represenacive anayst of prol feracion by CFSE dilacion and deracrion of dead

cells (TAALY) is shown, (B} Resales fram chree indeg

dene experimenss, incoding ar keas chree mice per groug, are sxpressed as pereenage ofdead cells

(TAATY ) Dara were analysed ming one-way ANOVA and Bonferron’s molriple comparizsan ese, *F 2 (005; " P < (L01; *** P « (001 .

them died afrer few munds of cell division, and removal of
Tregs partially prevented cell dearh (Fig. 5B).

Az we had detected low IL-2 levels in supernatants of T
cells from infected mice, we rested if addition of exogenous
IL-2 1o T cells prevented the Fnli.Femang T cells 1o die. As
can be olsemved ina representative low cyrometric analysis
(Fig. 6A) and in dam from different experiments (Fig. 6B),
addition of dL-2 to T cells from infected mice, either
CD4* or CDE", induced a chreefold reduction of dead cells,
while percentge of proliferaring living cells incressed.
Addition of fIL-2 1o T cells from uninfected animals led to
a slight similar non-significant effece (Fig. . In conclu-
sion, all our results show thar suppression of T cell
proliferation i vites during acure T. gondis infection is not
due 1o a failure of prolifemtion of T lymphoyres, as these
cells are able w enter cell cycle and proliferare, bur racher
w IL-2 consumption by Tregs, leading to death of

B 2015 John Wilsy & Sons Led

proliferaring CI4" and CDR™ T lymphooyres by lack of
IL-2.

Discussion

A suppression of T cell pmoliferation in response 1o
mitogers of T. gondii antigen is observed o ofor in cells
obtained from mice during the acure phase of T. gomdsf
infection [10-20]. This suppression is detecred in both
C4" and CDA™ T cell subsers and is mediared by Tregs
[16]. In this work, we furmher amalysed the IL-2 relared
mechanisms of Tregs during the suppresion of the T cell
proliferarion fn vifre,

Tregs mediare suppression of T cells either indirectly by
modulation of APC function or directly on T cells [32, 34].
We armlysed if APC were invalved dunng Treg-mediated
suppresion, and found thar proliferation of CD4" and

80



Estudio de los mecanismos de accion de las células Tregs durante la inmunosupresion en la fase aguda de la infeccién con Toxoplasma gondii.

8 Competition for IL-Z Between Tregs and T cells N Solinos et al.
A B g
T e=lls Treg-free T cells eol
NI Imf MI Inf rL-2 & - '* T calis
351 || 125 178 | 143 n7 4
e -t ey = -
'-'-’-Ez'k' s - £ aglwr S %‘
; %7 % dk g0
S larr | | ErEEL Es b 1004
152 | |[B7 54 3 sl
P ; T
- . | + 60 i
T T i N T calis
; 2 A 4
; 2 th R R | E= 2[}"’0 i!..q*
et e i P e w a AL RT R T T - 1n"__|n-" 0 o
CFSE i NI Iné

Figure & Exogenous [L-2 prevens Treg-med buesd dearh of prolifraing T calk from T. gesdda-infecoed mice. Sorcing of cells was carriad oot as describead
in Fig. 2. T cdk I;Thj'i.i']- and Treg-free T cells (Thyl 27 'Faqﬁ_]nfrnm Fnﬂ]ﬁmﬂ mice were sminad wich CFASE and scimalared wich aneiaCTS G-
(I¥ mAhs in the absence or presence of (TL-2 (10 D mlh for 72 h. Cdk were collecnsd, sminad wich 7-AAT) and anadysed immed eedy by Aow
cymamery. Thiny chomsand evenss were cagonned. (A} A represeniarive amlysis of dead and living cells, from aninEoned (NI and infecred (Infh mice is
shown. (B} Besuls from fee independent experimens, incloding e ks dwes mice per groag, showing the pereenmage of dead (TAATY ) and living cells
(7-AAD™) from infecrsd or nninfecmd mice in che absence (8} or presence (0 of (IL-2. Dam were amlpsed wing Soadenc’s s, *P < 0L05%;

FERP oz (LW PR o (L0000 .

CDE" T cells from T. pamafii-infecred mice was also
suppressed in the shsence of APC. This effect fn offre is
mediared by Tregs, as elimination of the larter from
purified T cells led to a restored proliferarion of T cells
from infected mice to levels similar 1o those abserved in
cells from uninfected animals. Themrfore, Tregs are able 1o
suppress CD4" and CDE™ T cell proliferarion direcdy in
the shsence of APC inour model. As it has been previously
described thar macroplages are involved in the suppression
aof proliferation of T cells from T. pomafi-infecred mice by
EMIs production [10, 12-14, 21], our resules thus reveal
an additiomal and new mechanism of suppression during
T. pomdsi infection.

Tregs suppresion mechansms targeting responder T
cells include secretion of inhibitory cyrokines, cyralysis,
metabolic  disruption and modulation of cell surface
molecules [32, 34]. We previously described thar Treg-
mediared suppression of T cell prlifermtion in spleen cells
from T. pemdif-infected mice is IL-2 dependent [16]. In
this wark, we also detected abolished IL-2 levels iw cdtre
in purified T cells from infected animals, which were
partally restored when Tregs were eliminared. In addi-
tion, we found in cranswell experiments thar suppresion
af T cell prolifemtion requied close pmximity berween
both subsers and thar Treg-free T cells from infecred mice
produced low IL-2 levels, bur the pmsence of Tregs
gholished these levels when they were culmred unsepa-
ratedd. It has previously been shown thar IL-2 comsump-
tion by Tregs depends strongly on the local cyrokine
concentration and the proximicy berween T cells and
Tregs [40, 47]. Hence, our results srrongly suggest thar
the low IL-2 levels, poduced by T cells from infecred

mice, are consumed by Tregs bur only when they are in
close proximicy.

Given the results obtained, an obvious mechanism to

explain the T cell suppression observed was competition for
IL-2 by Tregs, a mechanism rhar has been reporred by
several anthors [44, 47, 49, 50]. We found thar Tregs fram
infected mice are able w carry our comperitive uprake of
IL-2, & detecred using the clssical assay for IL-2
quantification using CTLL-Z cells This result correlared
with a higher expresion of CID25% on Tregs from infecred
animals. It has 1o be nowed thar Tregs from infecred mice
did not modify expression of 12 mEMNA in T cells when
analysed b-].r revese transcription—polymerase chain reac-
ton (RT-PCR) (dara not shown), thus ruling our the
posaibility thar #-2 gene was suppressed by Tregs in our
system.
The fart thar Tregs from uninfecred mice did noe
induced lower CTLL-2 proliferarion strongly suggests thar
Treg isolared from T. pemdii-infected mice swiwch their
mode of action. A divesity of Treg suppresion mecha-
nisms have been reporved [32, 34], bur it is not clear when
and how each mechanism operates. It wa recently been
proposed char two modes of immuone suppresion may
operate on Tregs, depending on the inflammarary or non-
inflammarory conditions [51]. Our results seem to fir with
this maodel, postularing thar Tregs could switch their
suppresive meclanisms, depending on the microenviron-
ment. Due to the highly infammarory immune response in
susceprible mice m T. pondii infection, characrerized by
high levels of TFN-7 [4, 8, 52] and low IL-2 production
[38, 39, Tregs are activated and express higher levels of
2% and thus become higher IL-2 consumers,

Scandiesasae fowrnsd of Temeealogy, 2014, 79, 1-11
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We also amlysed the fare of pmliferating T cells by a
kinetic proliferarion analysis. We surprsingly found thar
T cells from infected mice are in fact able o enter cell
cycle, although very early afrer stimularion fv sitre, bur
most T cells thar proliferated die larer, mainly in the las
eounds of cell division detected in the assay. At 72 h, thar
is the standard resd-out time of most proliferation asays,
we detected that most cells thar proliferared were already
desd. As very low IL-2 levels were detected in supema-
tants from T cells from infected mice, death of T cells is
by lack of IL-2. It has been demonstrared thar regularion
of cellular proliferation and apoprosis induction are linked
processes controlled in T cells by IL-2 [33-35]. Once T
cells activare, the genes of IL-Z and its mcepror, CD25,
are induced, and binding of IL-2 with CD25 is essential
for T cells to enter cell eycle [36, 57]. Activared T
lymphocyres  become susceptible w apoprosis [53], =
withdrawal of IL-2 during this step leads w dearh by
apoptosis [35]. In facr, Pandivan & af demonstrared thar
T cells thar were deprived of IL-2 by Tregs in vire die by
apoptosis [44].

Our resules showed that T cells from acurely infecred
mice are fully able m activate and proliferare. The low IL-
2 levels pmduced ar eady time points after activation i
efpm, thus allow the T cells to enter the cell cycle; it has
to be noted thar some pmliferring T cells died even in
the ahsence of Tregs, suggesting that the limied IL-2
levels produced also affects pmlifemtion of T cells. Boch
activated T cells and Tregs expmessing higher D25
levels, thus lesd to competition berween both subsers for
the low IL-2 levels, both T cells and Tregs consume the
low Il-2 concentrarions and & a consequence, the
cytokine is exhausted ar later time points in culture. T
cells enter the cell cycle and are able o carry our several
rounds of cell division, bur when IL-2 s no longer
available but sill necessary, T cells die, possibly by
pasiive apoptosis, a meclanism thar has been previously
reported when IL-2 is lacking [535]. Tregs are a key
element in this event, as removal of these cells incresses
percentage of viable proliferaring T cells and revemed
suppression, indicating that Tregs cells indeed consumed
IL-2. Addirion of exogenows rIL-2 reversed the suppres-
sion and the competitive effect when Tregs are present. de
la Rosa e of [47] also showed thar addirion of high doses
af IL-2 abrogares Tregs suppression.

Immunosppesson during aoute T, pomalfs infection has
been defined as an unrespomsiveness in wites o T cell
MitOEens of pamsite antigen [10-16, 20]. However, in this
waork, we showed thar T cells in facr activare and proliferare;
therefore, immunesuppression can no longer be seen as a
real reduction in T cell proliferarion as previously described
[L0-1%, 17, 18, 20, 21]. Thus, in this scenario, T. gomdii
infection leads ro a reduction in IL-2 producing cells [38,
39 and hence low IL-2 producton [12, 13, 16, 20, 38, 39].
The low IL-2 levels lead in turn o a reduction in Tregs

Competition for IL-2 Between Tregs and T cells 9

number [39], but the remaining Tregs activate and express
high levels of CD25 and able 1o efficiently compere for 1L-2
with T cells fn vitrs. The decressed production of IL-2,
which leads to an enhanced level of T cell apoprosis during
acute T. pomddfs infection [32, 58] also concribures o the
suppesion observed, independently of Tregs. Thus, the
suppresion of T cell proliferarion obeerved in wdrn durng
the acute T. gomal?s infection seems o be at the same time an
inherent part and comequence of the nerwork of immune-
logical events thar are characteristic during the generation
of & protective immune response against the parssive, where

Tregs play a key role.
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CAPITULO 5. Informacion suplementaria

i) Evaluacion del efecto de las células Tregs SObre el mMRNA de IL-2

Dado que algunos estudios han mostrado que las células Tregs inhiben la expresion de mRNA de IL-2
(60,124), analizamos esta posibilidad en nuestro estudio, evaluando la expresién del mRNA por RT-PCR en
células T de ratones infectados, en presencia y ausencia de células Tregs. Nuestros resultados muestran que
las células Tregs de ratones infectados no suprimen la expresion del mMRNA de IL-2 en las células T, ya que
encontramos que la expresion del MRNA de IL-2 en las células T después de la activacion in vitro es similar

en presencia 0 ausencia de células Tregs de ratones infectados (Fig. 23).

En conclusién, las células T efectoras de ratones infectados son capaces de expresar el mRNA IL-2; este
hallazgo concuerda con el hecho de que por ELISA nosotros podemos determinar que las células activadas in
vitro producen IL-2, es decir, no existe una inhibicién a nivel transcripcional ni a nivel de traduccion. A su vez
estos resultados apoyan la hipétesis de que las Tregs compiten por los niveles limitantes de IL-2 producidos
por la células “T ndive” activadas in vitro. Dicho fenbmeno de competencia entre las células Tregs y las células
T no existe cuando se elimina selectivamente a las células Tregs ¥ por €so es que podemos ver una

recuperacion significativa de la proliferacién.

B-actina

Figura 23. Las células Tregs N0 inhiben la expresion del mRNA de IL-2 en células T de ratones infectados con T.
gondii. Se purificaron células T y células Tefec 7dpi, se estimularon durante 24 h y se analiz6 la expresion del mRNA de
IL-2 por RT-PCR, como control se analizé la expresion constitutiva de B-actina. Las fotografias muestran que en ratones
infectados las células Tregs NO inhiben la expresion del MRNA de IL-2.
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i) Las células Tregs de ratones infectados son capaces de inducir la muerte e inhibir la

proliferaciéon de células T de ratones no infectados

Durante el desarrollo de este trabajo hemos descrito que las células Tregs activadas, provenientes de ratones
infectados son capaces de inhibir la proliferacion e inducir la muerte se células T activadas, mediante un

mecanismo que depende de la competencia de cantidades limitantes de IL-2 en el medio.

Para evaluar el potencial supresor de las células Tregs de ratones infectados realizamos ensayos cruzados en
donde co-cultivamos células Tefec de ratones no infectados con Tregs de ratones infectados y células Tefec de
ratones infectados con Tregs de ratones no infectados (Fig. 24). Tal como hemos descrito en cultivos de
células T (Fig. 24 a y b), observamos que en cultivos de células de ratones infectados disminuye el nimero
de células vivas que diluyen CFSE (37.58%) y aumenta el nimero de células muertas (50.31%), comparando
con las células de ratones no infectados, en donde el nimero de células vivas que diluyen CFSE es del

58.9% y el porcentaje de células muertas es del 20.04%.

Adicionalmente confirmamos que cuando se elimina selectivamente a las células Tregs, la supresion de la
proliferacion de la células T (Tefec) Se revierte (Fig. 24 ¢ y d), dando lugar a un aumento en el porcentaje de
células vivas que diluyen CFSE (65.61%), siendo este porcentaje muy similar al porcentaje observado en los
cultivos de células T (Tefec) de ratones no infectados (61.35%). Cuando se realizan co-cultivos de células T
(Tetec) de ratones no infectados con células Tregs de ratones infectados (Fig 24 e), observamos que aumenta el
porcentaje de células muertas (42.13%) que cuando co-cutlivamos con células Tregs de ratones no infectados
(17.21%) [Fig. 24 g]. Estos datos demuestran que las células Tregs de ratones infectados son capaces y mas
eficientes que las células Tregs de ratones no infectados para inducir la muerte de células T de ratones no
infectados. Adicionalmente observamos que las células Tregs de ratones infectados también son més
eficientes que las Tregs de ratones no infectados para inhibir la proliferacion de células T, ya que el porcentaje
de células vivas que diluyen CFSE disminuye del 75.03% al 40.20% (Fig 24 e y g).

Por otro lado, cuando se co-cultivan células T (Tetec) de ratones infectados con células Tregs de ratones
infectados y no infectados (Fig. 24 f y h), también observamos que la actividad supresora de las células Tregs
de ratones infectados es mayor que la de las células Trgs de ratones no infectados, ya que aumenta el
porcentaje de células muertas de un 49.87% a un 62.68%. Asimismo observamos que disminuye el
porcentaje de células vivas que diluyen CFSE de un 40.67% a un 25.25%. En conjunto nuestros datos
demuestran que las células Tregs de ratones infectados son més eficientes para inhibir la proliferaciéon e

inducir la muerte de células T.
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Figura 24. Las células T.gs de ratones infectados son capaces de inducir la muerte de células de ratones no infectados. Se
realizaron ensayos cruzados (10:1; Terec: Treg) de proliferacion con células Teec €CON Yy Sin Tregs de ratones infectados y no infectados. Las
células T se estimularon con anticuerpos solubles anti-CD3 (3.0 pg/mL) y anti-CD28 (0.1 yg/mL). Las células se cosecharon a las 72 h
después del estimulo. Las muestras se tifieron con 7AAD y se analizaron por citometria de flujo. Los “dot-plots” CFSE vs 7-AAD son
representativos de dos experimentos independientes.
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En este estudio hemos explorado los mecanismos de accion de las células Tregs involucrados en la supresion
de la proliferacion de células T durante la infeccion con T. gondii. Muchos reportes han descrito la supresion
de la proliferacion de células T in vitro en respuesta a mitdgenos o a antigenos solubles de T. gondii durante
la fase aguda de la infeccion (61,63,66-69,80). En esta fase de la infeccion se ha observado la supresion de
la proliferaciéon de células T CD4* (65,69) y células T CD8* (69). Recientemente hemos descrito que la
supresién de la proliferacion de células T de bazo de ratones infectados con T. gondii es mediada por células
Tregs (69). Se sabe que las células Tregs pueden suprimir la proliferacion de células T mediante la modulacién
de APC (114,115,135) o bien por contacto directo con las células T (113-115,124).

En el presente estudio mostramos que las células APC no son esenciales para modular la supresién de
células T de bazo de ratones infectados, ya que observamos que la proliferaciéon de células T de bazo y de
células T purificadas por “cell-sorting” se reduce en una proporcion similar (Fig. 17-18). Nuestros resultados
son consistentes con lo reportado por Chan J y colaboradores, quienes reportaron que la proliferacion de
células T enriquecidas con “nylon wool” se encuentra aun suprimida (68). También son consistentes con lo
reportado por Khan IA y colaboradores, quienes reportaron que la proliferacion de células T CD4*
enriquecidas con perlas magnéticas todavia se encuentra suprimida (65). Sin embargo, debe sefalarse que
en estos estudios se observé una recuperacion parcial de la proliferacién de células T, lo cual pudo deberse a
que sus sistemas de estimulacion implican el uso de células accesorias y tal vez a que la metodologia de

purificacion no elimina eficientemente a células que pudieran estar implicadas en la inmunosupresion.

Otros estudios habian descrito que los macréfagos estaban implicados en la supresion de la proliferacion de
linfocitos T mediante NO (38,63,75) e IL-10 (61,64); sin embargo, esta posibilidad se descart6 después de
que el uso de ratones IRF-1 KO (76) e IL-10 KO (49) demostré que la proliferacion de células T aun se

encontraba suprimida.

Nuestros resultados describen por primera vez que la supresion de la proliferacién de células T CD4* y CD8*
en un sistema libre de células accesorias (en presencia de células Tregs) tienen la misma magnitud de
supresion de la proliferacion que las células T de bazo de ratones infectados (Fig. 18). Por lo tanto este
hallazgo nos sugiri6 que las células Tregs presentes en este sistema podian prescindir de las células
accesorias para modular la supresion de la proliferacion de células T. Esta hipétesis es consistente con lo
reportado por Chan J y colaboradores, quienes para explicar sus resultados proponian que la supresion de la
proliferacion de células T en su sistema de células T enriquecidas podia deberse a diversos factores
supresores incluyendo a las células T supresoras, actualmente conocidas como células Tregs (68). Nuestros
resultados demuestran que las células Tregs Suprimen directamente la proliferacion de célula T, ya que la
eliminacién de células Tregs restaura la proliferacién de células T a niveles similares de la proliferacion de
células T de ratones no infectados. Por lo tanto, demostramos las células Tregs de ratones infectados tienen un

papel fundamental en la supresién de la proliferacion de células T en la infeccién con T. gondii. En otros
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modelos infecciosos también se ha estudiado el papel de las células Tregs €n la supresion de la proliferacién
de células T, por ejemplo en la infeccion con el virus de la hepatitis murina (MHV) usando ratones DEREG, se
observé que la supresién de la proliferacién de células T CD4* es mediada por células Tregs (170).
Contrariamente a lo observado en un modelo con L. sigmodontis en ratones DEREG, en donde observaron
que la supresién de la proliferacion de células T, no depende de las células Tregs (171). Estas evidencias nos
muestran que en diferentes modelos infecciosos las células Tregs pueden tener diversas funciones para
regular la respuesta inmune, incluyendo la supresion de la proliferacién de células T. Esta diversidad en la
funcién y el papel de las células Tregs durante la respuesta inmune frente a un patégeno puede deberse a que

los patégenos modulan la funcién de las células Tregs para favorecer su permanencia en el huésped (86).

Diversos estudios han descrito que los mecanismos de supresion de las células Tregs dependen tanto del
contacto célula-célula (115,124,172) como de factores solubles (113,115,119,140,173). Entre los mecanismos
dependientes del contacto celular se encuentran aquellos en los que se requiere de la interaccion entre
moléculas de membrana de Tregs (CTLA-4, PDL-1, FasL, LAG-3, entre otras) y moléculas de membrana de las
células blanco. Por otro lado, también se ha descrito que el consumo de IL-2 por las células Tregs requiere de
la proximidad entre las células Tregs Y las células Tetec (122,127). Nuestros resultados de los ensayos
“transwell” revelaron que las células Tregs requieren del contacto célula-célula para suprimir la proliferacion de

células T y disminuir los niveles de IL-2 en sobrenadantes (155).

Estudios han demostrado que la interaccion entre CTLA-4/B7 inhibe la proliferacion de células T y la
acumulacion de IL-2 induciendo un estado de anergia (160,164). Dado que previamente habiamos reportado
que en las células Tregs aumenta la expresion de CTLA-4 (69), en este estudio evaluamos si la interaccion
CTLA-4/B7 estaba implicada en la supresion de la proliferacién de células T. Las propiedades supresoras de
CTLA-4 se han descrito en la inmunidad protectora en contra de parasitos (151,174,175) y enfermedades
autoinmunidad (118,176). Algunos estudios han demostrado que la actividad supresora de Tregs puede ser
inhibida mediante el tratamiento con anti-CTLA-4 (34,35, 33) o con el tratamiento con anit-CD80 (143,176).
Sin embargo, nuestros resultados muestran que aunque en las células T aumenta la expresion de B7.1
(CD80) la supresién de la proliferacion de células T no es afectada por el tratamiento con anti-CD80 o anti-
CTLA-4. Una posible explicacion para no haber observado la restauracion de la proliferacion de las células T
es que CTLA-4 es una molécula expresada tanto por las células Tregs cOMo por las células Tefec de ratones
infectados; en consecuencia, el bloqueo de CTLA-4 en ambas poblaciones probablemente es lo que no nos
permitid observar la inhibicién de la actividad supresora de las células Tregs. Otra explicacion para nuestros
resultados es que CTLA-4 es una molécula que presenta un continuo recambio en membrana (138), esta
caracteristica ha generado discrepancia en los ensayos de bloqueo con el anticuerpo anti-CTLA-4 en
diferentes modelos(151,176,177). Aunque no esta claro cémo la unién entre CTLA-4 expresada por las
células Tregs Yy CD80 expresada por las células Tetec transmiten las sefales a estas dltimas, han demostrado
que el bloqueo de la interaccién de CD80 con su ligando es capaz de modular funcién de las células T de
forma positiva 0 negativa (158,165,174,178). Datos in vitro muestran que el bloqueo con el anticuerpo anti-
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CD80 en presencia de citocinas Thl, aumenta el nivel de activacion de células T, la funcién efectora y la
supervivencia (37). Mientras que en un modelo de encefalomielitis alérgica experimental se ha observado que
el tratamiento con el anticuerpo anti-CD80 disminuye la activacion de células T y como resultado disminuye la
gravedad de la enfermedad (36). Nuestros resultados descartaron la participacion de CTLA-4 CD80 en la
supresién de la proliferacién de células T; sin embargo, no podemos descartar que estas moléculas tengan
una funcién no relacionada con la supresién de la proliferacion de células T in vitro o que tengan un papel

sobre la proliferacion de células T in vivo durante la infeccion.

La IL-2 es un citocina producida por linfocitos T activados que actia como un factor de crecimiento para
regular y promover la proliferacion, asi como la apoptosis (179-181). Las células Trgs Se caracterizan por no
producir IL-2; sin embargo, requieren consumir IL-2 para regular su expansion, supervivencia y funcion
supresora (98,124,182), privando de esta citocina a las células efectoras (123). Diversos estudios han
descrito que la disminucion de los niveles de IL-2 en sobrenadantes correlacionan con una reduccién de la
proliferacion de células T de bazo de ratones que cursan la fase aguda de la infeccion con T gondii
(60,61,63,65,68,69,79). Esta disminucion en los niveles de IL-2 se ha atribuido a la reduccién de células CD4*
productoras de IL-2 (60,79). Pero ademds, recientemente hemos propuesto que la “deprivacion” de IL-2 por
células Tregs podria contribuir con la reduccidn de esta citocina en los sobrenadantes. En el presente estudio
nosotros mostramos que los niveles de IL-2 disminuyen en los sobrenadantes de cultivos de células T, lo que
se refleja en una reduccién en la proliferacién de células T de ratones infectados, tal como se ha reportado en
la infeccién con T. gongii (60,61,63,65,68,69,79). En otras patologias también se ha atribuido la disminucién

de IL-2 en sobrenadantes con la reduccion de células CD4* productoras de IL-2 (183,184).

Nuestros resultados que demuestran que los niveles de IL-2 disminuyen totalmente cuando las células Tregs ¥
Tetec €StAN en contacto, concuerdan con otros reportes que describen que el consumo de IL-2 por las células
Tregs depende fuertemente de la concentracion local de citocinas y de la proximidad entre células Tregs Y
Células Tefec (122,127,185). Sin embargo, otros estudios sugieren que la disminucion de IL-2 en
sobrenadantes se debe a que las células Tregs suprimen la expresion del mRNA de IL-2 en células T
(124,172). En este estudio demostramos que las células Tregs de ratones infectados no suprimen la expresion
del mRNA de IL-2 en las células T, ya que encontramos que la expresién del mMRNA de IL-2 en las células T
después de la activacion in vitro es similar en presencia o ausencia de células Tregs de ratones infectados.
Nuestros resultados son consistentes con otros reportes en donde demuestran que las células Tregs NO
modifican la expresion del mRNA de IL-2 en células T después de la activacion in vitro (123,172,186).
Contrariamente a lo observado por Benson A y colaboradores, quienes reportaron que en células T
purificadas de ratones infectados con T. gondii la expresién del mRNA de IL-2 esta disminuida (79). La
evidencia de que las células Tregs N0 suprimen la expresion del mMRNA de IL-2 nos sugirié que la diminucién de
esta citocina en los sobrenadantes se debe a que las células Tregs de ratones infectados privan de IL-2 a las
células T, tal como ha demostrado Pandiyan y colaboradores (123). La discrepancia entre nuestros
resultados y los de Benson y colaboradores sobre la expresion del mRNA de IL-2, puede deberse a

diferencias metodolégicas y experimentales, ya que nosotros evaluamos la expresion del mRNA de IL-2
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después de 24 h de estimulacion, mientras que el reporte de Benson indica que se evalué la expresion del

mensajero de células de ratones infectados sin estimular in vitro.

Nuestros resultados de los ensayos ‘transwell” demuestran que las células Trgs de ratones infectados
requieren de cierta proximidad con las células T para suprimir la proliferacion de células T y para disminuir los
niveles de IL-2 en sobrenadantes, ya que tanto la proliferacion de células T como los niveles de IL-2 en los
sobrenadantes se restauran al separar las dos poblaciones celulares. Este resultado apoya la hip6tesis de
gue las células Tregs activadas por la infeccién con T. gondii privan de IL-2 a las células Tefec, tras consumir
esta citocina y es consistente con la evidencia que muestra que el consumo de IL-2 depende de la cercania

entre las células Tefec y las células Tregs (122,128,185).

Mediante un bioensayo de IL-2 con células CTLL-2, demostramos que las células Tregs de ratones infectados
compiten eficientemente y privan de la IL-2 a células, dicha limitacién de la IL-2 se manifiesta en una
reduccion de la proliferacion. Esta evidencia nos sugiere fuertemente que las células Tregs SON capaces de
privar de IL-2 a las células Tetec provenientes de ratones infectados con T. gondii. Nuestros resultados
muestran que en la diminucién de IL-2, probablemente por la “deprivacion” de IL-2, conduce a la apoptosis de
células Tefec de ratones infectados. Este hallazgo es consistente con lo reportado por Pandiyan y col., quienes
demostraron que las células Tregs cOnsumen mas IL-2 que las células Terec, particularmente después de la
activacion y demostraron que la “deprivacion” de IL-2 conduce a la apoptosis de las células Tefec (123). La
gran eficiencia de las células Tregs de ratones infectados para consumir IL-2 puede explicarse por el aumento
en la expresion de CD25 en células Tregs durante la fase aguda de la infeccién con T. gondii (69), lo que las
hacen excelentes candidatas para ser consumidoras de IL-2 (185). La “deprivacion” de IL-2 es un mecanismo
de accion de las células Tregs que se ha propuesto en otras patologias para que llegue a la homeostasis y el

balance entre la poblacion de células Tregs y Células Tefec. (116,183,184,187).

La muerte celular es un proceso esencial que limita la duracién de la respuesta inmune (188). Diversos
reportes describen un aumento en la muerte de células CD4+ y/o CD8+ en infecciones con T. cruzi,
Schistosoma mansoni, Plasmodium chabaudi, Citomegalovirus, Mycobacterium avium y T. gondii
(65,77,148,189-194) Esta evidencia sugiere que la apoptosis es un proceso que se induce en una gran
variedad de infecciones, como una respuesta para regular o terminar la respuesta inmunolégica inducida por
el patdgeno. Sin embargo, aunque era de esperarse observar ciertos niveles de apoptosis, nos asombré
encontrar que el 50% las células T de ratones infectados mueren después de dividirse. Este resultado nos
demostré que la proliferacion es un proceso que antecede a la muerte celular, dando lugar a un nuevo
concepto sobre la imnunosupresion, ya que este concepto estaba definido por la incapacidad de responder de
manera robusta a un mitégeno (hipo-respuesta); con nuestros resultados demostramos que las células de
ratones infectados son capaces de responder eficientemente a un mitégeno desde tiempos tempranos (24h),
sin embargo la presencia de células Tregs conduce a la muerte de células que se dividieron un par de rondas.

Adicionalmente, nuestros datos muestran que la apoptosis de células T disminuye cuando eliminamos por
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“cell sorting” a las células Tregs [25%)] (Fig. 24), confirmando que las células Trgs SON responsables de la

“inmunosupresion”.

La IL-2 es una citocina que regula tanto la proliferacion celular como la apoptosis, ya que puede iniciar la
progresién del ciclo celular y promover la produccion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2, myc y bim
(179,181,195). En este trabajo, hemos presentado evidencia que demuestra que la adicion de rIL-2 a los
cultivos restaura en su totalidad la proliferacion de células T y protege de la induccion de apoptosis ain en
presencia de células Tregs. Es decir, se inhibe la muerte de células T de ratones infectados que se dividen
desde tiempos tempranos. Esta evidencia es correlaciona con lo reportado por Pandiyan y colaboradores.
quienes demuestran que la adicion de rIL-2 protege de la apoptosis a las células T, ya que compensa la
“deprivacion” de esta citocina a las células T (123). Nuestros resultados también son consistentes con
estudios previos en donde reportaron que la proliferacién de células T de bazo de ratones infectados con T.

gondii se restaura al adicionar rIL-2 (63,65,68,69).

Durante mucho tiempo se ha descrito que las células T no responden a mitégenos o antigenos durante la
fase aguda de la infeccién con T gondii (60,61,63,65,68,69,79). Nuestros resultados muestran que las células
T son capaces de responder a un mitdgeno, aunque después se induzca su apoptosis. Con este trabajo
proporcionamos evidencia sélida que correlaciona directamente a la supresion de la proliferacion de células T
con apoptosis, sugiriendo que la falta de proliferacién de células T a la que se ha descrito por afios es el
resultado de la muerte de células T y no de la reduccion en la capacidad de proliferar de las células T. Esta
hip6tesis es consistente con estudios que describen la induccién de apoptosis de las células bazo durante la
infeccién con T. gondii (65,77,194). Begun-Haque y colaboradores, reportaron que células T CD4* de ratones
infectados con T. gondii son sensibles a la induccién de apoptosis por FasL (77). Nosotros no encontramos
expresion de FasL en células Tregs, cOMmo se ha descrito (142); por lo que descartamos la participacion de
FasL en la muerte de células T; sin embargo, cabe sefialar que demostramos que la competencia entre las
Células Tregs Y las células T por las cantidades limitantes de IL-2 es un mecanismo que explica la induccion de

la muerte de las células T de ratones infectados.

En conjunto nuestras observaciones sugieren fuertemente que las células Tregs forman parte de un circulo
vicioso en el que la IL-2 es la “manzana de la discordia”, ya que es requerida para que las células Tregs
ejerzan su funcion reguladora y también es indispensable para que las células T proliferen y sobrevivan. Por
lo tanto los bajos niveles de IL-2 se pueden explicar principalmente por dos procesos: 1) la muerte de las
células productoras de IL-2 que rompen el bucle de retroalimentacion positiva de esta citocina que mantenga

la viabilidad de las células y 2) el consumo del remanente de IL-2 por las células Tregs.

Aunque nuestro trabajo demuestra que las células Trgs median la inmunosupresion por un mecanismo
dependiente de IL-2 que conduce a la apoptosis de linfocitos T (196), se requieren experimentos adicionales
para demostrar que la IL-2 es una molécula esencial para la supervivencia y actividad de las células Tregs €n

ratones que cursan la fase aguda de la infeccion por T. gondii. Nuestros resultados sugieren fuertemente que
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las cantidades limitantes de IL-2 favorecen la competencia entre Tregs Y Tefec Y que el agotamiento de IL-2 por
la activacion de Tregs conduce a la inmunosupresion de CD4* y CD8*. Estos eventos, por lo tanto, podrian
contribuir a la respuesta inmune altamente inflamatoria que es caracteristica durante la infeccion por T.
gondii.

Adicionalmente a la competencia que pudiera existir entre las células Tregs ¥ Tefec por la IL-2, es importante
explorar la posibilidad de la que las células Tregs también pudieran inducir el estado anérgico de las células T
de ratones infectados. Ya que nuestros resultados sugieren que los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
estimulan a las células T naive para que produzcan IL-2 y proliferen. Sin embargo cuando en estos cultivos de
linfocitos T de ratones infectados, las células Tregs NO son eliminadas selectivamente por “cell sorting”, éstas
Gltimas células podrian consumir la IL-2 presente en el medio restringiendo la posibilidad de que las células
anérgicas puedan capturar la IL-2 para revertir su estado. Mientras que en el caso de tener cultivos libres de
células Tregs, la IL-2 producida por la células naive-activadas in vitro puede ser compartida con las células
anérgicas para que puedan proliferar”. Probablemente esto explicaria porque en los cultivos de células T de

ratones infectados, la eliminacidn de las células Tregs conduce a la reversion de la supresion.

En general, mediante este estudio describimos un mecanismo de accion de las células Tregs que contribuye a
la regulacion de la respuesta inmune, dando lugar a una nueva visién sobre la inmunorregulacion descrita
previamente para la infeccion por T. gondii. Es decir, nuestros resultados demuestran que las células Tregs €n
su intento de modular la respuesta inmune activada por la infecciéon con T. gondii actian directamente sobre
las células Tefec, privando de IL-2 a esta poblacion e induciendo la muerte in vitro. Finalmente podemos decir
que nuestro estudio proporcionan evidencias que ayudan a tener una mejor comprension de los mecanismos
inmunoldgicos que podrian utilizar las células Tregs in vivo para regular la respuesta inmunitaria a la infeccién

por T. gondii.
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Apéndice.

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
Se mezclan las siguientes sales en la cantidad necesaria para obtener las concentraciones que se

describen: NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.2 mM.

PBS (Phosphate Buffered Saline) para purificacion de anticuerpos
Se mezclan las siguientes sales en la cantidad necesaria para obtener las concentraciones que se

describen: NaH2PO4 0.02 M, NaCl 0.15 M, pH 7.8.

Disolucion de Lisis de Eritrocitos.
Se mezclaron las siguientes sales en la cantidad necesaria para obtener las concentraciones que se

describen: NH4Cl 0.15M, KHCO3 10mM, EDTA 0.1mM.

Disolucion para separacion por “cell sorting”.

Se prepara una disolucién al 1X antibiéticos (penicilina y estreptomicina) en DPBS.

Disolucion de lavado para Inmunofluorescencias
Se prepara una disolucion al 1% SFB + 0.1% NaNs con DPBS (Los ensayos en donde se determina

viabilidad se usa la solucién sin NaNs).

Disolucion de separacién para perlas magnéticas.

Se prepara una disolucién con PBS (NaCl 154 mM, KH2PO4 1.0 mM, Na:HPO4 2.95 mM) + 2 mM
EDTA + 0.5% BSA y se desgasifica por 3 h.

NOTA: Todas las disoluciones se esterilizan en el autoclave antes de ser usadas o bien antes de

agregar el SFB o la BSA.
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