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Resumen

RESUMEN

El Toxoplasma gondii, es un parasito protozoario que infecta al hospedador mediante la
ingestion oral de quistes tisulares u ooquistes induciendo una respuesta inmune en el intestino
y sistémica del tipo Thl, produciendo inmunidad contra una re-infeccion. La infeccion
experimental oral de diferentes cepas de ratones resulta en dos modelos interesantes de
regulacion de la respuesta inmune. Los ratones C57BL/6 (H-2" desarrollan una ileitis
inflamatoria aguda (IBD), caracterizada por la sobreproduccion de IFN-y y la sintesis de
oxido nitrico en el intestino delgado dentro de los primeros siete dias que, dependiendo de la
dosis parasitaria inicial, puede producir la muerte debido al proceso inflamatorio. En cambio
los ratones C3H/He) y CBA/J (H-2%) muestran solo pequefios procesos inflamatorios,
cursando una infeccion aguda normal con establecimiento de la infeccion cronica.

En el presente estudio, se demuestra que los linfocitos intraepiteliales (IELs) primados
con antigeno de 7. gondii previenen la ileitis aguda en ratones susceptibles (CS7BL/6), e in
vitro reducen la produccion de quemoquinas inflamatorias por enterocitos infectados, evento
que estaria mediado por el TGF-f3 que secretan. Los IELs serian un componente esencial en la
homeostasis del intestino luego de la infeccion oral con este parasito.

Como un primer acercamiento en el conocimiento de la respuesta que este parasito
genera en ratones que cursan una infeccion aguda normal, se caracterizo la respuesta de la
linea celular enterocitica MODE-K (H-2) frente a la infeccion para estudiar su valor como
modelo in vitro. Estas células mostraron activarse frente a la infeccion con taquizoitos del 7.
gondii, secretando un patron de citoquinas y quemoquinas cuya cinética resulta cepa
especifica. Los IELs derivados de los ratones CBA/J mostraron reducir la expresion de
quemoquinas en los enterocitos infectados, y este efecto fue observado tanto en IELs no
primados como primados. Estos IELs de ratones naive, a diferencia de los provenientes de
ratones susceptibles, producirian citoquinas anti-inflamatorias en forma endodgena lo cual
podria ser un componente importante en la resistencia al desarrollo de la ileitis aguda frente a
la infeccion.

La segunda parte de esta tesis estuvo enfocada al estudio de la habilidad de antigenos
especificos del parasito de estimular in vitro una respuesta a nivel sistémico y de mucosas
luego de una infeccion oral de ratones susceptibles (C57BL/6) y resistentes (BALB/c [H-2°])

con el fin de evaluar su posible uso en el desarrollo de vacunas. Para esto se usaron formas




Resumen

recombinantes de los antigenos ROP2, GRA4 y TgPl. Los antigenos rROP2 y rGRA4
mostraron inducir una respuesta humoral, e in vitro estimularon una respuesta celular en
células de nodulos mesentéricos linfaticos y de bazo del tipo Thl, que resultaron variables
segun la cepa de raton que fue infectada. En cambio el antigeno rTgPI genera una baja
respuesta inmune durante la infeccion. Notablemente, la cepa de ratones C57BL/6 produjo
altos niveles de IFN-y y una baja produccion de IL-5, mientras que en BALB/c la produccion
de ambas citoquinas fue menor o nula respectivamente.

Estos antigenos fueron utilizados en ensayos de inmunizacion de ratones de las cepas
C57BL/6 y C3H con el fin de estudiar su valor inmunoprotectivo frente a la infeccion oral
cuando se los combina con hidroxido de aluminio como adyuvante. rGRA4 indujo una
proteccion parcial en ambas cepas de ratones, generando una respuesta predominante del tipo
Thl mientras que rROP2 confiri6 proteccion soélo en la cepa C3H, siendo ésta mas importante
que rGra4. La inmunizacion con una mezcla de rROP2 y rGRA4, como con una proteina
quimérica rROP2-rGRA4, indujo una proteccion parcial similar a la obtenida con el antigeno
rGRA4 solo (C57BL/6) o rROP2 solo (C3H). Finalmente, el valor inmunoprotectivo de
rGRA4 combinado con aluminio fue comparado con el producido por un sistema de vacunas
de ADN, obteniéndose valores similares de proteccion parcial. En otro estudio, rTgPI mostro
inducir una inmunidad protectora en ratones C3H tanto a nivel de formacion de quistes como
ante infecciones letales, sugiriendo una induccion de inmunidad durante la etapa aguda de la
infeccion. Estos resultados sugieren que estos antigenos podrian considerarse buenos

candidatos para el desarrollo de una vacuna multi-antigénica basada en aluminio.



Resumen

REGULATION OF THE INMUNE RESPONSE IN THE
INTESTINAL MUCOSA AGAINST TOXOPLASMA GONDII AND
IMMUNOPROPHILACTIC VALUE OF DIFFERENT PARASITE
ANTIGENS IN THE MURINE MODEL

ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a protozoan parasite that infects the host by oral ingestion of
tissue cysts or oocysts, with the induction of a systemic and intestinal Th1l immune response
resulting in the production of immunity against re-infection. There are two interesting models
of the immune response regulation in the experimental oral infection with cysts of different
strains of mice. C57BL/6 mice (H-2°) develop acute inflammatory ileitis (IBD) characterized
by the overproduction of IFN-y and nitric oxide synthesis in the gut after seven days of
infection, and depending on the initial parasite-dose this inflammatory response can result
lethal. In contrast, oral infection of C3H/HeJ and CBA/J (H-2%) reveal only mild
inflammation in the gut, resulting resistant to the acute phase of the infection with the
establishment of the chronic infection.

In the present study, we report that 7. gondii antigen-primed intraepithelial lymphocytes
(IELs) prevent the acute ileitis in C57BL/6 susceptible mice, and in vitro, reduce the
production of inflammatory chemokines by infected enterocytes, event that would be
mediated by TGF-B secretion. IELs could be an essential component in the gut homeostasis
after oral infection with this parasite.

As a first attempt to study the immune response induced by this parasite in mice
resistant to the acute infection, we have characterized the response elicited by the infection of
the enterocyte cell line MODE-K (H-2%) to evaluate its value as an in vitro model. Infection
with 7. gondii tachyzoites induced the activation of these cells, with the secretion of a
cytokine and chemokine pattern with a strain-specific kinetics. Both unprimed and antigen-
primed IELs isolated from CBA/J mice reduce chemokine expression by infected
enterocytes. These IELs from naive resistant mice, in contrast to the IELs from naive
susceptible mice, would produce endogenous anti-inflammatory cytokines that could result in

an important component in the resistance to acute ileitis after infection.




The second part of this thesis, has been focused on the study of the ability of specific
parasite antigens in stimulating in vifro a systemic and mucosal response in orally infected
susceptible (C57BL/6) and resistant (BALB/c [H—2d]) mice, in order to evaluate their possible
use in the development of vaccines. For this purpose, we have used recombinant forms of
ROP2, GRA4 and TgPI antigens. rROP2 and rGRA4 induce a humoral response, and
stimulated an in vitro cellular response in mesentheric lymph nodes and spleen cells, that
differ with the strain of mice. In contrast, rTgPI elicits a low immune response during the
infection. Remarkably, CS7BL/6 strain produced high IFN-y and low IL-5 levels, while in
BALB/c mice the production of both cytokines resulted lower or null respectively.

These antigens were also used in immunization assays of C57BL/6 and C3H mice in
order to study their immune protective value against oral infection when combined with alum
as adjuvant. rGRA4 induced partial protection in both strains of mouse, with a predominant
Thl response, while rROP2 conferred partial protection only in C3H mice, with a stronger
response compared to rGRA4. Immunizations of mice with a mix of rROP2 and rGRA4, and
with a chimeric rROP2-rGRA4 protein, induce a similar partial protection to rGRA4 alone
(C57BL/6) or rROP2 alone (C3H). Finally, the comparison of the immune protective value of
rGRA4 combined with alum with a DNA vaccine system, resulted in similar partial protective
values. In another study, rTgPI showed to reduce the brain cyst load in C3H and protect them
against a lethal challenge, suggesting that this protein could elicit immunity during the acute
phase of infection. These results suggest that these antigens could be considered as candidates

for the development of a multi-antigenic vaccine based on alum as adjuvant.
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ABREVIATURAS

Ag: antigeno

ARNm: ARN mensajero

ATPasa : hidrolasa de ATP

BSR : proteina recombinante especifica de bradizoito
CD: cluster de diferenciacion

CTL: citotoxicidad mediada por linfocitos T
DC: célula dendritica

EGF: factor de crecimiento epidérmico

ET : encefalitis toxoplasmica

GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos
h: horas

HSP : proteina de choque térmico

IECs: células epiteliales intestinales

IFN : interferon

IL: interleuquina

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible

IP-10: proteina inducible por IFN-y

IRN: intermediarios reactivos de nitrogeno
KO: knock out

LPLs: linfocitos de la lamina propia

mAc : anticuerpos monoclonales

MCP: proteina quimiotactica de monocitos
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
Min: minutos

MIP: proteina inflamatoria de macrofagos
NK: células natural killer

NML.: nédulos mesentéricos linfaticos

ON: 6xido nitrico

PBS:

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
RANTES: regulada en la activacion y normalmente expresada en células T
RE : reticulo endoplasmico

RMT: red membranosa tubulo-vesicular

SAG : antigeno de superficie

SFB: suero fetal bovino

SNC: sistema nervioso central

SRS : proteina de secuencia relacionada a SAG
TCA : acidos tricarboxilicos

TCR: receptor de células T

TGF: factor de crecimiento tumoral

Th: células T helper

TNF: factor de necrosis tumoral

TSo: sonicado de Toxoplasma

VP : vacuola parasitofora

WT: wild type
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1.1 - Toxoplasma gondii

El Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado descrito por primera vez
en 1908 por Nicolle y Manceaux en Africa del Norte y por Splendore en Brasil. La
designacion de la especie deriva del roedor Ctenodactylus gondi de Africa del Norte, del cual
este parasito fue aislado, y el nombre del género viene de la palabra griega roxon que significa
“arco” refiriéndose a la forma de media luna del organismo.

El Toxoplasma pertenece al phylum Apicomplexa, que consiste en parasitos
intracelulares que tienen una estructura celular polarizada caracteristica y un arreglo complejo
del citoesqueleto y de sus organelas en su extremo apical (Dubey y col, 1998). Otros
miembros de este phylum incluyen los patogenos humanos Plasmodium (causante de la
malaria) y Crystoporidium asi como también los patogenos de animales como FKimeria

(causante de la coccidiosis en pollos) y Sarcocystis.

1.2 — Ciclo de vida

El Toxoplasma es capaz de infectar y replicarse dentro de cualquier célula nucleada de
tejidos de todas las especies de mamiferos y aves examinadas (Wong et al, 1993; Dubey,
1998). Esto es contrario a otros miembros de la familia Sarcocystidae como Neospora sp.,
Sarcocystis sp y Hammondia sp. (Dubey, 1993), los cuales tienen un rango de hospedadores
mas restringido.

El T. gondii presenta ciclos de multiplicacion sexual en el intestino del gato y de otros
felinos salvajes (hospedadores definitivos), y un ciclo de multiplicaciéon asexual en los tejidos
de una multitud de mamiferos, incluido el hombre, y aves (hospedadores intermediarios).
Durante el curso de su ciclo, este parasito presenta tres estadios infectivos: el esporozoito
(dentro de ooquistes) caracteristico de la multiplicacién sexual, el taquizoito (en vacuolas
parasitoforas) y el bradizoito (en quistes tisulares), ambos caracteristicos de la multiplicacion

asexual. Estos tres estadios estan relacionados en un complejo ciclo de vida (Fig. 1.1).
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Figura 1.1: Diagrama del ciclo de vida de 7. gondii. Los componentes sexuales y asexuales del
ciclo de vida son potencialmente independientes; en particular, la fase asexual puede tedricamente
ciclar entre hospedadores intermediarios ad infinifum. No se conoce e! grado al cual las porciones
sexuales y asexuales del ciclo completo se mantienen una a la otra en la naturaleza.
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El ciclo sexual se inicia cuando un miembro de la familia felina ingiere ooquistes del
medio ambiente o tejidos infectados con quistes conteniendo bradizoitos. Las enzimas
proteoliticas del estdmago y del intestino delgado disuelven la pared de los quistes, liberando
los esporozoitos o bradizoitos que infectan las células epiteliales del intestino delgado del
felino y algunos pasan al estadio de taquizoito. Por otro lado algunos parasitos comienzan a
multiplicarse por esquizogonia y luego inician la formacion de los gametocitos o elementos
sexuales, que evolucionan a microgametocitos (del tipo masculino) y macrogametocitos (del
tipo femenino), mientras que otros se diferencian a bradizoitos para luego formar los quistes
tisulares. Los microgametocitos sufren una serie de divisiones nucleares (Dubey y col, 1972)
y dan lugar a 22 microgametas flageladas, las cuales nadan hacia las macrogametas maduras
para fertilizarlas y formar los zigotos. Luego de la fertilizacion, se forma la pared del ooquiste
con cinco capas alrededor del parasito (Ferguson y col, 1975). Las células epiteliales
infectadas se rompen y descargan los ooquistes dentro del lumen intestinal los cuales terminan
siendo excretados junto con las heces del felino. En este punto, los ooquistes son inmaduros y
no son infectivos. Una vez que entran en contacto con la atmosfera, se produce la
esporulacion que conduce a la formacion de esporozoitos, convirtiéndose asi en altamente
infectivos, pudiendo sobrevivir en el ambiente por varios meses y posiblemente hasta afios.
Cualquier animal de sangre caliente que ingiera esos ooquistes infectivos se convierte en un
hospedador para el ciclo asexual.

En el hospedador intermediario y también en el felino, luego de la ingestion de quistes
tisulares u ooquistes, se produce la infeccion de las células epiteliales intestinales (Fig. 1.1).
Los bradizoitos o esporozoitos liberados, respectivamente, se diferencian a taquizoitos. Este
estadio se encuentra durante la fase aguda de la toxoplasmosis. Ellos se replican dentro de una
vacuola parasitofora intracelular con un tiempo de generacion de 6 a 8 horas (in vitro) durante
el cual se acumulan de 64 a 128 parasitos por célula (Radke y col, 1998), momento en el cual
la membrana plasmatica de la célula hospedadora se rompe y los parasitos son liberados al
medio extracelular. Los taquizoitos libres pueden infectar virtualmente cualquier célula
nucleada que encuentren, y continuar la replicacion intracelular dispersindose por todos los
tejidos del hospedador. Si no son controlados por el sistema inmune, los taquizoitos son
altamente virulentos y causan una toxoplasmosis generalizada que resulta siempre fatal

(Frenkel, 1967). Entonces, la induccién de la respuesta inmune mediada por células T y la




resistencia al estadio de taquizoito es un paso clave en el ciclo de vida del 7. gondii, ya que
determina la supervivencia del hospedador y la del parasito mismo.

Luego de que el animal infectado desarrolla inmunidad, los taquizoitos se diferencian a
bradizoitos, forma del parasito que presenta una multiplicacion lenta que es esencialmente
inactiva e inocua. Los bradizoitos sobreviven dentro de quistes tisulares que estan aislados del
sistema inmune del hospedador por la pared quistica, que esta compuesta principalmente por
productos derivados del tejido del hospedador. Estos quistes comienzan a aparecer alrededor
de los 7 a 10 dias luego de la infeccion y definen el estadio crénico del ciclo asexual. Estos
quistes se encuentran principalmente en el sistema nervioso central y tejido muscular, en
donde residen durante toda la vida del hospedador.

Luego de la ingestion de quistes tisulares en carne cruda o mal cocida proveniente de
un hospedador cronicamente infectado, como se menciond arriba, los bradizoitos liberados
infectaran el epitelio intestinal del proximo hospedador susceptible y se diferenciaran al
estadio de taquizoito para completar asi el ciclo asexual. Los componentes sexual y asexual
del ciclo de vida son potencialmente independientes; en particular, la fase asexual puede

teoricamente ciclar entre hospedadores intermediarios ad infinitum.

1.3 — Morfologia y caracteristicas

1.3.1- El taquizoito

El T© gondii es un miembro de los Alveolados porque posee un complejo de membrana
interna que consiste en vesiculas membranosas aplanadas que se ubican justo por debajo de la
membrana plasmatica (Lindsay y col, 1997). En los Apicomplexa, esta estructura
trimembrana es llamada peliculo y es discontinua en el extremo anterior, en el microporo
situado lateralmente, y en el poro que se encuentra en el extremo posterior. El taquizoito
posee las organelas celulares clasicas: nicleo, mitocondria, reticulo endoplasmico, aparato de
Golgi y ribosomas, y dado su estilo de vida intracelular obligado, posee un numero de
organelas secretorias reguladas: las micronemas, las roptrias y los granulos densos (Fig. 1.2 y
1.3C). Las roptrias son estructuras secretorias, que consisten cada una en un cuello anterior
angosto que se extiende dentro del interior del conoide, y una parte posterior con forma de

saco. Las micronemas son estructuras con forma de baston que aparecen mayoritariamente en
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el extremo apical del parasito. Los granulos densos tienen una localizacion mas generalizada
dentro de la célula. Cada compartimento tiene su propio complemento de proteinas cuya

funcion es consistente con el momento de su liberacién.

6rdnulo denso  Golgi
Reticulo Apicoplasto

Mitocondria

Figura 1.2: Dibujo esquemdtico de un taquizoito de 7. gondii, mostrando las principales organelas
del estadio asexual del pardsito.

Figura 1.3: A. Taquizoitos libres (flecha larga). B. Taquizoitos dentro de una vacuola
parasitéfora intracelular (flecha larga) y se indica un pardsito libre (flecha corta). C.
Micrografia electrénica de transmisién de un taquizoito de T. gondii en un exudado celular
peritoneal de un ratén. C, conoide; dg, grdnulo denso; m, micronema; n, nicleo; r, roptrias; pv,
vacuola parasitéfora.
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El citoesqueleto del 7. gondii es un complejo de estructuras que han evolucionado
aparentemente para proveer una integridad estructural, para dirigir una secrecion polarizada y
para permitir que el parasito pueda deslizarse a través de las superficies e invadir células
hospedadoras (Frixione y col, 1996; Morrissette y col, 1997; Nichols y col, 1987). El conoide
es una estructura con forma de cono situada en el extremo anterior de la célula y rodeada por
2 anillos (Fig. 1.4). Hay dos microtubulos que se extienden desde los anillos y pasan a través
del centro del conoide, que se cree que funcionan como un andamio que dirige a las roptrias y
micronemas para pasar a través del conoide y secretar su contenido en el extremo apical
(Nichols y col, 1987). Justo posterior al conoide, hay un anillo polar que funciona como un
centro de organizacion de donde emanan microtiibulos que descienden en forma de espiral.
Aunque los taquizoitos se pueden mover por deslizamiento, flexion, ondulacion y rotacion, no

tienen medios visibles de locomocion como cilias, flagelos o pseudopodios.

Microtibulos

. Anillo apical 1
internos

Anillo apical 2

Microtibulos
del conoide

Anillo polar 1
Anillo polar 2

Complejo de
membrana
inferna

Plasmalema

Figura 1.4: Representacion esquemdtica del complejo apical de 7. gondii. Modificado de Dubey y
col, 1998.
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El taquizoito tiene una forma de media luna, con un tamafio aproximado de 4 a 8 um de
largo por 2 a 4 um de ancho (Smith 1995), y presenta un extremo anterior puntiagudo
(conoidal) y un extremo posterior redondeado (Fig.1.2 y 1.3C). Este estadio del parasito posee
una tasa de multiplicacion rapida dentro de cualquier célula del hospedador intermediario y en
el hospedador definitivo en células que no sean epiteliales intestinales. Los taquizoitos se
encuentran en la célula hospedadora dentro de una vacuola parasitofora intracelular (Fig.
1.3B), en donde se multiplican asexualmente mediante endodiogenia repetida (Fig. 1.5), una
forma especializada de reproduccién en la cual dos progenies se forman dentro del parasito
materno, consumiéndolo (Sheffield y col, 1968). La célula hospedadora se rompe cuando ya
no puede soportar el crecimiento de los taquizoitos, los cuales quedan liberados al medio
extracelular e invaden células adyacentes. Esta multiplicaciéon rdpida del parasito es

caracteristica de la fase aguda de la infeccion.

Figura 1.5: A. Diagrama de la enododiogenia. A medida que el pardsito comienza a dividirse, dos
complejos de membrana interna (CMIs) empiezan a desarrollarse en el medio de la célula de donde
aparece un conoide rudimentario y un centro de organizacién microtubular (anillo polar). A medida que
el CMI se extiende desde estas estructuras, el niicleo (N) y la mitocondria (Mitoc) se dividen dentro
del contorno de esta membrana. Las organelas apicales nacientes (ON) se desarrollan dentro de los
polos a medida que las células hijas crecen. Eventualmente, el citoplasma completo se divide entre las
hijas y el CMI de la madre se disocia. Un surco de clivaje divide las células a partir del polo anterior.
Esta divisidn continla hacia abajo a lo largo de las células hasta que llega al extremo posterior, en
donde deja un cuerpo residual conectando las dos hijas. RE: reticulo endopldsmico. (Black y Boothroyd,
2000) B. Micrografia electrdnica de transmisién de un taquizoito durante la endodiogenia dentro de
un macréfago peritoneal murino para formar dos taquizoitos hijos.

7
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1.3.2 - El bradizoito

Es la forma proliferativa lenta del parasito que se multiplica dentro de un quiste tisular.
Los quistes tisulares crecen y permanecen en el citoplasma de la célula hospedadora a medida
que los bradizoitos se dividen por endodiogenia. Los quistes en general son esféricos y varian
en tamafio: los jévenes pueden medir 5 um de didmetro y contener solo 2 parasitos, mientras
que los mas viejos pueden contener cientos de organismos y medir hasta 100 um (Fig. 1.6)
(Dubey, 1977; 1993). Se localizan principalmente en tejidos neurales y musculares,
incluyendo cerebro, ojos y musculo esquelético y cardiaco (Dubey, 1988), pero también
pueden localizarse en érganos viscerales. Los quistes tisulares pueden permanecer durante
toda la vida del hospedador sin causar una repuesta inflamatoria. La aparicion y la

persistencia de los quistes son caracteristicas de la fase crénica de la infeccion.

Figura 1.6: Quistes tisulares de 7. gondii en cerebros de ratones. A. Quiste tisular con tres
bradizoitos, cada uno con un nicleo terminal (flechas). Notar la fina pared del quiste (flecha
corta). Impresidn de impregnacién con plata y tincién con Giemsa. B. Tres quistes con paredes
bien definidas (flechas cortas). Notar el quiste tisular con dos bradizoitos, cada uno con un
nicleo terminal (flechas). Impresién de impregnacién con plata y tincién con Giemsa. €. Quiste
tisular intracelular en seccién. Notar la fina pared del quiste (flecha) y el nicleo de la célula
hospedadora (flecha corta). Tincién con hematoxilina y eosina. D. Quiste tisular con numerosos
bradizoitos PAS-positivos (flechas cortas) envueltos en una pared PAS-negativa (flecha). Tincidn
PASH. E. Quiste tisular liberado del cerebro de un ratén. Notar la pared del quiste (flecha)
envolviendo cientos de bradizoitos. Impresién sin tefiir. (Dubey y col, 1998)
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La morfologia del bradizoito es muy semejante a la del taquizoito aunque es mds
pequefio: mide aproximadamente 7 por 1.5 um. El bradizoito tiene el micleo situado hacia el
extremo posterior, contiene granulos de amilopectina que constituirian una reserva energética
(Dubey y col, 1988) y son menos susceptibles a la destruccidn por enzimas proteoliticas que
los taquizoitos (Jacobs y col, 1960).

1.3.3 - El esporozoito

A nivel estructural, el esporozoito es similar al taquizoito, excepto que hay mayor
abundancia de micronemas, roptrias y granulos de amilopectina. Este estadio es el resultado
de la reproduccion sexual del parédsito que ocurre en las células epiteliales del intestino del
gato. Cada ooquiste contiene dos esporoquistes, los cuales a su vez contienen cuatro
esporozoitos cada uno (Fig. 1.7) (Frenkel y col, 1970).

Figura 1.7: Ooquistes de T. gondii. A. Ooquiste sin esporular. Notar la masa central
(esporonte) que ocupa la mayoria del ooquiste. B. Ooquiste esporulado con dos esporoquistes. Se
visualizan cuatro esporozoitos (flechas) en uno de los esporoquistes. €. Micrografia electrénica
de transmisién de un quiste esporulado. Notar la fina pared del ooquiste (flecha larga), dos
esporoquistes (flechas cortas) y esporozoitos, uno de los cuales estd cortado longitudinalmente
(flecha pequefia) (Dubey y col, 1998)




1.4 — Invasién de la célula hospedadora

1.4.1 — Adhesion

Para que un patogeno intracelular logre entrar en una célula, primero debe hacer un
contacto intimo con la superficie de la célula. Como las membranas lipidicas del hospedador y
del patégeno normalmente poseen una carga neta negativa, se requieren interacciones
receptor-ligando para vencer esta fuerza repulsiva y mantener la union firme requerida tanto
para la movilidad como para la invasién. El 7. gondii es inusual entre los patdgenos
intracelulares conocidos debido a que es promiscuo en su habilidad de invadir una amplia
variedad de células hospedadoras.

La membrana plasmatica de los taquizoitos y bradizoitos consiste predominantemente
en una variedad de proteinas que estan unidas a la membrana por un motivo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Nagel, 1989; Tomavo y col, 1989), en donde la mayoria son
miembros de la familia del antigeno de superficie 1 (SAG1) o SAG2 (Lekutis y col, 2000;
Manger y col, 1998; Boothroyd y col, 1998). SAGI (Burg y col, 1988) es la proteina de
superficie mas abundante (Kasper y col, 1983; 1993) y ha sido implicada, al menos en parte,
en los eventos iniciales de adhesion a la membrana de la célula hospedadora (Grimwood y
col, 1992; Mineo y col, 1994; 1993; Robert y col, 1991). Otro antigeno de la familia SAGI
implicado en el proceso de adhesion antes de la invasion del parasito es el antigeno SAG3.
Utilizando un mutante nulo para este antigeno, Dzierszinski y col (2000) demostraron que
estos parasitos exhibian una reduccion en su habilidad de adherirse a las células hospedadoras
in vitro, con lo cual resultaban menos virulentos.

Hay evidencia que demuestra la habilidad de los parasitos de unirse a laminina, proteina
de la matriz extracelular (Furtado y col, 1992a; 1992b), ya que los anticuerpos dirigidos
contra esta proteina, bloquean la adhesién del parasito en un nivel similar al visto con
anticuerpos anti-SAGI (Furtado y col, 1992a ; Mineo y col, 1994).

La contribucion de la superficie de la célula hospedadora a la adhesion ha sido menos
estudiada. Se ha observado en ciertas lineas celulares que la union del parasito aumenta tres
veces cuando las células proceden de la fase G, a la fase media-S, y decrece a niveles basales
cuando las células entran en la fase Go/M (Grimwood y col, 1996). En este mismo estudio,

también se demostré que un suero policlonal contra células en la fase media-S es tres veces
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mas efectivo en bloquear la adhesion del parasito que el suero contra la fase G,. Estos datos
sugieren que el Toxoplasma estaria utilizando en la adhesion un ligando antigénico similar en
diferentes lineas celulares, aunque no se excluye la posibilidad de un epitope dependiente del
ciclo celular que bloquee la interaccion por impedimento estérico.

Hasta ahora, el mecanismo de accion preciso de las lectinas, laminina y proteinas de la
superficie del parasito que interaccionan con los ligandos de la célula hospedadora e
intervienen en la adhesion del 7. gondii a la célula, no esta totalmente definido. La
incapacidad de identificar un solo ligando que intervenga en la invasion sugiere que este es un
proceso que no depende de un solo receptor o molécula de interaccion, sino que se trataria de
la intervencion de sistemas sinérgicos y complementarios. Esta podria ser una explicacion a la

gran variedad de células hospedadoras y de animales que este parasito puede infectar.

1.4.2 - Invasion

El T. gondii penetra activamente tanto a células fagociticas como no fagociticas,
mediante un proceso de deslizamiento activo (“gliding”) dependiente de actina-miosina
(Sibley y col, 1999). La invasion se inicia con la reorientacion del parasito para crear un
contacto entre el extremo apical y la membrana de la célula hospedadora. La locomocion del
parasito entero, ocurre moviendo la posicion de contacto entre la superficie celular y el
sustrato a lo largo del cuerpo del parasito en la misma orientacion de los microtubulos
subpeliculares. Debido a la forma creciente del parasito y a la forma espiralada de su
citoesqueleto, este deslizamiento en forma de tirabuzon a través de la superficie resulta en una
trayectoria de vueltas helicoidales alrededor del eje longitudinal de la célula (Hakansson y
col, 1999; King, 1988; Russell y col, 1981; Stewart y col, 1988). Esta entrada es rapida (de 5
a 30 segundos), con una constriccion del cuerpo del parasito a medida que pasa dentro de la
célula hospedadora (Fig. 1.8). Esta demostrado que la movilidad del parasito es absolutamente
necesaria para la invasion, ya que mutantes de 7oxoplasma resistentes a citocalasina D logran
invadir lineas celulares sensibles en presencia de la droga, mientras que la invasion quedo
completamente bloqueada cuando se utilizaron parasitos normales con células resistentes a la
droga (Dobrowolski y col, 1996).

Una vez dentro de la célula hospedadora, el parasito queda envuelto en un

compartimento no fusigénico llamado vacuola parasitofora (VP) que se genera durante la
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invasion (Lingelbach y col, 1998). Por microscopia electronica, se confirm¢ la participacion
de organelas secretorias en la invasion del pardsito. Estudios mas recientes confirmaron que
las micronemas, las roptrias y una tercer clase de organela, los granulos densos, secretan sus
contenidos en una serie de eventos precisamente orquestados durante la invasion (Carruthers
y col, 1997). Las micronemas descargan sus contenidos durante el contacto inicial del polo
apical del parasito con la superficie de la célula hospedadora (Carruthers y col, 1999).
Inmediatamente después, las roptrias parecen inyectar sus contenidos dentro del citoplasma
local de la célula hospedadora (Nichols y col, 1983). Finalmente, una vez que el parasito esta
totalmente encapsulado en su VP, la secrecion de los granulos densos se activa para liberar
proteinas dentro del lumen de la VP (Leriche y col, 1990; Carruthers y col, 1997).

A

Figura 1.8: Invasién del Toxoplasma. A. Ilustracién de los eventos criticos asociados a la la
invasién de la célula hospedadora. La secrecidn de las roptrias estd representada por las vesiculas
vacias y la liberacién de material membranosos dentro de la vacuola parasitéfora que se estd
formando. A medida que el pardsito se desliza dentro de la célula (como se indica por la
constriccién del cuerpo del pardsito), una unién mévil (UM) se forma entre la superficie del
pardsito y el plasma de la célula hospedadora. (Black and Boothroyd, 2000). B. Micrografia
electrdnica de transmisién de un taquizoito penetrando en un neutréfilo peritoneal de un ratén.
(Dubey y col, 1998)
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1.4.3- Micronemas

Son organelas pequeiias y alargadas, que se encuentran tipicamente orientadas a lo largo
del eje principal del parasito dentro del extremo apical y en la periferna debajo de la
membrana interna (Dubey y col, 1998). Los contenidos de estas organelas son descargados
durante el contacto inicial del polo apical del parasito con la superficie celular (Carruthers y
col, 1999a). Luego de la descarga, algunas proteinas de las micronemas permanecen asociadas
con la superficie apical del parasito en donde se cree que median la adhesion mediante la
uniéon a proteinas en la célula hospedadora (Carruthers y col, 1997, Garcia-Reguet y col,
2000).

Se han confirmado once proteinas en las micronemas y se han identificado al menos
nueve proteinas adicionales basadas en sus propiedades de secrecion u homologia con otras
proteinas conocidas (Achbarou y col, 1991; Fourmaux y col, 1996a; Wan y col, 1997,
Brydges y col, 2000; Donahue y col, 2000; Garcia-Reguet y col, 2000, Hehl y col, 2000;
Brecht y col, 2001). Estos estudios demostraron primero, que la mitad de estas proteinas son
del tipo I de proteinas de membrana, con una uUnica secuencia intramembrana situada cerca del
C-terminal; segundo, que muchas proteinas (MICsl-4 y 6-9) contienen dominios adhesivos
que se encuentran en proteinas de vertebrados tales como integrinas, trombospondina,
kalikreina y factor de crecimiento epidérmico (EGF) (ver Tomley y Soldati, 2001); y tercero,
que las proteinas de las micronemas a menudo funcionan en complejos adhesivos, como por
ejemplo el complejo MIC2/M2AP (proteina asociada a MIC2) (Rabenau y col, 2001). Este
complejo presumiblemente se engancha a proteinas de la célula hospedadora y a medida que
el parasito penetra, el complejo ocupa la unidn en movimiento, una yuxtaposicion del parasito
y la membrana plasmatica de la célula hospedadora que se desliza sobre el zoito durante la

entrada.

1.4.4- Roptrias

Durante la invasion, las roptrias secretan sus contenidos dentro de la VP naciente a
través de un ducto angosto formado en el conoide por la fusion de la membrana de las roptrias
con el extremo apical (Nichols y col, 1983; Prochet-Hennere y col, 1983). Las roptrias del 7.

gondii contienen al menos 8 proteinas conocidas, ROP1 a ROP8 (Ossorio y col, 1992;
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Beckers y col, 1997; Leriche y col, 1991), las cuales estan involucradas en la biogénesis de la
VP (Beckers y col, 1994; Saffer y col, 1992) y en su asociacion con organelas del hospedador
(Sinai y col, 2001). El pI basico de varias de las principales proteinas de las roptrias (ROP2-5)
ha llevado a la proposicion de un rol de polipéptidos policationicos en la penetracion del
hospedador, cuya actividad es a través de alteraciones energia-dependientes de las proteinas
de la membrana o alteracion de la microviscosidad de la membrana a través de la
intercalacion en la bicapa lipidica (Werk y col, 1984).

Otra proteina de las roptrias cuya funcién fue demostrada por Sinei y col (2001) es la
ROP2. Esta proteina seria un posible mediador en el proceso llamado “asociacion organela-
membrana” de la VP mediante el cual el parasito incorpora lipidos y/o precursores de lipidos
de la célula infectada (Sinai v Joiner, 1997; Sinai y col, 1997). Esta proteina se localiza en la
membrana de la VP con su dominio N-terminal expuesto al citosol de la célula hospedadora el
cual se inserta dentro de las membranas externas de la mitocondria estableciendo una

asociacion estable (Sinai y col, 2001)

1.4.5 — Granulos densos

Luego de que la VP se formd, se desarrolla una red membranosa tubulo-vesicular
(RMT) dentro de ella. Algunas de las membranas de la RMT estan conectadas a la membrana
de la VP (Sheffield y Melton, 1968; Sibley y col, 1986; 1985; 1995). La RMT parece derivar
del extremo posterior del taquizoito (Sibley y col, 1995). Los granulos densos liberan sus
contenidos desde los polos anterior y posterior del parasito (Carruthers y Sibley, 1997). La
funcion de esta red pareceria que es aumentar el area superficial de la VP y al menos cuatro
proteinas de los granulos densos (GRA1, GRA2, GRA4 y GRAG6) se asocian a la RMT
(Achbarou y col, 1991; Labruyere y col, 1999).

Se ha propuesto que GRA3, una proteina soluble que se oligomeriza e inserta en la
membrana de la VP, podria funcionar como un complejo formador de poros (Ossorio y col,
1994). Estos poros servirian para la adquisicion de purinas en la forma de ATP citosdlico del
hospedador, ya que el Toxoplasma es auxotrofo para la biosintesis de purinas (Perrotto y col,
1971; Shwartzman y Pferfferkorn, 1982). Existen dos isoformas del nucledsido trifosfato
hidrolasa (NTPasa), que pueden cumplir un rol en el procesamiento de nucleotidos en la via

de recuperacion de purinas y la ciclofilina 18 (High y col., 1994).
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Las proteinas GraS y GRAS, se localizan en la membrana vacuolar y permanecen
segregadas de aquellas dentro de la red tubular (Carey y col, 2000; Ossorio y col, 1994).
Recientemente se ha descrito una proteina que forma parte de los granulos densos y que es un
inhibidor de serin proteinasas (TgPI) (Pszenny y col, 2000) que se secreta al lumen de la VP
cuando los parasitos entran a la célula hospedadora (Pszenny y col, 2002). La TgPI pertenece
a la superfamilia de los inhibidores tipo KAZAL no clasicos, con cuatro dominios KAZAL.
Los dos primeros tienen actividad de inhibicion de tripsina, triptasa y quimiotripsina, y en
menor medida inhiben triptasa y trombina. Los dos segundos dominios inhiben elastasas de

neutrofilos humanos y de pancreas y también quimiotripsina.

1.4.6- Desarrollo intracelular

El ciclo de multiplicacion del Toxoplasma en la célula, a partir de la invasion luego de la
lisis celular (fibroblasto), dura alrededor de 48 horas. El parasito se divide por endodiogenia y
el tiempo de duplicacion es alrededor de 6 horas. Todos los parasitos de una misma vacuola se
dividen al mismo tiempo. El crecimiento intracelular en el seno de la VP confiere al parasito
una cierta proteccion contra el sistema inmunologico del hospedador, pero este crecimiento
necesita asegurarse los nutrientes que pueden ser adquiridos debido a la asociacion estrecha

con la célula hospedadora.

1.4.7 - Interaccion parasito / célula hospedadora

La VP que rodea al parasito todo el tiempo que este se encuentra dentro de la célula
hospedadora, determina las interacciones con las organelas de la célula e interviene en el
intercambio de nutrientes y metabolitos. La VP sufre un proceso de maduracion durante las
primeras horas luego de la invasion, que implica la incorporacién de proteinas parasitarias en
la membrana y la asociacion del reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias de la célula
hospedadora alrededor de la vacuola.

La vacuola generada durante la invasion del 7Toxoplasma es inusual en que no se
acidifica (Sibley y col, 1985) o fusiona con ninguna vesicula citoplasmatica. El parasito

previene el proceso endocitico mediante la exclusion o eliminacién rapida de las proteinas
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integrales de membrana de la célula hospedadora y la modificacion extensiva con proteinas
propias (Lingelbach y Joiner, 1998; Mordue y col, 1999).

La VP es luego transportada, presumiblemente a lo largo de microtubulos del
hospedador, a una posicion yuxtanuclear en donde se rodea del RE y de la mitocondria del
hospedador. Se ha propuesto que el reclutamiento de estas dos organelas de la célula
hospedadora podria servir para proveer lipidos para la VP (Trotter y col, 1994).

Como se mencion6 anteriormente, el 7oxoplasma ademas de ser auxotrofo para la
biosintesis de purinas también lo es para el triptofano. Esto fue demostrado por Pfefferkorn
(1984) quien observd que la inhibicion de la multiplicacion del Toxoplasma en fibroblastos
activados con IFN-y era dependiente de la concentracion celular de triptofano, y que el IFN-y
inhibe el crecimiento del parasito mediante la induccion de la enzima indolamina 2,3-

dioxigenasa que degrada triptofano (Pfefferkorn, 1986).

1.4.8 - Interconversion taquizoito-bradizoito

El taquizoito es la forma proliferativa del parasito, mientras que el bradizoito es la forma
de division lenta que aparece y se enquista luego de una fuerte respuesta inmunologica del
hospedador. La interconversion entre taquizoito y bradizoito no solo juega un papel pivote en
el establecimiento de la infeccion cronica (taquizoito-bradizoito), sino que también es

responsable de la reactivacion de la enfermedad (bradizoito-taquizoito).

Diferenciacion bradizoito-taquizoito

Gracias a los anticuerpos monoclonales especificos de los estadios parasitarios, se pudo
analizar la cinética de conversion de bradizoitos a taquizoitos in vitro (Soete y col, 1993,
Bohne y col, 1993). La diferenciacion de bradizoito en taquizoito pasa por estados
intermediarios que co-experimentan antigenos especificos de los dos estadios (Soete y col,
1993). In vivo, el pasaje de bradizoito a taquizoito se evidencia al bloquear el [FN-y (Silva y

col., 1998).

Diferenciacion taquizoito-bradizoito
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La transformacion espontanea de taquizoitos en bradizoitos se puede observar en
cultivos celulares y conduce a la formacion de quistes in vifro. La conversion esta asociada
con cambios morfolégicos y moleculares bioldgicos, incluyendo la expresion de antigenos
estadio-especificos y alteraciones en el metabolismo (Ferguson y Hutchison, 1987; Denton y
col, 1996). Los estudios usando anticuerpos monoclonales (mAc) para la expresion de
proteinas estadio-especificas durante la conversion in vitro, demostraron que la conversion de
estadio dentro de una misma vacuola parasitofora es asincronica y la expresion de proteinas
especificas de bradizoito es jerarquica en parasitos que sufrian conversion de estadio (Soete y
col, 1993).

El modelo in vitro mas ampliamente usado involucra el crecimiento de parasitos en
medio alcalino (Soete y col, 1993), que tiene en comun con otros métodos como choque
térmico o condiciones acidas, en que parecen basarse en una induccion de estrés en el
parasito. Los inhibidores de la funcién mitocondrial y los inductores de estrés oxidativo
también han demostrado inducir el enquistamiento in vitro (Soete y col, 1994; Bohne y col,
1994). Se han identificado varias proteinas de superficie, enzimas y proteinas de choque
térmico (HSP) estadio-especificas (ver Bohne y col, 1995; Parmley y col, 1995; Toursel y col,
2000).

La caracterizaciéon bioquimica de ambos estadios reveld que existen diferencias en el
metabolismo de carbohidratos (Ferguson y Hutchison, 1987; Tomavo, 2001). La presencia de
granulos de amilopectina en bradizoitos pero no en taquizoitos, apoya aun mas estas
diferencias. Estas diferencias estarian asociadas con el ciclo de acidos tricarboxilicos y el
camino de fosforilacion oxidativa (Ferguson y Hutchison, 1987). Recientemente se ha
demostrado que los bradizoitos poseen una ATPasa del tipo P que esta ausente en taquizoitos
(Holpert y col, 2001).

1.5 — Estructura genética poblacional

La mayoria de las cepas de 7. gondii (>94%) tienen un alto grado de similitudes
morfoldgicas, antigénicas y moleculares, y caen en una de la tres lineas clonales distintas: tipo
I, I1 o 111, en lugar de mostrar la mezcla esperada de una poblacion sexual (Howe and Sibley,

1995). Estos tres linajes clonales poseen solamente dos alelos en cualquier locus dado, los




cuales son altamente similares con un 98% de identidad a nivel nucleotidico. Este patron
sugiere que la mayoria de las cepas actuales de 7. gondii fueron derivadas de un unico
cruzamiento genético reciente entre dos cepas parentales (Grigg y col, 2001a). De hecho se
estima que estos tres linajes clonales comparten un ancestro comun dentro de los Ultimos
10.000 afios y representan formas exitosas del cruzamiento genético recién descrito, las cuales
incorporaron a su ciclo de vida la capacidad de transmision oral de quistes tisulares (Su y col,
2003).

Los tres tipos clonales aparentemente no son estados polimérficos menores 0 azarosos
sin consecuencia fenotipica: las cepas del linaje del tipo I son altamente virulentas en ratones
y quizas para humanos (Grigg y col, 2001b) y se definen por tener un LDj¢ de un unico
organismo viable; comparten una combinacion de alelos en diferentes loci, y este patron es
diferente del que se encuentra en las cepas no virulentas. Recientemente se han mapeado loci
que correlacionan con virulencia en los cromosomas VI y VII (Su y col, 2002). Las cepas
restantes se encuentran comprendidas en dos tipos clonales discretos conocidos como tipos 11
y 11I; son relativamente no virulentas con un tipico LDso > 10° y establecen facilmente una
infeccion cronica en ratones (Howe y col, 1996), con la formacion de altos nameros de
quistes. Las cepas del tipo II son las mas comunes tanto en animales infectados cronicamente
como en los casos humanos de toxoplasmosis, mientras que las cepas del tipo III estan
ampliamente confinadas a animales (ej. aves, gatos, roedores) que en general no son fuente de
alimento tradicionales para humanos.

Dada la pequefia mezcla genética de alelos que se observa entre las distintas cepas, la
recombinacion meidtica no parece ser el principal mecanismo en generar la diversidad
genética en las poblaciones naturales de este parasito. Hay varias razones que intentan
justificar la clonalidad extrema de las poblaciones naturales del 7. gondii: (1) los
hospedadores intermediarios se infectan tipicamente con una sola cepa de manera que cuando
sirven de alimento para un gato, la infeccion resultante es monotipica y no lleva a la
formacion de nuevos genotipos, (2) la transmision directa entre hospedadores intermediarios
sucesivos hace que el gato no sea esencial en el ciclo de vida, salteando de esta manera el

ciclo sexual.

1.6 — Toxoplasmosis
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1.6.1 - Infeccion

El hombre y los animales pueden infectarse con las tres formas del parasito. La
infeccion por via oral es la causa principal y natural de adquinr la enfermedad. El hospedador
puede infectarse mediante la ingesta de carne infectada cruda o mal cocida, especialmente
porcina, de carnero y de animales salvajes de caza, o por la ingesta de comidas crudas que han
estado en contacto con carne infectada. Otra forma de infeccion es a través de la ingesta de
ooquistes que los gatos han esparcido con sus heces, los cuales pueden encontrarse en frutas o
vegetales sin lavar, en la tierra, o el agua contaminada sin filtrar.

La infeccion con taquizoitos se produce cuando una mujer o animal hembra se primo-
infecta durante la prefiez, entonces hay un pasaje transplacentario del parasito desde la madre
al feto. En el humano, otras formas de infeccion se pueden producir por transfusion

sanguinea, transplante de 6rganos o accidente de laboratorio.

1.6.2- Patologia: Toxoplasmosis adquirida

En adultos, la severidad de la infeccion con 7. gondii se correlaciona con el estado
inmunologico de la persona infectada. La toxoplasmosis en los adultos inmunocompetentes es
generalmente suave o clinicamente silenciosa. Las infecciones suaves pueden resultar en
linfoadenopatias, fiebre, fatiga y malestar, todos sintomas que se resuelven en semanas o
meses sin un tratamiento especifico.

Sin embargo, la infeccidn en personas inmunocomprometidas, puede ser severa. La
inmunosupresion causada por una terapia (inmunosupresores, corticoides), hemopatia maligna
(leucemia), sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o por desordenes
linfoproliferativos puede resultar en la reactivacion de infecciones latentes del 7. gondii. La
reactivacion puede ocurrir en una variedad de tejidos, pero el sistema nervioso central es el
sitio de mayor importancia clinica dado que la replicacion descontrolada del parasito puede
llevar a la encefalitis toxoplasmica (ET). Esto es debido a que los bradizoitos revierten a
taquizoitos que rapidamente proliferan en astrocitos y microglia (Fagard y col, 1999; Luder y
col, 1999) generando focos de necrosis tisular en el sitio inicial del quiste tisular. En ausencia

de tratamiento, esta reactivacion resulta casi siempre fatal.




1.6.3 - Toxoplasmosis congénita

Las mujeres infectadas con 7. gondii antes de la concepcion, salvo raras excepciones
(Vogel y col, 1996), no transmiten la infeccion a sus fetos. Las mujeres que se infectan con el
parasito durante el embarazo o que sufren una reactivacion de la infeccién cronica (Mitchell y
col, 1990; Minkoff y col, 1997) pueden transmitir la infeccion a sus fetos a través de la
placenta. El riesgo de infeccion congénita es minimo cuando la infeccion aguda materna
ocurre durante el primer trimestre (10-25%) y maximo cuando ocurre durante el tercer
trimestre (60-90%) (Foulon y col, 1999; Dunn y col, 1999). Sin embargo, la severidad de la
enfermedad es mayor si la infeccion es adquirida durante el primer trimestre (Remington y
col, 2001; Holliman, 1995). El riesgo total de infeccion congénita a partir de una infeccion
aguda durante el embarazo es de 20 a 50%.

Alrededor del 10-33% de las infecciones adquiridas durante el embarazo resultan en
abortos espontaneos, muerte neonatal o toxoplasmosis severa que se caracteriza por
hidrocefalea, encefalitis, retardos psicomotores, convulsiones y coriorretinitis (Tenter y col,
2000). Sin embargo, mas del 67% de las infecciones fetales son generalmente asintomaticas
en el nacimiento, pero si se les hace un seguimiento hasta la adultez, se observa el desarrollo
de incapacidades de aprendizaje o visuales a lo largo de su crecimiento (Carter y col, 1986;
Wilson y col, 1980). Si no se los trata, la toxoplasmosis congénita puede resultar una
enfermedad severa y hasta fatal (Desmont y col, 1974). El tratamiento durante el primer afio
de vida, apenas se diagnostica la toxoplasmosis congénita, reduce los riesgos de la
manifestacion clinica. En cambio existen controversias en cuanto al valor del tratamiento en

la madre embarazada para evitar la transmision congénita.

1.6.4 — Epidemiologia: Toxoplasmosis humana

La toxoplasmosis humana esta difundida por todo el mundo y aproximadamente 40 a
50% de los adultos sanos entre 30 y 40 afos de edad presentan una seroconversion
toxoplasmica. Sin embargo, existen variaciones importantes en la prevalencia entre los

distintos paises, dado que un estudio indica que la seroconversion concierne de 3 a 45% de




los individuos en Estados Unidos y alcanza un 80% en Europa Occidental (Hunter y
Remington, 1994a). Estas variaciones se explican esencialmente por las diferencias de habitos
alimentarios, por la abundancia relativa de gatos, por las condiciones climaticas y el nivel de
higiene de la poblacion.

Dado que un ambiente calido y humedo es mas propicio para la supervivencia de los
ooquistes, la seroprevalencia es importante en los paises tropicales en donde existe una gran
concentracion de felinos (90% de la poblacion adulta en Salvador, 94% en Guatemala),
mientras que es menor en los climas frios (28% en Alaska) y secos (42% en Australia)
(Ashburn, 1992). En un estudio realizado con muestras de sueros tomadas en individuos de la
Ciudad de Buenos Aires y Gran Buenos Aires se observo un 56% de seropositivos (Rosenzvit
y col. 1995).

En los paises en donde la tradicion culinaria privilegia el consumo de pescado, la
seroprevalencia es menor, del orden de 25% en Japon y 35% en Finlandia (Remington y
Desmont, 1976). De la misma manera, en los paises en donde se consume carne bien cocida,
el numero de sujetos portadores de anticuerpos especificos es poco elevado, como en Estados
Unidos en donde alcanza el 30%. En Francia por el contrario, en donde la carne se consume
poco cocida, la prevalencia serologica positiva es muy elevada (90% entre los 20 y 30 afios).
La seroprevalencia parece encontrarse en una neta disminucion actualmente, debido al
desarrollo de métodos de congelacion que alteran la infectividad de los quistes.

En las ultimas dos décadas, ha habido un dramatico aumento en el nimero de individuos
inmunocomprometidos y un aumento concomitante en los casos de toxoplasmosis severa.
Estudios epidemiologicos manifiestan que la incidencia de fallecimientos en este grupo varia
de 30 a 40%, y llega hasta un 47% en Europa (Hunter y col, 1994a, Beaman y col, 1994).

Por otro lado, estudios americanos y europeos indican que la incidencia de la
toxoplasmosis congénita varia de 0,012% a 0,35% (Remington y Desmont, 1995). Estas cifras
son consideradas muy elevadas cuando se tiene en cuenta las lesiones que estas infecciones

pueden ocasionar.

1.6.5 - Toxoplasmosis en animales de importancia ganadera

La toxoplasmosis es la zoonosis parasitaria mas difundida en la naturaleza. Se ha

encontrado en todas las latitudes, en mas de trescientas especies de mamiferos domésticos y
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silvestres y en alrededor de treinta especies de aves de corral y silvestres. Entre los animales
de ganaderia, el cordero y el cerdo, son los principales portadores de quistes tisulares en el
tejido muscular y constituyen asi una fuente de infeccion para el hombre. En Europa, la
frecuencia media de parasitismo a partir de estos dos animales se estima en mas de 50%
(Dubey y Beattie, 1988). En animales como cabras y ovejas la infeccion toxoplasmica puede
inducir abortos, siendo una causa de perdidas economicas (ver Tenter y col. 2000). En
Uruguay fue estimada una pérdida de 1.4 a 4.7 millones de dolares por abortos en el ganado

ovino (Freyre y col 1997).

1.6.6 — Diagnostico en humanos

El diagnéstico especifico indicativo de una infeccion puede ser establecido por la puesta
en evidencia de anticuerpos anti-/. gondii en suero o por la presencia del parasito. La
deteccion de parasitos se puede realizar directamente en frotis, luego de una coloraciéon o
inmunofluorescencia, pero la identificacion es dificil ya que la carga parasitaria es a menudo
débil. Mas recientemente, se han desarrollado técnicas basadas en la deteccion de ADN de 7.
gondii por amplificacion génica (Burg y col, 1989).

El método mas comunmente utilizado en el diagnostico la toxoplasmosis esta basado en
el analisis serologico. Las técnicas para detectar anticuerpos especificos son numerosas: test
de coloracion (dye-test) de Sabin Feldman (1948), test de inmunofluorescencia indirecta, test
de aglutinacion, tests inmunoenzimaticos ELISA. Para los tests de ELISA que estan basados
en el reconocimiento de antigenos parasitarios solubles, la proteina SAG! presenta un interés
particular debido a que es un blanco privilegiado de anticuerpos séricos durante las fases
aguda y cronica de la infeccion (Santoro y col, 1985; Decoster y col, 1992).

El esquema clasico de la cinética de anticuerpos anti-7. gondii en el momento de una
primo infeccion permite la interpretacion de los resultados serologicos. La deteccion de IgG
especificas pero no de IgA ni IgM descarta una infeccion aguda. Por el contrario, la deteccion
de IgM y/o IgA especificas, no permite definir con una sola muestra el estadio de la infeccion,
requiriéndose el analisis pareado con otra muestra tomada a los 14 dias. Una técnica
comunmente utilizada en Europa en los laboratorios de referencia es el ensayo de avidez de

IgG (Jenum y col, 1997, Hedman y col, 1989), el cual se basa en la deteccion de la avidez de
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las IgG que se unen al 7. gondii que aumenta a partir de los S meses luego de una
primoinfeccion.

La toxoplasmosis congénita debe ser sospechada en caso de una seroconversion de la
mujer embarazada. El diagnostico prenatal puede realizarse mediante un ensayo de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) de liquido amnidtico (Hohlfeld y col, 1994; Grover y col,
1990; Cazenave y col, 1992; Jenum y col, 1998; van de Ven y col, 1992; Fourlon y col,
1999), mediante la deteccion de anticuerpos IgA e IgM en sangre fetal, incapaces de atravesar
la barrera placentaria (Decoster y col, 1992), o mediante Western blot (Gross y col, 2000).
Sin embargo, el diagndstico es confirmado por persistencia de anticuerpos IgG mas alla de los
7 meses de vida.

El diagnéstico de la toxoplasmosis cerebral en el inmunosuprimido se realiza con el test
de aglutinacion diferencial, pero principalmente en el analisis por imagenes. La sola evidencia
del parasito a partir de sangre, de lavado broncoalveolar, de una aspiracion de médula, de
cortes de tejidos patologicos o eventualmente de liquido céfalo-raquideo sirve para el

diagnostico de las formas diseminadas mas graves.

1.6.7- Tratamiento

Las drogas mas comunmente utilizadas en el tratamiento de la toxoplasmosis son la
pirimetamina, la sulfadiazina, la clindamicina y la espiramicina. Las dos primeras, se utilizan
casi invariablemente en asociacion, y funcionan interfinendo con el metabolismo de la
sintesis de acido folico en el parasito y en consecuencia la sintesis de acidos nucleicos. Las
dos ultimas drogas contrarrestan la sintesis proteica del parasito. La toxicidad de estas drogas
en el tratamiento de pacientes limita la duracion del tratamiento, con lo cual la eficacia resulta
menor (Joss, 1992).

En mujeres embarazadas se recomienda el tratamiento con espiramicina debido a que no
tiene efectos toxicos, alcanza una alta concentracion en placenta y es capaz de atravesarla
reduciendo el riesgo de transmision al feto (Wong y col, 1994). Si la infeccion fetal esta
documentada como altamente probable, se recomienda la utilizaciébn conjunta de
pirimetamina y sulfadiazina alternada con el tratamiento de espiramicina, a pesar de la
potencial toxicidad de la pirimetamina para la madre y el feto. Asimismo, en el

inmunodeprimido y en el infante con toxoplasmosis congénita, el tratamiento de referencia es
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la asociacion de sulfadiazina y pirimetamina, ya que el tratamiento postnatal tiene un efecto

de prevencion significativo en la ocurrencia de lesiones oculares.

1.6.8- Virulencia

Segun las especies hospedadoras y en el seno de una misma especie, existe un amplio
espectro de manifestaciones clinicas de la toxoplasmosis que van desde la mortalidad hasta la

cronicidad. Estas variaciones dependen no solo del parasito sino que también del hospedador.

— Factores genéticos del hospedador

En la naturaleza, los ratones son importantes hospedadores intermediarios del 7. gondii.
Esto sugiere que la respuesta inmune en el raton esta bien adaptada para hacerle frente a este
parasito particular. Ademas, el ciclo de vida del parasito en el ratén es muy similar al de
humanos. El modelo murino es muy util para estudios relacionados con la patogenia de la
infeccion toxoplasmica, debido a la existencia de lineas con distinta sensibilidad y la
posibilidad de realizar cruzamientos. La sensibilidad de los hospedadores puede ser medida
en términos de mortalidad o de carga parasitaria durante la fase aguda y en términos de
desarrollo de encefalitis durante la fase cronica de la infeccion.

La infeccion de los ratones CS7BL/6 genéticamente sensibles produce un aumento en la
produccion sistémica de IFN-y y de la actividad microbicida de las células de Kupffer,
similarmente a lo que se observo en los ratones resistentes A/J; estos resultados pueden hacer
suponer que la sensibilidad de los ratones a la infeccion aguda puede estar ligada en ciertos
casos a una respuesta inmunitaria excesiva y deletérea (McLeod y col, 1989; Liesenfeld y col,
1996). También es importante resaltar que la via de infeccion afecta la sensibilidad ya que los
ratones sensibles a una infeccion oral pueden ser resistentes a un mismo inéculo dado por via
intraperitoneal.

En cambio, el control de la carga parasitaria cerebral luego de una infeccion oral con
quistes estaria ligada a los genes del complejo H-2 (McLeod y col 1989). La utilizacion de
ratones B10 congénitos para los genes del MHC mostraron que el caracter de resistencia esta
ubicado en la region H-2D/L. El disefio de mutantes en esta region, permitié identificar al gen

L* como el responsable de la resistencia al enquistamiento en el modelo de infeccion oral
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(Brown y col, 1995). Por mutacion del gen I-A® en ratones B6 sensibles al enquistamiento, se
demostré que las moléculas clase 11 controlan igualmente el desarrollo de la carga parasitaria
cerebral (Brown y McLeod, 1990).

La resistencia a la fase cronica de la infeccion toxoplasmica se evalia por la capacidad
de prevenir el desarrollo de una encefalitis. Suzuki y col, (1991a) demostraron que la
determinacion genética de la induccidn de la encefalitis toxoplasmica esta ligada a la
presencia de uno o varios genes localizados en la region H-2D del MHC: los ratones

portadores del alelo H-2D* son resistentes y los portadores de los alelos b o k son sensibles.
— Factores provenientes del parasito

Las cepas parasitarias se clasifican en funcion de las manifestaciones patologicas que
inducen en ratones Swiss-Webster: las virulentas son las que inducen la muerte durante la
fase aguda de la infeccion mientras que las no virulentas permiten el establecimiento de una
infeccion cronica. La influencia de la cepa parasitaria en la severidad de la infeccion se
expresa durante la fase aguda o cronica de la infeccion. Por ejemplo, las cepas ME49 y DAG
son no virulentas en ratones CBA/J durante la fase aguda, pero en el curso de la fase cronica,
la cepa ME49 induce encefalitis mortal (Suzuki y col, 1989a)

Uno de los aspectos mas sorprendentes del 7. gondii es que la alta virulencia de las
cepas del tipo I es independiente del background genético del raton hospedador (Howe y col,
1996). En contraste, las cepas II y IlI, tienen un LDs¢ variable que depende de la ruta de
inoculacioén, del genotipo del hospedador y de la dosis. Los estudios en el modelo murino
indican que la virulencia aguda de las cepas del tipo I se debe al crecimiento rapido y
arrollador, que lleva a altas cargas tisulares de parasitos y al disparo de una respuesta masiva
de citoquinas del tipo Thl (Gavrilescu y Denkers, 2001; Mordue y col, 2001).
Paradgjicamente, estas mismas citoquinas se necesitan para controlar las infecciones por
cepas no virulentas; sin embargo en esta circunstancia, se producen a niveles apropiados y se

reprimen luego de la induccion inicial (Mordue y col, 2001).

1.7 — Respuesta Inmune



Durante una infeccion natural con 7. gondii, el sistema inmunoldgico es estimulado
tanto a nivel de mucosas, lugar de penetracion del parasito, como a nivel sistémico. La
infeccion induce en el hospedador una respuesta inmune humoral y una fuerte respuesta
mediada por células que resulta en el bloqueo de la multiplicacion del taquizoito y en la
formacion de quistes conteniendo bradizoitos, evento que comienza a los 14 dias, que definen
la etapa cronica de la infeccion. Virtualmente todas las cepas de raton desarrollan una fuerte
respuesta inmune del tipo Thl, independientemente del haplotipo MHC que posean. La
resistencia del hospedador al parasito es criticamente dependiente de IFN-y (Suzuki y col,
1989b; Scharton- Kersten y col, 1996). Durante las fases aguda y cronica de la infeccion, las
células NK y las células T CD4 y CD8  son activadas e inducidas a producir esta citoquina
protectora (Gazzinelli y col, 1992). El TNF-a también participa en la resistencia del
hospedador, pero parece ser mas critico en la fase cronica (Gazzinelli y col, 1993; Deckert-

Schluter y col, 1998; Yap y col, 1998).

1.7.1 — Inmunidad sistémica: Iniciacion

La infeccion con 7. gondii, induce una fuerte inmunidad no especifica, independiente de
células T, que juega un rol importante en el desarrollo de células T parasito-especificas. Este
aspecto no especifico tan potente se revelo en estudios en donde la infeccion con 7. gondii
limitd la coinfeccion con patogenos no relacionados como Ieishmania major, infecciones con
ciertos virus y desarrollo de ciertos tumores (Santiago y col, 1999; Gazzinelli y col, 1991,
Hibbs y col, 1971; Mahmoud y col, 1976). La activacion de la respuesta innata ocurre en
estadios tempranos de la infeccion que resulta en la sintesis de IFN-y, IL-12, TNF-a, GM-
CSF, IL-6 e IL-1 por células NK, células dendriticas, macrofagos y neutrofilos. En ratones, el
IFN-y y el TNF-a actuan sinérgicamente para mediar la induccion de la funcion microbicida
de los macroéfagos (Gazzinelli y col, 1996, Sher y col, 1993), que resulta en la produccion de
radicales libres y oxido nitrico (ON) por la activacion de la sintasa 6xido nitrico inducible
(INOS). En humanos, se demostro in vitro que la actividad anti-7oxoplasma inducida por
IFN-y depende, al menos en parte, de la induccion de IDO (indolamina 2,3 dioxigenasa) que
degrada el triptofano y provoca un cese en el crecimiento del parasito en macrofagos y
fibroblastos (Pfefferkorn, 1984).
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Dos roles principales se le atribuyen a esta activacion temprana: el primero es limitar la
replicacion del taquizoito antes del desarrollo de la inmunidad mediada por células T; y el
segundo, dirigir el desarrollo de una respuesta de células T apropiada induciendo la
diferenciacion de células Th precursoras a células Thl efectoras (Fig. 1.9). Dentro de este
medio de citoquinas pro-inflamatorias, los componentes del sistema inmune adquirido que
son importantes para el control de la infeccion, principalmente los linfocitos T, reconocen la

combinacién apropiada de Ag, MHC y moléculas co-estimuladoras.

0
(L
Taquizoitos
libre

IL-12

Células NK

Figura 1.9: Caminos alternativos de induccién de la sintesis de IFN-y. La via independiente
de células T estd dirigida por IL-12, asi como también por TFN-a, IL-1B e IL-15. Estas citoquinas
pro-inflamatorias inducen la produccién de IFN-y en células NK, que pueden promover la
activacién de macréfagos y la adquisicién de la actividad microbiostdtica. Por otro lado, la
presentacién de péptidos del pardsito por una célula presentadora de antigeno profesional (APC)
como un macréfago o una célula dendritica a una célula precursora (Thp) resulta en la
diferenciacién a Thl en presencia de IL-2 y de IL-12 producida por la APC.

1.7.2 - Rol de IL-12 en la induccién de una respuesta Th1
La IL-12 es la principal citoquina que promueve la sintesis de IFN-y en células NK y

linfocitos T induciendo una respuesta Thl (Fig 1.9) (Biron and Gazzinelli, 1995). Esto se

demostrd en un estudio en donde la neutralizacion de esta citoquina con anticuerpos inducia
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respuestas reducidas de IFN-y y mortalidad aguda de ratones infectados con una cepa no
virulenta de 7. gondii (Gazzinelli y col, 1994); y en otro estudio, en donde ratones deficientes
en la subunidad p40 de IL-12, morian frente a la infeccion con la misma cepa del parasito
presentando una cinética similar a animales knockout (KO) para IFN-y (Scharton-Kersten y
col, 1997). La IL-12 es mas importante en el establecimiento que en el mantenimiento de la
resistencia del hospedador dependiente de IFN-y ya que el tratamiento anti-IL-12 en ratones
cronicamente infectados no mostro ningun efecto a diferencia del tratamiento anti-IFN-y que
resultd en una rapida reactivacion de la infeccion (Gazzinelli y col, 1994).

Una fuente importante de IL-12 son las células dendriticas que producen IL-12p40 en
respuesta a la infeccion con 7. gondii (Scanga y col, 2002). Hay evidencia de la existencia de
una via de regulacion una vez que la produccion de esta citoquina ha sido iniciada. Esta via
estaria relacionada con la induccion de lipoxina A4, un eicosanoide que funciona mediante la
supresion de la expresion del receptor de quemoquinas CCRS, involucrado en el mecanismo
de estimulacion de IL-12 (Reis e Sousa y col, 1999; Aliberti y col, 2002). Estos
descubrimientos sugieren que una vez que la produccion de 1L-12 por DCs ha sido inducida y
las respuestas Thl iniciadas, la sintesis de la citoquina es inhibida activamente,
probablemente para beneficio tanto del hospedador como del parasito.

En estudios recientes se demostré que el 7. gondii posee la habilidad de interferir
activamente la via de activacion NF-xB en macréfagos (Butcher y col, 2001; Shapira y col,
2002) la cual esta involucrada en la regulacion de numerosos genes como IL-12, IFN-y, TNF-
a e INOS. En células infectadas con este parasito, a pesar de la rapida fosforilacion y
degradacion de 1kB, el NF-kB no se transloca al nicleo, y este evento mostro ser dependiente
de la expresion de una HSP70 del parasito y transitorio, produciendo una represion solo al
inicio de la infeccion de la célula (Dobbin y col, 2002). Adicionalmente, las citoquinas IL-10
y TGF-B tienen una accion inhibitoria sobre la produccion de IL-12 por macrofagos, y su
expresion puede ser inducida por los parasitos o sus productos. Aparte de la ventaja obvia que
le trae al parasito el desarrollo de una inmunidad retardada, la supresion de la produccion de
IL-12 en macréfagos infectados puede representar una co-adaptacion que apaga su activacion
local a la vez que protege al hospedador de un choque por citoquinas (ver Sacks y Sher,
2003).




1.7.3 - Activacién temprana de linfocitos T

El 7. gondii tiene la habilidad de inducir la proliferacion y produccion de IFN-y en
linfocitos T durante los primeros dias de la infeccion. Esta activacion temprana de la
actividad de células T ocurre principalmente mediante la via clasica de procesamiento y
presentacion de péptidos antigénicos en el contexto de MHC clase I y Il y las moléculas co-
estimuladoras apropiadas. Pero hay evidencia que sugiere que en ratones, el 7. gondii posee
propiedades de superantigeno que pueden contribuir a esta activacion temprana (Denkers y
col, 1994)

Por otro lado, también hay una activacion temprana de linfocitos aff que producen IFN-
v la cual es consecuencia de la habilidad de las células presentadoras de Ag de activar los
linfocitos T en un medio de citoquinas inflamatorias. La evidencia in vivo de esta activacion
temprana esta demostrada en un estudio en donde la produccion de IFN-y por estos linfocitos
durante la fase aguda de la infeccion (7 dias) mostro estar asociada a la proteccion de ratones
desafiados con una cepa cistogénica (Gazzinelli y col, 1994); y en otro estudio en donde
linfocitos intraepiteliales CD8+ aislados 11 dias luego de una infeccion oral fueron capaces

de transferir una proteccion adoptiva dependiente de IFN-y (Buzoni-Gatel y col, 1997).

1.7.4 — Modulacion de la activacion de células T

Si la respuesta Th1 generada por 7. gondii no es regulada, la respuesta misma representa
un riesgo para los tejidos del hospedador. La citoquina IL-10 es producida por una gran
variedad de células que incluyen linfocitos Th2, células B, macrofagos, células dendriticas y
neutrofilos. La IL-10 inhibe la sintesis de una gran variedad de citoquinas proinflamatorias de
macrofagos y es entonces un importante modulador de las funciones efectoras de estas células
(Gazzinelli y col, 1992). El principal mecanismo por el cual la IL-10 inhibe la sintesis de
IFN-y en NK vy linfocitos Thl es mediante la inhibicion de la sintesis de IL-12 en macréfagos
(D’Andrea y col, 1993). La induccion simuitanea de IL-10 durante la iniciacion de la
inmunidad mediada por células es crucial para evitar una respuesta de citoquinas del tipo 1

abrumadora.



La IL-4 es otra citoquina que inhibe ciertas funciones de macrofagos y potencia el
efecto de la IL-10 sobre estas células (Oswald y col, 1992; Sher y col, 1992). Ademas, la IL-4
juega un papel principal en el control del desarrollo de la inmunidad mediada por células
mediante su efecto sobre células precursoras Th dando como resultado la diferenciacion al
fenotipo Th2 (Swain y col, 1994).

El TGF-B es un importante regulador de la activacion de macrofagos (Tsunawaki y col,
1988). Esta citoquina demostré influenciar la funcion efectora de macréfagos (produccion de
ON) contra parasitos protozoarios. Mas aun, el TGF- potencia los efectos de IL-10 en
macrdfagos e inhibe la sintesis de IFN-y en células NK inducida por la IL-12 (Hunter y col,
1995; Oswald y col, 1992).

Luego de una primacion con IFN-y, los macrofagos expuestos a productos microbianos
o a TNF-a, producen altos niveles de intermediarios reactivos de nitrégeno (IRN). Estos
compuestos son importantes como moléculas responsables de las funciones microbicidas y
microbiostaticas. Pero también se reveld que tienen una actividad inmunosupresora
particularmente durante la fase temprana de la infeccion con 7. gondii (Candolfi y col, 1994).
Hay evidencia que demuestra que los efectos reguladores de los IRN son sobre linfocitos T y

es debida en parte a la induccion de apoptosis (Martins y col, 1995).

1.7.5 - Citotoxicidad mediada por linfocitos

Ademas de liberar IFN-y en respuesta a Ag parasitarios, las células CD8+ exhiben una
fuerte actividad citotoxica (CTL) restringida a MHC clase I sobre células infectadas (Hakim y
col, 1991; Subauste y col, 1991). También demostré que luego de una infeccion oral, los
linfocitos intraepiteliles CD8 TCR o/ positivos confieren proteccion luego de una
transferencia, y que in vitro secretan IFN-y y exhiben actividad CTL contra enterocitos
infectados (Buzoni-Gatel y col, 1997, Chardes y col, 1994). Por otro lado, se ha encontrado
actividad CTL restringida a HLA clase I en células CD8+ de sangre periférica de humanos
con toxoplasmosis aguda y este tipo de clones pueden ser cultivados de linfocitos de sangre
periférica de pacientes con infecciones cronicas (Montoya y col, 1996; Purner y col, 1996).

Por lo tanto, tanto en ratones como en humanos, la infeccion con Toxoplasma provee un
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estimulo potente para la generacion de células CD8+ efectoras capaces de lisar células blanco
infectadas con el parasito.

Se conoce poco acerca de la identidad de los Ag parasitarios presentados en el contexto
de MHC clase I durante una infeccion natural. La principal proteina de superficie SAG1 o
p30 parece ser capaz de dirigir respuestas CD8+ cuando se la administra en el contexto de
adyuvantes como Quil A (Khan y col, 1991). Adicionalmente, otros antigenos de 7. gondii
son capaces de inducir respuestas CTL, ya que luego de un fraccionamiento bioquimico de un
extracto de taquizoito soluble se observo que la principal actividad citolitica esta contenida
dentro de una fraccion que no incluye a SAG1 (Denkers y col, 1993).

La generacion de la actividad protectora de las células CD8+ requiere la presencia de
linfocitos T CD4" (Gazzinelli y col, 1991). Utilizando ratones KO para MHC clase II, se
descubrié que una poblacion de CD4" NK1.1, que funciona independientemente de MHC
clase 1, provee la funcion “helper” mediante la produccion de IL-2 para la generacion de
células CD8+ efectoras durante la fase temprana de la infeccion (Denkers y col, 1996). Estos
ratones sobreviven durante la infeccion aguda, pero mueren durante la infeccion cronica
temprana, con lo cual se concluyo que tanto las células CD8+ como las CD4+ restringidas a
MHC clase Il se requieren para prevenir la reactivacion de quistes. Por otro lado, Casciotti y
col (2002) observaron que en ausencia de CD4+, la menor cantidad de IFN-y resulta en
elevados niameros de parasitos en los tejidos de los ratones, y en una proteccion a la
mortalidad por una respuesta hiperinmune. Como estos ratones no sobreviven a la infeccion
cronica, las células CD4+ serian requeridas para el mantenimiento a largo plazo de la
respuesta de células CD8+. Como en estudios recientes se sugirié que el mantenimiento de las
células CD8+ de memoria es dependiente de IL-15 (Khan y Kasper, 1996; Lodolce y col,
1998; Zhang y col, 1998) producida por varios tipos celulares como macréfagos y células
dendriticas, Casciotti y col (2002) proponen que las células CD4+ serian requeridas para
mantener a las células presentadoras de antigeno en un estado activado de manera que
constantemente re-estimulen a las células de memoria T CD8+.

En humanos, la infeccion con Toxoplasma ademas resulta en la generacion de linfocitos
CD4+ citotoxicos (Curiel y col, 1993; Montoya y col, 1996; Purner y col, 1996). Con
respecto a la especificidad antigénica de estas células, se generd un clon secretor de IFN-y
especifico para la proteina ROP-2 (Saavedra y col, 1991). Cuando se sintetizaron y se

ensayaron in vitro péptidos conteniendo los tres epitopos potenciales de células T, se encontrd
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que una gran proporcion de donantes seropositivos respondian al menos frente a uno de estos
péptidos (Saavedra y col, 1996). Con lo cual, esta proteina seria un Ag importante reconocido
durante la respuesta de linfocitos T en humanos.

Las células con actividad citotoxica generadas por la infeccion con 7. gondii, tienen la
habilidad de producir simultdneamente altos niveles de IFN-y (Fig. 1.10). Utilizando ratones
KO para perforina, incapaces de desarrollar CTL o actividad litica de NK, se observd que esta
actividad no parece ser requerida para la resistencia frente a la infeccién aguda (Denker y col,
1997). Sin embargo, la funcién CTL parece jugar un rol importante durante los estadios
tardios de la infeccidn, posiblemente contribuyendo a la prevencién de la reactivacién de
quistes, o limitando el numero de parasitos que inicialmente se enquistan dentro de tejidos del
sistema nervioso central. La habilidad de producir IFN-y seria la caracteristica clave mas

probable de esta poblacion de células efectoras en el control de la infeccion.

CD4

Figura 1.10: Rol dual de los linfocitos T CD8+ como efectores de inmunidad hacia el 7.
gondii. E| primado de las células CD8+ que requiere antigeno parasitario, células CD4+ e IL-2,
resulta en una actividad efectora anti-parasitaria. Estas células exhiben una actividad citolitica
restringida a MHC clase I contra células infectadas y liberan altos niveles de IFN-yque es la
principal actividad efectora de estas células durante la infeccién aguda. El IFN-y actia en parte,
a través de su habilidad de inducir funciones microbicidas como produccién de ON e
intermediarios reactivos de nitrégeno (IRN). La funcién CTL parece cumplir un rol funcional
secundario durante la infeccidn crénica.
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1.7.6 — Inmunidad humoral

La infeccion con 7. gondii estimula una respuesta de anticuerpos especifica. Tanto las
infecciones humanas como murinas inducen la produccion de IgG, IgM e IgE en suero, y
también IgA en secreciones. Aunque no esta claro el rol de los anticuerpos en la resistencia,
hay estudios que demuestran que la administracion de anticuerpos policlonales (Krahenbuhl y
col, 1972; Pavia, 1986) o monoclonales (Johnson y McDonald, 1983) anti-7. gondii antes de
la infeccion, resulta en una reduccion de la mortalidad o en la prolongacién del tiempo de
vida en ratones. Utilizando ratones KO para células B, Kang y col (2000) observaron que la
infeccion con el parasito inducia una mortalidad asociada con la proliferacion continua de
taquizoitos en sus cerebros y pulmones, mientras que la expresion de IFN-y, TNF-a e iNOS
eran normales. Paralelamente, Sayles y col (2000) utilizaron ratones KO para células B
vacunados con taquizoitos atenuados, y estudiaron la respuesta frente a al desafio con la cepa
virulenta RH. Los resultados demostraron un aumento en la sobrevida de los ratones
vacunados con respecto a los controles sin vacunar, con lo cual sugirieron que en total
ausencia de células B, hubo algo de resistencia presumiblemente por la respuesta celular T
generada, pero esta sola no es suficiente para proteger completamente a los ratones ya que
ratones normales vacunados presentan un 100% de sobrevida.

En presencia de anticuerpos especificos, los taquizoitos son rapidamente lisados por
activacion del complemento a través de la via clasica (Schreiber y col, 1980), aunque los
parasitos son resistentes al complemento en ausencia de anticuerpos (Fuhrman y Joiner,
1989). Este mecanismo mediado por complemento dependiente de anticuerpos podria jugar
un rol importante en la resistencia de ratones a la infeccion. Los anticuerpos también jugarian
un rol protector en colaboracion con macrofagos, ya que se demostré que estas células son
capaces de fagocitar y matar parasitos cubiertos con anticuerpos in vitro (Anderson y col,
1976). Adicionalmente, Mineo y Kasper (1994) demostraron que el tratamiento de taquizoitos
con un mAc anti-1. gondii en ausencia de complemento, no inhibia ni el pegado ni la invasion
del parasito a fibroblastos humanos, sino que inhibia su proliferacion intracelular.

En conclusioén, la inmunidad humoral y celular actian en concierto en la resistencia del
hospedador contra el 7. gondii. El rol de cada tipo de respuesta inmune parece diferir

dependiendo del estadio de la infeccion y la localizacion anatomica.




1.7.7 — Inmunidad en la mucosa intestinal

Las defensas inmunologicas de la mucosa intestinal estan compuestas de sitios
inductores bajo la forma de una red de d6rganos linfoides secundarios organizados como las
placas de Peyer y los ganglios mesentéricos, y de sitios efectores bajo la forma de una red
linfatica secundaria difusa compuesta por linfocitos T y B de la lamina propia y los linfocitos
intraepiteliales. La interaccion eficaz entre los mecanismos de defensa inmunologicos
especificos y no especificos, innatos como adquiridos, es indispensable porque las mucosas
son la via de entrada natural de numerosos agentes infecciosos como el 7. gondii. Este
parasito, luego de ser ingerido, se libera de los quistes u ooquistes dentro del tracto
gastrointestinal e inicialmente invade el epitelio intestinal antes de diseminarse por todo el
cuerpo. Esto induce una respuesta inmune local en la mucosa intestinal tanto del tipo celular

como humoral.

1.7.8 — Inmunidad innata en mucosas

Luego de la infeccion oral con quistes de 7. gondii, el parasito se adhiere y multiplica
dentro de las células epiteliales del intestino (Speer y Dubey, 1998), lo cual parece ser un
requisito para la induccion de la inmunidad del hospedador. Las células epiteliales infectadas
producen una variedad de citoquinas y quemoquinas que estan involucradas en la migracion
de células efectoras al sitio de infeccidn y que pueden resultar criticas en la iniciacion del
proceso inflamatorio de la mucosa.

Empleando el modelo murino se observé que la invasion del intestino resulta en una
robusta respuesta inmune en la mucosa, que puede incluir la activacion de neutréfilos,
macrofagos tisulares, monocitos, células dendriticas y eosinofilos. La respuesta intestinal esta
caracterizada por una fuerte respuesta Thl y por la produccion de un amplio rango de
citoquinas como IFN-y, TNF-a e IL-1. Los macréfagos y monocitos pueden controlar y matar
a los parasitos por mecanismos oxidativos y no oxidativos. Los macréfagos activados por
IFN-y exhiben actividad microbicida por produccion de altos niveles de ON que es toxico
para el 7. gondii (Khan y col, 1997). Adicionalmente, los macréfagos amplifican la respuesta
inmune adquirida especifica y son necesarios para la presentacion antigénica que provee una

proteccion a largo plazo contra la infeccion recurrente.
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Otras células que migran al sitio de infeccion y se activan son las células dendriticas de
las placas de Peyer y células de la lamina propia (Kelsall y Strober, 1997). Las placas de
Peyer tienen la particular capacidad de inducir células Th productoras de citoquinas del tipo 2
(IL-4, IL-5 y IL-10) y tipo 3 (TGF-B). Pero la fuerte respuesta Th1 que genera la infeccion
intestinal con 7. gondii, probablemente supere el ambiente de citoquinas en la mucosa
intestinal que favorece la diferenciacion de células Th2 y Th3, debido a las fuertes sefiales
provenientes del parasito como la de inducir IL-12 en forma directa en células presentadoras
de antigenos. Recientemente, Aliberti y col (2000) demostraron que un elemento crucial en
esta potente respuesta Thl generada por 7. gondii es a través de la interaccion con el receptor
de quemoquina CCRS5 en las células dendriticas. Posteriormente, demostraron que la
ciclofilina-18 era el principal componente liberado por Toxoplasma que estimulaba la
produccion de IL-12 en células dendriticas, y este factor dispara la sefial celular a través del
receptor CCRS (Aliberti y col, 2003). La habilidad de generar esta fuerte respuesta protectora
puede beneficiar la transmision del parasito previniendo que el parasito mate a su hospedador

intermediario.

1.7.9 — Inmunidad mediada por células

Los linfocitos de la mucosa o IELs estan localizados entre las células epiteliales por
debajo de las uniones intercelulares (Fig. 1.11), y expresan una serie de receptores de
superficie distinta de los linfocitos de sangre periférica y comprenden una poblacion
fenotipicamente distinta. En ratones, la mayoria de estos IELs son linfocitos T, y hasta un
90% son CD8+. La naturaleza de las cadenas homo o heterodiméricas que constituyen la
molécula CD8, permite definir dos poblaciones: la timo-dependiente CD8af" (40% de la
poblacién total) que en su mayoria portan un TCRaf", y la poblacion de IELs timo-
independiente CD8otc” (60%) que portan TCRaf (20%) o TCRyS (40%) (Guy-Grand y col,
1991). Los IELs CD8af3” proveen un numero importante de funciones inmunologicas que
incluyen actividad citotoxica (Gelfanov y col, 1996; Guy-Grand y col, 1996), secrecion de
citoquinas como IL-2, IL-3, IL-5, TNF-a, TGF-, IL-10 e IFN-y (Guy-Grand y col, 1998;

Lefrancois y col, 1997) y modulacion de la muerte y regeneracion de las células epiteliales.
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Figura 1.11: Modelo de respuesta inmune en la mucosa intestinal frente a la infeccién oral
con T. gondii. Los enterocitos infectados producen éxido nitrico (ON) asi como quemoquinas que
participan en la quimio-atraccién de polimorfos nucleares (PMN) y diferentes células presentadoras
de antigeno como macrdfagos (M), monocitos, células dendriticas (CD) de las Placas de Peyer,
nédulos mesentéricos linfdticos o de la ldmina propia (CD4+). Las células a lo largo de todo el
intestino participan en la homeostasis mediante la secrecidn de citoquinas regulatorias (en rojo).
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Por otro lado, los linfocitos de la lamina propia son en su mayoria (65%) linfocitos
CD4+ convencionales y el resto son CD8+. La mayoria tienen TCRaf y secretan citoquinas
in situ como IFN-y, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 y TNF-a (Abreu-Martin y col, 1996).
Durante las inflamaciones intestinales, se observa una muy importante sintesis de IFN-y y de
TNF-o. por estas células. Estas dos citoquinas pueden provocar un efecto deletéreo
extremadamente severo. El doble rol a la vez protector y deletéreo del IFN-y esta
particularmente estudiado en el curso de la infeccidon con 7. gondii. Esta citoquina resulta
indispensable para la proteccion contra el parasito en cepas de ratones resistentes, y también
responsable de la muerte de ratones pertenecientes a cepas sensibles como C57BL/6 por la
induccion de una necrosis intestinal mediada por ON (Liesenfeld y col, 1996, 1997).

La evidencia de que la poblacion de IELs en el intestino tiene un rol importante en la
inmunidad contra el 7. gondii ha sido obtenida de distintos estudios. Chardes y col (1993)
demostraron que luego de una infeccion oral en ratones, los IELs sintetizan IFN-y, principal
mediador de la proteccion, y también IL-4, IL-5 e IL-6 que intervienen en la diferenciacion y
maduracion de linfocitos B. Ademas, estos IELs CD8a aislados una semana después de la
infeccion, ejercen in vifro una actividad citotoxica restringida a MHC clase I, frente a células
epiteliales infectadas con 7oxoplasma (Chardes y col, 1994). La transferencia adoptiva de
IELs primados con antigenos de 7. gondii a ratones naive, provee una proteccion frente al
desafio letal en una cepa sensible, y una disminucion del 90% en la carga parasitaria en

cerebros de ratones resistentes (Buzoni-Gatel y col, 1997).

1.7.10 — Inmunidad humoral de mucosas

La infeccion con 7. gondii induce la produccion de IgA secretorias especificas. McLeod
y Mack (1986) fueron los primeros en demostrar la presencia de IgA especificas en las
secreciones intestinales de ratones infectados por inmunofluorescencia y ELISA. Luego de la
infeccion oral de ratones, la produccion de IgA se observa entre la cuarta y séptima semana.
Los principales antigenos reconocidos por estas IgA intestinales poseen pesos moleculares
que van de 22 a 60 kDa (Chardes y col, 1990). Las 1gG se detectan en forma tardia mientras

que no se detectaron 1gM.
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El rol de las IgA intestinales en la proteccion contra el 7. gondii fue sugerido por
McLeod y col (1988) luego de una inmunizacion oral de ratones con una cepa mutante. Mack
y McLeod (1992) demostraron que las IgA actuarian a nivel intestinal mediante un proceso de
exclusion del parasito, impidiendo la penetracion a los enterocitos. La incubacion de
taquizoitos con IgA secretorias de leche purificadas de mujeres con infeccion aguda provoca
una reduccion de 50 a 75% de la infeccion de enterocitos in vitro. La principal proteina

reconocida por estas IgAs es la SAGI.

1.8 — Vacunas contra la toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una enfermedad de gran importancia médica y veterinaria. En
humanos, los pacientes inmunosuprimidos pueden exhibir sintomas severos frente a la
reactivacion de la infeccion como encefalitis toxoplasmica, mientras que en mujeres
embarazadas la infeccion puede causar enfermedades congénitas que pueden llegar hasta el
aborto (Gagne, 2001; Tenter y col, 2000). En animales, esta enfermedad es de gran
importancia economica a nivel mundial ya que causa abortos y pérdidas neonatales en todo
tipo de ganado (Buxton, 1998). Adicionalmente, los quistes tisulares de 7. gondii en la carne
del ganado infectado son una fuente importante de infeccion para los humanos (Dubey, 2000).
Este aspecto de gran importancia mundial para la salud publica y la economia hace que el
desarrollo de una vacuna efectiva para controlar esta infeccion sea un objetivo importante, ya
que ademads, el tratamiento de esta enfermedad en humanos es dificil debido a los efectos
toxicos de las drogas disponibles.

Hasta ahora, la unica vacuna comercial es la cepa S48 de taquizoitos vivos atenuados
para uso en ovejas (Buxton, 1991). Sin embargo, esta vacuna causa efectos colaterales, tiene
una vida de almacenado corta, induce una inmunidad breve y tiene un costo alto. Mas aun,
este tipo de vacunas vivas también tiene el riesgo de revertir a una cepa patogénica con lo cual
no resulta adecuada para el uso en humanos. Por todas estas razones, la mayor parte de los
trabajos actuales se estdn abocando a la investigacion de vacunas basadas en proteinas
recombinantes, y de ADN. Respecto a las proteinas recombinantes, estas requieren para su
empleo combinarlas con algin adyuvante para generar la respuesta inmune adecuada. Las

vacunas de ADN se presentarian como muy promisorias ya que no requieren adyuvantes para
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estimular una fuerte respuesta celular de larga duracion, activando linfocitos de ambos linajes
ademas de inducir la produccion de anticuerpos.

La ruta de administracion de los candidatos para vacunas y el uso de adyuvantes
adecuados, han mostrado ser factores importantes en la induccion de una respuesta inmune.
Para estimular la defensa a nivel de mucosas, se han empleado sistemas que utilizan
adyuvantes como la toxina del colera (Bourguin y col, 1993; Wu y Russell, 1997; Debard y
col, 1996; Velge-Roussel y col, 2000), mutantes no toxicos de enterotoxina (LTR72 vy
LTK63) (Bonenfant y col, 2001) y salbutamol (Fermin y col, 1999) administrados por via oral
o intranasal. Por via intraperitoneal, subcutdnea o intramuscular se han utilizado antigenos
combinados con ISCOM (quil A, compuesto inmuno-estimulador) (Lunden y col, 1993),
liposomas (Bulow y Boothroyd, 1991), IL-12 recombinante o pGM-CSF (Letscher Bru y col,
1998; Desolme y col, 2000), SBAs! (adyuvante inductor de respuesta Thl) (Haumont y col,
2000), Adyuvante completo de Freund (Angus y col, 2000; Supply y col, 1999) y aluminio
(Petersen y col, 1998). Finalmente, varios antigenos se han empleado en vacunas de ADN
desnudo que expresan parte o el antigeno entero (Nielsen y col, 1999; Angus y col, 2000;
Desolme y col, 2000; Vercammen y col, 2000, Supply y col, 1999) y recientemente se ensayo
un injerto de piel de raton vacunada con un gen que codifica para un antigeno de 7. gondii
(Saito y col, 2001). Estos sistemas fueron ensayados en distintas cepas de ratones, en ratas y
en cobayos los cuales fueron desafiados con dosis letales y no letales de distintas cepas del
parasito, mostrando distintos grados de proteccion que abarcan desde altos hasta exacerbacion
de la infeccion. Sin embargo, la mayoria de estos adyuvantes no pueden ser incluidos en la
formulacion de vacunas para uso humano debido a su toxicidad.

La mayoria de los trabajos se han centrado en el estudio de antigenos de membrana del
taquizoito, siendo SAGI el antigeno mas estudiado (Petersen y col, 1998; Letscher Bru y col,
1998; Haumont y col, 2000, Nielsen y col, 1999; Angus y col, 2000). En los ultimos afios,
también han sido analizados como candidatos a vacunas los principales antigenos excretores-
secretores expresados en taquizoitos y bradizoitos como GRA1, GRA4 y GRA7 (Desolme y
col, 2000; Vercammen y col, 2000; Supply y col, 1999) asi como también el antigeno de
bradizoito MAG1 (Parmley y col, 2002). Entre los antigenos de las roptrias, ROP2 y ROP1
fueron utilizados en ensayos de inmunizaciones (Saavedra y col, 1996, Fachado y col, 2003;

Vercammen y col, 2000, Chen y col, 2003).
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1.9 — Planteo del problema

La mucosa intestinal es la primer barrera contra la infeccion toxoplasmica. De hecho,
empleando parasitos transfectados con el gen de la [(-galactosidasa se pudo observar que
ratones infectados con una cepa de 7. gondii atenuada genéticamente (vacuna viva)
bloqueaban completamente la invasion a las mucosas de los parasitos transfectados (Dr. J.F.
Dubremetz, comunicacion personal). En algunos ratones, y animales, puede observarse
ocasionalmente el desarrollo de inflamaciones intestinales, que en el modelo murino esta
restringido al “background” genético del raton. Ya sea para ampliar los conocimientos de la
respuesta inmune contra el 7. gondii o para el desarrollo de una vacuna oral, es necesario
establecer cuales son los factores que regulan la respuesta inmune en la mucosa intestinal. La
cepa de ratones C57BL/6 (H-2") es genéticamente susceptible a la infeccion oral con quistes
tisulares, ya que desarrolla una forma letal de ileitis inflamatoria aguda. Por lo tanto este
modelo ofrecia una ventaja para tratar de encontrar los factores moduladores de tal respuesta
inflamatoria. Por otro lado, la cepa CBA/J (H-2") es resistente a la infeccion aguda y presenta
solo una leve inflamacion intestinal luego de la infeccién oral con el parasito. Este modelo ha
sido poco estudiado, pero también podria aportar resultados interesantes respecto a la
respuesta inmune efectiva y sin procesos inflamatorios graves.

En el desarrollo de una vacuna contra el parasito, esta claro que la inmunizacion con
un solo antigeno no parece ser suficiente para conferir una proteccion completa,
proponiéndose el desarrollo de una vacuna multiantigénica. El mosaico antigénico del 7.
gondii esta bien caracterizado a nivel de respuesta humoral en humanos, pero muchos
antigenos nunca fueron estudiados a nivel de respuesta celular. El modelo murino es el mas
comunmente usado para caracterizar la infeccion oral del 7. gondii asi como el valor
inmunoprofilactico de los distintos antigenos. A pesar de la buena caracterizacion de la
respuesta inmune sistémica contra el 7. gondii en ratones, se conoce poco sobre como estos
antigenos inducen dicha respuesta. Por lo tanto, es dificil extrapolar el valor inmunoprotectivo
de una proteina del modelo murino al humano.

Por otro lado, la eleccion del adyuvante y la via de inmunizacién también es
importante. En el caso de mujeres embarazadas seronegativas lo mas importante es bloquear

el pasaje del taquizoito por la placenta. La utilizacion de un adyuvante como el aluminio de
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amplio uso en el humano, podria ser una alternativa interesante para inmunizaciones que
activen la respuesta inmune sistémica, neutralizante de la expansion del taquizoito. Con el
mayor conocimiento de como es la homeostasis de la respuesta inmune en la mucosa
intestinal, las vacunas orales desarrolladas con antigenos con comprobada eficacia, tendrian

interesantes perspectivas de uso.
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1.10 — Objetivos

Parte |

»  Analizar el papel de los linfocitos intraepiteliales y su interaccion con las células
epiteliales intestinales durante la ileitis aguda y la necrosis hiper-inflamatoria en la cepa
susceptible de ratones CS7BL/6 (H-2%), utilizando una linea murina de células

enterociticas diferenciadas (IC.p).

»  Caracterizar la respuesta generada por 7. gondii durante la infeccion de células de la
linea enterocitica MODE-K, derivada del epitelio intestinal de ratones C3H/Hel (H-2k)
que no desarrollan ileitis luego de la infeccion, con el fin de estudiar su valor como

modelo in vitro de células enterociticas resistentes a la infeccion aguda.

Parte 11

»  Caractenzar la cinética de la respuesta inmune generada contra los antigenos ROP2,
GRA4 y TgPI luego de una infeccion oral en el modelo murino, utilizando formas
recombinantes mediante el analisis de su habilidad de estimular in vitro una respuesta
celular a nivel local y una respuesta humoral y celular sistémica. Analizar en forma
comparativa la respuesta generada en dos cepas de ratones con diferente haplotipo y

susceptibilidad frente a la infeccion con 7. gondii.

»  Examinar la eficacia de las formas recombinantes de estos antigenos y una proteina
quimérica ROP2-GRA4 cuando se las combina con aluminio, en conferir inmunidad
protectiva contra la infeccion con 7. gondii en dos cepas de ratones con distinta

susceptibilidad.
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MATERIALES Y METODOS

2.1- Animales

Ratones hembras de 8 a 10 semanas de las cepas C57BL/6, CBA/J, BALB/c y

C3H fueron utilizados en los estudios.

2.2 — Parasitos

Para los estudios in vitro, se utilizaron taquizoitos de las cepas RH (Sabin, 1941),
RH-SAGI] KO y PTG de 7. gondii y taquizoitos de Neospora caninum. Los parasitos
fueron mantenidos en cultivos primarios de fibroblastos de prepucio humanos en medio
MEM (Gibco Laboratories) suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB) y 1%
penicilina-estreptomicina-anfotericina B a 37° en una atmoésfera humidificada de CO,
5%. Luego de la lisis celular, los taquizoitos fueron cosechados, centrifugados, lavados
con buffer fosfato salino (PBS), resuspendidos en el medio correspondiente para la
inoculacion de la linea celular y contados en un hemocitometro.

Las cepas cistogénicas 76K y ME49 fueron utilizadas para la obtencion de quistes
para los estudios de infeccion in vivo. Estas cepas producen un gran namero de quistes
conteniendo bradizoitos en cerebros de ratones cronicamente infectados. Los quistes
fueron mantenidos mediante pasajes cada 2 meses a ratones naive por via
intraperitoneal. Para los estudios, el tejido cerebral conteniendo quistes fue suspendido
en una solucion salina y los quistes fueron contados en 6 a 10 muestras de un volumen
de 10 ul. La suspension fue ajustada para contener el numero de quistes adecuado en
cada dosis de 0,5 ml para infectar por alimentacion forzada intragastrica a los ratones de

las distintas cepas.

2.3 — Purificacion de IELs

Los IEL fueron obtenidos de acuerdo a un procedimiento previamente descrito
pero con modificaciones (Guy-Grand y col, 1978). Los intestinos delgados de los

ratones fueron enjuagados con PBS, y se removieron las placas de Peyer y la grasa.

SRR
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Luego fueron cortados en trozos de 2 cm, y cada trozo de intestino fue abierto
longitudinalmente en un pafio de incision estéril. La mucosa fue raspada y disociada por
rotura mecanica usando una barra de agitacion magnética durante 15 min en medio
RPMI 1640/HEPES (Life Technologies, Grand Island, NY) conteniendo 10% SFB
(Flow Laboratories, McLean, VA) y 1 mM ditioentnitol (DTT) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO). Los restos de tejido y agregados celulares fueron removidos por pasaje
a través de una columna de lana de vidrio (1,6 g) empaquetada en una jeringa de 20 ml
en RPMI con 10% SFB. Los linfocitos fueron obtenidos por centrifugacion en una capa
de Ficoll (d = 1,077; NycoPrep, Nycomed, Oslo, Norway). Las células fueron luego
suspendidas para los experimentos en medio RPMI 1640/HEPES conteniendo 10%
SFB. La pureza fue determinada por “cell sorting analysis” utilizando anticuerpos
conjugados a isotiocianato de fluoresceina (FITC) anti-CD8a, -CD8p, -CD4 y -CD19
(Pharmingen).

Para el andlisis de la expresion de ARNm de quemoquinas y los co-cultivos, los
IELs primados fueron aislados el dia 7 luego de la infeccion oral de los ratones
C57BL/6 con quistes de 7. gondii y el dia 11 post-infeccion de los ratones CBA/J,
tiempo en el que mostraron una mayor eficiencia en transferir proteccion. Estos ultimos
IELs con haplotipo H-2" fueron utilizados para el co-cultivo con los enterocitos
MODE-K.

IELs CD8a+ y CD8fB+ fueron purificados por incubacion tanto con microesferas
anti-CD8a (Miltenyi Biotec) o anticuerpos anti-CD8B (BD Pharmingen) seguido de
microesferas de anti-IgG de rata (Miltenyi Biotec) y separados con una columna de
“cell sorting” magnéticamente activada (Miltenyi Biotec). La tincion de CD8a+ y

CD8p+ (BD Pharmingen) confirmé un 98% de pureza en las poblaciones.

2.4 — Transferencia pasiva de IELs

Los ratones C57BL/6 receptores (n = 6) recibieron por via intravenosa 2 x 10°
IELs aislados de intestinos de ratones dadores naive (IELs no primados) o infectados 7
dias antes (IELs primados). Cuatro dias luego de la transferencia, los ratones receptores

fueron desafiados por via oral con 30 quistes de la cepa 76K. Para determinar la
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parasitemia, los ratones del grupo control fueron examinados para la presencia de
anticuerpos anti-7. gondii especificos 3 semanas después de la transferencia. Los
ratones receptores que recibieron IELs primados con antigenos y que no fueron

desafiados, no mostraron seroconversion en el experimento control.

2.5 — Analisis histopatolégico y morfométrico

Los intestinos extraidos de los ratones transferidos con IELs fueron
inmediatamente fijados en formalina 10%, embebidos, seccionados y tefiidos con
Hematoxilina & Eosina para el examen histoldgico. Las secciones fueron examinadas
y fotografiadas en rollo Kodak Tmax con un fotomicroscopio Olympus VanOx. Los
tejidos fueron analizados por un patologo certificado para la deteccion de signos de
infiltracion leucocitaria, ulceracion, engrosamiento de la mucosa, hemorragia e
integridad de las células epiteliales. El patologo trabajo sin el conocimiento de la
identidad de los especimenes. Se determiné la altura media de 10 villi y la profundidad
media de 10 criptas. Solo se midieron especimenes que exhibian secciones orientadas

longitudinalmente a través de las criptas.

2.6 — Lineas celulares epiteliales intestinales

Se utilizaron dos lineas de células epiteliales intestinales para los ensayos in vifro:
ICci2 y MODE-K. Las células ICc¢i2 son células enterociticas intestinales trans-
inmortalizadas (H-2") derivadas del intestino delgado de un raton transgénico que porta
los antigenos SV40 T y t ubicados bajo el control del promotor de la L-piruvato kinasa
(Bens y col, 1996). Estas células han mantenido las principales caracteristicas de las
células intestinales de la cripta. Las células IC¢p2 se desarrollan en cultivo como una
monocapa confluente de células cuboidales con microvilli apical corto separado por
uniones estrechas. Las células fueron crecidas en frascos de 25 cm’ (Falcon; BD
Labware, Frankin Lakes, NJ) en.un medio definido modificado (MDM) DMEM/HAM's
F12 (1/1, v/v; Life Technologies, Grand Island, NY) suplementado con SFB 2%,
insulina 5 pg/ml, factor de crecimiento epidérmico 10 ng/ml, transferrina humana 5

ug/ml, dexametasona 50 nM, selenato de sodio 30 nM, triiodotironina 1 nM, penicilina-
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estreptomicina 100 IU/ml, fungizona 1%, gentamicina 50 Ul/ml, aminoacidos no
esenciales 1% y HEPES 20 mM (Sigma-Aldrich) a 37°C en una atmosfera de CO; 5%.
El MDM fue utilizado dentro de las 2 semanas de preparacion para asegurar la actividad
de los factores de crecimiento.

MODE-K es una linea celular epitelial intestinal derivada de ratones C3H/Hel (H-
2%) que fue generosamente provista por el Dr. D. Kaiserlian (Lyon, France). Esta linea
celular adherente fue obtenida por inmortalizacion de células epiteliales del intestino
delgado de ratones C3H/HeJ jovenes por transferencia retroviral del gen inmortalizante
T grande SV40 usando un vector MuLV de replicacion defectuosa (Vidal y col, 1993).
Un 95% de las células MODE-K expresan cytokeratina, indicando un aspecto fenotipico
de células epiteliales intestinales normales aunque presentan un grado de diferenciacion
pobre. Estas células MODE-K fueron mantenidas a 37°C en una atmosfera humidificada
de CO; 5% en medio RPMI 1640 (Gibco) conteniendo 10% SFB, penicilina-
streptomicina, 1% aminoacidos no esenciales, 0,055% (w/v) piruvato de sodio y 4 mM
L-glutamina.

Las células de ambas lineas celulares fueron plaqueadas en filtros de policarbonato
permeable cubiertos con colageno 1 en el caso de las 1C¢;; (tamafio de poro 4-um;
Costar; Cambridge, MA) a una densidad de 5 x 10° células/filtro para los experimentos
de co-cultivo. Las células fueron infectadas en una relacion 2:1 (parasito:célula) y la
integridad de la monocapa infectada fue confirmada por microscopio antes de cada
experimento. Todos los experimentos fueron realizados en 3 filtros separados para cada

condicion.
2.7 — Co-cultivo de enterocitos y IELs

Para los experimentos de co-cultivo, las células ICci; y MODE-K (5 x 10° céls/filtro)
fueron sembradas en la superficie inferior de filtros permeables, que en el caso de 1C¢12
estaban recubiertos con colageno I, y se incubaron dados vuelta durante 10 dias en
MDM (Figura 3.4). Cuando los enterocitos alcanzaron la confluencia (4 dias para
MODE-K) y la completa diferenciacion (10 dias para 1C¢j2), la superficie basolateral
fue invertida y se los infecto con los taquizoitos en una relacion 1:2 (célula:taquizoitos)

por 2 h. Luego, los filtros fueron cuidadosamente enjuagados con medio completo para
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remover los parasitos libres y se los ubico en su orientacion normal. Se estudio la
produccion de ARNm de quemoquinas y citoquinas, y también la presencia de proteinas
en los sobrenadantes celulares a diferentes tiempos post-infeccion.

Los IELs purificados de ratones infectados o no infectados fueron colectados
como se describio previamente y 1x10° fueron agregados dentro del filtro (lado basal de
los enterocitos) en 1 ml de MDM. Los co-cultivos de los IELs primados o no primados
en contacto con los enterocitos infectados o no infectados fueron mantenidos y
examinados a las 4 y 22 h (6 y 24 h respectivamente luego de la infeccion) y
posteriormente se los cosechdé para el analisis de produccion de ARNm de
quemoquinas. La integridad de las monocapas infectadas fue cuidadosamente
chequeada por observacion en microscopio antes de cada experimento. Como control, la
reproducibilidad de la infeccion fue monitoreada por analisis microscopico confocal
laser de la capa tefilda con un anticuerpo policlonal especifico anti-7. gondii.

Para los estudios con aTGF-f, los IELs primados fueron primero incubados con
oTGF-B (100 ng/mL, mAc de pollo; R&D Systems, Minneapolis, MN). Los 1ELs
primados incubados con anticuerpos irrelevantes (anticuerpo isotipo-especifico
irrelevante de 1gG de pollo, Sigma) fueron utilizados como control. Se realizé un co-
cultivo con enterocitos infectados de la linea celular IC¢); como se describié
anteriormente, con la diferencia de que se agreg6 o TGF-f3 o anticuerpos irrelevantes al
medio de co-cultivo (100 ng/ml). Se examiné la produccion de ARNm de quemoquinas

a las 4 h luego del contacto (6 horas después de la infeccion).

2.8 — Extraccion y deteccion de ARNm de quemoquinas por ensayo de proteccion

de ARNasa

A distintos tiempos luego de la infeccion de la monocapa de células ICy; y
MODE-K se examiné la expresion de quemoquinas mediante un ensayo de proteccion
de ribonucleasa de multisonda (RPA). Para analizar la expresion luego del co-cultivo de
IELs con los enterocitos, los 1ELs retenidos en la parte superior de la camara del filtro
fueron descartados por lavados repetidos con PBS. La membrana de policarbonato del
filtro conteniendo la monocapa fue separada y agregada directamente a 3 ml de reactivo

TRIzol (Life Technology, Grand Island, NY). Las membranas fueron homogeneizadas y
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guardadas a -80°C hasta ser usadas. EIl ARNm fue extraido de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y la concentracion fue determinada por espectroscopia de
UV a 260 nm (medida de relacion de 260/280-nm ). Entre 10 y 20 pg de ARNm fue
extraido de las membranas de los filtros juntados. La expresion de ARNm de
quemoquinas y citoquinas en las células fue detectada con un kit de sistema de Ensayo
de Proteccion de ARNasa multi-Sonda RiboQuant (Pharmingen) como lo describié el
fabricante utilizando sondas de las proteinas de interés marcadas con **P. Luego de la
incubacion de la sonda con las muestras, se realiz6 una digestion con ARNasa durante
45 min a 30 °C. Los extractos fueron cargados en un gel de poliacrilamida 5% vy
cuantificado con un programa NIH Image 1,61/ppc. La sonda del gen de la
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) permitio la determinacion de las
muestras y la comparacioén de especies de ARNm individuales entre las muestras. Los
datos fueron normalizados y expresados como unidades de densitometria relativas a los

niveles de ARNm de GAPDH.

2.9 - Deteccion de proteinas en sobrenadantes de cultivos celulares

Luego de la infeccion de las células IC,2; y MODE-K con los taquizoitos de las
distintas cepas de 7. gondii y de N. caninum, se colecto el sobrenadante celular y se
midi6 la secrecion de diferentes quemoquinas y citoquinas a distintos intervalos de
tiempo. Para esto se usaron kits de ELISA comercialmente disponibles de acuerdo con

las instrucciones del fabricante (Genzyme, MA).
2.10 — Ensayo de migracion in vitro

Los IELs primados o no primados de ratones de la cepa C57BL/6 fueron
resuspendidos en un colorante fluorescente intravital, diacetato  5-
clorometilfluoresceina (1 uM) e incubados 15 min a 37°C. Una vez teiiidas, las células
fueron lavadas, y 10° IELs/filtro fueron agregados a la camara superior de los filtros
conteniendo la monocapa confluente de células 1C¢y, crecidas durante 10 dias y este co-
cultivo se mantuvo durante 4 h a 37°C. El filtro fue luego removido y enjuagado

extensivamente con medio. Las monocapas fueron sometidas a fijacion con
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paraformaldehido 3,7% en PBS durante 30 min a 4°C. Una vez fijadas, las monocapas
fueron permeabilizadas con acetona y tefiidas con yoduro de propidio y rhodamina-
phalloidin (Molecular Probes) y visualizadas por microscopia de escaneo laser confocal
(MCR 1024; Bio-Rad) usando una imagen fluorescente de canal dual para identificar
selectivamente las células marcadas con fluorescencia y el citoesqueleto de actina. Se
analizoé un minimo de 10 campos (481 X 481 um) en 15 secciones de la monocapa y se

proyectaron al mismo nivel.
2.11 - Analisis de citometria de flujo

Para el marcado de la superficie celular, 2x10° células MODE-K normales o
infectadas con taquizoitos de la cepa RH fueron agregadas a una placa de 96 wells y
lavadas 2 veces con PBS. Las células fueron resuspendidas en 50 ul de FcBlock
(Pharmingen) durante 15 min a 4°C para prevenir la tincion no especifica. Luego se
incubaron durante [ h en hielo en presencia de mAc de rata anti-raton conjugado a FITC
(Pharmingen) en una diluciéon 1/50. Los anticuerpos utilizados eran especificos contra
H2Kk, 1-Ak, I-Ek, CD1d, CD40, CD95 y CD 119. Luego las células fueron lavadas y
fijadas con 2% de buffer paraformaldehido y la tinciéon inmunofluorescente especifica
fue analizada usando un FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) al

dia siguiente.
2.12 - Construccion de plasmidos y proteinas recombinantes

La expresion de la proteina recombinante ROP2 (residuos 196-561) a partir del
plasmido pQE-Rop2 ha sido previamente descrita (Martin y col, 1998) al igual que la
proteina TgPl (Pszenny y col, 2000). Para obtener la rGRA4, la secuencia de ADN del
gen gra+4 (Mevelec y col, 1992) fue obtenido de la base de datos GenBank (numero de
acceso M76432). El marco de lectura completo fue amplificado a partir de una
biblioteca genomica de la cepa RH de 7. gondii por PCR. Se sintetizd un cebador
“sense” con una secuencia de reconocimiento adicional para la endonucleasa Kpn I
(Grad-F 5’-cgcgggtaccatgcagggcacttggttttc-3’), y un cebador “antisense” con una

secuencia de reconocimiento adicional para la endonucleasa Fco RI (Gra4-R 5’-
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cgcgggtaccatgcagggcacttggttttc-3’). El producto de PCR fue digerido con las enzimas
Kpn 1'y Eco Rl, purificado del gel de agarosa (Qiaex I1, Qiagen), clonado en los sitios
correspondientes del vector pBluescript (pB-gra+), y secuenciado. Luego el plasmido
fue digerido con Pst 1y Kpn 1 para liberar un fragmento que codifica para la region C
terminal de la proteina Gra4 (residuos 163-345). El fragmento fue aislado del gel de
agarosa y clonado en los sitios correspondientes del vector de expresion pQE30
(Qiagen). Para el desarrollo del sistema de vacuna de ADN basado en GRA4, el
plasmido pb-gra+4 se digirio con las enzimas de restriccion Kpn 1y Eco Rl, y luego fue
purificado del gel de agarosa, y clonado en los sitios correspondientes del plasmido
pcDNA3 para producir pGRA4 y posteriormente fue secuenciado.

Para construir la proteina quimérica (Quim), se disefidé un nuevo par de cebadores
para Rop2: un “sense” (Rop2-F 5’- cggcggggtacccacatcttgcaacatggaa -3’) con una
secuencia de reconocimiento adicional para la endonucleasa Kpn I, y un “antisense”
(Rop2-R 5’-gcgggtaccgecggttctccatcagtttga-3’) con una secuencia adicional para la
misma endonuclease en reemplazo del codon stop. El fragmento amplificado fue
clonado en el vector pGEM (Promega), secuenciado, digerido con Bam HI (sitio interno
del ADNc de Rop2 correspondiente al aminoacido 196 en la proteina (ver Martin y col,
1998) y Kpn 1, y clonado en el plasmido pQE-gra+ previamente digerido para generar
pQE-rop2-gra+. Todos estos plasmidos pQE producen proteinas recombinantes con 6

histidinas ligadas al extremo N-terminal.

2.13 - Preparacion de antigenos y proteinas recombinantes

El sonicado de Toxoplasma (TSo) fue preparado a partir de taquizoitos RH. Los
fibroblastos infectados fueron despegados de los frascos, pasados a través de una jeringa
con aguja de 27G, centrifugados, y el sobrenadante fue filtrado en un filtro de
policarbonato de 3um. Los taquizoitos fueron contados con un microscopio Optico, y
posteriormente sonicados y sometidos a 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento.

Las proteinas recombinantes fueron expresadas en bacterias M15 de la cepa
Ischerichia coli (Qiagen). Un cultivo “overnight” (ON) fue diluido 1:40 en medio Luria
suplementado con ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (100 pg/ml). La expresion de

las proteinas recombinantes fue inducida con isopropyl-b-D-thiogalactopiranésido
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(IPTG) a una concetracion final de SmM. Luego de cosechar las bacterias, se
resuspendieron en solucion de lisis a pH 8 y se las sonico tres veces. Las proteinas
fueron purificadas en condiciones no desnaturalizantes en columnas de acido
nitriloacético de Ni** (Qiagen) como se describio previamente (Nigro y col, 2001). La
pureza de las proteinas purificadas fue analizada por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 10% en un sistema Mini-Protean (Bio-Rad) y tefiidos con
azul de Coomasie. Luego las proteinas purificadas fueron cuantificadas por el método

de Bradford.

2.14 - Purificacion de plasmidos para la vacuna de ADN

Los plasmidos pGRA4 y pcDNA3 vacio fueron purificados con un kit de
cromatografia en columna (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
expresion de los plasmidos fue analizada en células COS-7 transfectadas. La
introduccion de ADN en las células fue facilitada por el Sistema de Transfeccion
Mamifera Profection® (Promega, USA). La transfeccion con fosfato de calcio del gen
gra+ en las células COS-7 fue realizada de acuerdo a las instrucciones del fabricantes
(Manual Técnico Nro. O12, Promega USA). La expresion de las células transfectadas y

de las células control fue analizada por Western blot.

2.15 - Cinética de la respuesta inmune en ratones oralmente infectados

Para los experimentos de seguimiento de la infeccion, los ratones CS7BL/6 y
BALB/c recibieron 20 quistes de la cepa ME49 por via intragastrica. Se colectaron
muestras de sangre y de secrecion intestinal antes de la infeccion (dia 0) y luego de 1, 3,
5 y 8 semanas de infeccion, y se hicieron pooles de a 3 ratones. Para los estudios
cinéticos de proliferacion celular, las células de nodulos mesentéricos linfaticos (NML)
y de bazo de ambas cepas de ratones fueron colectadas utilizando los mismos tiempos

de infeccion que para los fluidos. Se sacrificaron 3 ratones para cada tiempo.

2.16 - Inmunizacion con las proteinas recombinantes y desafio con 7. gondii
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Para los experimentos de inmunizacion, los ratones de las cepas C57BL/6 y C3H
fueron vacunados con 10 pug de rGRA4, rROP2, rROP2+rGRA4 o Quim absorbidos a
Al(OH)3 (Alhydrogel, Superfos Biosector a/s, Denmark) por inyeccion intramuscular
(im) 4 veces en un periodo de 2 semanas. El grupo control fue inoculado con PBS-
Alum. Para la vacunacion con ADN, los ratones fueron inmunizados 3 veces a
intervalos de 3 semanas por inyeccion im con 100 pug de pGRA4 o del vector pcDNA3
vacio.

Catorce dias luego del ultimo refuerzo, los ratones fueron desafiados por infeccion
oral con 20 quistes de la cepa ME49 en el caso del desafio no letal. Los ratones
sobrevivientes fueron sacrificados un mes después, sus cerebros fueron removidos y se
determiné el nimero medio de quistes por cerebro por observacion en un microscopio
optico de 4 muestras de 25 pl para cada cerebro. Para el desafio letal, los ratones fueron
infectados con 100 quistes y se midid sobrevida. Para el caso de dosis letal 50 (Lyyso),
los ratones C3H fueron infectados con 50 quistes orales.

Se tomaron muestras de sangre de la cola antes de comenzar las inmunizaciones
(dia 0), 2 semanas luego del ultimo refuerzo (dia 28) y 4 semanas luego del desafio (dia
56). El dia 28, se sacrificaron 2 ratones por grupo y se aislaron las células de bazo para

el estudio de la respuesta celular.

2.17 - Obtencion de secreciones intestinales

Las secreciones intestinales de los ratones del experimento de seguimiento, fueron
recuperadas segun el método descrito por Elson y col (1984). Los ratones recibieron por
via intragastrica 4 dosis de 0,5 ml de solucion de lavado gastrointestinal (NaCl 25 mM,
Na;SO4 40 mM, Na;CO; 20 mM, Polietilen glicol 3350 45,5 mM) a intervalos de 15
min. Luego de 30 min de la ultima dosis, se les inyecté 0,2 ml de una solucién de
pilocarpina (Sigma) 1 mg/ml en suero fisiologico por via intraperitoneal. Los ratones
fueron inmovilizados y ubicados en una reja sobre una placa de Petri conteniendo 3 ml
de una solucion con antiproteasas (inhibidor de la tripsina de soja (Sigma) 10%, EDTA
50 mM). El efecto colinérgico de la pilocarpina provoca un aumento de las secreciones
por un relajamiento de los esfinteres. Luego de 20 a 30 min de la inyeccion, las

secreciones intestinales fueron homogeneizadas y recuperadas en un tubo cénico. Las
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secreciones fueron agitadas en un vortex y centrifugadas a 650 g durante 10 min a 4°C
para que los elementos solidos y las grasas sedimenten. Al sobrenadante se le agrega
1% de fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 100mM en etanol 95%, y se lo centrifuga a
27000g durante 20 min a 4°C. Se recuperan las secreciones clarificadas y se adiciona
1% de PMSF 10mM, 1% acetato de sodio a 1% y 5% suero fetal bovino. Las

secreciones intestinales asi tratadas son conservadas a —-20°C.

2.18 - Analisis de respuesta humoral en fluidos biolégicos

Los anticuerpos de las muestras de sangre y de secreciones intestinales especificos
contra los antigenos fueron analizados por ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISA) como se describié previamente (Martin y col, 1998). Brevemente, las placas de
96 pocillos de fondo plano (Immuno Plate Maxisorp, Nunc) fueron sensibilizadas toda
una noche a 4°C con 100 ul de una solucién 5 ug/ml de las proteinas recombinantes o
20 pg/ml de TSo diluidos en 0,05M de buffer carbonato (pH 9,6). Los complejos
inmunes fueron revelados con el cromogeno ortofenilendiamina (OPD, Sigma) y H,0,
0,15% como sustrato para los anticuerpos conjugados a peroxidasa de rabano. Se midié
la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA automatico (Dynatech MR4000). Se
determind el valor de corte para cada anticuerpo ensayado como la media de
absorbancia del suero pre-infeccion mas 3 desviaciones estandar (DE). Los resultados
fueron expresados como absorbancia relativa (absorbancia a 450nm de la muestra
dividido por su correspondiente valor de corte). Los resultados fueron determinados por
triplicado para cada suero y se realizaron al menos 2 ensayos independientes para cada
suero.

Todos los anticuerpos utilizados eran de cabra anti-inmunoglobulinas de raton
conjugados a peroxidasa. Los anticuerpos anti-IgA e -IgM (Sigma) fueron utilizados a
una dilucion 1:20.000 y los anticuerpos anti-IgG (Jackson) 1:4.000. Para el analisis de
isotipos de IgG, se utilizaron anticuerpos anti-IgG1 diluidos 1:2.000 e -IgG2a 1:4.000
(Serotec).

Para las secreciones intestinales, se realizaron 3 diluciones seriadas al tercio
partiendo de una dilucion 1:30. Las diluciones Optimas para la determinacion de IgA e

IgM especificas contra los antigenos de los sueros de los ratones infectados fueron de
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1:300, al igual que para determinar los isotipos IgGl e IgG2a. En cambio, los sueros

fueron diluidos 1:2.400 para la deteccion de 1gG especificias.
2.19 - Aislamiento de células de NML y de bazo

Luego de la infeccion de los ratones del experimento de seguimiento, se extrajeron
los NML y bazos a distintos tiempos y se los homogeneiz6 utilizando una malla de
acero para dispersar las células que luego fueron lavadas con medio RPMI 1640 (Life
Technologies). Los eritrocitos de la suspension de células de bazo fueron lisados por
shock hipotonico con una solucion de lisis de cloruro de amonio 0,83%. Las células
fueron lavadas y luego resuspendidas en medio completo RPMI 1640 suplementado con
SFB 10%, 2-mercaptoetanol 5nM, piruvato de sodio 1mM, penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 U/ml). La viabilidad de las células usadas en estos experimentos
fue siempre mayor a 80% como se midié por tincion con el colorante Trypan blue

(Sigma).
2.20 - Ensayo de proliferacion in vitro

Los esplenocitos y las células de NML (5 x 10° células/pocillo) fueron sembradas
por triplicado en placas de fondo plano de 96 pocillos (Costar, Cambridge, MA). Las
células fueron estimuladas con varias diluciones de TSo, o con una concentracion
optima de 10 pg de las proteinas recombinantes rROP2, rGRA4 y rTgPl. Como
controles se utiliz6 medio solo y concanavalina A (Sigma) 5 pg/ml. Las células fueron
cultivadas durante 4 dias a 37°C en una atmosfera de CO, 5% y 1uCi/well de [3H]-
timidina (actividad especifica 5 Ci/mmol, Amersham Corp.) fue agregado durante 24 h.
La incorporacion en el ADN celular fue medida en un contador de liquido de centelleo
LKB (Gaithersburg, MD). Los resultados (cpm x 10) representan la media + error
estandar (ES) de pocillos por triplicado y son representativos de al menos tres

experimentos independientes.



2.21 - Analisis de citoquinas en sobrenadantes de cultivos

Se colectaron los sobrenadantes de los cultivos de células de NML y de bazo
luego de 72 hs de cultivo para la medicion de IFN-y e IL-5 por ELISA. El ensayo se
realizo tal como se menciona en el item 2.9. Para la medicion de IFN-y, las placas
(Immuno Plate Maxisorp; Nunc) fueron sensibilizadas toda la noche a 4°C con 3 pg/mi
de anticuerpo monoclonal de rata anti-IFN-y de ratén (Pharmingen) diluido en 0,01M
Na;HPO, pH9. Las placas fueron lavadas con PBS Tween 20 0,05% y bloqueadas con
albumina sérica bovina 1% durante 2 hs a 37°C. Los sobrenadantes de los cultivos
celulares fueron testeados por triplicado en 100 pl/pocillo, y se agregd una dilucion
seriada de IFN-y murina recombinante (Phamingen) que abarca de 20 - 4.000 pg/ml
para la curva estandar. Luego de la incubacion durante 1 h a 37°C, se agregé | pg/ml de
anticuerpo de rata anti-IFN-y de raton biotinilado (Pharmingen) y mas tarde un
conjugado de estreptoavidina-peroxidasa (Sigma) diluida 1:1.000. Los complejos unidos
fueron detectados con 0,15% H,02 — 0,15% OPD (Sigma) en una solucion de citrato
(0,1 M)- fosfato (0,1 M), pH 4,5. Se midieron las absorbancias a 450nm en un lector de
ELISA (Dynatech MR4000). Para la medicion de IL-5 en los sobrenadantes celulares,
se utilizo un kit de ensayo de ELISA comercial (BioSource). Las concentraciones de las
citoquinas fueron calculadas con referencia a la curva estandar correspondiente. Para
todos los analists, los sobrenadantes de al menos 3 pocillos con células estimuladas con
los antigenos fueron juntados y se ensayaron en distintas diluciones. Los limites de

sensibilidad para los dos ensayos era de 15 pg/ml.

2.22 - Analisis estadistico

Los resultados correspondientes a la Parte 1 se expresaron como el promedio +
DE. Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron analizadas utilizando el test de
Student t. Un valor de P < 0,05 fue considerado significativo.

Con el objetivo de reflejar una variacion en la poblacion de células respondedoras
de un pocillo a otro, los resultados de la proliferacion de la parte II estan representados

como cpm * ES (x10™). No se muestran los errores estindar en los ensayos de
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citoquinas, debido a que los pocillos por triplicado se obtuvieron a partir de muestras de
sobrenadantes agrupados. Los datos fueron comparados, en los casos apropiados, por el

test de Student-t.
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Resultados Parte 1

3. INTERACCION ENTRE CELULAS EPITELIALES INTESTINALES Y
LINFOCITOS INTRAEPITELIALES DURANTE LA INFECCION CON
TOXOPLASMA GONDII

La cepa de ratones C57BL/6 (H-2") es genéticamente susceptible a la infeccion oral con
quistes tisulares de 7. gondii, ya que desarrolla una forma letal de ileitis (IBD) caracterizada
por necrosis del villi y células de la mucosa en sus intestinos delgados dentro de los primeros
siete dias (Liesenfeld y col, 1996). La respuesta inmune protectiva mediada por IFN-y, TNF-a
e iINOS aparece sobre-estimulada en el intestino delgado de estos ratones susceptibles y la
consecuente sobre-produccion de oxido nitrico (ON) por iNOS en los 6rganos resulta en el
desarrollo de la patologia que contribuye a la muerte temprana (Liesenfeld y col, 1999; Khan
y col, 1997).

Los IELs aislados de intestinos de ratones infectados confieren proteccion contra el
desafio letal luego de la transferencia adoptiva a ratones naive receptores (Buzoni-Gatel y col,
1997; Lepage y col, 1998). Por otro lado, las células epiteliales intestinales (IECs) o
enterocitos que bordean el tracto alimentario pueden también participar en el control de la
homeostasis del intestino (Stenson y Alpers, 1994, Wang y col, 1997) mediante la secrecion
de quemoquinas en respuesta tanto a una infeccidn microbiana como a la exposicion a
citoquinas (Casola y col, 1998; Eckman y col, 1993; Fierer y col, 1993; Amichay y col,
1996). Estas establecen un gradiente capaz de influenciar la migracion de macrofagos,
monocitos, neutrofilos y linfocitos del torrente sanguineo a través del endotelio hacia la
mucosa y submucosa durante el proceso inflamatorio. Las lesiones intestinales estan
caracterizadas por un marcado infiltrado de neutréfilos asociado con niveles elevados de IL-8
en la mucosa. Particularmente, se ha observado que las células enterociticas humanas pueden
producir IL-8, RANTES y GROa las cuales pueden ser quimio-atrayentes para IELs (Ebert,
1995).

En el presente estudio, se analizo el papel de los IELs y su interaccién con los
enterocitos durante la ileitis aguda y la necrosis hiper-inflamatoria en la cepa susceptible de

ratones C57BL/6.



Resultados Parte 1

3.1 - Los IELs antigeno-primados reducen la ileitis inflamatoria aguda en ratones

susceptibles

Los IELs aislados de ratones CS7BL/6 sin infectar (no primados) o infectados
(primados) fueron transferidos a ratones naive y posteriormente desafiados por via oral. Siete
dias luego de la infeccion se observo una necrosis fulminante en la porcion distal del ileon del
intestino delgado en los ratones que recibieron IELs no primados (Figura 3.1A). Una seccion
transversal del intestino delgado muestra una reduccion en la longitud del villus. En la 1amina
propia y en el epitelio se observd hemorragia masiva e infiltracion de leucocitos (Figura
3.2A). Las areas infiltradas revelaron una degeneracion del epitelio de la mucosa,
especialmente notable en la extremidad del villus (Figura 3.2B). En contraste, no se
observaron lesiones necréticas en ninguno de los ratones que recibieron 1ELs primados
(Figura 3.1B). La relacion de la longitud del villi (69 *+ 4,2) con la longitud de las criptas (23
* 5,3) fue casi normal (3:1) comparada con la de los ratones que recibieron IELs no primados.
Este ultimo grupo, mostré una menor relacion (1,5:1), lo cual indica un daiio tisular extensivo
(53 + 4 longitud del villi, 35 + 5,5 longitud de las criptas). En el grupo de ratones que recibio
IELs primados, no hubo atrofia del villi y solo se observo una infiltracion leucocitaria leve en
la lamina propia (Figura 3.2D). Todos los ratones que recibieron IELs primados,
sobrevivieron a un desafio letal, mientras que los receptores de IELs no primados murieron

dentro de los 11 dias.

3.2 - La infeccion con T. gondii induce un aumento en la expresion de quemoquinas

inflamatorias en enterocitos

La atraccion de leucocitos a los tejidos es esencial para la inflamacion y la respuesta del
hospedador a la infeccion. Este proceso estaria controlado por quemoquinas que son
citoquinas quimiotacticas. Para investigar st estas quemoquinas son producidas por los
enterocitos, se infectaron células epiteliales 1C,2 polarizadas para estudiar la expresion de
ARNm de un amplio rango de quemoquinas a distintos tiempos luego de la infeccion. Como
se muestra en la Figura 3.3 A y B, la infeccion de estos enterocitos resulto en la expresion de
una variedad de quemoquinas, que se hicieron evidentes a partir de las 6 h luego de ser

infectadas. En particular las quemoquinas MCP-1, MIP-2, MIP-1a. y IP-10 fueron las que
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Figura 3.1: Inflamacién del
intestino delgado luego de la
transferencia adoptiva de IELs y
posterior infeccidon con T. gondii.
Cuatro dias luego de |Ia
transferencia adoptiva de IELs (2 x
10%/ratén) no primados (A) o
primados (B), los ratones C57BL/6
fueron desafiados oralmente con T.
gondii y 7 dias después fueron
monitoreados para patologia. Los
resultados son representativos de
un total de 6 animales por grupo. Al
menos 4 experimentos adicionales
mostraron resultados similares.

Figura 3.2: Cambios histolégicos
en el intestino delgado (ileon) de
ratones C57BL/6 luego de |la
transferencia adoptiva de IELs y
posterior desafio con T. gondii.
Los TELs primados o no primados (2
x 10%) fueron transferidos a
ratones receptores. Cuatro dias
después los ratones fueron
desafiados con 30 quistes por via
oral. Siete dias después, se
realizaron estudios histolégicos en
los intestinos delgados. Todas las
muestras fueron tefiidas con H&E.
(A) Secciones (3 um) y fotomi-
crografias del fleon de ratones
C578BL/6 infectados con T. gondii
luego de recibir IELs no primados
muestran una reduccién en la
longitud y un aumento en el grosor
del villi, con dramdticas infil-
traciones leucocitarias en la ldmina

propia. (B) Hay evidencia de una pérdida focal de células epiteliales superficiales en la
extremidad del villi, indicativo del estadio mds temprano de necrosis. En contraste, las
fotomicrografias del fleon de ratones infectados con T. gondii luego de recibir IELs primados
revelan un epitelio casi normal (€) con una infiltracién leucocitaria leve en la ldmina propia
comparado con un intestino normal no infectado (D). Seis ratones fueron usados en cada grupo

experimental.
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Figura 3.3: Produccién de ARNm de quemoquinas en enterocitos IC,, infectados con 7.
gondii. Las células epiteliales polarizadas IC, , fueron sembradas en la superficie inferior de
filtros de policarbonato de 4 um. Diez dias después, la monocapa fue infectada en la superficie
apical con taquizoitos de la cepa RH de 7. gondii. Para cada condicidn, se utilizaron seis filtros
cubiertos con coldgeno I. Las células fueron removidas de los filtros y la expresién de ARNm de
un amplio arreglo de quemoquinas fue examinada por un ensayo de proteccién de ARNasa. A.
Autorradiograma representativo de un ensayo de proteccién de ARNasa luego de 6 h (1) 0 24 h
(3) de infeccién comparado con la expresién en células sin infectar (2). B. La expresién de
ARNm fue estandarizada con la expresién de los genes L32/GAPDH y se expresé como unidades
relativas de densitometria. €. Para asegurarnos de que las proteinas estaban siendo traducidas,
los sobrenadantes de los cultivos fueron ensayados por ELISA para MCP-1 a diferentes tiempos
post-infeccién de la linea celular IC, ,.
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mostraron mayor aumento en la expresion. Luego de la infeccion de la linea celular 1C,5, se
detectaron cantidades crecientes de la proteina MCP-1 en los sobrenadantes de los cultivos

(Figura 3.3C).

3.3 - Transmigracion de IELs en células epiteliales intestinales polarizadas

La IBD que se genera en respuesta a la infeccion con 7oxoplasma, podria deberse en
parte a la induccion de quemoquinas especificas producidas por los enterocitos que facilitan el
trafico y migracion de células inflamatorias al sitio de infeccion. Con el objetivo de
determinar el significado funcional de esta produccion de quemoquinas inflamatorias frente a
la infeccidn con el parasito, se desarrolld un modelo in vifro para estudiar la migracion de los
IELs (Figura 3.4). Para esto, las células IC,; fueron crecidas en la superficie inferior de filtros
permeables cubiertos con colageno resultando en una monocapa invertida. Luego de infectar
la monocapa en la superficie apical con taquizoitos de 7. gondii, se agregaron IELs primados
o no primados previamente tefiidos con diacetato S-clorometilfluoresceina en la camara
superior del Transwell. Como resultado, los IELs infiltrados en la capa de células epiteliales
intestinales exhibian una coloracion amarillo-verdosa. Por microscopia confocal se evalud la
migracion de los IELs desde la cara basolateral hacia la apical de la monocapa de enterocitos
(Shaw y col, 1998). Como se muestra en la Figura 3.5, el analisis confocal mostré que la
migracion de los IELs antigeno-primados (pIELs, 30 + 2,8 células/campo) o no primados
(nlELs, 7,5 +£0,7 células/campo) fue mayor (P < 0,01) en células IC; infectadas con T.
gondii comparada con la migracion observada en células IC, sin infectar (pIELs, 5 + 1,4
células/campo; nlELs, 4 £ 1,7 células/campo; [P < 0,01]). Mas aun, la migraciéon trans-
epitelial de los 1ELs primados con antigeno detectada en la monocapa de enterocitos
infectados fue mayor (P < 0,01) comparada con el control de IELs no primados. No se
observd migracion espontanea de IELs dentro de la monocapa de IC.. (Fig. 3.5A). Las
células esplénicas derivadas de ratones infectados con el parasito al momento del aislamiento
de los IELs no migraron dentro de la monocapa de enterocitos (datos no mostrados).

Previas observaciones in vivo indican que la poblacion de IELs CD8B+ es la responsable
del aumento en la sobrevida de los ratones C57BL/6 contra el desafio letal con el parasito

(Chardes y col, 1994). Para determinar qué sub-poblacion de IELs era la principal involucrada
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Figura 3.4: Esquema del sistema de co-cultivo de células enterociticas con IELs. Las
células ICcl2 fueron sembradas en la superficie inferior de filtros permeables. Diez dias
después, la monocapa polarizada fue infectada en la superficie apical con taquizoitos de la
cepa RH de T. gondii. Dos horas después, IELs purificados de ratones naive (nIELs) o de
ratones infectados (pIELs) siente dias antes, fueron agregados a la parte superior del filtro.
Luego de 24 hs de infeccidn y 22 de co-cultivo, se realizé un estudio de transmigracién
intra-epitelial por microscopia confocal. Por otro lado, este mismo sistema de co-cultivo se
utilizé para examinar la expresién de un amplio rango de quemoquinas por un ensayo de
proteccién de RNasa a distintos tiempos en células ICcl2 luego de remover los IELs.

62




Resultados Parte |

en la migracién dentro del epitelio luego de la infeccion con 7. gondii, células CD8B+ y
CD8p- fueron purificadas y agregadas a los cultivos. Como se muestra en la Figura 3.6, los
grupos de linfocitos purificados enriquecidos en CD8B+ y CD8pB- tienen la capacidad de
migrar dentro de la monocapa de IC¢p;. Sin embargo, los IEL CD8f+ primados mostraron una
mayor migracion que los IELs CD8B+ no primados o los CD8f- en monocapas de de IC,;
infectadas (P < 0,01).

A B

ICcl2 sin infectar ICcl2 infectada

) ..
B ..

Figura 3.5: Microscopia confocal de co-cultivos de IELs y células enterociticas IC,,. Los
IELs (amarillo-verdosos) provenientes de ratones infectados (pIELs) o no infectados (nIELs)
fueron resuspendidos en un colorante fluorescente intravital, y agregados a la parte superior de
los filtros conteniendo una monocapa de células IC,;, infectadas o sin infectar (en rojo). Luego de
4 h de co-cultivo, los IELs fueron removidos de la parte superior y las monocapas fueron fijadas,
permeabilizadas y tefiidas. A. Por microscopia confocal se visualizé la migracidn y se escaned la
monocapa de enterocitos longitudinalmente (x-y) o lateralmente (x-z). B. Las monocapas fueron
luego examinadas por microscopia confocal, analizando un minimo de 5 campos en 15 secciones de
la monocapa para cada condicién de co-cultivo y se proyectaron al mismo nivel.
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Figura 3.6: Migracién de IELs CD8B+ o CD8B- dentro de células epiteliales intestinales
ICcl2. La monocapa de células enterociticas ICcl2 (en rojo) y los IELs migratorios (amarillo-
verdoso) se visualizaron por microscopia confocal. A. Las células epiteliales fueron infectadas
con taquizoitos de 7. gondii antes de agregar IELs CD8B+ primados (pCD8B+) o no primados
(nCD8B+) o CDBB- primados (pCD8R-). B. Las barras muestran la media + ES de las células
migratorias. *P< 0,01 comparado con CD8B+ no primados y CD8b- primados.

3.4 — Los IELs primados inducen una disminucién en la produccion de quemoquinas en

enterocitos infectados

Para caracterizar la interaccion fisiologica entre los IELs y los enterocitos se utilizé el
sistema de co-cultivo celular in vitro. Las células IC,, sin infectar o infectadas con 7. gondii

fueron cultivadas en filtros de membrana permeable y luego de la incubacién con IELs
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primados o no primados se examino el perfil de quemoquinas expresado. Como se observa en
la Figura 3.7, en presencia de IELs primados, la expresion general de ARNm de quemoquinas
en células IC, resulté significativamente reducida. Por el contrario, los [ELs provenientes de
ratones naive, no indujeron ningin efecto sobre la producciéon de quemoquinas de los

enterocitos infectados.

O1ICcl2 s/inf + uIEL

B ICcI2 s/inf + pIEL
2000- o B ICel2 inf + uIEL
#0] D ICcl2 inf + pIEL
800 - cl2 inf+p
700 - i
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Figura 3.7: Expresion de ARNm de quemoquinas en células ICn. co-cultivadas con IELs
primados o no primados. Se realizé un co-cultivo de ambos tipos celulares en el sistema in vitro
previamente descrito. La linea celular enterocitica ICq ., cultivada en filtros fue infectada o no
previamente al agregado de IELs primados (pIEL) o no primados (UIEL) a la parte superior del
filtro, en contacto con la superficie basolateral de la monocapa. Luego de 6 h de co-cultivo, los
IELs fueron removidos de la parte superior del filtro por lavados extensivos y la monocapa de
enterocitos fue examinada para la expresién de ARNm de quemoquinas. Los resultados son
representativos de al menos 4 experimentos independientes.

3.5 - Los IELs producen TGF-f que promueve la disminucién de quemoquinas

inflamatorias
En el intestino, TGF-B ha sido asociado con la regulacién de la produccion de IFN-y.

Previas observaciones del laboratorio demostraron que los [ELs aislados de ratones C57BL/6

infectados producen casi 7 veces mas TGF-B cuando se los co-cultiva con macréfagos
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infectados con 7. gondii, comparado con los IELs provenientes de ratones naive.
Paralelamente, cuando se tratan ratones C57BL/6 naive con anticuerpos anti-TGF-f antes y
después de recibir IELs primados con antigeno, la proteccion conferida frente a la infeccion
queda anulada, ya que se observa inflamacion hemorragica difusa y necrosis severa en sus
intestinos delgados. El tratamiento de ratones naive de esta cepa susceptible con AdV-TGF-

B, previene la enfermedad intestinal inflamatoria frente a la infeccion oral con 7. gondii.
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Figura 3.8: Efecto de T6F-B y IL-10 en el ARNm de quemoquinas producidas por células
IC,, infectadas con 7. gondii. Los IELs primados fueron incubados 2 h antes del co-cultivo con
un mAc aTGF-B (A) o oIL-10 (B). Se utilizaron anticuerpos irrelevantes para incubar el grupo
control. Los IELs fueron luego agregados a la parte superior de los filtros conteniendo la
monocapa de células IC, , infectadas. El medio de este co-cultivo fue suplementado con mAc
aTGF-B o aIL-10 respectivamente. Se estudié la expresién de ARNm de quemoquinas en las
células ICCL2 luego de 4 h de contacto utilizando un ensayo de proteccién de ARNasa. A. Se
muestra un autoradiograma respresentativo del ensayo de proteccién de ARNasa a la izquierda.
Calle 1: control positivo; calle 2: tratamiento con mAc anti-TGF-B; calle 3: tratamiento con
anticuerpos irrelevantes. Los resultados estdn expresados como unidades de densitometria
relativas luego de la normalizacién al ARNm de GAPDH y son representativos de 2 experimentos
independientes.

Para seguir explorando el papel anti-inflamatorio de los IELs y mas precisamente la

relacion entre el TGF-B producido por los IELs y su rol como molécula anti-inflamatoria, se

evalud el efecto de esta citoquina en la producciéon de quemoquinas en el sistema de co-
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cultivo con la linea enterocitica IC.,. Para esto, los IELs aislados de ratones CS7BL/6
infectados fueron preincubados durante 2 h con anticuerpos neutralizantes anti-TGF-3 o con
un anticuerpo control irrelevante. Estas células fueron luego agregadas a la camara superior
de los filtros conteniendo la monocapa de células IC.,. El medio de co-cultivo fue
suplementado con anticuerpos anti-TGF-f3 o con el anticuerpo control irrelevante. Como se
muestra en la Figura 3.8A, el papel inhibidor de los IELs primados sobre las células
enterociticas fue eliminado en presencia de anticuerpos anti-TGF-f3 ya que se observa un
aumento en la expresion de los ARNm de las quemoquinas. El tratamiento con anti-TGF-3
mostro un efecto inverso en la expresion de ARNm de RANTES y tuvo muy poco efecto en la
expresion de MIP-1a (dato no mostrado). Por otro lado, cuando se estudid el papel de la
citoquina inhibitoria IL-10, se observo en general un pequefio aumento en la expresion de
quemoquinas en presencia de anticuerpos anti-IL10 (Fig. 3.8B), pero el efecto fue menor que
el obtenido con anti-TGF-f. El tratamiento con anti-IL-10 demostrd el mayor efecto sobre la
expresion de MCP-1, y contrariamente a TGF-J3, la expresion de RANTES se vio levemente

aumentada.

3.6 - El antigeno SAG-1 de T. gondii estaria involucrado en la IBD

SAGI, el antigeno de superficie mayoritario expresado en la superficie de taquizoitos
de 7. gondii, induce una respuesta de anticuerpos dominante durante la infeccion y esta
involucrado en el proceso de invasion. Utilizando parasitos deficientes en esta proteina, se
obtuvieron resultados preliminares in vivo que demuestran que la infeccion intraintestinal con
taquizoitos KO para SAG-1, en contraste con la cepa WT, no inducen una hiper-inflamacién
en el intestino delgado de ratones C57BL/6. Para evaluar el papel de este antigeno en la
inducciodn de la respuesta inmune por células epiteliales, se infectaron las células enterociticas
1C.2 con taquizoitos KO para SAG-1 o con RH y se determino la expresion de ARNm de
quemogquinas. Como se muestra en la Figura 3.9, la expresion de quemoquinas en los
enterocitos en respuesta a la infeccion con el parasito KO resultdo en general menor a la
obtenida con el parasito WT. Estos resultados preliminares indicarian que SAG-1 seria una

molécula clave en la iniciacion del proceso inflamatorio.
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Figura 3.9: Produccién de ARNm de quemoquinas en enterocitos ICcl2 infectados con
taquizoitos P30-KO. Células enterociticas ICcl2 fueron infectadas en la superficie apical con
taquizoitos de la cepa RH o P30-KO de T. gondii. Luego de 6 h de infeccién, la expresién de
ARNm de quemogquinas fue analizada por un ensayo de proteccién de ARNasa. Los resultados se
expresan como valores relativos a la expresién del gen GAPDH y son representativos de 2
experimentos independientes.
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4 - CARACTERIZACION IN VITRO DE LA RESPUESTA INDUCIDA EN LA
LiINEA CELULAR ENTEROCITICA MODE-K FRENTE A LA INFECCION
CON TOXOPLASMA GONDII

Como se describiéo previamente, en ciertas cepas de ratones como C57BL/6 (H-2%, la
infeccion puede causar una forma severa de inflamacion intestinal cuya patologia comparte
caracteristicas morfologicas e histologicas con la enfermedad inflamatoria del intestino en
humanos (IBD). En cambio las cepas de ratones C3H/Hel y CBA/J (H-2%), son resistentes a
la infeccion aguda con el 7. gondii, y los estudios histologicos muestran solamente una leve
inflamacion en el ileon con pequeiias placas de necrosis en la parte superior del villi.

En el presente estudio se caracterizo la respuesta generada por 7. gondii durante la
infeccion de enterocitos derivados de ratones resistentes. Debido a la corta vida media de los
enterocitos ex vivo, aqui se caracterizo la linea celular MODE-K derivada del epitelio
intestinal de ratones C3H/HelJ, con el fin de estudiar su valor como modelo in vitro de células

enterociticas resistentes a la infeccion aguda.

4.1 - Expresion de marcadores moleculares en la superficie d¢e MODE-K inducidos por

T. gondii

En estudios previos, se demostrd que la transferencia adoptiva de IELs aislados de
ratones infectados con 7. gondii inducia proteccion contra el desafio oral de los ratones
receptores (Buzoni-Gatel y col, 1997) y que estas células eran activadas para secretar
citoquinas pro-inflamatorias y ejercer citotoxidad frente a enterocitos infectados (Chardes y
col, 1994). El efecto CTL de los IELs primados mostré estar genéticamente restringido
sugiriendo que los enterocitos en una situacion apropiada, pueden tener la capacidad de
procesar y presentar antigenos del parasito. Utilizando la linea de células epiteliales
intestinales MODE-K, se analizo in vitro la expresion de diferentes proteinas de superficie en
respuesta a la infeccion con 7. gondii por citometria de flujo. Estos enterocitos mostraron una
expresion constitutiva de moléculas MHC clase I en su superficie y esa expresion no varié

frente a la infeccion con el parasito (Fig. 4.1). En cambio se observé un incremento en la
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expresion de moléculas MHC clase II del subtipo I-A* e I-E* y de la nueva molécula clase I

CD1d luego de la infeccion.

120 - B s/infectar B infectadas

% células positivas

CD40 I-Ak H2Kk I-Ek

Figura 4.1: La infeccién con T. gondii induce la expresién de moléculas de superficie en
células MODE-K. Por citometria de flujo se analizé la expresion de CD40, I-Ak, H2Kk, I-Ek,
IFN-YR y €D1d en la superficie células MODE-K normales e infectadas con taquizoitos de la cepa
RH. Las células fueron incubadas con anticuerpos especificos conjugados a FITC y fueron
analizadas por FACScan. Los resultados son representativos de 2 experimentos distintos.

Un importante componente asociado con la activacion celular T es el papel de las
moléculas co-estimuladoras. La interaccion CD40/CD40 Ligando (CD154) de las células T
tiene un papel central en la induccién de la inmunidad humoral y celular. Como se muestra en
la Figura 4.1, el andlisis fenotipico de las células MODE-K mostré una fuerte induccion en la
expresion de la molécula CD40 en su superficie luego de la infeccion. Ademas de la
expresion de moléculas presentadoras de antigeno, estos IECs expresan una amplia variedad
de receptores para citoquinas (Markowitz y col, 1990; Filmus y col, 1992; Ciacci y col, 1993;
Reinecker y col, 1995) . En este estudio, la infeccién con el parasito no indujo un aumento
significativo en la expresion del receptor de IFN-y (Fig. 4.1). Estas observaciones sugieren

que el 7. gondii puede activar estos enterocitos durante la infeccion.
4.2 - La infeccion con 7T.gondii induce un aumento en la expresién de quemoquinas

La atraccion de leucocitos a los tejidos es esencial para la inflamacion y para la
respuesta del hospedador a la infeccion, y este proceso esta controlado por quemoquinas. La

produccion de ARNm de quemogquinas frente a la infeccion con la cepa RH de 7. gondii fue

estudiada en la linea celular enterocitica MODE-K a diferentes tiempos usando un ensayo de
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proteccion de ARNasa de multi-sonda. La infeccion in vitro de estas células resulté en un
aumento de la expresion de ARNm de las quemoquinas MCP-3, MIP-183, MCP-1 e IP-10 que
comenzo a ser evidente a partir de las 2 h luego de la infeccién, llegando a un méximo a las 6
h (Figura 4.2A). En cambio la expresion de MIP-2 y RANTES no vari¢ durante la infeccion
(Fig.4.2A).
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Figura 4.2: La infeccion con T. gondii induce un aumento en la expresion de quemoquinas en
las células MODE-K. Las células epiteliales intestinales MODE-K fueron sembradas en la
superficie inferior de filtros de policarbonato de 4 um. Cuatro dias después, la monocapa fue
infectada en la superficie apical con taquizoitos de la cepa RH de T. gond/i. Las células fueron
removidas de los filtros y la expresién de ARNm de un amplio arreglo de quemoquinas fue
examinada por un ensayo de proteccién de ARNasa. A. La expresién de ARNm fue analizada en
células sin infectar (uMode-k), y luego de diferentes tiempos de infeccién. La expresién de
ARNm fue estandarizada con la expresién de los genes L32/GAPDH y los resultados se
expresaron como unidades relativas de densitometria. B. Los sobrenadantes de los cultivos
fueron ensayados por ELISA para detectar la presencia de MCP-1 y RANTES a diferentes
tiempos post-infeccién de la linea celular MODE-K. Los resultados son representativos de al
menos 2 experimentos distintos.
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Para aseguramos que las quemoquinas estaban siendo traducidas, se estudid la expresion
de las proteinas en los sobrenadantes de los cultivos celulares mediante ensayos de ELISA a
distintos tiempos de infeccion. MCP-1 mostro cantidades crecientes en los niveles de
expresion, mientras que RANTES, al igual que la expresion de su ARNm, no mostré un
aumento significativo en su expresion luego de la infeccion (Fig. 4.2B). Esto sugiere que la
expresion de MCP-1 estaria mediada a través del aumento en la produccion y/o estabilizacion
del ARNm. La viabilidad de MODE-K no fue afectada por la infeccion con 7. gondii y

permanecid en 90,5% durante la infeccion por 24 h (datos no mostrados).

4.3 - Aumento en la expresion de quemoquinas luego de la infeccion con otras cepas

relacionadas

Con el objeto de examinar la especificidad de la respuesta generada en MODE-K, se
estudio la expresion de quemoquinas frente a la infeccion con taquizoitos PTG, una cepa de 7.
gondii no virulenta, y Neospora caninum, un parasito morfolégicamente indistinguible de 7.
gondii, pero genéticamente distinto, que infecta a un amplio rango de mamiferos que incluyen
perros, gatos, ratones y ganado vacuno. Al igual que en la toxoplasmosis, las células T CD4+,
IL-12 e IFN-y tienen un papel importante en el control de la infeccion aguda de ratones con
este parasito (Tanaka y col, 2000; Baszler y col, 1999). Aunque los taquizoitos de N. caninum
y de la cepa RH de 7. gondii comparten pocos antigenos de reaccion cruzada, los antigenos
inmunodominantes de ambos parasitos no son reconocidos por sueros heterélogos de un
amplio rango de especies animales (Bjerkas y col, 1994).

Como se observa en la Figura 4.3A, a las 6 h post-infeccion cuando la expresion de
ARNm de quemoquinas es maxima frente a RH, la infeccion con PTG alcanza valores
similares de expresion mientras que N. canimun induce niveles significativamente menores en
todos los casos. A las 24 h post-infeccion, la expresion de quemoquinas en respuesta a la
infeccion con RH y PTG se mantiene igual, menos para IP-10 la cual alcanza niveles
significativamente mayores para PTG. Por otro lado, la respuesta a N. caninum aumenta a
niveles similares a los obtenidos con RH para las quemoquinas MIP2, MCP3 y MCPI,
mientras que los niveles de MIP1B, IP-10 y RANTES resultan significativamente mayores

(Figura 4.3B). Estos resultados demuestran que habria un retraso en la expresion de




Resultados Parte |

S A

A

1250  EuMode-k MRH B Neo @ pT6
0]
£ 1000 -
=
]
Y 750 -
\]
£ 500 -
(=]
> 250 -

0 - .
MIP2  MCP3  MIPIb  MCP! IPI0  RANTES

1250 4
-4 !
> 1000 -+
=
=)
®
:
S

MIP2 MCP3 MIP1b MCP1 IP1I0 RANTES

Figura 4.3: Expresion de ARNm de quemoquinas en células MODE-K infectadas con las
cepas RH y PTG de T. gondii y taquizoitos de N. caninum. La expresion de ARNm de
quemoquinas fue determinada por un ensayo de proteccién de ARNasa. Las células MODE-K
fueron cultivadas como se describié previamente y se determiné la expresién de quemoquinas en
células sin infectar (uMode-k), infectadas con taquizoitos de las cepas RH y pTG de T. gondii'y
con taquizoitos de N. caninum (Neo) durante A. 6 h,y B. 24 h. *P < 0,05 y **P < 0,01 con

respecto a RH.
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quemoquinas frente a la infeccion con N. caninum y que la respuesta a la infeccion es cepa-

especifica en el caso de la expresion de RANTES.

4.4 - T. gondii induce la expresion de citoquinas en células MODE-K

Los enterocitos juegan un papel critico en la inmuno-fisiologia de la mucosa que en parte
consiste en una red paracrina entre enterocitos y células inmunes e inflamatorias adyacentes
(Stenson y Alpers, 1994; Wang y col, 1997). Previas observaciones han demostrado que un
aumento en la expresion del ARNm de iNOS ocurre luego de la infeccion oral de ratones
CS7BL/6 con 1. gondii (Liesenfeld y col, 1996). También se sabe que el IFN-y y el TNF-a son
fuertes inductores de la sintesis de 0xido nitrico (Drapier y col, 1988; Nathan y Hibbs, 1991).
Para caracterizar la produccion y secrecion de citoquinas por enterocitos luego de la infeccion
con taquizoitos, las células MODE-K fueron infectadas con la cepa RH y se estudio la
expresion de ARNm y secrecion en los sobrenadantes de los cultivos. Como se observa en la
Figura 4 4A, la infeccion con 7. gondii indujo un aumento en la expresion de ARNm de IL-5,
GM-CSF, G-CSF e IFN-y que resulta maximo a las 24 h post-infeccion. En cambio, la
expresion de IL-7 y TGF-f presenta valores pico a las 6 h y estos valores se mantienen (Fig.
4.4A).

Para caracterizar la cinética de la produccion de citoquinas frente a la infeccion con 7.
gondii, se estudio la secrecion de IFN-y y TNF-a en los sobrenadantes de los cultivos celulares.
Como se muestra en la Figura 4.4B, la secrecion de estas dos citoquinas aumenta gradualmente
hasta llegar a un maximo a las 24 h. Por el contrario, no se pudo detectar IL-10 en los
sobrenadantes de las células infectadas. Por otro lado, la infeccion de MODE-K con taquizoitos
de Neospora y de la cepa PTG de 7. gondii indujo un patrén de secrecion de TNF-a similar a
RH tanto a las 6 como a las 24 h post-infeccion (Fig. 4.4D). Es interesante notar que los niveles
de IFN-y inducidos por la infeccion con la cepa no virulenta PTG resultaron significativamente

menores comparados con los obtenidos con la cepa virulenta RH (Fig. 4.4C).
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Figura 4.4: Expresion de ARNm de citoquinas en células MODE-K infectadas. Luego de la
infeccién de las células MODE-K con taquizoitos de la cepa RH de 7. gondii, se determiné A. la
expresién de ARNm de citoquinas por un ensayo de proteccién de ARNasa luego de 6y 24 h,y B. la
cinética de expresién de IFN-y y TNF-a en los sobrenadantes de los cultivos infectados por un
ensayo de ELISA. €. Las células MODE-K fueron infectadas con taquizoitos de las cepas RHy PTG
de T. gondiiy N. caninumy se determind la presencia de IFN-y y TNF-o en los sobrenadantes de
los cultivos a las 6 y 24 h post-infeccién. Los experimentos fueron realizados por triplicado.
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4.5 - La infeccion oral con T. gondii induce un aumento en la expresion de quemoquinas

en los IELs

A partir de estudios experimentales de infeccion in vivo con Toxoplasma 'y
Cryptosporidium spp., se ha obtenido evidencia de que la poblacion de IEL en el intestino
tiene un papel principal en la inmunidad. Los IELs proveen un numero importante de
funciones inmunologicas que incluyen actividad citotoxica (Gelfanov y col, 1996; Guy-Grand
y col, 1996), secrecion de citoquinas como IL-2, IL-3, IL-5, TNF-a, TGF-3, IL-10 e IFN-y
(Guy-Grand y col, 1998, Lefrancois y col, 1997), y modulacién de la muerte y regeneracion
de células epiteliales. La transferencia adoptiva de IELs primados con antigeno de 7. gondii a
ratones naive provee proteccion a largo plazo al hospedador luego de un desafio letal con el
parasito como se determino por la mortalidad reducida en ratones CS7BL/6 y la reduccion del
numero de quistes cerebrales en ratones CBA/J (Buzoni-Gatel y col, 1997). Estos IELs
protectores pueden ir al intestino y este trafico es dependiente de la expresién de integrinas
apropiadas cuya inhibicién, anula la resistencia al parasito (Buzoni-Gatel y col, 1999).

Partiendo de que la susceptibilidad esta genéticamente determinada, dos cepas distintas
de ratones fueron utilizadas para estudiar el patron de quemoquinas generado por los 1ELs
luego de la infeccion oral. Para esto se infectaron oralmente ratones C57BL/6 (altamente
susceptibles) y CBA/J (resistentes) con quistes de la cepa 76K de 1. gondii y se aislaron los
IELs. Con el objeto de comparar la produccion de ARNm de quemoquinas entre las dos cepas
de ratones, los valores obtenidos fueron relativizados a los de los obtenidos con IELs
provenientes de ratones naive sin infectar de su respectiva cepa. Como se observa en la Figura
4.5, hay un leve aumento en la expresion de quemoquinas en IELs primados para las 2 cepas
de ratones. Los IELs provenientes de ratones C57BL/6 infectados producen 1,51 veces mas
linfotactina (valores relativos: 554,4 vs 297,7) y 1,47 veces mas IP-10 (400,3 vs 298) que los
IELs no primados. En cambio los IELs de ratones CBA/J infectados muestran una expresion
1,99 veces mayor para linfotactina (958 vs 509,6), 2,06 veces mas MIP-2 (536,7 vs 282,1) y
2.3 veces mas MIP-1P (655,8 vs 294,4) comparados con los IELs no primados y estos valores

son mayores a los producidos por los IELs de ratones C57BL/6.
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Figura 4.5: Expresion de ARNm de quemoquinas en IELs primados aislados de dos cepas
distintas de ratones. Los IELs primados fueron fueron purificados de ratones C57BL/6 el dia 7
luego de la infeccién oral con quistes de T. gondiiy el dia 11 para CBA/J. La expresién de ARNm
de un amplio rango de quemogquinas fue determinada por un ensayo de proteccion de ARNasa. Los
resultados obtenidos fueron expresados como valores de densitometria relativos a la expresién
del gen GAPDH. Para comparar la expresién de quemoquinas entre los IELs primados de las 2
cepas, los resultados se muestran como valores obtenidos para cada quemoquina por IELs
primados dividido por los valores obtenidos por IELs provenientes de ratones sin infectar de su

respectiva cepa.

4.6 - Los IELs primados inducen una disminucién en la produccion de ARNm de

quemoquinas de las lineas celulares enterociticas ICc; y MODE-K

Previamente se demostré que la infeccion de enterocitos de la linea IC,, (H-2") resulta
en la expresion de una amplia variedad de quemoquinas que se hace evidente a partir de las 6
h luego de la infeccion y como se describié anteriormente, lo mismo se observa luego de la
infeccion de la linea celular MODE-K (H-2*). Para caracterizar en forma comparativa la
interaccion fisioldgica entre los enterocitos infectados y los IELs en estos dos modelos con
distinto “background” genético, utilizando el modelo de co-cultivo in vitro, se examiné la
expresion de ARNm de quemoquinas de enterocitos infectados con el parasito luego de una
co-incubacion con [ELs. Dado que en estudios previos se demostrd que la actividad citotdxica
especifica contra células infectadas con 7.gondii muestra una restriccion genética a nivel
esplénico (Hakim y col, 1991; Subauste y col, 1991; Kasper y col, 1992) y lo mismo se
observé en la actividad CTL de IEL primados a nivel intestinal (Chardes y col, 1994), los
IELs purificados de ratones CBA/J (H-Zk) fueron utilizados para el estudio de la interaccion
con la linea celular MODE-K. Como se muestra en la Figura 4.6, la linea celular MODE K
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infectada presenta una baja expresion de quemoquinas luego de 6 h de cultivo tanto con IELs
primados como con IELs no primados. Luego de 24 h, el nivel de expresion aumenta en el co-
cultivo con IELs no primados, mientras que permanece bajo con los IELs primados. En
cambio en las células ICc1, se observa un efecto inhibitorio sobre la expresion de
quemoquinas solo cuando se cultivan con los IELs primados, y este efecto se hace evidente

luego de 6 h de co-cultivo.
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Figura 4.6: Produccién de ARNm de quemoquinas por enterocitos infectados luego del co-
cultivo con IELs. Los enterocitos de las lineas MODE-K e ICcl2 crecidos en la superficie
inferior de filtros de Transwells, fueron infectados en la superficie apical con taquizoitos de la
cepa RH de T. gondii. Para el co-cultivo de IELs con enterocitos, los IELs de ratones de la cepa
CBA/J (H-2K) infectados (pIELs) fueron agregados a la cdmara superior de los Transwells
conteniendo la monocapa de células MODE-K (A y C), y los IELs de ratones de la cepa C57BL/6
(H-2b) fueron agregados a la monocapa de células ICcl2 (B y D). Luegode 6 (Ay B)o 24 h (Cy D)
de co-cultivo, los TELs fueron removidos y la monocapa enterocitica fue examinada para la
expresién de ARNm de quemoquinas. Los resultados fueron relativizados a los valores obtenidos
en el co-cultivo de nIELs + enterocitos no infectados. Los resultados son representativos de al
menos 2 experimentos independientes.
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DISCUSION PARTE 1

S - Interaccién entre células epiteliales intestinales y linfocitos

intraepiteliales durante la infeccién con Toxoplasma gondii

Luego de la infeccion oral, el 7. gondii invade las células epiteliales del intestino
(Dubey, 1998), y se observa una hiper-inflamacion intestinal en monos (Dietz y col,
1997), conejos y en diferentes roedores como ratones y ratas (Liesenfeld, 1999). De
esta manera, la superficie de la mucosa del intestino y el tejido linfatico asociado al
tracto gastrointestinal podrian jugar un rol fundamental en mantener la homeostasis
intestinal luego de la infeccion primaria o recurrente con el parasito.

En este estudio se demostré que la transferencia adoptiva de IELs primados
rescata a los ratones C57BL/6 de la muerte, y en contraste con ratones tratados con
IELs no primados, esta proteccion esta asociada con una histologia intestinal casi
normal. Los enterocitos estan entre las primeras células en ser infectadas, y estas
observaciones sugieren que su respuesta es critica en el desarrollo de la inmunidad del
hospedador. Estas células tienen la capacidad de producir quemoquinas que tienen un
efecto profundo sobre varios tipos celulares. Ademas del efecto en la locomocién de
leucocitos, las quemoquinas también estan involucradas en la proliferacion y
diferenciacion de linfocitos T, migracion y activacion de células NK y produccion de
IL-1 e IL-6 en macrofagos (Jiang y col, 1992). IP-10, una quemoquina que aumenta
luego de la infeccion con 7. gondii, ha sido recientemente implicada en la localizacion
y funcién de células T efectoras en sitios con inflamacion del tipo 1 (Khan y col, 2000).
Mas aun, las B-quemoquinas promueven la liberacion de NO en macréfagos. Aunque
estos efectos son importantes en la actividad microbicida del hospedador, también
pueden daiiar el epitelio. Por esto es razonable concluir a partir del modelo in vitro, que
la liberacion de estas quemoquinas inflamatorias puede ser el primer evento
inmunologico en el desarrollo de la inflamacion devastadora observada en los ratones
CS57BL/6 luego de la infeccion oral con el parasito.

Los IELs tienen in vitro una actividad quimio-atrayente en respuesta a diferentes
quemoquinas que incluyen IL-8, RANTES, MCP y MIP, crg-2 y MuMig, las cuales

pueden ser producidas por enterocitos activados (Roberts y col, 1997). Mas aun, tanto




IELs como LPLs del intestino expresan un arreglo especifico de receptores de
quemoquinas como CXCR3 y CCRS. Los ligandos para estas moléculas como
RANTES, se expresan constitutivamente en el intestino y esta expresion aumenta
durante la inflamacion (Agace y col, 2000). La infeccion del intestino delgado con
patogenos de la mucosa, puede resultar en la migracion y activacion de IELs (Chardes y
col, 1994). En este estudio, se describio la interaccion entre células intestinales
epiteliales y 1ELs utilizando células IC¢;, crecidas en filtros permeables. Esta linea
celular intestinal de raton exhibe un numero de propiedades importantes y funciones
especificas de células intestinales de la cripta (Bens y col, 1996; Peng y col, 1999,
Homef y col, 2002). Utilizando el sistema de co-cultivo in vitro, la interaccion entre
IELs primados con 7. gondii y enterocitos 1C.; infectados resulté en una disminucion
en la produccion de quemoquinas inflamatorias. Con el mismo modelo se realiz6 un
ensayo de trans-migracion, en el cual se observo que la poblacion de 1ELs antigeno
primados migra dentro de la monocapa de células enterociticas 1C.,. Dentro de la
poblacion de IELs primados, los CD8af3 TCRaf mostraron mayor migracion
comparados con los CD8fB-. Estos resultados son consistentes con el aumento en la
migracion de lELs primados observado luego de una transferencia adoptiva bajo
condiciones inflamatorias (Buzoni-Gatel y col, 1999). Ademas, la poblacion de 1ELs
CD8af TCRaf demostrd ser el principal grupo de IELs detectado en intestinos
infectados con 7. gondii (Chardes y col, 1994) y esta poblacion es la responsable de
conferir inmunidad a largo plazo (Lepage y col, 1998).

La citoquina TGF-f3 producida por los IELs primados con antigenos de 7. gondii
puede ser un mediador esencial de esta actividad anti-inflamatoria. Resultados previos
del laboratorio, demostraron que los IELs provenientes de ratones C57BL/6 infectados
a diferencia de los IELs no primados, producen altos niveles de TGF-B, y la
reconstitucion de esta cepa susceptible con AdV-TGFP aumentd su resistencia a la
infeccion aguda, con cambios histologicos nominales en sus intestinos delgados.

Previas observaciones habian mostrado que in vitro, los 1ELs provenientes de
ratones previamente transferidos con IELs primados y posteriormente infectados,
producen niveles elevados de TGF-3 comparado con los ratones que recibieron 1ELs no
primados. En cambio, se observd que la produccion de IFN-y en esplenocitos y LPLs de

los ratones receptores de IELs primados, estaba vanas veces disminuida. En nuestro
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estudio, nosotros demostramos que la neutralizacion de TGF-f en el co-cultivo de IELs
primados con enterocitos infectados resultd en la reversion del efecto inhibitorio de los
IELs. La reduccion en la secrecion de quemoquinas luego de la exposicion a IELs
antigeno-primados probablemente limite el reclutamiento de neutrofilos y macrofagos a
los sitios inflamatorios y bloquee la sobre-produccion de NO. El efecto aparente de esta
interaccion seria con los LPLs, ya que son células importantes en la produccion de IFN-
Y y principalmente responsables de la inflamacion (Liesenfeld y col, 1996; 1999). Es
posible entonces, que la susceptibilidad de los ratones C57BL/6 pueda deberse al
trafico insuficiente de linfocitos que expresan productos reguladores criticos como
TGF-. Estos datos sugieren que TGF-3 tiene un efecto inhibitorio en la sintesis de
IFN-y, en particular sobre LPLs, cuya consecuencia es la disminucion en la expresion
de NO (Ding y col, 1990). Se debe lograr un balance entre la limitacion de una sobre-
produccion y la produccion suficiente de IFN-y para controlar la multiplicacion del
parasito, con lo cual TGF-f jugaria un rol dicotomico.

Otra citoquina importante en la regulacion de la respuesta hiper-inflamatoria en la
mucosa del intestino, podria ser IL-10. En estudios previos se demostrd que los IELs
primados producen grandes cantidades de IL-10 (Buzoni-Gatel y col, 1997). En el
presente estudio, la neutralizacion de esta citoquina en el co-cultivo de IELs prnimados
con enterocitos infectados, resultd en la reversion parcial de la expresion de
quemoquinas inflamatorias. Tanto ratones susceptibles como resistentes KO para IL-10
son altamente susceptibles a la infeccion y mueren por un proceso hiper-inflamatorio en
sus intestinos (Suzuki y col, 2000). Sin embargo, el TGF-B no fue capaz de rescatar a
estos ratones KO para IL-10, aun cuando varios efectos biologicos de TGF-B estén
mediados por IL-10 en el modelo murino (Khan y col, 1997).

Finalmente en este estudio, se obtuvieron datos preliminares in vitro que
indicarian que el antigeno SAGI es una molécula importante en la iniciacion de la
respuesta inmune en el intestino, siendo en parte responsable de la induccion de

quemoquinas pro-inflamatorias como MIP-2, MI-1B3, MCP-1, IP-10 y RANTES.
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6 - Caracterizacién in vitro de la respuesta inducida en la linea celular

enterocitica MODE-K frente a la infeccién con Toxoplasma gondii

En este estudio, se caracterizo la respuesta generada por 7. gondii durante la
invasion de una linea celular enterocitica (MODE-K), con el fin de estudiar su valor
como un modelo in vitro de células derivadas de ratones resistentes a la infeccion
aguda. 7. gondii mostré inducir un aumento en la expresion de moléculas de superficie
que incluyen moléculas MHC clase 11, clase I (CD1d), CD40 e IFN-yR, lo cual sugiere
que estos enterocitos se activan frente a la infeccion. También se observé la induccion
de un amplio numero de quemoquinas inflamatorias de la familia CC y CXC y
particularmente de citoquinas pro-inflamatorias asociadas a la respuesta Thl. La
cinética de expresion de ciertas quemoquinas y citoquinas varid frente a la infeccion con
cepas de 7. gondii con distinta virulencia. Finalmente, se demostro que tanto los IELs
de ratones naive como de infectados tienen un efecto inhibitorio sobre la expresion de
quemogquinas inflamatorias en las células MODE-K, mientras que en la linea IC,, este
efecto fue observado sélo con IELs primados. En la figura 6.1 se sintetizan los eventos
que se estarian produciendo en la mucosa intestinal de ratones C57BL/6 (como fue
discutido anteriormente) y CBA/) frente a la infeccion toxoplasmica. También se
muestran los modelos experimentales disefiados en este trabajo, derivados de ratones
genéticamente susceptibles (H-2") que desarrollan ileitis frente a la infeccion o de
ratones resistentes (H-2")que cursan una infeccion aguda normal. En el esquema se
visualiza en ambos casos una respuesta orientada al tipo Thl, resultando diferente los
patrones de expresion de algunas citoquinas/quimoquinas. La participacion de estas
citoquinas y quemoquinas en el curso de la infeccion es discutida abajo.

Previamente se demostro que la linea celular enterocitica 1C¢ > derivada de ratones
C57BL/6 (H-2"), que presentan una alta susceptibilidad frente a la infeccion aguda con 7.
gondii, expresa una amplia variedad de quemoquinas luego de la infeccion con este
parasito. Especificamente, la expresion de quemoquinas de la subfamilia f como MCP-3,
MIP-13 y MCP-1 que reclutan y activan leucocitos mononucleares y células linfaticas
aumento con la infeccion de las células IC; y como se demostro en este estudio, también
en las células MODE-K. Ambas lineas celulares mostraron la misma cinética de

expresion frente a la infeccion con un pico a las 6 horas. RANTES es una quemoquina
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Figura 6.1: Representacién esquemdtica de los dos modelos experimentales utilizados en este
trabajo. La infeccién con taquizoitos de 7. gondiiinduce en la linea celular enterocitica IC,, ,, derivada de
ratones C57BL/6, la expresién de citoquinas y quemoquinas inflamatorias que /n vivo producen una ileitis
inflamatoria aguda. En cambio la infeccién de la linea celular MODE-K, derivada de ratones C3H que /in vivo
muestran solo una inflamacién leve en el fleon, también induce la expresién de citoquinas inflamatorias,
pero a diferencia de la linea IC, ,, la expresién de quemoquinas inflamatorias resulta menor. Cuando
ambas lineas celulares se co-cultivan con IELs primados, se produce una reduccién de la expresién de
quemoquinas que en el caso del modelo C57BL/6, se sabe que este efecto estd mediado en parte por TGF-
B (flechas rojas). En cambio, los TELs aislados de ratones C57BL/6 ndive, no protegen a los ratones de la
ileitis aguda e in vitro, no reducen la expresidn de quemoquinas inflamatorias en enterocitos infectados
(flechas verdes). Por el contrario, los IELs aislados de ratones CBA/J naive que producen TG6F-B
enddgeno, reducen in vitro la expresion de quemoquinas inflamatorias (flechas rojas) evento que podria
estar mediado por esta citoquina.
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perteneciente a la familia CC que induce la migracion de células T como IELs, LPLs y
otros linfocitos, y esta asociada a una respuesta inmune del tipo Thl. A diferencia del
aumento en la expresion de esta quemoquina observado en células epiteliales intestinales
luego de la infeccion con rotavirus (Casola y col, 1998), la infeccidn con 7. gondii no
indujo un aumento significativo en las lineas celulares estudiadas. Por otro lado, no se
observaron niveles significativos de expresion de MIP-2 en células MODE-K, a
diferencia de la linea celular IC.,. Esta quemoquina esta involucrada en el trafico de
neutrdfilos al sitio de infeccion los cuales resultan esenciales para la supervivencia
durante los primeros dias de infeccion ya que estan involucradas en el “clearance” de los
parasitos. Adicionalmente, los neutréfilos son una importante fuente de IL-12 en
respuesta a la infeccion (ver Denkers y col, 2003) la cual contribuye a la activacion del
Tejido Linfatico Asociado al Intestino Delgado (GALT) que es critica en el desarrollo de
la respuesta inflamatoria por una directa activacion de vias apoptéticas multiples
(Gavrilescu y col, 2003). Todos estos datos sugieren que la diferencia en la expresion de
MIP-2 podria estar asociada al desarrollo de la IBD observado en los ratones C57BL/6 o
quizas a una diferencia en el origen de estas dos lineas celulares. Para dilucidar esto,
habria que estudiar la expresion de esta quemoquina en células epiteliales ex vivo con el
mismo background genético.

Dado que la virulencia en el 7. gondii esta fuertemente influenciada por el genotipo
del parasito, se estudio la produccion de quemoquinas en las células MODE-K frente a la
infeccion con la cepa RH (Tipo I, virulenta) y la cepa PTG (Tipo I, no virulenta). Ambas
cepas mostraron la misma cinética de expresion para la mayoria de las quemoquinas, con
excepcion de IP-10 y RANTES cuya expresion fue mayor y mas prolongada para PTG.
Esto indicaria que al menos la expresion de estas dos quemoquinas seria cepa especifica.
El patron de expresion de quemoquinas en respuesta a la infeccion de estos enterocitos
con N. caninum, un parasito protozoario muy relacionado a 7. gondii, mostr6 un retraso
en la expresion de quemoquinas con respecto a RH, alcanzando un patrén similar a PTG
a las 24 horas post-infeccion. Estudios comparativos de infeccién en lineas celulares de
colon humanas, también muestran una diferencia en la cinética de expresion y secrecion
de quemoquinas como 1L-8 en respuesta a diferentes patogenos invasores del intestino
como Salmonella spp (Finlay y Falkow, 1988), I<. Histolytica (Eckman y col, 1995)y T.
gondii (Denney y col, 1999). La diferencia estaria dada por los cambios que estos

organismos inducen en las células durante la invasion. De esta manera, la cinética de
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induccion de quemoquinas inflamatorias de 7. gondii es mas lenta que la de Salmonella,
ya que 1. gondii provoca muy pocos cambios en la célula cuando la invade y el periodo
de tiempo para la lisis celular es mas prolongado.

La infeccion de las células MODE-K con este parasito también indujo un aumento
en la expresion de un nimero de citoquinas inflamatorias como IFN-y, GM-CSF, G-
CSF y TNF-a. Este es el primer reporte que muestra la secrecion de IFN-y en células
epiteliales intestinales infectadas in vitro con 1. gondii. Esta citoquina es el principal
mediador inmune en la infeccion con este parasito ya que controlaria la expresion del
gen de la INOS (Liesenfeld y col, 1996), y en el hospedador tendria un rol dicotomico
ya que ejerce una funcion protectiva, pero a su vez es un mediador de la hiper-
inflamacion en cepas de ratones susceptibles como C57BL/6. Paralelamente, MODE-K
también mostro expresar TNF-ou en respuesta a la infeccién, la cual contribuiria a
aumentar el efecto del IFN-y a nivel local. Previamente se demostrd que los enterocitos
producen cantidades significativas de TGF-f3 en respuesta a la inflamacion intestinal
(Lionetti y col, 1999) y en este estudio, nosotros demostramos que la infeccion con 7.
gondii induce la expresion de esta quemoquina en MODE-K. TGF-f induce un aumento
en la expresion de moléculas de adhesion en células T (Lim y col, 1998) las cuales estan
involucradas en el “homing” de IELs primados con 7. gondii (Buzoni-Gatel y col,
1999). Entonces esta citoquina, podria estar involucrada en el trafico de linfocitos que
expresan productos inhibitorios criticos como TGF-B a nivel de mucosa. 1. gondii
también indujo la expresion de ARNm de G-CSF y GM-CSF en esta linea celular
enterocitica, citoquinas que demostraron recientemente rescatar neutrofilos de apoptosis
espontanea (Channon y col, 2002) lo cual seria un factor clave tanto para la resolucion o
persistencia de un estado inflamatorio (Frasch y col, 1998). Previas observaciones del
laboratorio han demostrado que las células IC¢); luego de la infeccion con 7. gondii in
vitro, producen un gran aumento varias veces mayor comparado con MODE-K en la
expresion de G-CSF y GM-CSF. Este hecho junto con el aumento en la expresion de
MIP-2 en las células ICci2, quemoquina que también demostré estar involucrada en
prevenir la muerte celular programada, podrian contribuir con la repuesta pro-
inflamatoria robusta observada en los ratones C57BL/6 altamente susceptibles. MODE-
K por otro lado, mostré un aumento en la expresion de IL-7 frente a la infeccion con el

parasito. Esta citoquina podria participar en la activacion de IELs y LPLs y
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subsecuentemente ser requerida por la memoria inmune para prevenir la re-infeccion
y/o reactivacion.

En este estudio también se caracterizod la produccion de ARNm de quemoquinas
en los IELs purificados a partir de 2 cepas de ratones infectados con 7. gondii. Los IELs
aislados de ratones CBA/J mostraron especificamente niveles de expresion mayores de
linfotactina, MIP-2 y MIP-1B comparados con los de la cepa C57BL/6. Estas tres
quemoquinas estarian involucradas en la atraccion de células T a tejidos epiteliales
(Schall y col, 1993; Taub y col, 1993) y en particular esta demostrado que las células T
CD8+ son altamente respondedoras a linfotactina (Kelner y col, 1994). Esta
quemoquina constituye un principal quimio-atrayente de células T o/f CDS8+
(Boismenu y col, 1996), células que mostraron actuar directamente como efectoras con
una actividad CTL especifica a nivel intestinal y podrian indirectamente activar otros
mecanismos efectores en la mucosa mediante la secrecion de IFN-y (Chardes y col,
1994).

Cuando los IELs fueron co-cultivados con los enterocitos, se observo una
disminucidon en la produccion de quemoquinas inflamatorias en células MODE K
infectadas frente a IELs primados y no primados, mientras que en células ICcr; la
produccion disminuy6 sélo frente a IELs primados. Estos resultados estarian de acuerdo
con previas observaciones del laboratorio, que demuestran que los IELs aislados de
ratones C57BL/6 y de CBA/) infectados producen grandes cantidades de TGF-§ cuando
se los co-cultiva con macréfagos infectados. Contrariamente a lo observado en ratones
CS57BL/6, los IELs no primados de ratones CBA/)J también producen cantidades
significativas de TGF-f3 en co-cultivo con los macréfagos infectados. Ademas, también
se observo que el tratamiento de ratones CBA/J con mAc anti-TGF-f8 produjo una
extensiva inflamacion del ileon distal frente a la infeccion con 7. gondii comparado con
el control. Por lo tanto, el efecto inhibitorio observado por los IELs no primados sobre
las células MODE K infectadas podria deberse a esta expresion endogena de TGF-
B. Esta produccién temprana podria ser responsable de la prevencion de la hiper-
inflamacion en el intestino delgado, ya que pareceria mantener un mejor control
homeostatico durante la fase aguda de la infeccion y resultaria critica en la resistencia

natural a la infeccion oral con este parasito. Restaria realizar ensayos in vitro de
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inhibicion de esta citoquina durante el co-cultivo con anticuerpos neutralizantes para ver
si se observa una reversion del efecto inhibitorio de los IELs no primados.

Los presentes experimentos se centralizaron en la caracterizacion in vitro de la
expresion regulada de quemoquinas y citoquinas por la linea celular epitelial intestinal
MODE-K en respuesta a la infeccion con 7. gondii. Estos resultados no pueden ser
directamente extrapolados a la situacion in vivo debido a que la bioactividad de
quemoquinas y citoquinas in vivo refleja un namero de factores, que incluyen
gradientes de concentracion dentro del micro ambiente y diferencias en la sensibilidad
de las células blanco a las diferentes moléculas. Mas aun, las quemoquinas expresadas
por estas células pueden tener actividades que van mas alla de gobernar la respuesta
inflamatoria, como por ejemplo, efectos reguladores en la maduracion de linfocitos,
remodelamiento y reparacion del tejido. Algunas de las propiedades de la expresion
génica de quemoquinas y su secrecion podrian simplemente reflejar caracteristicas
especiales de las células epiteliales transformadas. Sin embargo, las lineas ICc; y
MODE-K de diferente origen y con distinto grado de diferenciacion mostraron
similitudes en el patron de quemoquinas producidas con lo cual se hizo posible una
comparacion en la respuesta inmune diferencial obtenida entre estas dos lineas
celulares. El siguiente paso a seguir seria estudiar la respuesta de enterocitos ex vivo
derivados de ratones con haplotipo H-2" para comparar los resultados con los obtenidos
en la linea celular MODE-K con el fin de establecer el valor de estas células como un

modelo in vitro para esta infeccion.
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7 - Andlisis Cinético de la Respuesta Inmune contra Antigenos de

Toxoplasma gondii durante la Infeccién

En el presente estudio, se caracterizo la cinética de la respuesta generada contra los
antigenos ROP2, GRA4 y TgPI de 7. gondii, luego de una infecciéon oral en el modelo
murino. ROP2 es una proteina componente de las roptrias que se expresa en los tres estadios
del ciclo de vida del parasito (Sadak y col, 1988; Saavedra y col, 1991; Herion y col, 1993).
GRAA4 es un antigeno de los granulos densos que se expresa en los estadios de taquizoito y
bradizoito (Mevelec y col, 1998). TgPI es una proteina de los granulos densos que posee una
actividad de inhidor de serin-proteinasa (Pszenny y col, 2000; 2002). El interés de estas
proteinas esta basado en su posible uso como candidatos para vacunas. En particular se
analizo la habilidad de estos antigenos en su forma recombinante de estimular in vitro una
respuesta celular a nivel local y una respuesta humoral y celular sist¢émica. Con el fin de
realizar un analisis mas completo se analiz6 comparativamente la respuesta generada en dos
cepas de ratones con diferente haplotipo y susceptibilidad frente a la infeccion con 7. gondii.
La cepa C57BL/6 ya fue presentada. La cepa BALB/c (H-2%) se caracteriza por ser resistente

a la infeccion, observandose una muy baja carga de quistes en cerebro (Suzuki y col, 1991a).
7.1 - Expresion de proteinas recombinantes de T. gondii

En la Figura 7.1A se muestra un esquema de las construcciones de las proteinas
recombinantes utilizadas en este trabajo. rROP2 (Martin y col, 1998), contiene los 3 epitopes
potenciales de células T previamente descritos (Saavedra y col, 1996). La proteina rGRA4
contiene todos los epitopes de células B asi como el de células T de GRA4 (326-334) descrito
previamente (Chardes y col, 1993; Mevelec y col, 1998). La proteina rTgPI contiene la region
codificante de la proteina madura del gen 7gPl (1. gondii serine proteinase inhibitor)
(Pszenny y col, 2000) Estas proteinas fueron purificadas por cromatografia de afinidad
utilizando una columna conteniendo una resina de niquel.

Las proteinas purficadas fueron resueltas en una electroforesis en gel de poliacrilamida
10% (SDS-PAGE) el cual fue tefiido con azul de Coomasie (Figura 7.1B y C). rtGRA4 resulto

ser una proteina soluble que migra con un peso molecular aparente de 29-kDa (calle 2).
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Figura 7.1: A. Esquema de las construcciones de las proteinas recombinantes. B. Antigenos
recombinantes rROP2 y rGRA4 de T. gondii resueltos por SDS-PAGE 10% y tefidos con Coomasie
blue. €. Secuencia de purificacién de la proteina recombinante TgPI. Calle 1: peso molecular, calle
2: extracto proteico total, calle 3: lavado y calles 4 y 5: TgPI purificada. A la izquierda se
muestran los pesos moleculares en kilo-daltons.
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rROP2 mostré un peso de 45-kDa (calle 3) y rTgPI migra con un peso molecular aparente de
42 kDa.

7.2 - Cinética de anticuerpos IgA intestinales de ratones infectados con 7. gondii contra
los antigenos ROP2, GRA4 y TgPI

Para monitorear el desarrollo de la produccion de anticuerpos IgA intestinales
especificos contra los antigenos TROP2, tGRA4 y rTgPl de 7. gondii, dos cepas de ratones
con diferente haplotipo fueron infectadas oralmente con quistes de la cepa ME49 y se

obtuvieron las secreciones intestinales a distintos tiempos. Como se muestra en la Figura 7.2,

BALB/c ——ROP2 ——GRA4 —&— TgPI
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Figura 7.2: Cinética de la respuesta de anticuerpos IgA intestinales de ratones infectados
contra antigenos de T. gondii. Los ratones de las cepas BALB/c y C578BL/6 fueron sacrificados
a distintos tiempos luego de la infeccidn oral con quistes de T. gondii de la cepa ME49 y se midié
en secreciones intestinales la produccién de anticuerpos IgA especificos contra los antigenos
ROP2, GRA4 y TgPI. Los fluidos fueron utilizados a una dilucién 1:30. Los resultados estdn
expresados como Absorbancia relativa (Absorbancia 450 nm dividido el valor de corte). €l valor

de corte estd indicado como una linea punteada.
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en ratones BALB/c (H-2%) la produccion de IgA especificas contra rROP2 y rGRA4 se
evidenciaron a partir de la tercera semana. La produccion de anticuerpos anti-rROP2 fue alta
y sostenida comparada con rGRA4, que indujo una menor produccion. La cepa C57BL/6 (H-
2") mostr6 un patron distinto de produccion de anticuerpos IgA especificos. Se observé un
pico de anticuerpos anti-rROP2 en la primera y octava semana de infeccion, mientras que para
rGRA4, el primer pico fue durante la tercera semana y luego durante la octava. Los niveles de
IgA anti-rROP2 fueron similares en ambas cepas de ratones, mientras que para rGRA4, la
produccion fue mayor en la cepa CS7BL/6. No se pudieron detectar IgA especificas contra el

antigeno rTgPI en ninguna de las dos cepas estudiadas.
7.3 - Cinética de anticuerpos séricos contra los distintos antigenos de 7. gondii

Los ratones infectados con quistes de 7oxoplasma fueron sangrados a distintos tiempos
para estudiar la cinética de los anticuerpos especificos contra las proteinas recombinantes
ROP2, GRA4 y TgPl. Como se muestra en la Figura 7.3, los anticuerpos IgG especificos se
hicieron evidentes a partir de la tercera semana post-infeccion para ambas cepas de ratones.
En la cepa BALB/c, los mayores niveles de IgG detectados fueron contra rROP2, mientras
que las IgG anti-rTgPI mostraron niveles mas bajos y las anti-rGRA4 resultaron igual al valor
de corte. En cambio, en la cepa C57BL/6 la produccion de IgG anti-rROP2 fue similar a la de
rGRA4. Los niveles de anticuerpos anti-rROP2 en esta cepa fueron menores a los observados
en BALB/c, mientras que los anti-rGRA4 resultaron mayores. La rTgPl presenté una
produccion de IgG especifica mas tardia con un pico durante la semana 5, y al igual que para
rGRAA4, los niveles observados fueron mayores que en la cepa BALB/c (Fig. 7.3).

La produccion de anticuerpos IgA en ratones BALB/c fue similarmente baja para los
antigenos rROP2 y rGRA4, mientras que no se pudieron detectar IgA anti-rTgPI (Fig. 7.3).
Por el contrario, en la cepa C57BL/6 tanto rROP2 como rGRA4 indujeron mayores niveles.
Los niveles de IgA anti-rGRA4 mostraron un pico durante la tercera semana, mientras las IgA
anti-rROP2 fueron observadas a partir de la quinta semana de infeccion con niveles menores a
los de rGRA4 (Fig 7.3). En contraste, la producciéon de anticuerpos IgM especificos contra
rROP2 y rGRA4 resultaron similares en ambas cepas de ratones (Fig.7.3) y rROP2 indujo
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Figura 7.3: Cinética de la respuesta de respuesta humoral sérica en ratones infectados. Los
ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 fueron infectados y sangrados cada dos semanas por un
periodo de ocho semanas. Los sueros fueron ensayados por ELISA antigeno-especificos para
detectar anticuerpos Ig6, IgA e IgM contra rROP2 (), r6RA4 (m) y rTgPI () utilizando una
dilucién de los sueros de 1/2400 para Ig6 y 1/300 para IgA e IgM. Los valores se expresan como
Absorbancia relativa (absorbancia a 450 nm / valor de corte). El valor de corte estd indicado con
una linea punteada.
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mayores niveles comparados con los de rGRA4. Nuevamente, no se pudieron detectar IgM

especificas contra el antigeno rTgPl.

7.4 - Analisis del perfil de isotipos de IgG contra los distintos antigenos de T.gondii

Con el fin de determinar el tipo de respuesta generada por cada uno de los antigenos
utilizados en este estudio durante una infeccion oral, se estudio la produccién de anticuerpos
IgG1 e IgG2a en los sueros de los ratones infectados. Como muestra la Figura 7.4, en la cepa
BALB/c se observa la presencia de IgG1 e IgG2a especificas anti-rTgPI recién en la octava
semana. En el caso de rROP2 y rGRA4, estos antigenos indujeron una produccion
predominante de IgG2a a partir de semana 3, que para rROP2 los niveles se mantuveron en el
tiempo.

En la cepa C57BL/6, se observo un predominio del isotipo 1gG2a para las tres proteinas
(Fig. 7.4). Sin embargo, la cinética de cada uno de ellos resulto distinta observandose una

induccion mas temprana para los antigenos rGRA4 y rROP2.

7.5 - Respuesta inmune celular generada por los distintos antigenos de T. gondii en

nédulos mesentéricos linfaticos

Para monitorear la cinética de la respuesta celular contra un sonicado de 7. gondii, se
aislaron las células de los NML de ratones sacrificados a distintos tiempos luego de una
infeccién oral. Como se muestra en la Figura 7.5, se observo una proliferacion especifica
temprana en células de NML, con un pico de respuesta en la primera semana post infeccion
para las cepas C57BL/6 y BALB/c (P<0.01). Las respuestas para ambos grupos de animales
disminuyeron hasta niveles basales a partir de la semana 3.

Luego se determino la respuesta proliferativa especifica frente a la estimulacion con los
distintos antigenos de 7. gondii en células aisladas de ratones con una semana de infeccion
(Tabla 7.1). Los antigenos rROP2, rGRA4 y rTgPl indujeron respuestas significativas en
ambas cepas de ratones comparadas con el control de células estimuladas con medio solo
(Tabla 7.1A). La proliferacion inducida por TSo resulto similar para ambas cepas al igual que
la respuesta observada contra los antigenos ROP2 y GRA4, mientras que el antigeno TgPI
indujo una mayor proliferacion en la cepa C57BL/6. En la cepa BALB/c, rROP2 y rGRA4
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Figura 7.4: Perfil de isotipos de Ig6 contra antigenos de 7. gondii. Comparacién de los perfiles de
Ig61 e 1g62a contra los antigenos rROP2 (@), rGRA4 (u) y rTgPI (« ) entre las cepas BALB/c y C57BL/6
a distintos tiempos post-infeccién. Los sueros fueron usados a una dilucién 1/300 y los valores se
expresaron como absorbancia relativa (absorbancia a 450 nm / valor de corte). El valor de corte estd

indicado con una linea punteada.
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Figura 7.5: Cinética de proliferacién especifica de células de nédulos mesentéricos de ratones
infectados. Los ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 fueron infectados por via oral con quistes de
T. gondii y se midié la proliferacién especifica de células de nédulos mesentéricos a distintos tiempos
post-infeccién. Las células fueron cultivadas durante 3 dias en presencia de un sonicado de Toxoplasma
y luego se les agregé [*H}timidina durante 18 h. Los resultados fueron expresados como la media =
error estdndar de triplicados. **P < 0,01 con respecto a los valores de la semana 0.
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indujeron una respuesta significativamente mayor con respecto a la inducida por TgPI (P >
0,05 y P < 0,05 respectivamente), mientras que en los ratones C57BL/6 la respuesta inducida

por rROP2 y rTgPI resulté mayor que la de rGRA4 (P< 0,001 y P< 0,005 respectivamente).

Tabla 7.1: Proliferocién de células de nédulos mesentéricos inducida por los antigenos
rROP2, rGRA4 y rTgPI. Los ratones de dos cepas fueron infectados por via oral con quistes de
T. gondii y las células de los nédulos mesentéricos fueron colectadas luego de 1 semana de
infeccidn. Los linfocitos fueron cultivados por 5 dias en presencia de los diferentes inmundgenos
y luego se les agregé [3H]timidina durante 18 h. A. Los resultados se expresan como la media
(10-3) + desviacién esténdar de triplicados. El sonicado de Toxop/asma (TSo) y el medio solo
fueron usados como controles positivos y negativos respectivamente. **P < 0,01; *P < 0,05
comparado con las células estimuladas con medio solo. B. Tabla con los valores P del test de
Student entre los resultados de los antigenos. NS: no significativo

A B

Cepa de ratén BALB/c | ROPz | 6RA4 | TgPI
Antigeno BALB/C 657BL/6 ROP2 . NS 0,0191
L)
Medio 1,29+ 0,06 059+0,30 GRA4 - 0.004
TgPI

TSo 27,96 + 5 51** 33,29+ 2,05** g
ROPZ 12,64 + 5’36tt 18,35 + 3’90-”& C57BL/6 ROP2 GRA4 TgPI

ROP2 . 0,0006* NS
GRA4 8,63 + 154** 7,58 + 1,98

6RA4 - 0,0013**
TaPI 5.54 + 0,84** 16,88 + 3 82 TgPI B

Luego de la estimulacion in vitro con TSo, se observaron niveles significativos de 1IFN-y
fueron observados en los sobrenadantes de células primadas de NML para ambas cepas de
ratones con una semana de infeccion (Tabla 7.2A). La proliferacion inducida por la
estimulacion con las proteinas recombinantes produjo niveles de IFN-vy que variaron segun la
cepa de raton. En BALB/c, las tres proteinas indujeron una cantidad significativa con respecto
a las células control (Tabla 7.2A). rGRA4 indujo los mayores niveles de citoquina que
resultaron significativos con respecto a los obtenidos con rROP2 y con rTgPl, esta ultima
presentando  niveles significativamente menores a los de rROP2 (Tabla 7.2B). La
estimulacion de células de ratones C57BL/6 con rROP2 gener6 una mayor produccion de

IFN-vy comparada con BALB/c, y significativamente mayor a los niveles obtenidos con GRA4
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y TgPI (Tabla 7.2 A y B). Por el contrario, rtGRA4 y rTgPI indujeron una menor respuesta en
la cepa C57BL/6, que en ambos casos no fue mayor al control. No se pudo detectar IL-5 en

los sobrenadantes de células de NML tratadas con estos antigenos.

Tabla 7.2: Perfil de respuesta especifica de citoquinas de células de nédulos mesentéricos
frente a antigenos de T. gondii. Las células fueron obtenidas 1 semana post-infeccion. A. Se
detecté IFN-y por un ensayo de ELISA con la construccion de una curva estandar usando una
citoquina recombinante. El limite de deteccién fue de 15 pg/mi. B. Tabla con los valores P del test
de Student entre los resultados de los antigenos. NS: no significativo

A B
IFN-y (pg/ml) BALB/c | ROP2 | GRA4 ToPI
‘ ROP2 - 0,001** 0,001**
Antigeno BALB/c C57BL/6
6RA4 - 0,000%*
Medio a5 2310
ToPI _
TSo 645 + 94 5** 940 + 357**
ROP2 173 + 14** 482 + 150** c578L/6 | ROP2 | 6RA4 TgPT
- 0,0001** 0 0001**
GRA4 338 £33 ** 314133 ROP2 . )
G6RA4 - NS
TgPI 34+ 64" 18+3
ToPI -

7.6 - Respuesta especifica de células de bazo frente a la estimulaciéon in vitro con los

antigenos definidos de T. gondii

Con el objetivo de estudiar la respuesta generada por estos antigenos a nivel esplénico,
los ratones de estas dos cepas fueron infectados y los esplenocitos se aislaron a distintos
tiempos. La estimulacion de esplenocitos con TSo mostré una proliferacion tardia en ambas
cepas de ratones. En BALB/c se observo un pico en la semana 8 post infeccion (P<0,001),
mientras que en C57BL/6 hubo una baja estimulacion durante la semana 1 (P<0,001) y luego
nuevamente en la semana 8 con mayores niveles (P<0,001) (Fig. 7.

Cuando los esplenocitos aislados de ratones con 8 semanas de infeccion fueron

estimulados /in vitro con los antigenos definidos, se observd una respuesta proliferativa
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significativa para las tres proteinas (Tabla 7.3). En BALB/c, las tres proteinas indujeron
similares niveles de blastogénesis, mientras que en C57BL/6 rGRA4 y rTgPl mostraron

niveles significativamente mayores a rROP2.

BALB/c C57BL/6
*%
30] 30]
:

g 204l 201“ * %
g 10 10j % D
o

oLﬁ__- - 0

0 1 3 5 8 0 1 3 5 8

Semanas post-infeccién

Figura 7.6: Cinética de proliferacion especifica de células de bazo de ratones infectados.
Los ratones fueron infectados y se midié la proliferacidén especifica de esplenocitos a distintos
tiempos post-infeccién. Las células fueron cultivadas durante 3 dias en presencia de un sonicado
de Toxoplasma y luego se les agregé [3HItimidina durante 18 h. Los resultados fueron
expresados como la media + desviacidn esténdar de triplicados. **P < 0,01; *P < 0,05 con respecto
a los valores de la semana 0.

Tabla 7.3: Proliferaciéon de células de bazo inducida por los antigenos rROP2, rGRA4 y
rTgPI. Los ratones de dos cepas fueron infectados por via oral con quistes de 7. gondii y las
células de los bazos fueron colectadas luego de 8 semanas de infeccién. Este estudio se realizé
como se describid en la Tabla 1. **P < 0,01; *P < 0,05 comparado con las células estimuladas con
medio solo. B. Tabla con los valores P del test de Student enfre los resultados de los antigenos.
NS: no significativo

A B
Cepa de raton BALB/c | ROP2 | 6RA4 | TqPI
c RoP2 | - | Ns | Ns
Antigen BALB/c C57BL/6
6RA4 | - NS
Medio 107:004 | 125:088 = 1 . oo
TSo | 2472:074" | 32,04:102*
C57BL/6 | ROP2 GRA4 ToPI
ROP2 | 799:300* 465+ 1,39*
! RoP2 | - 0001** [ 0001
GRA4 | 7,21z 1,25%* . 19,70 + 2 41* sank | — -
TgPI 11,11£400* |  21,69+502* TePL | | -
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Se prepararon suspensiones celulares de bazo de ratones con una semana de infeccion,
tiempo en el cual se observo el pico de produccion de citoquinas en ensayos previos. Luego
de la estimulacion in vifro con TSo, se observaron niveles significativos de IFN-y e IL-5 en
los sobrenadantes de esplenocitos primados para ambas cepas de ratones (Tabla 7.4A). Ambas
citoquinas fueron también detectadas en los sobrenadantes de células estimuladas con ROP2,
GRA4 y TgPI en la cepa C57BL/6, mientras que en BALB/c no se detecto la secrecion de IL-
5 en respuesta a estos antigenos. En esplenocitos de la cepa BALB/c, rGRA4 indujo
cantidades significativamente mayores de IFN-y comparadas con rROP2 y rTgPI, siendo este
altimo el antigeno que menor respuesta genero (Tabla 7.4A y B). La producciéon de IFN-y
obtenida en esplenocitos de ratones CS7BL/6 resulto similar a BALB/c pero con valores mas
altos para rROP2 y rGRA4, mientras que la secrecion de IL-5 resulto significativa para los

tres antigenos solo en la cepa BALB/c.

Tabla 7.4: Perfil de respuesta especifica de citoquinas de células de bazo frente a
antigenos de T. gondii. Las células fueron obtenidas luego de 1 semana de infeccién. A. IFN-ye
IL-5 fueron detectadas por ensayos de ELISA. Para cada ensayo, se hicieron curvas estdndar

usando citoquinas
recombinantes. El
A BALB/c C57BL/6 limite de deteccién de
Antigeno  IFN-y IL-5 IFN-y IL-5 cada ensayo fue de 15
pa/ml. Los resultados
Medio <15 <15 <15 <15 se expresaron como
. " . pg/ml. B. Tabla con
TSo 826 + 64 269 + 50 e 340 + 46
1000 los valores P del test
rROP2 80 + 10** <15 >1000** 55 ¢ 15** de Student entre los
rGRA4 127 + 21%* <15 >1000** 46 1 16** resultados de los
rToPI 40 + 4* <15 30+ 12%* 51+ 16 antigenos para IFN-y
y C. IL-5.
B. IFN-y C. IL-5
BALB/c | rROP2 r6RA4 rTaPI BALB/c rROP2 r6RA4 rTePI
rROP2 - 0,001** 0,001** rROP2 - NS NS
r6RA4 - 0,001** r6RA4 - NS
rTaPI - rTaPI _
C578L/6 rROP2 r6RA4 rToPI C578L/6 | rROP2 r6RA4 rToPI
rROP2 - 0,001%* 0,001** rROP2 - NS NS
r6RA4 - 0,001** r6GRA4 - NS
rTqPI - rTgPl -
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8 — ANALISIS INMUNOPROFILACTICO DE ANTIGENOS DEL
TOXOPLASMA GONDII EN EL. MODELO MURINO

A pesar de que el aluminio como adyuvante demostro promover la produccion de
citoquinas del tipo Th2 con bajos niveles de activacion de células T CD8+, contrariamente a
los requerimientos para inducir inmunidad contra 7. gondii en ratones (Alexander y col,
1996), Petersen y col (1998) lograron inducir proteccion en ratones inmunizados con una
SAGI recombinante utilizando aluminio como adyuvante.

En este estudio se examino la eficacia de rROP2, rGRA4, rTgPl y una proteina
recombinante quimérica rROP2-rGRA4 (Quim) en conferir inmunidad a dos cepas de ratones
con distinta susceptibilidad cuando se las combind con este adyuvante. En algunos casos se
emplearon dos cepas de ratones, la ampliamente descrita C57BL/6 y C3H, una cepa de
mediana resistencia que produce un gran numero de quistes en cerebro a diferencia de la cepa
BALB/c.

8.1 - Expresion de proteinas recombinantes de 7. gondii

La construccion de las proteinas recombinantes rROP2 y rGRA4 fue descrita
previamente. En la Figura 8.1A se muestra un esquema de la construccion de la proteina
recombinante quimeérica rROP2-rGRA4 (Quim). Las proteinas purificadas rROP2, rGRA4 y
Quim fueron resueltas en una electroforesis en gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE)
tenido postertormente con Coomasie Blue (Figura 8.1B). rGRA4 mgré con un peso
molecular aparente de 29-kDa (calle 2) mientras que rROP2 mostré un peso de 45-kDa (calle
3) y la proteina Quim se mostré como una banda de 70-kDa (calle 1). Aunque esta proteina se
pudo purificar bien, la expresion en los cultivos bacterianos fue menor comparada con rROP2

y rGRA4 (datos no mostrados).
8.2 - Proteccion de ratones inmunizados frente al desafio con T. gondii
Se inmunizaron por via intramuscular grupos de ratones de las cepas C57BL/6 (H-2")y

C3H (H-2*) con rROP2 y rGRA4 combinados con aluminio. Como controles negativos, se

inmunizaron ratones con PBS-aluminio. La capacidad de estas formulaciones en conferir
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Figura 8.1: A. Esquema respresentativo de las construcciones de las proteinas recombinantes
expresadas como proteinas de fusién con 6 residuos de histidina en el extremo N-terminal. B.
Proteinas recombinantes resueltas por 10%-SDS-PAGE y tefiidas con Coomasie blue. Calle 1,
Quimérica; 2, réra4; and 3, rRop2.

proteccion contra la infeccion con 7. gondii fue determinada por el nimero de quistes en los
cerebros de los ratones inmunizados, luego de un desafio oral no letal con quistes de la cepa
MEA49. Los ratones C57BL/6 que recibieron rGRA4-aluminio exhibieron una resistencia a la
formacion de quistes comparado con el grupo control (Fig. 8.2A) y esta proteccion resultd
significativa (P < 0,01). En cambio la inmunizaciéon con rROP2-aluminio redujo ligeramente
el numero de quistes en cerebro pero esta reduccion no fue significativa con respecto al grupo
control (P > 0,05). La co-inmunizacion de rGRA4 y rROP2 al igual que la inmunizacién con
la proteina quimérica rROP2-rGRA4 indujeron una reduccién significativa en la carga

e ————————————————
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parasitaria cerebral con respecto al grupo control (P < 0,01 y P < 0,05 respectivamente), pero
esta reduccion no fue significativamente mayor a la inducida por rGRA4 sola (P > 0,05 para

ambos grupos).

A

PBS
réra4 *
rRop2
rR+r6 * %
Quim *

T T T T T 1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Nro. medio de quistes/cerebo +/- ES

PBS
1Graé *
Rop2 *%
R +1G *%
0 1 amw W0 W X0 aw 0 aw

No. medio de quisies cerebrales ++ES

Figura 8.2. Ensayo de proteccién contra un desafio no letal. Los ratones de las cepas A.
C57BL/6 y B. C3H recibieron cuatro inmunizaciones de PBS (control), rROP2, rGRA4, rR+rG
(mezcla de rROP2 y rGRA4), y Quim (proteina de fusién rROP2-rGRA4) combinados con aluminio
y luego fueron infectados por via oral con 20 quistes de la cepa ME49 de T. gondii 14 dias
después del ultimo refuerzo. Se evalué la carga parasitaria cerebral un mes después de la
infeccién. Los valores estdn expresados como nimero medio de quistes por cerebro + SD de dos
experimentos similares realizados con grupos de 5 ratones.

Por otro lado, la inmunizacién de ratones C3H con rGRA4, al igual que en ratones
C57BL/6, indujo una disminucion significativa en el numero de quistes por cerebro
comparada con el grupo control (P < 0,05) (Fig. 8.2B). A diferencia de lo observado en
ratones C57BL/6, rROP2 indujo una reduccion del numero de quistes que resulté significativa
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(P <0,01), y aunque el nimero de quistes por cerebro fue menor que en ratones inmunizados
con rGRA4, la diferencia entre ambos grupos no fue significativa (P = 0,2). Los ratones
inmunizados con la mezcla rROP2+rGRA4 también mostraron una proteccion significativa
frente a la infeccion (P < 0.01) comparada con el control, y esta reduccion fue similar a la
observada para rROP2 sola. La proteina quimérica no fue ensayada en esta cepa de ratones.
Un analisis paralelo de dos ratones infectados de ambas cepas mostré un numero similar de
quistes por cerebro que los animales inmunizados con PBS-Alum (datos no mostrados).

Se ensayo también la inmunidad conferida por estas inmunizaciones frente a desafios
con dosis letales (100 quistes orales) en ratones C57BL/6, no observandose diferencias en la
tasa de sobrevida de los ratones inmunizados con los antigenos recombinantes comparados

con los grupos controles (datos no mostrados).

8.3 - Respuesta inmune humoral contra los antigenos recombinantes

La eficiencia de la vacunacion de ratones de las cepas C57BL/6 y C3H inmunizados y
posteriormente desafiados por via oral con quistes de 7. gondii, se siguid6 mediante analisis
serologicos por ensayos de rROP2- y rGRA4-ELISA. Luego del ultimo refuerzo los sueros de
los ratones de ambas cepas mostraron titulos altos de IgG que van desde 16.200 hasta 97.200
para TROP2 y rGRA4, mientras que los grupos controles no mostraron reactividad con
ninguno de los 2 antigenos. Cuatro semanas luego del desafio, todos los animales
inmunizados mostraron un aumento en los titulos especificos de IgG que van desde 145.800
hasta 874.800. Los grupos controles también mostraron reactividad frente a los antigenos
recombinantes en este punto luego del desafio, con titulos que van desde 5.400 hasta 145.800.

La Figura 8.3 muestra que antes del desafio (dia 28 luego de la primera inmunizacion),
los ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados con rROP2 sola o con antigenos basados en
rROP2, desarrollaron una respuesta especifica de anticuerpos anti-rROP2 con predominio del
subtipo IgG1, excepto en los ratones inmunizados con la proteina quimérica en donde no
predomino ningun isotipo. Por el contrario, los animales inmunizados con rGRA4, R+G o con
quimérica desarrollaron un perfil isotipico IgG1/IgG2a anti-rGRA4 similar. Luego del
desafio, hubo un disparo importante del isotipo IgG2a anti-rROP2 (Figura 8.3). Similarmente,
luego de la infeccion los niveles de las IgG2a anti-rGRA4 fueron mayores comparados con

los de IgG1, salvo para el grupo inmunizado con Quim, en donde ambos isotipos aumentaron
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Figura 8.3: Perfil de subclases de Ig6 especificas anti-rROP2 y -rGRA4 en sueros de ratones
C57BL/6 inmunizados. Catorce dias luego del dltimo refuerzo (dia 28) se tomaron muestras de
sueros de los ratones inmunizados con PBS, rROP2, rGRA4, R+G y proteina quimérica (indicado a los
costados) combinados con aluminio y también cuatro semanas luego del desafio oral con quistes de
T. gondii (dia 56). Los sueros fueron analizados por rROP2- o rGRA4-ELISA para la presencia de
Ig61 (tridngulo negro) e Ig62a (cuadrado rosa). Los sueros fueron utilizados en una dilucién éptima
de 1:2000 segtin fue establecido en ensayos previos. Los sueros obtenidos at dia O (pre-inmune)
fueron testeados a una dilucién 1:100 y no se encontré reactividad. Los resultados estdn
expresados como absorbancia a 450 nm (A450) y son representativos de uno de dos experimentos

similares.
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Figura 8.4: Perfil de anticuerpos Ig61 e Ig62a especificos anti-rROP2 y -rGRA4 en sueros
de ratones C3H inmunizados. Las muestras de suero fueron tomadas y ensayadas como se
describié para la figura anterior.
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en forma similar (Figura 8.3). El analisis de isotipos en ratones C3H generados por laa
inmunizaciones, mostro un predominio de IgG! anti-rROP2 y anti-rGRA4 sobre IgG2a (Fig.
8.4). Luego del desafio los niveles de IgG1 no variaron, y hubo un aumento en la produccion
de IgG2a resultando en una respuesta mixta IgG1/IgG2a (Fig. 8.4). Los grupos controles de
ambas cepas que fueron inmunizados con PBS, mostraron una respuesta predominante de tipo
[gG2a anti-rRop2 y anti-rGRA4 solamente luego del desafio y los niveles de anticuerpo

encontrados fueron mayores para rGRA4 solo en la cepa de ratones C57BL/6 (Fig. 8.3).

8.4 - Respuesta linfoproliferativa a los antigenos rROP2 y rGRA4

Catorce dias luego del ultimo refuerzo, se prepararon las células de bazo de los ratones
CS57BL/6 inmunizados con rROP2, rGRA4, R+G y proteina quimérica combinados con
aluminio, para estudiar las respuestas inmunes proliferativas estimuladas in vitro por rROP2 y
rGRA4. Los esplenocitos de los ratones inmunizados con rROP2 mostraron una respuesta
proliferativa significativa frente a la estimulacion con rROP2 (Fig. 8.5A). Cuando se analiz6
la respuesta proliferativa inducida por el antigeno rGRA4, los resultados mostraron una
respuesta significativa en ratones inmunizados tanto con rGRA4, como con R+G y proteina
quimérica (Fig. 8.5A). Estas proliferaciones fueron especificas, ya que no se observo
expansion de células de bazo cuando se cultivaron en presencia de los antigenos heterdlogos,
y los ratones control vacunados con PBS-aluminio, no respondieron a la estimulaciéon con

ninguna de estas proteinas recombinantes.

8.5 - Produccion de citoquinas

Los sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos de los ratones C57BL/6 inmunizados
con rROP2, rGRA4, R+G y la proteina quimérica combinados con aluminio fueron
recolectados luego de la estimulacion con rROP2 y rGRA4 y se estudio la presencia de [L-4 e
IFN-y. Se detectaron altos niveles de IL-4 en los cultivos de esplenocitos de ratones
inmunizados con rROP2, R+G y Quim estimulados con rROP2 (Figura 8.5B). Por el
contrario, los niveles de esta citoquina observados frente a la estimulaciéon con rGRA4
resultaron muy bajos en los grupos de ratones inmunizados con rGRA4 y R+G, mientras que

el grupo vacunado con Quim mostro mayores niveles (Fig. 8.5B). Contrariamente a lo
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Figura 8.5: Respuesta celular de esplenocitos de ratones C57BL/6 inmunizados. A.
Proliferacién in vitro de esplenocitos de ratones inmunizados con PBS, rROP2, rGRA4, R+G y
Quimérica combinados con aluminio en respuesta a la estimulacién con Medio o 10 ug de rROP2 o
rGRA4. Los resultados estdn expresados como indice de estimulacién (IE = media de cuentas por
minuto [cpm] de células estimuladas con rROP2 o rGRA4 dividido la media de las cpm de las células
estimuladas con medio). B. Produccién de IL-4 y €. IFN-y de esplenocitos luego de la estimulacién
in vitro con Medio, rROP2 o rGRA4. Estos son los resultados de uno de dos experimentos similares.
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obtenido para IL-4, los mayores niveles de IFN-y fueron inducidos por rtGRA4 en los grupos
inmunizados con rGRA4, R+G y Quim, con los mayores valores observados para este ultimo
grupo (Fig. 8.5C). La estimulacién con rROP2 indujo niveles muy bajos de IFN-y solo en los
ratones inmunizados con R+G y Quim (Fig. 8.5C). No se pudieron detectar niveles
significativos de IL-4 ni de IFN-y en los sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos de

ratones C3H inmunizados.
8.6 - Vacuna de ADN del antigeno GRA4

Continuando con el estudio del antigeno Gra4 de 1.gondii, el gen gra4 fue clonado en el
plasmido pcDNA3 y se investigo la sintesis de GRA4 en un sistema eucariota. La expresion
de la proteina fue testeada en células COS7 transfectadas con pGRA4 o pcDNA3 vacio. Los
extractos proteicos fueron luego analizados por SDS-PAGE y Western blot. Los anticuerpos
anti-GRA4 de ratdn reconocieron una banda de 40-kDa en los extractos de células COS-7
transfectadas con el pGRA4 (Fig. 8.6), mientras que no se detectdé ninguna banda en células
transfectadas con el plasmido vacio.

Se procedi6 luego a analizar su valor inmunoprotectivo frente a la infeccion. Para esto,
grupos de ratones de la cepa C3H fueron inmunizados con pGRA4, con el plasmido vacio
como grupo control y se incluyo un grupo con la proteina recombinante Gra4 combinada con
aluminio y su control (PBS-Alum). La capacidad de la inyeccién intramuscular del plasmido
codificante para GRA4 de proteger a los ratones C3H contra la infeccién, fue determinada con
un desafio oral de 20 quistes de la cepa ME49 luego de 2 semanas del ultimo refuerzo. Un
mes después la proteccion fue estudiada mediante el conteo de quistes en cerebro. Como se
muestra en la Figura 8.7, la inmunizacidén con el pGRA4 disminuyé significativamente la
carga parasitaria cerebral (P < 0.01) al igual que la inmunizaciéon con rGRA4+Alum (P <
0,01) comparado con el grupo control inmunizado con pcDNA3 vacio y con el grupo
PBS+Alum.

Los sueros de los ratones inmunizados fueron colectados antes y después del desafio, y
se analizaron por un ensayo de ELISA para la respuesta de anticuerpos especificos anti-GRA4
(Fig. 8.8). La respuesta de anticuerpos IgG luego de la inmunizacién con pGRA4 mostré
niveles muy bajos comparados con los niveles obtenidos con rGRA4+Alum, aumentando
luego del desafio con 7. gondii al igual que los grupos control inmunizados con PBS+Alum y
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Figura 8.6: Andlisis de la expresién e inmunogenicidad de la proteina GRA4. A. La proteina
rGRA4 fue resuelta por SDS-PAGE 10% y tefiida con Coomasie Blue. B. Los lisados de las células
COS-7 transfectados con pGRA4 o pcDNA3 vacio fueron corridos en un SDS-PAGE 10%,
transferidos a nitrocelulosa y luego resueltos con un suero anti-6RA4 de ratén. A la izquierda se
indican las posiciones de las masas moleculares estdndar.

pcDNA3
pcDNA3-Gra4 —  **

rGrad+Alum .

Nro. medio quistes/cerebro +/- ES

Figura 8.7: Ensayo de proteccién frente a un desafio no letal. Los ratones C3H inmunizados
con la vacuna (pcDNA3-Gra4), el control (pcDNA3), la proteina recombinante (6ra4-Alum) y su
control (PBS-Alum) fueron infectados con una dosis no letal de quistes de T. gondii de la cepa
ME49 14 dias luego del ultimo refuerzo. Un mes después se contaron quistes en cerebro. Se
utilizaron 5 ratones por grupo. **P < 0.01
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Figura 8.8: Determinacién de Ig6, Ig61 e Ig62a en sueros de ratones C3H inmunizados con
la vacuna de ADN. Los sueros de los ratones inmunizados con pcDNA3, pGRA4 (pcDNA3-6Gra4),
rGRA4 (+Alum) o PBS (+Alum), fueron obtenidos 14 dias luego del ultimo refuerzo (Pre) y 4
semanas luego del desafio (Post). Los sueros fueron analizados para detectar anticuerpos anti-
6ra4 especificos por ELISA. Cada punto representa el promedio de la OD a 450 nm de cada suero
individual testeado por duplicado a una dilucién 1/50. Las barras horizontales representan la

media de los cinco ratones.
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pcDNAS3 vacio (Fig. 8.8A). El perfil isotipico mostré un predominio del tipo IgG2a antes del
desafio en los ratones inmunizados con pGRA4, un marcador de la repuesta del tipo Thl,
mientras que luego del desafio los niveles de IgG2a aumentaron también en los grupos
controles (Fig. 8.8 B). Como se observa en la Figura 8.8 C, no se pudieron detectar
anticuerpos especificos anti-Gra4 del subtipo IgG1 en los ratones inmunizados con la vacuna

de ADN antes o después del desafio, pero si en los que recibieron rGRA+Alum.

8.7 - Anilisis del valor inmunoprotectivo del antigeno recombinante TgPI de
Toxoplasma gondii

Recientemente se identifico en el laboratorio un inhibidor de serino-proteasas de 7.
gondii llamado TgPl (Pszenny et al, 2000). Debido a que esta proteina mostrd ser una
proteina de los granulos densos que es secretada al lumen de ia vesicula parasitéfora y al
medio luego de la lisis de la célula hospedadora, y que ademas tiene una actividad de elastasa
anti-neutrofilo, todo esto sugiere un posible papel en la regulacion de la respuesta pro-
inflamatoria (Pszenny et al, 2002). A pesar de presentar un menor valor inmunogénico
comparado con los antigenos ROP2 y GRA4, durante el seguimiento de una infeccién oral de
ratones (ver capitulo 7), se amalizé6 su valor inmunoprotectivo debido a su sugerido papel
durante la infeccion toxopldsmica. Para esto, se inmunizaron ratones C3H hembras con la
rTgPl combinada con aluminio siguiendo un esquema de cuatro inmunizaciones. Dos
semanas luego del ultimo refuerzo, los ratones fueron desafiados por via intraperitoneal con
taquizoitos de la cepa virulenta RH y se midié sobrevida con respecto al grupo control que fue
inoculado con PBS-Atum. Los resultados preliminares demostraron que tanto los ratones
inmunizados con TgPI como con PBS, murieron luego del desafio (Fig. 8.9). Sin embargo, en
el caso de los ratones vacunados con rTgPl, se observé un aumento en el tiempo de vida y
esta diferencia result6 significativa mediante el test de Mantel-Haenszel (P < 0,0001).

Con el objeto de estudiar el valor inmunoprotectivo de este antigeno frente a la infeccion
con una cepa cistogénica de 7. gondii, un grupo de ratones C3H inmunizado con rTgPl-Alum
y su control fueron desafiados con una dosis de 50 quistes de la cepa ME49 (Lp50), y se
chequed la mortalidad diariamente por un periodo de un mes (Fig.8.10). La inmunizaciéon de
los ratones con rTgPI indujo un aumento significativo en la sobrevida (P < 0,05) que fue del
87,5 % (7 ratones vivos de 8) con respecto al grupo control que fue de 50 % (4 ratones vivos
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Figura 8.9: Medicién de sobrevida de ratones inmunizados con rTgPI o PBS combinados con aluminio
(Alum). Diez ratones por grupo de la cepa C3H fueron inmunizados con rTgPI- o PBS-Alum y
posteriormente desafiados con una dosis letal de taquizoitos (10°) de la cepa RH. Los resultados estdn
expresados como porcentaje de ratones sobrevivientes.

de 8). Las cargas parasitarias de los ratones sobrevivientes fueron asignadas luego de un mes
de infeccion. Los ratones inmunizados con rTgPI-Alum mostraron una disminucion del 39 %
en el numero de quistes en cerebro, comparado con el grupo control, y esta diferencia resulto
significativa (P = 0,0182).

—4~ PBS-Alum —8—TgPH-Aum
100
(32400 + 10110)
o 801
T
A
o (52600 + 13100)
O 40
(72}
"
0T
0 5 10 15 2 >S5
Dias post-infeccidn

Figura 8.10. Ensayo de proteccion de ratones C3H frente a la infeccion con 7. gondii. Un
grupo de ratones fue inmunizado 4 veces por via i.m. con rTgPI-Alum y otro inmunizado con PBS-
Alum fue incluido como control. Los ratones fueron desafiados por via oral con 50 quistes de la
cepa ME49 dos semanas después del (ltimo refuerzo y se monitored la mortalidad diariamente.
En cada grupo se incluyeron 8 ratones. Entre paréntesis se muestra la carga parasitaria en los
cerebros de los ratones sobrevivientes luego de un mes de infeccidn. Los resultados estdn
expresados como la media + error estdndar.
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Catorce dias luego del ultimo refuerzo, se extrajeron muestras de suero de los animales
inmunizados. El andlisis de isotipos en los sueros mostré que la inmunizacién con rTgPI
adsorbida a aluminio, induce anticuerpos IgG1 e IgG2a especificos sin predominio de
ninguno en particular (Fig. 8.11).
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Figura 8.11: Perfil de isotipo de Ig6 en sueros de ratones inmunizados. Dos semanas luego del
(ltimo refuerzo, se analizaron los sueros de los ratones inmunizados con rTgPI+Alum o PBS+Alum
para la deteccién de anticuerpos Ig61 e IgG62a especificos por un ensayo de rTgPI-ELISA. Los
resulfados estdn expresados en absorbancia a 450 nm.

112




Discusion Parte 11

DISCUSION PARTE 11

9 - Anadlisis cinético de la respuesta inmune contra antigenos de Toxoplasma

gondii durante la infeccién

En el desarrollo de una vacuna contra la toxoplasmosis, el modelo murino ha sido
ampliamente usado debido a que cursa un proceso infectivo semejante al del resto de los
mamiferos, incluyendo el humano, y a que ademas existen diferentes niveles de resistencia o
susceptibilidad frente a la infeccion. Asimismo, la respuesta inmune contra el 7. gondii esta
muy bien caracterizada en este modelo, conociéndose que una infeccion primaria es suficiente
para generar inmunidad ante una re-infeccion (Gazzinelli y col, 1991). Sin embargo, muchos
de los antigenos del parasito son propuestos como candidatos a vacunas por mostrar ser
antigénicos en el humano, al menos a nivel de respuesta humoral. De los antigenos propuestos
en este estudio (rROP2, rGRA4 y rTgPl) como candidatos para disefiar una vacuna
multiantigénica, solo el valor antigénico de una forma recombinante de GRA4 habia sido
estudiado en el raton durante la infeccion toxoplasmica (Chardes y col, 1993). ROP2 en
cambio, fue clonado a partir de su capacidad de estimular la proliferacion de células humanas
CD4+ (Saavedra y col, 1991) reconociéndose posteriormente un aito valor en estimular
linfocitos B (Martin et al, 1998). TgPI es un antigeno de la fraccion excretora/secretora, con
funcion de inhibidor de serin-proteinasas, entre ellas la elastasa, que probablemente cumpla
un papel importante durante la infeccion del parasito.

En el presente estudio, se demuestra que la infeccion oral de ratones C57BL/6 (H-2") y
BALB/c (H-2% con quistes de la cepa ME49 de T. gondii, induce una importante respuesta
inmune humoral y celular especifica contra los antigenos rROP2 y rGRA4 a nivel de mucosas
y sistémico, con algunas variaciones entre ellas dependiendo de la cepa de raton. Por otro
lado, rTgPI induce una pobre respuesta durante la infeccion. Esto indicaria que tanto ROP2
como GRA4 formarian parte del mosaico antigénico del 7. gondii que induce inmunidad en
los ratones.

En un periodo de estudio de 8 semanas de infeccion de ratones C57BL/6 y BALB/c, la
respuesta proliferativa en NML frente a la estimulacion in vitro con TSo se observd solo

durante la primera semana como lo describié previamente Chardes y col (1993). Los tres
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antigenos mostraron inducir una temprana respuesta blastogénica en células de NML en
ambas cepas de ratones. A diferencia de nuestros resultados, Chardes y col (1993) utilizando
distintas diluciones de una proteina GRA4 inmuno-purificada y electroeluida, no observaron
una proliferacion especifica en NML de ratones CS7BL/6 infectados pero si en ratones
BALB/c. La diferencia con respecto a nuestro estudio podria deberse a la cantidad de proteina
utilizada en la estimulacion de estas células.

La respuesta humoral sistémica generada contra estos antigenos luego de la infeccién
parece estar relacionada con la cepa de raton utilizada. En ambas cepas de ratones se
generaron anticuerpos 1gG anti-rROP2 y anti-rTgPl, mientras que rGRA4 resulté muy poco
inmunogénica en la cepa BALB/c. Los anticuerpos generados por rTgPl mostraron una
cinética mas tardia con respecto a los otros dos antigenos. rGRA4 genero la produccion de
IgA e IgM mas tempranamente comparado con rROP2 y los niveles fueron mayores en ambas
cepas de ratones. Estos resultados sugieren que la respuesta humoral generada contra estas
proteinas es especifica de la cepa de raton y que la proteina TgPI ademas de resultar menos
inmunogénica que GRA4 y ROP2, se expresaria durante la fase cronica de la infeccion. Estos
datos concuerdan con lo observado en humanos, donde se demostro que la rTgPI presenta una
baja reactividad frente a muestras de sueros humanos con infeccion crénica o aguda (Nigro y
col, 2003). Por el contrario, el antigeno rROP2 mostré ser detectado por un 80% de sueros
humanos agudos y 54% de cronicos indicando que esta proteina genera una fuerte respuesta
humoral durante ambas fases de la infeccion. En ese mismo estudio, rGRA4 mostré una
mayor reactividad en sueros agudos con lo cual, al igual que en nuestro estudio, generaria una
fuerte respuesta humoral preferentemente durante la fase aguda de la infeccion.

En este modelo de infeccion oral, se investigd la habilidad de estos antigenos de T.
gondii de estimular la proliferacion de esplenocitos durante la octava semana de infeccion,
que es cuando se observo el pico de proliferacion frente a la estimulacion con TSo. Esta
cinética de la respuesta tardia en bazo concuerda con la marcada reduccion de la respuesta
proliferativa durante la infeccion aguda debida en parte a citoquinas liberadas por las células
inmunes (Channon y Kasper, 1996; Haque y col, 1996; Neyer y col, 1998). Este efecto solo es
observado en esplenocitos, ya que las células de los NML no exhiben esta supresion (Neyer y
col, 1998, Chardes y col, 1993). Los tres antigenos mostraron inducir in vitro una respuesta
blastogénica especifica en ambas cepas de ratones. En la cepa BALB/c, rROP2, rGRA4 y

r'TgPI generaron una respuesta similar, mientras que en ratones C57BL/6 las proteinas rGRA4
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y rTgPl estimularon una proliferacion significativamente mayor a rROP2 y mayor a la
obtenida en BALB/c.

La estimulacion in vifro de esplenocitos con TSo produjo la secrecion de IFN-y e IL-5
en ambas cepas luego de una semana de infeccion, con mayores niveles en la cepa C57BL/6.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Lee y col (1999), quienes observaron que
los esplenocitos producen citoquinas del tipo Th1/Th2 luego de 7 dias de infeccion oral, y que
esto podria resultar en un evento controlador sistémico de una respuesta inmune Thl-
polarizada hiperactiva (Gazzinelli y col, 1996; Khan y col, 1997). La estimulacion in vifro con
las proteinas rGRA4 y rROP2 indujo una respuesta predominantemente Thl, con altos niveles
de IFN-y en ratones C57BL/6 que resultd varias veces mayor a la observada en BALB/c y
bajos niveles de IL-5. En cambio la respuesta inducida in vitro por rTgPI fue del tipo Thl en
ratones BALB/c y mixta en C57BL/6 con produccion de ambas citoquinas. A diferencia de
nuestro estudio, Charles y col (1993) no pudieron detectar IFN-y luego de la estimulacion in
vitro con las proteinas GRA4 y SAGI1 de esplenocitos de ratones CBA/J infectados. Esto
puede deberse a que el estudio lo realizaron luego de 6 semanas de infeccion.

BALB/c es una cepa de ratones conocida por su tendencia a producir una respuesta
inmune del tipo Th2, mientras que CS57BL/6 tenderia a producir una respuesta Thl
(Liesenfeld y col, 1996). La respuesta celular generada en ambas cepas de ratones fue del tipo
Thl, tanto a nivel de mucosas como a nivel sistémico. Sin embargo, hubo notables diferencias
en los niveles de produccion de IFN-y, citoquina relacionada a una respuesta Thl, siendo
notablemente mas alta en C57BL/6 que en BALB/c. Al mismo tiempo, la cepa BALB/c
resulta resistente a infecciones con altas dosis de parasitos de cepas no virulentas como la
ME49 presentando baja carga de quistes en tejidos, mientras que C57BL/6 resulta susceptible
a bajas dosis con presencia de altas cargas de quistes tisulares (McLeod y col, 1989,
Liesenfeld y col, 1996). Probablemente, a las 6 semanas (infeccion cronica), la baja carga
parasitaria de 7. gondii en BALB/c esté contribuyendo a mantener los niveles de citoquinas

bajos, ocurriendo lo contrario en C57BL/6.

10 — Andlisis inmunoprofildctico de antigenos del Toxoplasma gondii en el

modelo murino
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Con el objetivo de desarrollar una vacuna multiantigénica contra la toxoplamosis,
nosotros hemos utilizado tres proteinas del 7. gondii para estudiar el valor inmunoprofilactico
cuando se las combin6 con aluminio como fue previamente realizado con rSAGI1 (Petersen y
col., 1998). Las proteinas rROP2 y rGRA4 fueron elegidas en este trabajo en base a estudios
inmunoldgicos y de inmunizacion previos (Chardes y col, 1990; 1993; Mevelec y col, 1998,
Alexander y col, 1996; Nigro y col, 2001; Saavedra y col, 1991; 1996; Van Gelder y col,
1993). En el curso del trabajo de Tesis aparecieron algunos trabajos relacionados a la
inmunizacion génica con ROP2 y GRA4 (Vercammen y col, 2000; Desolme y col, 2000). La
proteina rTgPI fue incluida principalmente por su posible papel de interferir durante el
desarrollo de la infeccion, mas que por su papel en la induccion de una respuesta inmune a
nivel humoral y celular generada en ratones infectados, la cual mostré bajos niveles. Las
proteinas rROP2 y rGRA4 indujeron una respuesta inmune especifica en ratones de las cepas
C57BL/6 (H-2% y C3H (H-2%), mientras rTgPI, que solo fue analizada en ratones C3H,
estimuld al menos una respuesta humoral. La combinaciéon de rGRA4 con aluminio confirid
proteccion frente a la infeccion en ambas cepas de ratones, mientras que rROP2 resultd
protectiva s6lo en C3H. Los resultados con rTgPI mostraron una inmunidad protectora en
ratones C3H. Interesantemente, rGRA4+alum mostré niveles similares de proteccion que la
vacunacion con el gen gra+4 en ratones C3H.

Para la toxoplasmosis, hay distintos modelos murinos y de infeccion parasitaria para
ensayar el valor protectivo de una proteina y/o adyuvante. Por esta razon, es muy dificil
comparar nuestros resultados con aquellos obtenidos por otros investigadores. La
inmunizaciéon con el gen sag/ mostré una reduccion en el nimero de quistes cerebrales en
ratones C57BL/6 (Angus y col, 2000; Mohamed y col, 2003) luego de un desafio no letal. En
cambio frente a un desafio letal, los resultados fueron variables. Por un lado se observd una
proteccion completa frente a la cepa ME49 de 7. gondii mientras que no se observo
proteccion frente a la cepa altamente virulenta RH (Angus y col, 2000). Pero en otro estudio
este mismo gen confirid una completa proteccion contra RH en ratones C3H y BALB/c
(Nielsen y col, 1999). Todos estos estudios demuestran la complejidad de estudiar el valor
inmunoprofilactico de los antigenos de 7. gondii.

Con respecto al antigeno ROP2, Vercammen y col (2000) demostraron que la
inmunizacién con los genes rop2, gral y gra7 induce una proteccion en ratones C3H frente a

un desafio letal, pero no protege a ratones BALB/c ni C57BL/6, resaltando la importancia de
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usar distintas cepas de ratones en el analisis de una vacuna contra la toxoplasmosis.
Similarmente, en nuestro estudio la inmunizacion con rROP2+alum indujo una respuesta
protectora en ratones C3H pero no en C57BL/6.

Respecto a GRA4, Desolme y col (2000) observaron que la vacunacion con el gen gra+
induce una inmunidad protectora en ratones CS7BL/6 contra un desafio letal con quistes. En
nuestro estudio con ratones C3H se observo una proteccion parcial contra un desafio no letal.
Por otro lado, también observamos que la inmunizacion con rGRA4+alum de ratones
C57BL/6 y C3H indujo una proteccion parcial frente a un desafio no letal, al igual que
Mevelec y col (1998) cuando vacunaron ratones C57BL/6 por via oral con una rGRA4
combinada con toxina del colera.

La inmunizacion con una mezcla de rROP2 y rGRA4, resultd en un aumento
significativo de la proteccion frente a un desafio no letal comparado con el control en ambas
cepas de ratones, aunque en ningun caso los niveles de proteccion mejoraron
significativamente con respecto a los inducidos por los antigenos por separado. En base al
analisis usando la proteina Hsp83 de Leishmania infantum, en el cual una fusion a un antigeno
reportero pero no la mezcla de ambas proteinas recombinantes induce un aumento en la
respuesta inmune contra el antigeno reportero (Rico y col, 1999; Echeverria y col, 2001), se
ensay6 una fusion rROP2-rGRA4. Cuando esta proteina quimérica se probd en ratones
C57BL/6, se obtuvo una inmunidad protectora comparada con el control, pero esta proteccion
no fue mayor a la observada con el antigeno rGRA4 solo.

La respuesta inmunoprotectiva en los ratones C57BL/6 inducida por rGRA4 pareceria
correlacionarse con una respuesta predominante del tipo Thl comparado con lo observado
para rROP2. De hecho, mientras que la inmunizacion de ratones con rGRA4 indujo mayores
niveles especificos de anticuerpos IgG2a y de IFN-y comparado con rROP2, este ultimo
antigeno indujo mayores niveles de IL-4, citoquina relacionada con una respuesta del tipo
Th2. Estos resultados concuerdan con el estudio de Vercammen y col (2000), quienes
mostraron una baja produccion de anticuerpos anti-ROP2 y de IFN-y en ratones C57BL/6
inmunizados con pcDNA3-ROP2 comparado con los valores obtenidos en ratones BALB/c y
C3H.

Sin embargo, debe haber otras posibles explicaciones para la induccion de la proteccion
no basadas en la respuesta Thl generada, por lo observado en la cepa C3H. Recientemente, se

ha demostrado la contribucién de las células B a la proteccion contra la infeccion con el
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parasito (Johnson y col, 2002; Kang y col, 2000; Sayles y col, 2000). El aluminio también ha
mostrado incrementar la expresion de MHC II y de moléculas de adhesion co-estimuladoras
(ICAM-1, LFA-3 y CD40) asociadas a células dendriticas (DC) maduras (Ulanove y col,
2001). Adicionalmente, la estimulacion de células monociticas de sangre periférica con
aluminio, indujo un aumento en la expresion de mARN de IL-1q, IL-1p y TNF, asi como de
IL-4 e IL-6 (Ulanove y col, 2001). Dimier-Poisson y col (2003) demostraron que las DCs de
nodulos mesentéricos pulsadas ex vivo con antigenos de 7. gondii llevan a una secrecion de
citoquinas con un patrén Th2, induciendo una fuerte proteccion en ratones CS7BL/6 y CBA/J,
mientras que las DCs de bazo inducen un patron de citoquinas Thl, también induciendo
proteccion pero en menor grado. Pareceria que una presentacion antigénica mas eficiente
debida al efecto inmunoestimulador del aluminio, podria ser un factor importante en conferir
inmunidad, permitiendo tal vez al hospedador inducir un disparo mas rapido de la produccion
de IFN-y luego de la infeccion.

Los adyuvantes son un componente esencial en el desarrollo de una vacuna, debido al
efecto inmunoestimulador y/o al posible uso en animales y humanos. Las vacunas de ADN
han mostrado inducir una respuesta Th1 predominante (Tighe y col, 1998), adecuada para los
requerimientos en generar inmunidad contra la toxoplasmosis. De hecho, muchos estudios de
vacunacion sistémica con ADN fueron realizados en ratones (ver Bout y col, 2002). Sin
embargo, estas vacunas demostraron no ser muy inmunogénicas en humanos (Scheerlinck y
col, 2001). Por el contrario, los compuestos de aluminio han sido usados como adyuvantes en
vacunas para humanos por mas de 70 afios, y estan asociados a una induccion de respuestas
del tipo Th2 (Grun y col, 1989). A pesar de esto, una rSAG1 combinada con aluminio
(Petersen y col, 1998) y en nuestro estudio rGRA4, rROP2 y rTgPI, mostraron inducir una
inmunidad parcial contra la infeccion de ratones con 7. gondii. Interesantemente, rGRA4
combinada con aluminio presentd valores de proteccion similares a la inmunizacion génica
con gra.

También recientemente se demostré que 22 mujeres con exposicion documentada a 7.
gondii, mostraron una respuesta estimuladora celular heterogénea contra los antigenos GRAI,
GRA6, GRA7 y SAGI (Fatoohi y col, 2002). Estos resultados, junto con el hecho de que un
unico antigeno excepcionalmente ha logrado conferir una inmunidad completa contra la
infeccion, sugieren la necesidad de desarrollar una vacuna multiantigénica contra la

toxoplasmosis. Nuestros resultados y los obtenidos por Petersen y col (1998) demuestran que

................
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rGRA4, rROP2, rSAG1 y rTgPl combinados con aluminio producen inmunidad en al menos
una cepa de raton, y la mezcla de las proteinas no mostro interferencias en la respuesta sino
mas bien complementariedad (rGRA4 predomin6 en la inmunidad en C57BL/6 y rROP2 en
C3H). Restaria ver si la mezcla con otros antigenos como rSAGI1 y/o rTgPl mejora la
proteccion conferida por los antigenos individuales. Recientemente, Fachado y col. (2003)
demostraron que la inmunizacién con la mezcla de los genes sag/ y rop2 produce una mayor
proteccion que la inmunizacion con los genes por separado. Asimismo se demostro para esos
antigenos (este trabajo y Petersen y col. 1998) que podrian ser componentes de una vacuna
basada en aluminio como adyuvante, con la ventaja de que este compuesto permitiria una
amplia aplicacion tanto en humanos como en animales. En el futuro, se deberia tener en
cuenta la combinacion con otros antigenos con una buena eficacia en generar inmunidad
usando diferentes estrategias (Mishima y col, 2001; Mohamed y col, 2003; Parmley y col,
2002; Vercammen y col, 2000). Finalmente, del presente trabajo en donde rGra4 demostrd
inducir inmunidad en dos modelos de ratones diferentes y en dos sistemas de inmunizacion
distintos, y de los resultados obtenidos por Mevelec y col (1998) y Desolme y col (2000), se
desprende que GRA4 podria considerarse como uno de los principales candidatos entre los

antigenos de 7. gondii para el desarrollo de una vacuna multiantigénica.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis, se llegd a las siguientes

conclusiones:

»  Laileitis inflamatoria aguda observada en ratones susceptibles de la cepa C57BL/6 por
la infeccidn oral con quistes de Toxoplasma gondii, estaria controlada en parte por TGF-

B expresado por linfocitos intraepiteliales intestinales.

> Las células epiteliales intestinales de la linea ICcr, (H-2°) liberan quemogquinas
inflamatonias frente a la infeccion con el parasito in vitro lo cual puede ser el primer
evento inmunoldgico en el desarrollo de la inflamacién observada en los ratones
CS57BL/6. Los IELs antigeno-primados, a diferencia de los no primados reducen la
expresion de estas quemoquinas en los enterocitos ICcr, infectados, efecto estaria

mediado principalmente por TGF-8 y en menor medida por IL-10.

» Los IELs (principalmente los CD8 aff TCR af) primados con antigeno migran dentro
de 1a monocapa de células IC¢;, infectadas en un modelo de co-cultivo in vitro, al igual
que la migracion observada irn vivo luego de una transferencia adoptiva bajo condiciones

inflamatonas.

» El antigeno de membrana SAG-1 seria una molécula importante involucrada en la

iniciacion de la respuesta inmune en el intestino.

» La infeccion con T. gondii in vitro activa las células MODE-K (H-2k), aumentando la
expresion de varias moléculas de superficie que incluyen MHC clase I y II, CD40 e
IFN-yR.

»  Las células MODE-K infectadas expresan in vitro quemoquinas de la subfamilia § y

citoquinas del tipo 1, las cuales jugarian un rol critico en la iniciacién y modulacion de

la respuesta inmune.
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A diferencia del patrén de expresion, la cinética de las quemoquinas en las células
MODE-K resulta especifica del parasito utilizado, mientras que el nivel de citoquinas

inflamatorias del tipo 1 resulté cepa-especifico.

Los IELs aislados de ratones CBA/J (H-2%) producen un nivel mayor de ciertas

quemoquinas, especialmente reclutadoras de células T CD8+, comparado con los
aislados de ratones C57BL/6 (H-2).

Los IELs aislados de ratones CBA/J infectados o naive inducen una inhibicién en la
expresion de quemoquinas en células MODE-K infectadas y esto podria deberse a una
mayor produccién endégena de TGF-f en estos ratones, con lo cual esta citoquina seria

en parte responsable de la resistencia a la ileitis.

La infeccion oral de ratones C57BL/6 (H-2") y BALB/c (H-2% con quistes de Ia cepa
MEA9 de T. gondii induce una respuesta especifica del tipo Thl contra los antigenos
rROP2, rGRA4 y rTgPI tanto a nivel de mucosas como sistémica.

Las proteinas ROP2 y GRA4 generan una respuesta humoral y celular del tipo ThI con
altos niveles de IFN-y que resulta mayor en la cepa C57BL/6.

La proteina TgPI muestra una pobre inmunogenicidad en comparacion a ROP2 y GRA4.

La inmunizacion con la proteina rGRA4 combinada con aluminio confiere una
proteccion parcial frente a la infeccion en ratones de las cepas C57BL/6 (H-2% y C3H
(H-2%), que en el caso de ratones C3H resulta similar a la vacunacién con el gen gra4.
Este antigeno podria considerarse como uno de los principales candidatos entre los

antigenos de T. gondii para el desarrollo de una vacuna multiantigénica.

rROP2 combinada con aluminio resultd protectiva sélo en la cepa C3H.

. 3
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La inmunizacién con una mezcla de rROP2 y rGRA4 como con la proteina quimérica
rROP2-rGRA4, indujo una proteccién parcial frente a la infeccién pero los niveles
fueron similares a los observados por la inmunizacion simple (rGRA4 en CS57BL/6 y
rROP2 en C3H).

Los resultados utilizando la proteina rTgPl combinada con aluminio, mostraron una

inmunidad protectora en ratones C3H y la estimulacioén de una respuesta humoral.
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