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RESUMEN

En la inmunidad adaptativa contra Toxoplasma gondii el IFN-y juega un papel
importante en la induccidon de una respuesta efectora contra los taquizoitos, ya que
activa a células tales como macrofagos, neutrédfilos y NK; ademas promueve la
produccion de anticuerpos de la clase IgG1 e IgG3 por los linfocitos B; éstos a su
vez, activan la via clasica del complemento y funcionan como opsoninas a través de
los receptores para el Fc de la IgG (FcyRs). Por otro lado, las cuatro subclases de
IgG, principalmente la 1gG1, atraviesan la placenta gracias al receptor neonatal, o
FcRn, con un aumento exponencial a partir de la mitad de la gestacion. Por lo
anterior, se esperaria que la transmision vertical de T. gondii fuera menor al final del
embarazo que al principio; sin embargo, es mas frecuente durante el ultimo trimestre.
Mas aun, en un estudio previo encontramos anticuerpos IgG1 especificos mas
frecuentemente entre madres de recién nacidos con problemas clinicos, que en las
madres de aquellos que nacieron asintomaticos. Una explicacién a esto es que el
recubrimiento de los taquizoitos por los anticuerpos IgG1 estén facilitando la entrada
al sinciciotrofoblasto y a las células endoteliales de los vasos fetales en las
vellosidades coridnicas, a través del FcRn, favoreciendo la transmisién congénita,
con mayor probabilidad de desarrollo de problemas clinicos en etapas mas
tempranas. Con el fin de analizar lo anterior, se utilizé un modelo de invasién in vitro
usando células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC) y de
microvasculatura (linea HMEC-1) y dos cepas de T. gondii, RH (virulenta) y ME49
(no virulenta), y se determiné el efecto de la sensibilizacion de los taquizoitos con
anticuerpos IgG1 especificos, sobre su entrada a las células, mediante microscopia
de luz en laminillas tefiidas con Wright.

Se observo que la cepa ME49 invadié mas a las células endoteliales que la cepa RH,
contrario a lo que se esperaba, y que las células de la linea HMEC-1 fueron mas
susceptibles a la invasion que las HUVEC. Se demostré que el recubrimiento de los
taquizoitos por anticuerpos opsonizantes (IgG1) anti-Toxoplasma favorece la
internalizacién a las células endoteliales, en comparacion con el tratamiento con un
suero negativo. Los resultados apoyan la hipotesis de que la union de los anticuerpos
a la superficie del taquizoito favorece la entrada a las células endoteliales, lo que
podria sugerir un mecanismo de la transmision de T. gondii de la madre al hijo
durante le gestacion.



ABSTRACT

The cytokine IFN-y plays an important role in the adaptive immune response against
Toxoplasma gondii, since it induces effector mechanisms against the tachyzoite, i.e.
phagocytosis enhancement of macrophages, neutrophils and natural killer (NK) cells,
as well as B cell production of antibodies of the IgG1 and IgG3 subclasses; the later
activate Complement by the classical via and function as opsonins through the IgG Fc
fragment receptors (FcyRs). Additionally, the four IgG subclasses, but mainly 1gG1,
traverse the placenta thanks to the neonatal Fc receptor, or FcRn, with an
exponential increase from mid gestation. Because of the abovementioned
phenomena, T. gondii vertical transmission would be expected less frequent at the
end of pregnancy than at the beginning, but it is just the opposite: it is maximal during
the third trimester. Moreover, in a previous study we found IgG1 antibodies in a larger
proportion of women who delivered newborns with clinical problems than among
those who had apparently healthy infected babies. One explanation could be that
recognition of tachyzoites by IgG1 antibodies favor their entry to the
syncytiotrophoblast and the fetal endothelial cells at the placental chorionic villi, by
means of the FcRn, favoring congenital transmission at earlier stages of gestation,
and thus provoking infections with larger probability of disease development. In order
to test this hypothesis, i.e. that parasite sensitization with anti-Toxoplasma IgG1
antibodies augment their entry to cells, we used in vitro invasion models of two
endothelial cell types, human umbilical vein cord primary cultures (HUVEC) and
microvasculature HMEC-1 cell line, and two T. gondii strains, i.e. virulent RH and
non-virulent ME49. This was evaluated by light microscopy observation of Wright
stained slides.

Unexpectedly, the non-virulent ME49 strain invaded a larger proportion of cells than
the virulent, RH strain. Additionally, HMEC-1 cells were more susceptible to invasion
than HUVECSs. Finally, covering the tachyzoites with IgG1 specific antibodies induced
an increase in both the proportion of infected cells and the number of parasites per
cell, when compared to parasites incubated with negative serum. The results support
the notion that IgG1 antibody binding to the surface of the tachyzoite may favor its
entry to the syncytiotrophoblast and the fetal endothelial layers and, as a
consequence, vertical transmission of T. gondii.



MARCO TEORICO

Toxoplasma gondii

El término Toxoplasma deriva de la palabra griega toxon, que significa arco,
refiriéndose a la forma del taquizoito de media luna. EI nombre de la especie
proviene del roedor Ctenodactylus gondii, del norte de Africa de donde se aisld por
primera vez en 1908 por Nicolle y Manceaux (Nicolle y Manceaux, 1909).
Toxoplasma gondii es un parasito que infecta practicamente todas las células
nucleadas de vertebrados homeotermos, incluido el ser humano (Tenter et al., 2001;
Montoya y Liesenfeld, 2004). La infeccibn mas comun es la horizontal (o “adquirida”)
que se adquiere al ingerir quistes tisulares contenidos en la carne mal cocida, o bien
agua o alimentos contaminados con ooquistes del parasito; también se puede
transmitir verticalmente y ocasionar la toxoplasmosis congénita (Petersen y Dubey,
2001). El parasito puede ocasionar dafio en el feto durante el embarazo o en el
recién nacido y en pacientes con inmunodeficiencia primaria o secundaria. Este
protozoario tiene distribucion mundial: una tercera parte de poblacién de adultos esta
infectada por él; la prevalencia varia del 12 al 90% en diferentes partes del mundo,
siendo mas frecuente en las regiones célidas y humedas (Hill et al., 2007; Dubey,
2010). En México, la frecuencia se ha incrementado: en la Encuesta Nacional
Seroepidemiolégica (ENSE) de 1987, publicada en 1992, se determind un valor de
alrededor de 32%, mientras que el estudio publicado por nosotros en 2012 usando
los sueros de las ENSAS del 2000 y 2006, se determiné una prevalencia del 41% y

43% respectivamente; siendo las regiones de la costa del



Golfo de México y del Pacifico las de mayor riesgo (Velasco-Castrejon et al., 1992;
Caballero et al., 2012).

La infeccibn mas comun es la horizontal (o “adquirida”) que se adquiere al ingerir
quistes tisulares contenidos en la carne mal cocida, o bien agua o alimentos
contaminado con ooquistes del parasito; pero también se puede transmitir
verticalmente y ocasionar la toxoplasmosis congénita (Petersen y Dubey, 2001). Esta
forma es la de interés en la presente tesis. Particularmente el posible papel
paraddjico que juegan la respuesta inmune humoral materna (anticuerpos 1gG1) y el
receptor que media su trasporte de la madre al hijo a través de la placenta, el FcRn.
Para ello se us6 un modelo in vitro con variantes de células hospederas y del

parasito.

Clasificacion taxonémica de Toxoplasma gondii y variabilidad genética

Toxoplasma gondii pertenece al Phylum Apicomplexa (protozoario que presenta
complejo apical), el cual comprende mas de 5000 especies de parasitos

intracelulares (Khan et al 2005). La clasificacion taxonémica es la siguiente:

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa
Subclase: Coccidiasina
Orden Eimeriorina
Familia Toxoplasmatidae
Género Toxoplasma

Especie Toxoplasma gondii



Anteriormente la variabilidad genética de T. gondii se habia considerado baja,
habiéndose descrito tres linajes clonales (1, Il, 1ll) y recombinantes de éstos, ademas
de algunos atipicos; su virulencia se determind con base en su replicacién y
propagacion tanto en ratones como en cultivos celulares (Howe y Sibley, 1995). El
genotipo | es mas virulento en ratones y en humanos y es causante de problemas
clinicos en individuos inmunocompetentes; en cambio, los genotipos Il y Ill son
menos virulentos y estan presentes preferentemente en infecciones crénicas (Sibley
y Boothroyd, 1992). La mayoria de los casos de toxoplasmosis, incluida la congénita
en humanos, se asocian con variantes tipo Il, que generalmente causan infeccién
sub-clinica, pero que pueden ser muy agresivas en pacientes inmunocomprometidos
(Ferreira et al., 2006). En modelos in vitro e in vivo con cepas virulentas, se observo
una alta proliferacion y una alta capacidad de migracion a través de las barreras
epiteliales, asi como dafo a nivel de sistema nervioso central en las etapas cronicas
(Dardée, 2004; Saeji et al., 2005).

Los estudios mas recientes se han identificado otros aislamientos con caracteristicas
distintas a los clasicos, a los cuales se les designé como genotipos atipicos, y cuya
virulencia en ratones no necesariamente correlaciona con la encontrada en otros
animales o seres humanos (Tinti et al., 2003; Dardé, 2004; Dubey, 2010; Su et al.,
2010). Las cepas virulentas con genotipos atipicos, son generalmente responsables
de manifestaciones oculares y son frecuentes en pacientes con VIH (Ajzenberg et al.,
2004; 2005; Khan et al., 2006; 2011; Halonnen y Weiss, 2013). En México se ha

demostrado la presencia del genotipo | en dos casos de nifos infectados



congénitamente (Rico-Torres et al.,, 2012) y un predominio de los tipos | y lll en
animales, aunque también se han encontrado variantes recombinantes y atipicas
(Cedillo-Pelaez et al., 2011; Rico-Torres et al., 2012). Actualmente, el género
Toxoplasma se sigue considerando una sola especie, pero hay mas de 267
genotipos clasificados en 6 clados y 14 haplogrupos, ampliamente distribuidos en el
mundo como se muestra en la Figura 1 (Khan et al 2006; Su et al 2010; Khan et al

2011).

Clado B

Clado F

Figura 1

Arbol filogenético de los aislamientos de Toxoplasma gondii; en colores se muestran los 6
clados (A-F) con base en el analisis genético. Los nimeros en circulos representan los
haplogrupos y en recuadros las cepas representativas de cada haplogrupo.



Descripcion de los estadios de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii puede tomar diferentes formas dependiendo del estadio: el
taquizoito, es el estadio de replicaciéon rapida dentro de las células, que al romperlas
e invadir células adyacentes genera dafio tisular por necrosis. La respuesta inmune
limita la proliferacién de los taquizoitos, los cuales se convierten a bradizoitos o
formas de replicacion lenta, que sobreviven dentro de quistes tisulares, los cuales
son resistentes a las enzimas proteoliticas; pueden persistir en fase de latencia
durante toda la vida y son capaces de reactivarse cuando ocurre una
inmunodepresion del hospedero. Los ooquistes, que contienen esporozoitos, se
eliminan con las heces de los gatos; éstos maduran en uno a cinco dias en el
ambiente si las condiciones de humedad y temperatura son propicias, en su interior
se forman ocho esporozoitos, los cuales persistiran con capacidad infectiva durante

18 meses (Montoya y Liesenfeld, 2004; Skariah et al., 2010).

Ciclo de vida de Toxoplasma gondii

El ciclo de vida consta de una fase de reproduccion sexual, la cual se inicia en el
intestino delgado de un felino (hospedero definitivo) al ingerir carne infectada por
quistes tisulares, o alimentos o agua contaminados con ooquistes; una vez ingeridos
estos estadios, las enzimas digestivas los rompen, liberando los bradizoitos o los
esporozoitos, e invaden el epitelio del intestino del gato; se inicia el desarrollo de
numerosas generaciones de ciclos asexuales, conocidos como esquizontes, los
cuales contienen a los merozoitos que mas tarde son liberados; posteriormente se

lleva a cabo la gametogénesis, con la formacién del microgameto y el macrogameto,



y como consecuencia, la fecundacion del segundo. La formacién de la pared del
ooquiste, comienza alrededor del macrogameto fertilizado, que se convierte en
ooblasto y finalmente en ooquiste inmaduro, liberado al lumen intestinal y eliminado
con las heces de los gatos, completando asi el ciclo sexual (Hill et al., 2007; Dubey,
2010; Skariah et al., 2010). En condiciones Optimas de temperatura y humedad, los
ooquistes pueden permanecer viables durante varios meses. La contaminacion del
ambiente es debida a que millones de ooquistes son eliminados por los gatos
domésticos y otros felinos (Dubey, 1996; Black y Boothroyd, 2000).

El ciclo asexual comienza cuando los ooquistes, contenidos en agua o alimentos
contaminados, o los quistes tisulares que contienen bradizoitos, presentes en la
carne de otro hospedero cronicamente infectado, son ingeridos por cualquier
mamifero o ave; los ooquistes o quistes se desenquistan y se liberan los
esporozoitos o los bradizoitos, que invaden el epitelio intestinal del hospedero
intermediario, donde se convierten rapidamente en taquizoitos; invaden diversos
tipos celulares y se distribuyen en todos los tejidos del hospedero para completar el
ciclo asexual (Figura 2). La transmisién por ooquistes es mayor para los hospederos
intermediarios que para los definitivos (Dubey, 1996).

En individuos humanos inmunocompetentes la infeccidn por T. gondii normalmente
esta latente y no produce problemas clinicos (Dubey, 2004; Correa et al., 2006; Black
y Boothroyd, 2000). Cuando una mujer se infecta por primera vez durante el
embarazo, puede transmitir la infeccibn a su bebé a través de a placenta,

provocando la toxoplasmosis congénita (Figura 2).
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Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (fomado de Correa et al., 2006)
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La infecciéon adquirida

Esta infeccion es aquella que se adquiere después del nacimiento, generalmente por
via oral. En individuos inmunocompetentes, la infeccién por T. gondii normalmente no
produce sintomatologia y se mantiene auto limitada; afectando principalmente a
personas inmunocomprometidas, debido a que no hay control de la replicacion del
parasito, el cual rompe la barrera del epitelio intestinal y se propaga a una gran
variedad de drganos, pudiendo invadir el sistema nervioso central y causar
hidrocefalia, atrofia, encefalitis o bien calcificaciones parenquimatosas o peri-
ventriculares; o al ojo, provocando la retino-coroiditis, con pérdida progresiva de la
vision, especialmente cuando los parasitos se encuentran cerca de las estructuras
centrales (Ambroise-Thomas y Petersen, 2000; Montoya y Liesenfeld, 2004; Dubey,
2010; Furtado, 2012;). La severidad de la infeccion depende de varios factores como
la virulencia de la cepa, la dosis infectante y el estadio, asi como la respuesta inmune
del hospedero (Montoya y Liesenfeld, 2004; Hill et al., 2005).

La respuesta inmune en adultos inmunocompetentes contra Toxoplasma
gondii

La infeccion por T. gondii en individuos inmunocompetentes pasa inadvertida, ya que
tanto la respuesta innata como la adaptativa juegan papeles primordiales en la
defensa contra este parasito. La primera es mediada por neutréfilos,
macrofagos/monocitos, células dendriticas (CD) y células asesinas naturales (NK),
los cuales reconocen patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs) a través
de los receptores tipo Toll (TLRs) y otros similares, presentes en su superficie. Los

taquizoitos de T. gondii son reconocidos principalmente por TLR2, TLR4 y TLR9
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(Dunay y Sibley, 2010; Dupont et al., 2012). Estos receptores reconocen al glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI) localizado en la superficie del parasito, provocando la
liberacion de citocinas proinflamatorias como el interferén gamma (IFN-y), la IL-6, la
IL-8 y el TNF-a, asi como la IL-12 y la IL-10 (Hunter y Sibley, 2012). La IL-12 y las
quimiocinas CCL3 y CCLS5 reclutan mas fagocitos profesionales y células dendriticas
(Dupont et al., 2012; Hunter y Sibley, 2012; Halonen y Weiss, 2013; Sturge y
Yarovinsky, 2014). En modelos de infeccion en ratones, el IFN-y es el principal
mediador de resistencia a T. gondii, pues promueve mecanismos protectores y
estimula a los macréfagos para producir 6xido nitrico que inhibe la replicacion del
parasito. Los receptores TLR11 y TLR12 reconocen a la profilina, otra proteina
expresada en la superficie del taquizoito, que activa macrofagos y células
dendriticas, promoviendo asi la respuesta celular adaptativa, a través de los
antigenos del complejo principal de histocompatibilidad clase | y Il (Hunter y Sibley,
2012; Koblansky et al., 2013). Ademas, se propone que los monocitos y las células
dendriticas son activados por el DNA y RNA del T. gondii, via los receptores TLR7,
TLR8 y TLR9 para producir grandes cantidades de citocinas proinflamatorias
(Andrade et al., 2013; Koblansky et al., 2013).

Posteriormente se desencadena la respuesta adaptativa, tanto humoral como celular
(Montoya y Liesenfeld, 2004; Mufioz et al., 2011). La respuesta humoral es iniciada
por la interaccion directa de los antigenos con los linfocitos B a través de sus
receptores especificos de células B (BCR). Normalmente estd mediada por la

presencia de anticuerpos de clase IgA, IgM e IgG cuyas funciones efectoras son la
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neutralizacion, la opsonizacion y la fijacién del Complemento. La IgM es la primera
inmunoglobulina en ser producida, de 3 a 10 dias pos-infeccion, alcanzando su
produccion maxima a las 2-3 semanas, por lo que esta presente en la fase aguda de
la infeccion. La IgM es una molécula eficiente en la fijacién de complemento, por lo
que es posible que sea responsable de la destruccion de muchos taquizoitos en la
fase aguda. Cabe resaltar que en contraste con lo que ocurre en otras enfermedades
infecciosas, en la toxoplasmosis los anticuerpos de clase IgM pueden permanecer
durante meses o afos, como lo demostraron Grass et al.,, 2004 en estudios de

cohortes (figura 3). Esto representa un problema de diagnéstico de la fase aguda.
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Figura 3

Respuesta crénica de la IgM contra T. gondii. Estudio de cohorte de mujeres embarazadas.
Tomado de Gras et al., 2004.
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También aparecen los anticuerpos IgA, los cuales inhiben la invasién celular por el
parasito, principalmente a nivel de mucosas (Nascimento et al., 2008; Augustine,
2016). En experimentos in vitro se ha observado que la IgA humana protege a los
enterocitos de la invasion por T. gondii (Mack y McLeod, 1992). Los anticuerpos de
clase IgG aparecen entre la segunda y tercera semana después de la infeccion,
alcanzando su maxima concentracion dos meses mas tarde y persistiendo durante
largos periodos, aunque en titulos bajos; estos anticuerpos pueden proteger contra
una reinfeccion y mantienen la infeccion en estado latente, por lo que protegen de la
enfermedad y normalmente de una segunda infeccion (Antsaklis et al., 2002; Fricker-
Hidalgo et al. 2013). Los anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG3 promueven
inflamacion, ademas, funcionan como opsoninas y fijan complemento, potenciando la
actividad fagocitica de macrofagos y neutrofilos, asi como la citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos (ADCC, del inglés antibody dependent cell cytotoxicity) por
las células NK, a través de los receptores Fc-yRIl y Fc-yRIll, eliminando asi al parasito
(Pleass y Woof, 2001; Sulica et al., 2001; Lieberman y Hunter, 2002; Denkers et al.,
2004; Selvaraj et al., 2004; Borrok et al., 2015). En seres humanos se sabe muy poco
de la relacion entre las clases/subclases de anticuerpos IgG y la proteccion o dano
ocasionado con la produccion de citocinas (Correa et al.,, 2007b). Todas las
subclases de IgG estan presentes en la respuesta humoral, aunque existe una
predominancia de la IgG1 (IgG2a en ratén) (Santana et al., 2012; Souza et al 2012).
Los datos existentes indican la aparicion de la IgG1 en la fase aguda, relacionada al

fenotipo Th1 en individuos inmunocompetentes sin problemas clinicos aparentes, en
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cambio, los anticuerpos de subclase IgG4 estan asociados con problemas clinicos en
neonatos con infeccion congénita (Cafedo et al., 2008; Santana et al., 2012; Silva et
al., 2012). Las células dendriticas, los macréfagos y los neutréfilos son las principales
fuentes de IL-12, cuya funcién es promover una respuesta protectora Th1, liberando
altos niveles de IL-2, IFN-y y TNF-a (Figura 4). La produccion de IFN-y, por parte de
las NK, los CD4" y los CD8" activa, entre otros, a los macrofagos, que llevan a cabo
la fagocitosis mediada por anticuerpos y las células NK que lisan células infectadas
por ADCC, (Halonen y Weiss, 2013; Dupont et al., 2014). Los linfocitos CD8" median
la citotoxicidad directa de las células infectadas; su activacion y funcion dependen de
los CD4". Los macrofagos expuestos al patégeno o la combinacion de IFN-y y TNF-a,
producen altos niveles de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) importante
en el control de T. gondii intracelular (Mufioz et al., 2011; Li et al., 2012; Woods et
al.,2013). Ademas, el IFN-y induce a la enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) de
la célula infectada, que cataboliza el triptdfano, el cual inhibe la proliferacion de los
linfocitos T (Fallarino et al., 2012; Orabona et al., 2012; Silva et al., 2012). También
se ha reportado que el IFN-y induce a las GTPasas p47, que al parecer median la
formacion de vesiculas y ruptura de la vacuola parasitéfora y la digestion del parasito
dentro del citosol por autofagosomas (Liesenfeld et al., 2011; Yamamoto et al.,
2012). Por otra parte, la producciéon de anticuerpos de las clases IgG1 e IgG3 es
inducida por el IFN-y por lo que estan asociadas a un perfil Th1 (Kawano y Noma,
1996; Pleass y Woof, 2001). En cambio, los anticuerpos 1gG4, al igual que los de

clase IgE, son promovidos por la IL-4 y la IL-13 y los anticuerpos IgG2 son
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promovidos por la IL-2 y aumentados por la IL-6, ejerciendo un efecto pro-
inflamatorio (Kawano y Noma,1995). Una vez que se controla la proliferacion
parasitaria, el perfil Th1 debe ser regulado por citocinas como la IL-10 y el factor de
crecimiento tumoral beta (TGF-B), ya que una respuesta exacerbada o prolongada de
este tipo, puede provocar reaccion inflamatoria severa que también puede ser causa
de dafio (Figura 4) (Bennouna, 2005 Dawson et al., 2005; Suzuki et al., 2011). El
TGF-B y la IL-6 promueven la diferenciacién de los linfocitos Th17, los cuales, a su
vez, secretan la IL-17, la IL-21 y la IL-22, que pueden ser inhibidas por el IFN-y y por
la IL-10 y la IL-4 (Kelly et al., 2005; Korn et al., 2009; Mus et al., 2010; Hunter y
Sibley, 2012). Otra citocina importante es la IL-27; inicialmente la describieron como
una citocina pro inflamatoria asociada a Th1, pero recientemente se ha relacionado
con la supresion funcional de los T CD4" efectores, incluyendo las poblaciones de
células Th1, Th2 y Th17. La IL-27 limita la produccién de IL-2, y promueve la
produccion de IL-10; por un lado, promueve la polarizacién Th1 y la produccion de
IFN-y de células TCD4" “naive”, pero al mismo tiempo es inmuno-reguladora de las
células T CD4" altamente activadas, limitado una respuesta pro-inflamatoria (Villarino
et al., 2003; Kelly et al., 2005; Hall et al., 2012; Hunter y Kastelein, 2012). Un perfil de
respuesta Th2 temprano esta asociada a dafio, debido a que la IL-4, la IL-13, la IL-5
y la IL-6 inhiben la produccién de IFN-y y, por ende, no hay control de la proliferacién
parasitaria, con el consecuente dafo, comunmente necrético y con reaccion
inflamatoria (Figura 4) (Nickdel et al., 2001; Lieberman y Hunter, 2002; Filisetti et al.,

2004; Dawson et al., 2005). El perfil Th2 se ha encontrado asociado a problemas
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clinicos como linfo-adenopatia secundaria en una infeccién adquirida en adultos

(Villena et al., 2003; Sensini, 2006).
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Representacion esquematica de los fendémenos inmunolégicos principales durante la
toxoplasmosis adquirida de la respuesta inmune: Patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs); receptores toll like (TLRs); glicosil-fofatidil-inositol (GPI); citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC); CDs: células dendriticas; Mds: macréfagos; Neu:
neutrofilos; NK: células asesinas naturales. Las lineas continuas y punteadas representan
regulacion positive y negativa, respectivamente. Adaptado de Correa et al., 2007
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El embarazo y la placenta

El embarazo en humanos es un proceso bioldgico el cual se lleva a cabo en tres
fases: la implantacion, desarrollo del feto y el parto.

La implantacién: La placenta humana es una estructura de origen fetal y comienza a
formarse a los tres dias después de la fertilizacion; primero se forma la mérula, que
consiste de un grupo de células internas rodeada por otra capa mas grande de
células (el tectodermo), que cuando alcanza la cavidad uterina se convierte en
blastocisto. El primer paso de diferenciacion consiste en que la masa celular
interna, localizada en uno de los polos, origina al embrién, mientras que el
trofectodermo, compuesto por trofoblastos (de origen fetal), rodea la cavidad del
blastocisto y se convierte en la placenta. Posteriormente el blastocisto se adhiere al
endometrio y los trofoblastos se diseminan rapidamente y proliferan invadiéndolo,
en el proceso llamado implantacién (Cross et al., 2002). Conforme el embrion crece,
el endometrio es invadido y las paredes superficiales de los capilares sufren erosion,
dando lugar a la decidua basalis, lo que inicia la infiltracién de la sangre materna,
rica en nutrientes y alta presién parcial de oxigeno, a las lagunas, a través de
arterias uterinas espirales (Adamson et al., 2002; Rai et al., 2014). Hacia el final de
la segunda semana del embarazo comienza el desarrollo de las vellosidades
coridnicas, cuya porcion terminal consiste de una columna de citotrofoblasto y una
envoltura, el sinciciotrofoblasto. Mas adelante, cuando las arterias espirales
invaden, la sangre materna llega en mayor cantidad, llenando la laguna, alrededor

del sinciciotrofoblasto y se convierten de vasos angostos a anchos permitiendo un
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flujo de sangre materna mas abundante alrededor de las vellosidades. Cuando los
vasos sanguineos fetales son funcionales comienza la circulacién feto-placentaria
(Figura 5) (Gilbert, 2003; Correa et al, 2007; Wang et al; 2010).

Durante el desarrollo fetal, las vellosidades coridnicas cercanas a la sangre materna
continuan desarrollandose y expandiéndose en una masa de tejido coriénico, ya son
unidades funcionales y estructurales de la placenta cuya superficie externa se
encuentra bafiada por sangre materna. Los vasos sanguineos se encuentran
delimitados por una cubierta de células endoteliales las cuales permiten el
mantenimiento de la pared de los vasos y la circulacion (Figura 5) (Gilbert, 2003;
Correa et al., 2007). Entre las vellosidades y la decidua existe sangre materna que se
intercambia cada minuto, de tal manera que las arterias espirales uterinas traen
sangre materna con nutrientes y oxigeno hacia las vellosidades; estos componentes
se difunden a través de la barrera placentaria y llegan a los vasos corticales por
donde circula la sangre que ira de regreso hacia el embridn; de la misma manera el
diéxido de carbono y otros desechos de la sangre fetal son difundidos hacia la
sangre materna que se encuentra fuera de las vellosidades. Cabe destacar que
nunca se mezcla la sangre materna con la sangre fetal y que los compuestos que se
intercambian entre madre e hijo (nutrimentos, hormonas, gases, desechos, farmacos
0 agentes infecciosos) deben cruzar todos los componentes de la barrera placentaria
y los tejidos que la rodean (Carlson, 2014).

El transporte de nutrientes a través de la placenta ocurre por varios mecanismos:
Difusién simple: cuya velocidad de transferencia depende del tamafio molecular, este

mecanismo es utilizado para el paso de oxigeno, electrolitos y C02.
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Difusion facilitada: para el transporte de glucosa y lactato (Baumann et al., 2002).
Transporte activo: se realiza contracorriente de las concentraciones relativas, lo cual
necesita energia y es mediado por transportadores; es utilizada para el transporte de
aminoacidos y vitaminas.

Pinocitosis: Es la absorciéon del plasma materno a través de vacuolas endociticas de
las células de la membrana placentaria para el transporte de lipoproteinas y
fosfolipidos, asi como de moléculas grandes como la albumina y la IgG (Baumann et
al., 2002).

Ademas, durante el embarazo la placenta desarrolla diferentes funciones fisioldgicas
para el mantenimiento del cuerpo luteo desde las primeras semanas del embarazo.
Funcion endocrina: la placenta es un dérgano con capacidad para sintetizar tanto
hormonas proteicas tipo hipotalamicas e hipofisiarias como la gonadotrofina
coridnica, diversos factores de crecimiento y citocinas, asi como de hormonas
esteroideas como la progesterona y el estrogeno; esto tiene lugar en el
sinciciotrofoblasto. También hay produccion de lactégeno placentario, estrechamente
relacionado con la prolactina y la hormona de crecimiento.

Tolerancia inmunoldgica: Es un evento natural por el cual la placenta desarrolla
cambios inmunoldgicos, que impiden que el feto sea atacado por el sistema inmune

de la madre, evitando su rechazo (Vazquez-Rodriguez, 2011).
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Representacion esquematica de la placenta (Modificado de Correa et al, 2007a)

Después de la implantacién hay una respuesta inflamatoria local Th1 mediada por
células NK, macrofagos, linfocitos T y células dendriticas. Hay produccion abundante
de células NK uterinas (UNK), las cuales producen el factor de crecimiento endotelial
vascular y la angiopoietina [(Ang)-2el], factores responsables del mantenimiento y
formacion de las arterias espirales, asi como la produccion de citocinas Th1
proinflamatorias como IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-15 e IL-18 IL-27 y varias moléculas de
adhesioén (Zhang et al., 2005; Wu et al., 2006). En etapas tempranas, la placenta
presenta antigenos de histocompatibilidad, pero la parte del sinciciotrofoblasto que
de cara a la sangre materna s6lo muestra los antigenos solubles no clasicos HLA-G1
y G2, que inhiben la funcion citotdxica de las NKs periféricas maternas, sin afectar su

funcion de sintesis de IFN-y.
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Después de la implantacion y durante la mayor parte del embarazo, a nivel de la
placenta, hay un balance entre los perfiles Th1, Th2 y regulatorio, mediado éste por
la IL-10 y el TGF-B que inhiben la actividad de las NK periféricas y de los CD8", para
mantener un ambiente regulado, el cual previene el rechazo del embridn/feto y
promueve su crecimiento (Barbosa et al., 2008). El sinciciotrofoblasto sintetiza y
secreta la IDO, la cual es esencial para el éxito del embarazo, ya que parece que
reduce o inhibe la respuesta de los linfocitos T maternos, catalizando el triptéfano en
el area placentaria (Aluvhare et al., 2004). Por otra parte, se previene la activaciéon
del Complemento por dos proteinas derivadas de la membrana del trofoblasto: el
factor de aceleracién del decaimiento (DAF) y la proteina cofactor de membrana
(MCP); ambas actuan inhibiendo la activacion de la proteina C3, y como
consecuencia, bloquean la inflamacion y dano tisular. Una tercera proteina
reguladora del complemento (CD59) actua previniendo el ensamble del MAC vy evita
que las células fetales sean reconocidas como extrafias (Girard et al., 2006).

Al final del primer trimestre de la gestacién, el sinciciotrofoblasto y el endotelio fetal
de las vellosidades de la placenta expresan el FcRn para los anticuerpos 1gG, por
medio del cual se inicia la transferencia de IgG materna. La expresion del FcRn se
incrementa a lo largo del embarazo y, por consiguiente, hay un aumento de la
transferencia de anticuerpos IgG maternos al final (Simister at al., 1996; Chaouat et

al., 2004).
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Al final de la gestacion se inicia un proceso proinflamatorio que ayuda a
desencadenar el parto; se cree que la IL-1 puede servir como sefal para iniciar este
proceso (Cross et al., 1994; Baumann et al., 2002; Hernandez 2003). Ademas, surge
nuevamente la respuesta inflamatoria Th1 (IFN-y) para promover la ruptura de
membranas y el desprendimiento de la placenta, lo que también favorece el parto

(Wilczynski, 2005; Chaouat, 2007).

Transferencia de anticuerpos en el embarazo mediada por el FcRn

La placenta humana es un 6rgano que participa en el intercambio de sustancias
entre la madre y el feto. Se transfiere una amplia variedad de sustancias de forma
activa o pasiva. Muchos compuestos de bajo peso molecular (<500 Daltons) pasan
por difusion simple como iones y aminoacidos los cuales tienen una transferencia
unidireccional. Las sustancias de alto peso molecular usualmente no atraviesan la
placenta, pero hay excepciones como los anticuerpos de clase IgG. La transferencia
de anticuerpos IgG maternos al feto o recién nacido a través de la placenta ha
demostrado proteger al feto de infecciones en los primeros meses de vida
extrauterina (Firat, 2001). Esta transferencia es dependiente del FcRn (figura 6).
Algunos estudios en humanos, han indicado que la transferencia de IgG materna
varia dependiendo de la edad gestacional: hay poca IgG en el estroma de las
vellosidades a las semanas 8 a la 10, y antes de la semana 16 la concentracion de
IgG en el suero del feto tiene <8% de la concentracién normal del adulto. Entre la

semana 17 y 22 se incrementa de 10 a 20% de la concentracion materna, con un
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aumento significativo entre las semanas 22 y 26; de la semana 28 a la 32 es de
aproximadamente al 50% y al término del embarazo normalmente alcanza los niveles
de la IgG de la madre (Malek et al., 1996; Szekeres-Bartho, 2002; Simister, 2003; van
den Berg et al., 2011). Lo anterior se explica por el aumento en la expresion del FcRn
a lo largo del embarazo, en la membrana apical del sinciciotrofoblasto y las células
endoteliales de los vasos fetales de la placenta; éste une a la IgG de la sangre
materna con alta afinidad (2x10"—=1x10® M™"). EI mecanismo por el cual es transferida
la IgG maternal al feto, podria ser la macropinocitosis: se sabe que une a la IgG en
endosomas acidificados para proteger a la IgG de degradacion durante el transporte
a través del epitelio. La IgG es entonces transportada a través de vesiculas
acarreadoras derivadas de los endosomas, que se fusionan con la membrana del
lado fetal del sinciciotrofoblasto; luego, el pH fisiolégico permite la disociacién de la
IgG del FcRn y se libera al estroma de las vellosidades fetales; el receptor es
reciclado hacia el lado materno (Bright et al., 1994; Simister et al., 1996; Saji et al.,
1999; Antohe et al., 2001; Simister, 2003). Los mecanismos a través de los cuales la
IgG atraviesa el endotelio fetal son menos claros, pero también involucran al FcRn
(Ishikawa et al., 2015). El FcRn ademas de regular la transcitosis de la IgG mantiene
los niveles adecuados de la IgG (homeostasis), al proteger a la IgG de la
degradacion lisosomal prolongando su vida media (Ghetie y Ward, 1997; West y
Bjorkman, 2000; McCarthy, 2001; Tuma y Hubbard, 2003; Takizawa et al., 2005;
Roopenian y Akilesh, 2007; Wang y Zhao, 2010; Einarsdottir et al., 2014).

El paso de las cuatro subclases de IgG de la madre al hijo depende de su afinidad

por el FcRn. La subclase IgG1 es mas eficazmente transportada de las cuatro
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subclases, seguida de la 1gG4, la 1gG3 y finalmente la 1gG2 (IgG1=21gG4=1gG3=
IgG2). Las concentraciones de IgG3 e IgG4 fetales a término alcanzan niveles
similares a los de la circulacion materna; sin embargo, los niveles de IgG2 son
significativamente inferiores (Simister y Story, 1997; Antohe et al., 2001; Szekeres-
Bartho, 2002; Malek, 2003; Radulescue et al., 2005).

Debido a que el FcRn puede unir complejos inmunes y transportarlos, se ha
planteado la posibilidad de que sirva como "Caballo de Troya” para el paso de
microorganismos recubiertos con anticuerpos IgG1 de la madre al feto a través de la

barrera epitelial (Maidji et al., 2006).

Mecanismo de transporte de IgG a través de la
piaCclita

Vesicula cubierta Endosoma
de clatrina temprano
apical

Transcitosis de IgG
en endosoma

Figura 6

Transferencia de la IgG maternos al feto a través del FcRn modificado de Ellinger and Fuchs
2012.
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Transcitosis de la IgG por el FcRn en células endoteliales

Como se menciond, el FcRn es una molécula encargada de dos funciones
principales: la homeostasis de la IgG y la albumina, y el transporte de la IgG del
lumen intestinal a la circulacidon del neonato y de la sangre materna a la fetal a través
de la placenta. Estructuralmente, el FcRn esta relacionado con las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad clase | (MHC-I), ya que esta compuesto por
una cadena ligera de 15 kDa, que es la B2-microglobulina (2m), y una cadena
pesada alfa (a) transmembranal, de 50 kDa que esta glicosilada; ambas se unen
entre si de manera no covalente. La cadena a consta de tres dominios, a1, a2 y a3,
con una regién transmembranal y otra citoplasmatica (Figura 7) (Ghetie y Ward,
1997; Firan et al., 2001; McCarthy, 2001; Tuma y Hubbard, 2003; Takizawa et al.,
2005; Roopenian y Akilesh, 2007; West y Bjorkman, 2000; Wang y Zhao, 2010;
Cervenack et al., 2011; Einarsdottir et al., 2014).

Este receptor esta presente en todas las especies de mamiferos (Adamski et al.,
2000; West y Bjorkman et al., 2000). En humanos se ha identificado en diversas
células endoteliales del sistema nervioso central, intestino delgado de recién nacidos,
células epiteliales del rifidn, macréfagos alveolares, células epiteliales de las
glandulas salivales, glandulas mamarias, pancreas, higado y timo, asi como en
células presentadoras de antigenos, como monocitos, macrofagos y células
dendriticas de sangre periférica y del intestino delgado (Lu et al., 2007; Roopenian y

Akilesh, 2007).
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Figura 7

Diagrama de la estructura del FcRn: dos moléculas del FcRn se unen a una molécula de 1gG
a través del Fc. El FcRn formado por una cadena pesada glicosilada, transmembranal
(verde), unida a una cadena ligera una 2-microglobulina (azul turqués); unido al dominio CH2
y CH3 del Fc del anticuerpo IgG (azul marino). Modificado de West y Bjorkman 2000

El FcRn une a la IgG en un ambiente acido a pH < 6.5 (Figura 8). El sitio de union de
la IgG al receptor, involucra varios residuos de histidina entre los dominios CH2-CH3
del fragmento Fc (Figura 8). (Ghetie et al.,1997; Antohe et al., 2001; Kuo et al., 2010;
Tesar y Bjorkman 2010; Xiao et al., 2013). Es el unico receptor que se ha
demostrado que transporta las inmunoglobulinas solas, pero también en forma de
complejos inmunes (Radulescue et al., 2005). La internalizacién de la IgG por las
células endoteliales se lleva a cabo por un proceso de endocitosis mediada por este
receptor (Xiao et al.,, 2013; Bern et al., 2015). Un pequefio numero de IgG unida
puede transportarse de la cara apical a la basolateral de la superficie de la célula (es

decir, transcitosis) donde la IgG es liberada (Xiao et a., 2013). Al igual que la mayoria
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de los receptores, el FcRn se expresa en la superficie celular y es saturable. Algunos
estudios in vitro han mostrado que regula el transporte de IgG a través de la
monocapa de células endoteliales polarizadas, que sobre-expresan FcRn y median la
endocitosis y transcitosis de IgG en ambas direcciones (McCarthy et al., 2000; Tesar
y Bjorkman 2010). También ha reportado que la expresién del FcRn en células
presentadoras de antigeno (APC) tanto en raton como en humanos, tienen un papel
en la presentacién de antigeno unidos a IgG a través del MHC clase Il a linfocitos T
CD4" in vitro e in vivo (Qiao et al., 2008; Baker et al., 2014). En otro estudio se
observo la translocacion del FcRn al fagosoma naciente, facilitando la fagocitosis
bacteriana mediada por IgG a través de motivos que se encuentran dentro de la cola
citoplasmatica de sefializacién. Estos resultados apuntan a un papel no tradicional
del FcRn en células fagociticas (Vidarsson et al., 2006).

Este receptor ha despertado un gran interés para transportar proteinas, péptidos y

farmacos (Xiao et a., 2013).

La infeccion congénita por Toxoplasma gondii

La presencia de un agente infeccioso en las inmediaciones de la interfase madre/hijo
en la placenta, puede traer consecuencias diversas en términos del éxito del
embarazo. Cuando ocurre una primera infeccion por T. gondii durante este periodo, o
en un momento cercano al mismo, existe la posibilidad que ocurra la transmision
vertical al embrién o feto, ocasionando la infeccién congénita (Tenter et al., 2001;

Montoya y Liesenfeld, 2004).
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Endocitosis y transcitosis de la IgG por el FcRn en células endoteliales tomado de Bern et al.,
2015.

La frecuencia de infeccion en mujeres embarazadas varia de 20% a mas de 80%
para la infeccién crénica y de menos de 1 a mas de 3% para la infeccion aguda (que
es la de peligro para la transmisién al bebé en gestacién) (Hill et al., 2005). A nivel
mundial se estima que la transmision materno-fetal ocurre entre el 20 y 33% en

madres recién infectadas (Rabilloud et al., 2010).
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La toxoplasmosis congénita es un problema de salud en todo el mundo ya que es la
segunda infeccién en frecuencia. La tasa a nivel mundial va de 0.08 a 6.0 casos por
cada 1000 recién nacidos vivos, siendo mas comun en paises de bajos recursos o
con habitos alimentarios o costumbres de riesgo (Montoya et al., 2004). En la Ciudad
de México se ha reportado una frecuencia de 2 en 1000 de esta forma de la infeccion
(Vela-Amieva et al., 2005).

La transmision vertical y el dafio al feto varian de acuerdo a la edad gestacional. En
el primer trimestre la tasa de transmision es por debajo del 6%, aumenta del 22 al
40% en el segundo trimestre y del 58 al 72% en el tercero (Montoya y Remington,
2008; Rabilloud et al., 2010). El riesgo de afectacién del bebé es mayor si éste se
infecta en etapas tempranas de la gestacion, con consecuencias frecuentemente
fatales, pues puede presentarse muerte y aborto espontaneo, posiblemente debido a
que los componentes de su sistema inmune todavia son insuficientes e inmaduros, y
por lo tanto son incapaces de contender con el parasito (Figura 9) (Dunn et al.,
1999). Si la infeccion se adquiere en el segundo trimestre, el dafio puede ser severo
en el sistema nervioso central (ocasionando hidrocefalia, anencefalia, microcefalia o
coriorretinitis, entre otras). Finalmente, si un feto se infecta hacia el final del
embarazo, tiene una probabilidad cercana al 80% de nacer sin problemas clinicos

aparentes, aunque desarrolla secuelas posteriormente (Figura 9) (Dunn et al., 1999).
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Figura 9

Representacion esquematica de la relaciéon entre el momento de infeccion de la madre y el
hijo por T. gondii y las tasas de transmision vertical y de afectacion al embrion/feto,
respectivamente (adaptado de Dunn et al., 1999).

La respuesta inmune en la infeccidn congénita por Toxoplasma gondii

Existen reportes en modelos de ratones que indican que la invasion de la placenta
por el parasito es controlada por moléculas de la respuesta inmune innata, que evita
o limita la transmisién materno-fetal, através de los TLRs expresados por el
trofoblasto, el sinciciotrofoblasto o las células fagociticas de Houfbauer (macréfagos
fetales), las cuales liberan citocinas pro-inflamatorias en la sangre materna, como
TNF-a, IFN-y, algunas quimiocinas, y citocinas como IL-12, IL-5 e IL-8. También hay
inducciéon de moléculas de adhesién endotelial, de la expresién de INOS y de la
activacion de IDO, lo que induce degradacion del triptéfano (Myatt et al., 2004;

Abrahams et al., 2005; Koga y Mor, 2010; Schmidt et al,. 2012).
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A pesar de que la madre es capaz de responder inmunolégicamente y limitar la
replicacion del parasito en sus tejidos, en ocasiones no evita la transmisién a su bebé
(Ambroise-Thomas y Petersen, 2000; Tenter et al., 2001; Montoya y Liesenfeld,
2004). Existen reportes en la literatura que sugieren un papel de algunas moléculas
del sistema inmune que protegen a la madre pero no evitan la transmisién al feto, e
incluso pueden favorecerlo. Se ha observado que las células BeWo (linea celular del
trofoblastos) son suceptibles a la invasion y replicacion de los taquizoitos de T. gondii
cuando son tratadas con IL-10 y TGF-B, aun en presencia de IFN-y; los autores
sugieren que este mecanismo de inmunomodulacion por parte del trofoblasto de la
placenta por un lado, mantiene un ambiente favorable para el embarazo, pero por el
otro, podria facilitar la infeccion local (Barbosa et al., 2008). En un modelo de
toxoplasmosis congénita aguda en ratones BALB/c, se encontr6 que el IFN-y juega
un papel paraddjico, ya que protege a la madre de la enfermedad, pero esta
relacionado con un aumento en la transmision vertical (Abou-Bacar et al., 2004; Pfaff
et al., 2007; Ferro et al 2008). Una hipotesis para explicar este fenobmeno de la
transmision esta relacionada con el factor de adhesién celular ICAM-1: en un modelo
de explantes de vellosidades coridnicas de placentas humanas, se observd que el
IFN-y induce la expresién de ICAM-1, el cual podria reclutar monocitos infectados
intracelularmente con T. gondii, los cuales pueden adherirse a la superficie del
sinciciotrofoblasto y asi acercar al parasito, el cual puede invadir los tejidos fetales
(Pfaff et al., 2005; 2008). Otra hipotesis es que T. gondii puede unirse directamente a

ICAM-1 a través de la proteina MIC2 que es una adhesina transmembranal de los
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micronemas (ver adelante) que se ha asociado a mayor diseminacién del parasito

(Barragan et al., 2005; de Oliveira et al., 2011).

Mecanismos de internalizacion de Toxoplasma gondii a la célula hospedera
Los taquizoitos de T. gondii pueden entrar a la célula hospedera por invasién
activa, por fagocitosis y por un proceso denominado invasion vacuolar del

fagosoma (PTVI).

Invasion activa: Toxoplasma penetra secretando proteinas de algunos organelos
especificos, como MIC2 de los micronemas (mencionada antes), que participan en la
unioén a la célula (Figuras 10 y 11) (Carruthers, 1999; Barragan et al., 2005; Pfaff et
al., 2008). Posterior a la unién con la célula hospedera, se lleva a cabo la extrusién
del conoide y la liberacién del contenido de las roptrias que comprenden dos
diferentes subestructuras, las roptrias del cuello (RON) y las del bulbo (ROP). Las
RONs y las MICs se ensamblan en la superficie del parasito para formar la “unién
movil” (MJ), entre la superficie del parasito y la membrana plasmatica del hospedero;
dicha unién asegura la formacién de la membrana de la vacuola parasitéfora (VP), el
parasito altera la membrana de la célula hospedera mediante la liberaciéon de
enzimas hidroliticas que permiten la penetracion (Morisaki et al.,1995; Toulah et al.,
2011). Conforme penetra, el taquizoito va tomando parte de la membrana hospedera

para delimitar su territorio y formar su vacuola parasitéfora.
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Figura 10

Representacion esquematica de los organelos celulares de T. gondii (tomado y
modificado de Baum et al, 1996 y Carruthers, 1999)

Las ROPs son inyectadas a la célula hospedera en pequehas vesiculas que
posteriormente se fusionan con la VP; algunos modelos sugieren que el contenido de
las roptrias modifica la vacuola para evitar que se fusione con los lisosomas y
permitir su asociacion con la mitocondria y el reticulo endoplasmico. Las proteinas de
los granulos densos (GRASs) son los principales componentes liberados dentro de la
VP, pues ayudan con el intercambio de nutrientes y estan involucrados en la

sobrevivencia y la virulencia (Carruthers, 1999; Laliberté y Carruthers, 2008).
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Pueden manipular genes de la respuesta inmune para evitar procesos apoptoticos y
el metabolismo de carbohidratos (Figura 11) (Morisaki et al., 1995; Carruthers, 2002;
Kim, 2004; Carruthers y Boothroyd, 2007; Laliberté y Carruthers 2008; Contreras-
Ochoa et al., 2012).

La membrana de la VP, ademas de proteger al parasito, presenta proteinas que
aseguran el reclutamiento de los organelos de la célula hospedera, como las
mitocondrias o el reticulo endoplasmico, asi como la adquisicion de nutrientes y
energia que vienen del citosol, para lo cual el parasito forma poros en ella, que
permiten la difusién bidireccional de moléculas, independientemente de la
temperatura (Carruthers, 2002; Laliberté y Carruthers, 2008). Durante el proceso de
entrada, el parasito suprime la mayoria de las proteinas de superficie de la célula
hospedera, tanto en las interacciones con el citoesqueleto como en el anclaje en la
membrana plasmatica, lo cual le permite fluidez para penetrar. Es posible que la
supresion de las moléculas de la célula hospedera también sean determinantes para

evitar a la fusion endocitica (Sibley et al., 2011).
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Figura 11

Proceso de invasion celular de T. gondii: antigenos de superficie (SAGs), micronemas
(MICs), miosina A (MyoA), antigeno de membrana apical (AMA), roptrias del cuello (RONs),
roptrias del bulbo (ROP), unién moévil (MJ) (modificado de Carruthers y Boothroyd; 2007)

Endocitosis y transcitosis

La endocitosis es un proceso celular mediante el cual la célula introduce particulas,
incluyendo patégenos, y moléculas grandes, englobandolos en una invaginacion de
la membrana citoplasmatica, con lo cual se forma una vesicula acarreadora que
termina por desprenderse e incorporarse al citoplasma. Las vias de endocitosis estan
clasificadas tipicamente en: a) endocitosis mediada por clatrina y caveolas b)
fagocitosis, c) macropinocitosis d) pinocitosis y €) endocitosis mediada por

receptor (Figura 12) (Oh et al 2014).
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La endocitosis mediada por clatrina es un proceso por el cual diferentes tipos de
materiales extracelulares entran a la célula; en este proceso, las macromoléculas se
unen a receptores especificos situados en la superficie celular, los cuales se
acumulan selectivamente en las depresiones recubiertas de clatrina, la
polimerizacién de la clatrina forma vesiculas de aproximadamente 120 nm. Este es el
principal mecanismo por el que se incorporan proteinas integrales, asi como
macromoléculas extracelulares.

Endocitosis mediada por caveolas, son pequefas invaginaciones de la membrana
plasmatica de entre 45 a 80 nm, que posteriormente se transforman en vesiculas en
forma de matraces (aproximadamente 50 nm de diametro). Pueden constituir hasta
un tercio del area de la membrana plasmatica de algunas células del musculo liso, de
los fibroblastos, de los adipocitos y de las células endoteliales (Conner et al., 2003;
Nabi y Le, 2003; en Xiao et al., 2013). En este tipo de endocitosis no esta claro como
son digeridos los ligandos absorbidos (Kiss, 2012; en Xiao et al., 2013; Oh et al.,
2014).

La fagocitosis es un proceso llevado a cabo preferentemente por células
especializadas como los macrofagos y los neutrdfilos, los cuales ingieren particulas
grandes, incluidos los patdgenos. Este proceso implica la captacion de areas de
membrana mayores que la endocitosis mediada por clatrina. Las particulas
adsorbidas son resguardadas en los fagosomas, los cuales migran al citoplasma,
maduran a través de la fusién con los lisosomas y posteriormente forman vacuolas
digestivas llamadas fagolisosomas, donde las sustancias son degradadas por las

enzimas hidroliticas. (Xiao et al.,2013; Chiang et al., 2016).
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La macropinocitosis es un tipo de endocitosis mediante el cual la superficie celular
crea evaginaciones a modo de ola, cuyo frente cae sobre la membrana plasmatica y
se fusiona con ella formando una gran vesicula interna 0 macropinosoma, para
internalizar a la célula particulas en fase fluida, llamado “endocitosis fluida”. Es
inespecifica, no requiere ligando vinculado a la membrana de la superficie celular, y

por lo tanto es un proceso no competitivo (Figura 9) (Xiao et al., 2013; Oh et al 2014).
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Figura 12

Tipos de endocitosis: fagocitosis, endocitosis mediada por clatrina/caveolina,
macropinocitosis y pinocitosis (Tomado de Oh N and Park 2014).

39



Endocitosis mediada por receptor, en este proceso se internalizan moléculas que
se unen a su receptor especifico, localizado en la superficie celular y que posee un
sitio de unién a la molécula. El receptor y su ligando se mueven en la membrana
plasmatica y se concentran en pequefas depresiones o invaginaciones de la
membrana plasmatica y estan cubiertas por clatrina. Cuando se desprenden las
vesiculas de la membrana plasmatica se liberan al espacio intracelular y se remueve
la cubierta de clatrina. Las vesiculas que aun transportan los receptores y las
moléculas unidas especificamente, se fusionan con la membrana de otro organelo
denominado endosoma. La funcién de los endosomas es empaquetar a las
moléculas en nuevas vesiculas y enviarlas a diferentes lugares dentro de la célula. El
destino de las moléculas y particulas endocitadas puede ser: a) reciclado de
receptores, b) reciclado de receptores y sus ligandos, c) degradacién en
lisosomas, donde pueden ser degradadas por enzimas que estan activas en el
medio acido, y d) almacenamiento temporal. La diferencia entre la endocitosis
mediada por receptor y la fagocitosis, es que en la primera una vez que abandonan
el endosoma, las moléculas pueden dirigirse a diferentes destinos de la célula, entre
ellas el reciclamiento de las moléculas endocitadas. En cambio, durante la fagocitosis
todo el material que entra a la célula termina en los fagolisosomas para su

degradacion (Figura 13) (Mukherjee et al., 1997; Alberts, 2000).
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La transcitosis es un conjunto de fendmenos que permite a una sustancia atravesar
el citoplasma celular desde un polo celular a otro; implica el doble proceso
endocitosis-exocitosis, y es caracteristico de las células endoteliales que constituyen

los capilares sanguineos (Xiao et al., 2013; Oh et al 2014).

Internalizacion de Toxoplasma gondii por endocitosis e invasion vacuolar del
fagosoma

Los taquizoitos pueden entrar a las células por fagocitosis, como ya se mencioné
anteriormente. Su destino normalmente es la destruccién; de hecho, la fagocitosis es
mediada por receptores (FcRyl lla y IIb), presentes en los macréfagos y neutrofilos,
que es uno de los mecanismos mas efectivos para controlar la fase aguda de la

infeccién. Sin embargo, T. gondii una vez que es internalizado es capaz de escapar
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de la vacuola fagocitica para evitar ser degradado y forma su propia vacuola
(Morisaki et al 1995; Joller et al., 2011).

Se ha descrito otra via de invasién no clasica, a través de fagocitosis; el taquizoito
posiblemente altera la sefalizacion de la célula hospedera, mediante mecanismos
aun no definidos, bloquea la fusion del fagosoma a los lisosomas y comienza la
invasion activa del parasito, formando una unién maévil en la membrana del fagosoma
para establecer una VP, tomando nutrientes de la membrana del fagosoma e
iniciando su replicacién dentro del fagocito; esta via es llamada “invasién vacuolar del
fagosoma” (PTVI) (Joiner et al., 1990; Morisaki et al., 1995; Toulah et al., 2011; Zhao
et al., 2014). Se ha descrito que esta via de fagocitosis podria ser utilizada
preferentemente por cepas no virulentas de T. gondii, lo que les confiere una ventaja
infecciosa sobre cepas virulentas para el escape en los macrofagos; la captura de
una cepa no virulenta de T. gondii por los macréfagos probablemente implica el
reconocimiento del ligando del parasito por receptores para PAMPs (Zhao et al.,
2014). Se ha reportado que algunos parasitos utilizan esta via solo para facilitar su

entrada a la célula hospedera (Joller et al., 2011).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen datos paraddjicos al respecto del papel de algunas moléculas de la respuesta
inmune que protegen de enfermedad durante la infeccién adquirida por Toxoplasma
gondii en la toxoplasmosis congénita, pues parecen favorecer la transmision vertical

y el dafio al feto en lugar de protegerlo.
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Se sabe que la IL-12 y el IFN-y juegan un papel defensor contra T. gondii, activando
células efectoras, como macréfagos, neutréfilos y NK. Una vez que estas células son
activadas por el IFN-y, expresan receptores para el Fc-y de los anticuerpos de clase
IgG. El IFN-y también induce la formacion de 1gG1 e 1gG3, por los linfocitos B; estos
anticuerpos pueden opsonizar al microorganismo y fijar complemento por la via
clasica, lo que genera C3b el cual queda depositado en la superficie del parasito y
también funciona como opsonina favoreciendo la fagocitosis. También se liberan el
C3a y el C5a que actuan como factores quimiotacticos, promoviendo inflamacién.
Las NK activadas por el IFN-y despliegan Fc-yRIIl, el cual une a estas subclases y
median citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) matando a los taquizoitos
(Ben et al., 2015). Por lo tanto, se esperaria que tanto el IFN-y, como los anticuerpos
IgG1 e IgG3 estuvieran relacionados con la proteccion en humanos y que la
transmision vertical de T. gondii fuera menor al final del embarazo que al principio;
asimismo el IFN-y y los anticuerpos IgG1 e 1gG3 deberian al feto del dafo
ocasionado por la infeccién. Sin embargo, la transmision vertical de T. gondii
aumenta a lo largo de la gestacién de manera paralela el incremento del transporte
de IgG de la madre al feto, lo cual es paraddjico. Ademas, en un estudio que
realizamos con muestras de suero en binomios de mamas con y sus recién nacidos,
encontramos una mayor frecuencia de IgG1 en las mamas que transmitieron la
infeccidn y cuyos bebés presentaron problemas clinicos, que en aquellas cuyos hijos
nacieron clinicamente sanos (Cafedo et al., 2008). Una explicacion es que el

reconocimiento de los taquizoitos de T. gondii por los anticuerpos IgG1 favorece su
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entrada a compartimentos no lisosomales de los endotelios fetales en las
vellosidades coridnicas, “concentrando” a los parasitos y aumentando asi la carga
parasitaria que llega al feto, lo que ocasionaria cuadros mas severos. Otra
posibilidad es que los parasitos recubiertos por anticuerpos IgG1, son reconocidos
por el FcRn e internalizados a la célula por endocitosis, por el mismo mecanismo
para transportar los anticuerpos IgG a través de endosomas, inhibir la acidificacion y
liberarse de los anticuerpos e inmediatamente formar su propia vacuola parasitofora
para su replicacion y evitar la fagocitosis. Esto nos lleva a proponer que las células
endoteliales de la placenta podrian ser una via importante en la transmisién de T.
gondii mediada por FcRn.

Por otra parte, la virulencia del parasito es un factor importante en la invasividad y
diseminacion en la toxoplasmosis adquirida. En la toxoplasmosis congénita, al igual
que en la adquirida, los parasitos tipo Il (de virulencia baja) son los mas frecuentes a
nivel mundial. Por lo anterior, esperariamos diferencias del efecto de los anticuerpos
en la internalizacién a células endoteliales entre cepas virulentas y no virulentas, lo

cual no ha sido analizado.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La sensibilizacion de los taquizoitos de T. gondii por anticuerpos IgG1 favorece su

entrada a células endoteliales que expresan el FcRn?

HIPOTESIS

La internalizacién a las células endoteliales por taquizoitos de T. gondii sensibilizados

con anticuerpos IgG1 sera mayor que aquella de parasitos libres de anticuerpos.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el papel que tiene la sensibilizacién de los taquizoitos de Toxoplasma
gondii sobre su ingreso a las células endoteliales venosas de corddn umbilical

humano (HUVEC) y de microvasculatura (HMEC-1).

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la dosis y la virulencia de Toxoplsma gondii sobre la
entrada a las HUVEC y las HMEC-1, como modelos de células endoteliales.

2. Demostrar la expresion del FcRn en células endoteliales HUVEC y HMEC-1.

3. Demostrar la sensibilizacion de los taquizoitos de las cepas RH (virulenta) y ME49

(no virulenta) de T. gondii por anticuerpos lgG1 anti-Toxoplasma.

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Basico, experimental, prospectivo

Diseno general del estudio

La figura 14 muestra la estrategia general del trabajo. Se hicieron experimentos con
dos cepas de T. gondii: la RH, aislada de un nifio con infeccion diseminada que es de
alta virulencia en ratones, y la ME49, aislada de un borrego, que es de baja virulencia
en ratones (Howe y Sibley, 1995; Hggdall et al., 2000). Como modelos de estudio in

vitro, se utilizaron cultivos primarios de células endoteliales de cordon umbilical
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humano (HUVEC) y de la linea celular semi-inmortaliza, HMEC-1 (CDC/USA)
proveniente de microvasculatura humana (Ades et al., 1992; Baudin et al., 2007). Se
identificd la expresion del mRNA del FcRn por el método de retro-transcripcion-
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), asi como de la proteina por
citometria de flujo e inmunofluorescencia confocal, en ambos tipos celulares. Se
determind la relacion parasito: célula y el tiempo de interaccion para la invasiéon de
células HUVEC y HMEC-1 con taquizoitos de ambas cepas, suficientes para infectar
ambos tipos celulares en tiempos menores a cuatro horas, que es cuando inicia la
replicacion de los taquizoitos. El grado de infeccion se midid observando al
microscopio Optico las células tefiidas con Wright; se conté la proporcidon de células
infectadas, y en éstas, el numero de vacuolas por célula.

Posteriormente los taquizoitos RH y ME49 fueron sensibilizados con anticuerpos
IgG1 anti-T. gondii y se evaludé su internalizacidon en comparacion con parasito
tratados con suero negativo; se utilizé un grupo no tratado (PBS) como testigo de
invasividad de los taquizoitos. La invasion de las células se analizé por microscopia

optica en laminillas tefidas con tincion de Wright.

Criterios de seleccién de las muestras de cordén umbilical

Criterios de inclusién

Se incluyeron muestras de corddn de recién nacidos cuyas madres tuvieron parto
eutdcico vaginal o por cesarea de eleccion, a las 36 a 40 semanas de gestacién con

evolucion materno-fetal normal.
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Aspectos éticos

Las muestras de cordon umbilical se tomaron después del parto, por lo que no se
consideré procedimiento invasivo. El estudio fue aprobado por los Comités de
Investigacién, Etica en Investigacion y de Cuidado de Animales de Laboratorio
(CICUAL) del Instituto Nacional de Pediatria, con numeros de registro 037/2007 y
060/2011. Los cordones umbilicales fueron solicitados como donacién a las mamas
antes de los partos, a quienes se les informd6 del proyecto y se les solicitd una
muestra de cordon umbilical; si estaban de acuerdo firmaron la carta de

consentimiento informado.

Aislamiento de taquizoitos de Aislamiento y cultivo
Toxoplasma gondii de células endoteliales
v . v
Cepa RH Cepa ME49 Cultivos primarios LINEA
(virulenta) (no virulenta) (HUVECs) (HMEC-1)
T . - *
Identificacion del efecto, Identificacion de la
dosis y virulencia de T gondii expresion del receptor
en la invasion de células FcRn en células
HUVECsy HMEC-1 HUVECs y HMEC-1
e o Invasion de células endoteliales
S bil de |
S o as HUVECs y HMEC-1 por cepas
cepas RH y ME49 por i B
anticuerpos IgG1 RH y ME49 de T gondii sensibilizados por
anticuerpos IgG1

Figura 14

Flujograma de la estrategia para el desarrollo del trabajo experimental
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Métodos de laboratorio

Aislamiento y cultivos primarios de células endoteliales venosas de corddén
umbilical humano (HUVECSs)

Las células HUVEC son células de la vena del cordén umbilical (macrovasculatura),
originalmente aisladas por Jaffe et al.,1972. Se obtuvieron muestras de corddn
(~100g) de partos de embarazos sanos de 36 a 40 semanas de gestacién sin
complicaciones en embarazos previos. Todas las mujeres aceptaron donar una
fraccidon del cordon umbilical de sus hijos recién nacidos, en el estudio y firmaron la
carta de consentimiento informado proveniente de diversos hospitales, como el del
Hospital Belisario Dominguez y del Hospital de Ginecobstetricia 4 del Seguro Social
(IMSS), a través del Instituto de Medicina Gendémica (INMEGEN). El aislamiento y
cultivo de las células endoteliales fue llevado a cabo de acuerdo al método de Paez
et al.,, 2005. Brevemente, los cordones fueron transportados en medio de cultivo
M199 (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, USA), y las células endoteliales
aisladas del cordén umbilical por digestion del interior de la vena umbilical con 0.02%
de colagenasa tipo Il (Roche, Hertfordshire, UK); fueron cultivadas en placas de
cultivo de 25 cm? en medio M199 completo, suplementado con 20% de suero de
bovino fetal (Hyclone Logan, Utah, USA), antibidticos/antimicéticos (100 pg/mL de
penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y 0.25ug/mL anfotericina)(Gibco/BRL, Life
Techologies, Gran Island, USA), 2 mM de L-glutamina y 5 Ul/mL de heparina sddica
(Hep-Tec,Tecnoforma, S.A. de CV), en presencia del factor de crecimiento endotelial
bovino (Roche, IN, USA) a una concentracion de 40 pg/mL. Las células fueron

incubadas en un ambiente de CO; al 6% a 37°C hasta formarse una monocapa.
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Posteriormente, las células fueron recuperadas por incubacion con 0.05% Tripsina/5
mM de EDTA (Gibco, Life Technologies, Grand Island, USA) durante 5 minutos 37°C,
inactivando después la accién de la tripsina con medio de cultivo M199 que contiene
suero fetal al 2.5 % (el cual posee alfa 1-anti-tripsina, que la neutraliza) y una mezcla
de antibidticos/antimicéticos. Las células recuperadas fueron centrifugadas a 1200
rom durante 7 minutos, re-suspendidas en 1-2 mL de medio y resembradas
nuevamente en cajas de cultivo. Esta resiembra y las consecutivas, tuvieron como
finalidad la proliferacion y purificacion de las células endoteliales hasta alcanzar
>90% de pureza y descartar otros tipos celulares provenientes de la muestra (Jaffe et

al., 1973; Baudin et al., 2007) (figura 15).

HUVEC

Figura 15

Aislamiento y cultivo de HUVECs: Colocacién de adaptadores metalicos quirtrgicos al
cordén umbilical; lavado de vena umbilical con HEPES e incorporacién de la colagenasa
para la digestion de las células HUVEC; a la derecha, una foto representativa de cultivo

confluente, visto en microscopio invertido en contraste de fases aumento 20X
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Cultivo de la linea semi-inmortal de células endoteliales de microvasculatura
HMEC-1

Las células HMEC-1 (CDC/USA) son células endoteliales de microvasculatura
humana, que forman una linea celular estable y semi-inmortalizada, obtenida y
transformada en 1992 por Ades et al (1992). Las HMEC-1 fueron cultivadas en medio
MCDB131 (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, USA) suplementado con
suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 10 mM, factor de crecimiento endotelial bovino
20 pg/MI (Roche, IN, USA), hidrocortisona1l pug/mL y una mezcla de penicilina G
sédica (100 Ul/mL), estreptomicina (100 ug/mL) y anfotericina B (0.025 pg/mL)
(Gibco/BRL, Life Technologies, Grand Island, USA). Las células fueron incubadas en
un ambiente de CO, al 6% a 37°C hasta formar una monocapa; posteriormente
fueron recuperadas con 0.25% tripsina/5 mM de EDTA (Gibco, Life Technologies,
Grand Island, USA) y resembradas en cajas de cultivo (figura 16).

HMEC-

Ciz 1 Diz5 Cia14

Figura 16

Cultivo de células endoteliales de microvasculatura (HMEC-1), micrografias de las células,
visto con microscopio invertido en contraste de fases a las 24 h, y a los 5 y 14 dias; aumento
20x.
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La pureza de las células endoteliales fue verificada utilizando un marcador especifico
de células endoteliales, el CD105 (endoglina o receptor del TGF-B) que es una
proteina de membrana celular asociada a proliferacién (Duff et al., 2003; Warrington
et al., 2005). Se usé un anticuerpo anti-CD105 humano producido en ratén y
acoplado al fluorocromo aloficocianina (APC) (BioLegend, San Diego, CA, USA) a
una dilucion 1:50 (25ug/mL). La reaccién especifica con el anticuerpo fue

determinada por citometria de flujo y microscopia confocal.

Obtencion de taquizoitos de Toxoplasma gondii

Los taquizoitos de la cepa RH -virulenta- fueron mantenidos por pases en ratones
BALB/c, los cuales son mas resistentes a la infeccién aguda. Los ratones C57BL6
RAG2 -/- se usaron para la cepa menos virulenta (ME49), ya que son mas
susceptibles. Los ratones se infectaron via intraperitoneal con una dosis de 3x10°
taquizoitos contenidos en 500 uL de solucién salina 0.15M amortiguada con fosfatos
0.01M, pH 7.2 (PBS); cuatro dias después de la infeccién, se llevo a cabo el lavado
del peritoneo con 3 mL de PBS. Con el fin de purificar y propagar los taquizoitos
recolectados de los animales, se inocularon en cultivos confluentes de células Vero
contenidos en botellas de cultivo de 25 cm?; éstos se mantuvieron en medio de
cultivo RPMI1640, adicionado con 10% de suero de bovino fetal, a 37°C en una
incubadora con 7% de CO; durante 48 horas. Finalmente se cosecharon, se re-
suspendieron en PBS y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min; el botén de los

taquizoitos fue re-suspendido en medio de invasién que consiste en medio M199
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suplementado con suero fetal bovino al 10%, para infectar a las células HUVEC, y
medio MCDB131suplementado con suero fetal bévido al 5% para infectar a las

células MHEC-1 (figura 17) (Saadatnia et al., 2010).

CepaRH Cepa ME49
(virulenta) (no virulenta)

Y _ BALBIc

¥

Figura 17

Obtencién de taquizoitos de las cepas RH (a) y ME49 (b) obtenidas de peritoneo de ratones
Balb/c y C57BL/6 “knock out” para RAG-2, respectivamente, utilizados para infectar células
HMEC-1 y HUVECs.
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Expresiéon del RNA mensajero del FcRn en las células endoteliales HUVEC y
HMEC-1

Por RT-PCR en tiempo real

Para identificar los niveles de mRNA del FcRn mediante RT-PCR en tiempo real, se
selecciond un juego comercial de oligonucledtidos y sonda marcada con un
fluorocromo de TagMan (Applied Biosystems) que amplifica las regiones que
flanquean al intron 3 del gen de la cadena a (figura 18) y como control enddgeno, la
beta-2-microglobulina humana (B.m, Applied Biosystems) con ayuda de la enzima

transcriptasa reversa (RT) y oligo d (T).

Nombre del Simbolo Exones totales Otros Exones en los PrOdiicto
Receptor Cromosoma . en RNA
gen delgen delgen nombres = que amplifica
maduro
Receptor
FcRn neonatal FCGRT 19 6 al Egi:ain 3-4 107 pb
del Fc de 1gG P
-_— -
7 o w0 s T =
Exon 1 Exon 2 Exon3 Exon 4 Exon 5 Exon6 Exon?7
5 Dominio - Dominio l
ol Dogymo @3 Dominio trans membranal

Control interno: B2-microglobulina humana, con un juego de oligonucleétidos y una sondamarcada
con el fluorocromo VIC

Figura 18

Diagrama del gen de la cadena a del FcRn (FCGRT) y alineacion de oligonucledétidos
especificos para el RT-PCR (lineas rojas).

Se aislo el RNA de las células endoteliales HUVECS y HMEC-1 y de vellosidades de

la placenta como controles positivos, que expresan este receptor constitutivamente
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(Lynden etal., 2001). Para la extraccion del RNA se utilizé TRizol (Ambion, Life
Technologies) el cual es usado para mantener y aislar el RNA total. Para ello se
utilizé una fraccion de la vellosidad (entre 0.27 y 0.37 g), que se lavo con PBS pH 7.2
hasta quitar toda la sangre; se agregd 1.0 mL de Trizol, y se dejo reposar 5 minutos a
temperatura ambiente. Para la disociacién completa de las proteinas; se agregaron
0.2 mL de cloroformo, se agité vigorosamente durante 15 segundos y se centrifugé a
12000 rpm durante 15 minutos; se separo la solucion acuosa que contiene el RNA y
se precipitdé con 500uL de isopropanol; se realizaron lavados con etanol al 70% y se
re-suspendid en agua libre de nucleasas (con dietil-pirocarbonato al 0.1%). Se
cuantificé y determiné la pureza del RNA total leyendo la absorbancia a 260 y 280
nm en un espectrofotdmetro (Nanodrop ND-1000) y se verificé su integridad
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. A partir del RNA total se llevo a
cabo la transcripcion reversa (RT) para la obtencion del cDNA, empleando un
estuche comercial TagMan Gold RT-PCR que contiene transcriptasa reversa y un
oligo d(T) para retro-trascribir preferencialmente mRNA. De acuerdo al instructivo de
transcriptasa reversa de Applied Biosystems, Life Technologies, se utilizaron 0.4 ug
de RNA total para un volumen de 20 uL. En este caso se prepararon 20 reacciones:
agua inyectable 3.85 pL; amortiguador TagMan RT 1.0uL; cloruro de magnesio
2.2uL; deoxiNTPs 2.0uL; oligo d (T) 0.5uL; inhibidores de RNAasa 0.2uL y se
utilizaron 0.25 pyL de la enzima RT. El producto de cDNA se cuantificé en el
Nanodrop y se realizé la PCR en tiempo real. Se utilizé el kit comercial MGB TagMan

[Applied Biosystems que contiene la sonda del FcRn marcada con el fluorocromo
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FAM (Hs01108967_m1, FAM-MGB)] y el control enddégeno fue la beta-2-
microglobulina humana (B2m) marcada con el fluorocromo VIC (NM_004048.2, VIC-
MGB). Para un volumen de 10 pL de la reaccién se usaron 5 pL de la solucién
Master Mix (2X TagMan Gene Expression), 1.25 uL que equivalen a 250 nM de la
sonda FCGRT, 2.5 uL de la sonda B2M TagMan, que equivalen a 900 nM y 250 ng
del cDNA de cada tipo celular. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador de
tiempo real Step One de Applied Biosystems a las siguientes condiciones: 50°C
durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos y en seguida 40 ciclos a 95 °C durante

15 segundos y 60 °C durante 1 min.

Expresién de la proteina del FcRn en células HMEC- 1 y HUVECS

Por Inmunofluorescencia confocal

Ambos tipos celulares HMEC-1 y HUVEC fueron sembrados sobre cubreobjetos de
15 mm de diametro, contenidos dentro de los pozos de las placas de cultivo, durante
72 horas. Una vez formada la monocapa celular, se les retiré el medio de cultivo, se
lavaron con PBS y se marcaron con 100 pL de la mezcla combinada del anti-CD105
con la marca APC a la dilucidén1:50 (25 ug/mL) y el anticuerpo anti-FcRn (FCGRT)
humano producido en conejo (Sigma), diluido 1:100 en PBS; se incubaron a 4° C
durante 30 minutos, y se lavaron con PBS, pH 7.2 frio por centrifugacion a 1200 rpm
durante 7 minutos. Se revel6 con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
marcado con FITC, diluido 1:100 (2.4pg/mL) incubando a 4°C durante 30 minutos;
posteriormente los pozos se lavaron y se fijaron con paraformaldehido al 0.5%. Los

cubreobjetos fueron recuperados de los pozos y colocados sobre laminillas para ser
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analizados en el microscopio confocal Olympus FluoView™ FV1000 Confocal Laser
Scanning Microscope. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo de 60X con
aceite de inmersion y fueron analizadas con el programa FV10-ASW 1.7 View. Para
la deteccion intracelular las células fueron permeabilizadas utilizando un kit comercial
(BioLegend). Primero se marcaron con el anti-CD105 a 4°C durante 30 minutos y
posteriormente fueron incubadas con la solucion FOXP3 Fix/perm durante 20
minutos en obscuridad. Pasado el tiempo de incubacion, se realizé un lavado con
PBS y una segunda lavada con FOXP3/perm, | durante 15 minutos; posteriormente
las células fueron incubadas con el anticuerpo especifico para el FcRn, diluidos con
el amortiguador permeabilizante, incubando a 4°C durante 30 minutos en agitacion;
posterior a la incubacién se lavaron dos veces con PBS, y se revel6 con un
conjugado anti-lgG de conejo marcado con FITC, diluido en amortiguador
permeabilizante a 4°C durante 30 minutos. Como control negativo este conjugado se
probd posterior a la incubacion con un suero no relacionado. Finalmente, las células
se lavaron con PBS por centrifugacion a 1200 rpm durante 7 minutos y se fijaron con
paraformaldehido al 0.5%; los cubreobjetos con las células fijadas fueron extraidos
de los pozos y colocados sobre un portaobjetos; el nucleo de las células se marco
con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) que es un marcador fluorescente que se une
fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en el DNA. Las laminillas

fueron analizadas en el microscopio confocal.
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Por citometria de flujo

Las células cultivadas en los pozos de las placas, se les realizé un lavado con
solucion de HEPES vy fueron recuperadas con tripsina/smM EDTA al 0.05% para las
HUVEC y 0.25% para las HMEC-1, inactivando el efecto de la tripsina con medio de
transporte. Las células fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 7 minutos. Se llevo
a cabo el doble marcaje con 100 uL de la mezcla combinada con el anti-CD105-APC
a la dilucion1:50 (25 pg/mL) y el anticuerpo anti-FCGRT humano producido en conejo
(Sigma) diluido 1:100 en solucion amortiguadora de PBS pH 7.2 a 4°C durante 30
minutos. Después del tiempo de incubacion con los anticuerpos, se detuvo la
reaccion con PBS, centrifugadas a 1200 rpm durante 7 minutos y fijadas con
paraformaldehido al 0.5 % a 4°C durante 30 minutos para su analisis con el
clitdmetro de flujo FacsAria (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San José,
CA, USA) y analizadas con el programa FowJo™ (San José CA, USA (BD
Biosciences).

Sensibilizacion de las cepas RH y ME49 de Toxoplasma gondii con anticuerpos
IgG1 anti-Toxoplasma

Para sensibilizar a los taquizoitos de ambas cepas RH y ME49 de T. gondii, los
parasitos fueron incubados con un anticuerpos IgG1 humano anti-Toxoplasma, el
cual consiste de una mezcla de sueros de individuos que solo fueron positivos para
la subclase IgG1 y ninguna otra subclase de IgG, o para IgM o IgA (probado
previamente por ELISA). Los controles negativos fueron incubados con un suero
humano negativo a T. gondii. Ambos sueros se usaron diluidos 1:1600; la incubacion

fue a 4°C durante 30 minutos en agitacion leve. El revelado se hizo con un conjugado
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de ratén anti-IgG humana-PeCy5 diluido 1:50 e incubado en las mismas condiciones.
La reaccion fue detenida con PBS y centrifugando a 3000 rpm durante 10 minutos;
los nucleos de los taquizoitos fueron marcados con el DAPI y fijados con
paraformaldehido al 0.5%. Se tomdé una fraccion de 50uL de la suspension de
taquizoitos sensibilizados y se fij6 en laminillas, que fueron analizadas en el
microscopio confocal como se detallé anteriormente; el resto de la suspension de
taquizoitos fue analizado por citometria de flujo.

Cinética de invasién de células endoteliales HUVEC y HMEC-1 por las cepas RH
y ME49 de Toxoplasma gondii

Para determinar las condiciones mas adecuadas para los experimentos, se probaron
diferentes relaciones parasito: célula y tiempos de interaccién, con ambas cepas y
ambos tipos celulares. Se llevé a cabo un ensayo de invasion en placas de cultivo de
24 pozos, los cuales contenian los cubreobjetos de 15mm de diametro, en cada uno
de los cuales se cultivaron 100,000 células; se adicionaron los taquizoitos
suspendidos en 400 yL de medio de invasion, que se dejaron reposar durante 10
minutos a temperatura ambiente, y posteriormente a 37°C y 7% de CO; durante
distintos tiempos. El ensayo fue detenido con 300uL de HEPES vy los parasitos no
adheridos o que no invadieron a las células fueron removidos con el sobrenadante y
recuperados en tubos para ser analizados posteriormente. La invasion fue
completamente detenida por fijacion con metanol al 70% en frio durante 10 minutos
(Morisaki et al., 1995; Kafsack, 2007). Las células fueron tenidas con 300uL solucion

de colorante Wright durante 3 minutos, luego se lavaron con 300uL de agua
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corriente, la cual se dejé otros 3 minutos para lograr un contraste de la tincion;
finalmente las placas se lavaron 3 veces con 1mL de agua destilada y se dejaron
secar al aire para su evaluacién posterior. El grado de infeccion se midié observando
al microscopio 6ptico las células tefiidas; se contd el numero de vacuolas por célula.
En la figura 19 se muestra un ejemplo de las micrografias de las células HUVEC
infectadas con taquizoitos de la cepa ME49 de T. gondii. Se pueden observar los
parasitos dentro de su vacuola parasitéfora, con lo que se puede determinar el

numero de taquizoitos que entran a cada célula.

35um

Figura 19

Micrografia de células HUVECs, tefiidas con Wright, infectadas con taquizoitos de la cepa
ME49 de T. gondii. Los taquizoitos se encuentran dentro de vacuolas parasitéforas marcadas
con flechas.

Para determinar si el uso de antibiéticos afecta el grado de invasion, se llevaron a
cabo experimentos de invasion en presencia y ausencia de antibioticos en el medio
de invasion a una relacion parasito: célula de 10:1, que fue la dosis seleccionada

para los siguientes ensayos (ver adelante en resultados).
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Invasion de células HUVEC y HMEC-1 por taquizoitos sensibilizados con
anticuerpos IgG1 anti-Toxoplasma y marcados con la CFSE

Por citometria de flujo

Con el propdsito de contar con un método que permitiera contar miles de células en
lugar de decenas y que fuera mas rapido, los taquizoitos de ambas cepas fueron
marcados con el carboxi fluorescein succimidil ester (CFSE), por medio de un kit
comercial de Life Technology Cell Trace™ 492/517nm. La marca con el CFSE se
utilizd presuponiendo que ésta no afectaba al parasito, lo que fue corroborado en
cuanto a su movilidad y viabilidad. Para marcar a los taquizoitos se utilizé a una
concentracion de 5uM incubando a 37°C y 7% de CO; durante 7 minutos, deteniendo
la reaccion con PBS y centrifugacién a 3000 rpm durante 10 min. Posteriormente se
llevé a cabo la sensibilizacion de los taquizoitos; para ello, fueron incubados con el
suero positivo a anticuerpos IgG1 anti-Toxoplasma; como controles se usaron
taquizoitos incubados con suero negativo y otros con PBS. La incubacion fue a 4°C
durante 30 minutos y se detuvo la reaccion del anticuerpo con lavados con PBS y
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos; posteriormente los taquizoitos fueron
resuspendidos en PBS con suero fetal al 5%. La interaccion parasita: célula fue a
una relacién 10:1, durante 2 h a 37°C y sin el uso de antibiéticos en medio de
invasion; se realizé por triplicado. La reaccion fue detenida agregando 300 ulL de
solucion amortiguadora de HEPES y haciendo un segundo lavado con la misma
solucion amortiguadora. En todos los experimentos se tomdé una fraccion de
taquizoitos del sobrenadante antes y después de la invasion para analizar la

viabilidad y la persistencia de la sensibilizacién por los anticuerpos 1gG1; para ello,
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los taquizoitos se centrifugaron e incubaron con el conjugado PeCy5-anti-IgG
humana diluido en las condiciones mencionadas anteriormente, y se analizaron por
microscopia éptica en el hemocitdmetro, microscopia confocal y citometria de flujo.
Para el analisis por citometria de flujo, las células infectadas fueron removidas de los
pozos con tripsina-EDTA y marcadas con el anticuerpo anti-CD105-APC como se
detalld6 anteriormente. Para el analisis por microscopia confocal, se realizaron las
reacciones mencionadas anteriormente en las laminillas dentro de los pozos, sin
despegar las células con tripsina.

Internalizacion de taquizoitos sensibilizados con anticuerpos IgG1anti-
Toxoplasma y marcados con la CFSE a las células endoteliales

Debido a que se observé un incremento en los porcentajes de invasién con los
taquizoitos marcados con la CFSE, en las tres condiciones (cuadro 1), se repitio el
ensayo utilizando células HMEC-1 con taquizoitos marcados y no marcados,
utilizando la misma metodologia. Las células infectadas fueron tefidas con solucién
de Wright y los cubreobjetos fueron extraidos de los pozos y fijados sobre
portaobjetos y observadas por microscopio de luz. El grado de infeccion se midié

contando el numero de vacuolas por célula.
Efecto de la sensibilizaciéon de Toxoplasma gondii por anticuerpos IgG1 en la
internalizacion a las células endoteliales humanas HMEC-1

Se llevd a cabo la invasién de células HMEC-1 con taquizoitos de ambas cepas sin
tefir, de acuerdo a la metodologia establecida. Se determind la viabilidad de los

taquizoitos antes de ponerlos en las tres condiciones: a) taquizoitos sin ningun
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tratamiento, usados como control de invasion del ensayo, disueltos en PBS pH 7.2;
b) sensibilizados con anticuerpos IgG1 anti-toxoplasma; c) incubados con suero
negativo (como control de un suero); la incubacion a 4°C durante 30 minutos,
después de lo cual se ajustd la cantidad de taquizoitos para mantener la relaciéon
10:1 de parasitos viables en ese momento. Todos los ensayos se hicieron durante 2

horas a 37°C, antes de los lavados y examen al microscopio optico.

Analisis de resultados y estadistica

De cada pozo se contaron al menos 100 células de manera sistematica, y se
determiné el porcentaje de células invadidas y el numero de vacuolas por cada célula
infectada; esto lo realizé un lector cegado a las condiciones experimentales de cada
laminilla. Para los experimentos del efecto de sensibilizacidon, también se calculé el
numero de parasitos por cada 100 células.

Dado que no hubo distribucién normal ni homogeneidad de varianzas, las diferencias
entre medidas de tendencia central de la proporcidn de células infectadas y del
numero de parasitos por célula, se compararon entre dos 0 mas grupos, midiendo la
significancia estadistica por U de Mann Whitney y Kruskal Wallis, respectivamente.
No fue posible analizar cuantitativamente los resultados de la microscopia confocal,

por lo que no se hizo analisis estadistico.
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RESULTADOS

Expresion del RNA mensajero del FcRn (cadena a) en las células endoteliales

HUVEC y HMEC-1

En la figura 20A se muestra la expresion del mRNA del FcRn por las células HUVEC,
las HMEC-1 y las vellosidades placentarias (Lynden et al., 2001). En las células
HMEC-1, los valores relativos del mRNA del FCGRT fueron mas altos que en las
células HUVEC vy las vellosidades; el indice entre el FCGRT y la fom fue homogéneo
entre células HMEC-1 de diferentes cultivos y mayor que en los otros tipos celulares
con significancia estadistica (Figura 20A y 20B). El control Bom enddgena fue
homogénea (Figura 20C), lo cual indica que las diferencias no se debieron a
cantidades o calidad del mRNA. En el caso de las células HUVEC hubo variacion en
la expresién de la cadena a entre individuos y entre las vellosidades y las HUVEC del

mismo individuo (Figura 20D).

Expresion de la proteina del FcRn en células HMEC- 1 y HUVECs

Inmunofluorescencia confocal

En la Figura 21 se observa que tanto las células HMEC-1 como las HUVEC expresan
la cadena o del FcRn. Cabe mencionar que la marca con mayor fluorescencia verde
se observa principalmente en el interior de las células, de manera difusa o en
cumulos compatibles con vesiculas (endosomas) y en ciertos sitios en la superficie.

Esto es contrario al CD105 cuya fluorescencia es intensa en la superficie.
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Figura 20

Expresion del mRNA del FcRn (FCGRT) y de Bom por RT-PCR semi-cuantitativo. En A y C,
se muestra los valores absolutos y en B, el indice entre el FCGRTy la 32m, determinados en
cultivos de células HMEC-1 (n=4) o HUVECs y vellosidades (n=7 cada una). Se calculé la
significancia estadistica por la prueba de U de Mann-Whitney. *Esta diferencia se calculo
excluyendo el valor extremo superior; el valor incluyéndolo fue P=0.074.

Citometria de flujo
Los resultados de la citometria de flujo confirman la expresién del FcRn en las

células HUVEC (Figura 22); no asi en las HMEC-1, en las cuales la reaccion con el
suero anti-FcRn es similar a la del suero negativo. Se observa que la marca de
CD105 también es menor en las HMEC-1 que en las HUVEC (Figura 22 panel
inferior). Esto contrasta con lo encontrado por microscopia confocal, en donde se
observa una marca similar del FcRn y el CD105 entre los dos tipos celulares (Figura

22).
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Figura 21

Identificacion del FcRn (verde) en células HMEC-1 y HUVEC, utilizando un anticuerpo
primario anti-FcRn humano, revelado con un anticuerpo secundario anti-lgG conejo marcado
con FITC (verde); el marcador especifico de células endoteliales (CD105) pegado a un
fluorocromo (APC) . Los nucleos de las células fueron marcados con DAPI (azul). El FcRn se
observa en algunas vesiculas marcadas con flechas.
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Arriba Identificacion del FcRn en células HMEC-1 y HUVEC medido por citometria de flujo,
utilizando el anticuerpo especifico anti- FcRn humano, en lineas rojas a la derecha; a la
izquierda se muestran los controles: con suero negativo (linea azul); anticuerpo primario no
relacionado (linea naranja); solo anticuerpo secundario (linea verde); y autofluorescencia
(linea negra). Abajo identificacion del CD105 (especifico de células endoteliales), en ambos
tipos celulares con un anti-CD105 con fluorocromo APC (linea roja, a la derecha), a la
izquierda es la autofluorescencia (linea negra).
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Sensibilizacion de taquizoitos de las cepas RH y ME49 por anticuerpos IgG1

anti-Toxoplasma

En las figuras 23 y 24 se observa la sensibilizacién de los taquizoitos de ambas
cepas con anticuerpos IgG1 anti-Toxoplasma, los cuales se unieron a la superficie
parasitaria. Los taquizoitos permanecieron sensibilizados por lo menos durante dos
horas, tiempo utilizado en los experimentos de interaccion con las células (ver mas
adelante). También por citometria de flujo fue confirmada la sensibilizacion de ambas

cepas de T. gondii, como se puede observar en la Figura 25.

. Con anticuerpo IgG1 anti-
Con anticuerpo IgG humana Con suero Negativo toxoplasma e IgG humana

marcado con PeCy5 marcado con PeCy5

L

i

Figura 23

Sensibilizacion de los taquizoitos RH y ME49 de T. gondii. De izquierda a derecha taquizoitos
incubados con suero negativo; incubados con el anticuerpo secundario anti-lgG humana
acoplado a PeCy-5 (marca roja) diluido 1:50 y taquizoitos incubados con el anticuerpo IgG1
anti-Toxoplasma dilucién 1:1600 y revelado con el anticuerpo secundario. El ntcleo de los
taquizoitos en azul por el DAPI. Evaluada por microscopia confocal.
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Figura 24

Imagenes de microscopia confocal de la sensibilizacion de los taquizoitos RH de T. gondii
con anticuerpos IgG1 humana anti-Toxoplasma, dilucién 1:1600 y revelado con un conjugado
anti-IgG humana acoplado a PeCy-5 (marca roja) diluido 1:100. Panel superior, de izquierda

a derecha, cortes en Z a diferentes profundidades de un taquizoito. Foto inferior: imagen de
otro taquizoito en el que se ve la disposicion superficial de la marca. El nucleo se tifié de azul
con DAPI. Evaluada por microscopia confocal a 60X.

Cinética de invasién de células endoteliales HUVEC y HMEC-1 por las cepas RH

y ME49 de Toxoplasma gondii

Los porcentajes de invasion celular usando las relaciones 2:1 y 4:1 durante 60
minutos, fueron menores al 1% (Figura 26). Por lo anterior, se llevd a cabo el ensayo
de infeccién incrementando la relacion a 10:1, asi como los tiempos de interaccion
desde 30 minutos hasta 4 horas. En los resultados se pueden observar tres
fendmenos: a) que las células HUVEC son mas resistentes a la invasion que las
HMEC-1; b) que la cepa ME49 de T. gondii invade mas que la cepa RH a ambos
tipos celulares, y c) que los antibiéticos tuvieron un efecto inhibitorio de la invasion

(Figura 27).
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Figura 25

Sensibilizacion de taquizoitos de las cepas RH y ME49 de T. gondii con una mezcla de
sueros que contiene anticuerpos humanos especificos de clase IgG1 diluido 1:200(linea
rosa) y 1600 (linea naranja), revelado con el conjugado IgG humana diluido 1:100 acoplado a
PeCy-5 (rojo). Las gréficas de la izquierda son los controles: células incubadas con un suero
negativo (linea azul); con sélo anticuerpo secundario (linea verde); la autofluorescencia
(linea negra).
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Figura 26

Cinética de invasion de la cepa RH de Toxoplasma gondii a células HUVECs a relacion
parasito:célula de 2:1y 4:1
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Con base en estos resultados, se decidié utilizar las siguientes condiciones en los
ensayos subsecuentes: sin antibioticos-antimicéticos en el medio de invasién, una
relacion de parasito: célula 10:1 y una incubacion de 2 horas, ya que alas 3y 4
horas no se observa aumento significativo en los porcentajes de invasion; ademas a
las 4 horas podria ocurrir replicacion de la cepa RH (Radke et al., 2001; Contreras-
Ochoa, 2013). Finalmente, a tiempos menores de 2 horas, podriamos no encontrar o

encontrar muy pocas células HUVEC infectadas (Figura 27).

En la figura 28A se muestran ejemplos de las micrografias de células HMEC-1
incubadas con la cepa ME49, y se puede observar que hay células infectadas al lado
de células no invadidas. Se puede observar en la figura 28B, que conforme avanza el
tiempo de interaccion, la cinética de invasion mostré que aumentan el numero de
parasitos por célula infectada, en lugar de aumentar le proporcion de células
invadidas. Lo anterior ocurrié en todas las combinaciones, excepto en las HUVEC
infectadas con la cepa RH, en las cuales no se observé un aumento significativo en
el numero de vacuolas, pues el 70-80% de las células invadidas tenian soélo una
vacuola aun a las 4 horas; ademas, todas las vacuolas contenian un solo parasito, lo

que indica que no hubo replicacion parasitaria (Figura 29).
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Figura 27

Graficas comparativas de la cinética de invasion de células HMEC-1 y HUVECs por
taquizoitos RH (lineas azules) y ME49(lineas moradas); con antibioticos (lineas punteadas) y
sin antibidticos (lineas continuas). Se uso a relacion de parasitos: células 10:1 Los
porcentajes de invasion son diferentes entre tipo celular y entre tipo de cepa de T gondii. El
porcentaje de invasion en HUVECs con la cepa RH (**), es significativamente diferente de los
otros tres grupos a lo largo del tiempo (Kruskal-Wallis, P <0.01), con excepcion de HMEC-1
invadidas por la cepa RH a 30 min.
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Figura 28

Micrografias de células HMEC-1 infectadas con taquizoitos de la cepa ME49 de T. gondii
tenidas con Wright, marcados con flechas, en A: células infectadas con mas de un parasito
sefialadas con las flechas negras y células cercanas sin infeccién marcados con flechas
rojas. En B células infectadas, aumenta en el nimero de parasitos por células marcados con
las flechas negras conforme al tiempo, vistos por microscopio optico.
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Figura 29

Distribucion en el numero de vacuolas parasitéfora durante la cinética de infeccién de células
endoteliales HMEC-1(izquierda) y HUVECS (derecha)con las cepas RH (arriba)y ME49
(abajo) de T. gondii. Las barras de diferentes colores indican el nimero de vacuolas por

célula infectada. Las células HMEC-1 infectadas con la cepa RH fue similar a las HUVEC

infectadas con la cepa ME49, por lo que ambos grupos fueron estadisticamente diferentes a

los otros dos grupos (Kruskal-Wallis, p <0,05). La barra con asterisco muestra diferencias
significativas a los tres grupos en el nimero de vacuolas a lo largo del tiempo (Prueba de U
de Mann-Whitney, P <0,05).
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Internalizacion de taquizoitos sensibilizados con anticuerpos IgG1 anti

Toxoplasma y marcados con la CFSE a las células HUVEC y HMEC-1

Por citometria de flujo

Con el fin de realizar experimentos en los que se pudiera contar un mayor numero de
células por citometria de flujo, se marcaron los taquizoitos con CFSE, el cual no
disminuy6 su viabilidad (no se muestra). En la figura 30 se muestra un ensayo de
invasion de ambos tipos celulares con las dos cepas y puede observarse que se
encuentran células multi-infectadas, y que la mayoria de los parasitos se encuentran

completos y cerca del nucleo.

Con el fin de determinar si se podian contar las células no infectadas, las infectadas
con pocos parasitos y las multi-infectadas por separado, se realizaron ensayos de
invasiéon con parasitos marcados con CFSE y se separaron poblaciones con
diferentes grados de marca, los cuales fueron analizadas por microscopia confocal,
esto se muestra en la figura 31. Como se puede observar se pueden identificar
células no infectadas o con pocos parasitos (zonas grises) poblaciones con bajo
grado de infeccion (en color verde) y poblaciones menores de células multi-

infectadas (en color azul).
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Figura 30

Entrada de taquizoitos marcados con CFSE a las células HMEC-1 y HUVEC (color verde)
En azul el ADN de las células por el DAPI, en color naranja la superficie de las células
endoteliales marcado por anticuerpo anti-CD105 con el fluorocromo APC, los taquizoitos
marcados en verde (con flechas) por la CFSE, imagenes tomadas por microscopia confocal
en 60X.

Posteriormente se realizé el ensayo de sensibilizacion de taquizoitos y se midio el
efecto por citometria de flujo. Los resultados revelaron que la marca con CFSE
incrementd la invasividad de los taquizoitos la cepa RH a los dos tipos de células y
de la ME49 a las HMEC-1 (cuadro 1).

Se encontré un efecto inhibitorio del suero negativo sobre la entrada de los parasitos
de ambas cepas a las células (cuadro 1). En relacion a estos valores, el suero
positivo a los anticuerpos IgG1 anti-Toxoplasma provocoé un aumento aparente, con

excepcion de las células HUVEC expuestas a los taquizoitos de la cepa ME49.
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Figura 31

Invasion de células HMEC-1 y HUVEC por taquizoitos RH y ME49 de Toxoplasma gondii
marcados con CFSE. En los histogramas obtenidos por citometria de flujo, se muestra la
fluorescencia de las tres poblaciones: no infectados (color gris); infectadas con pocos
parasitos (color verde); células multi-infectadas (color azul). Abajo se muestran imagenes de
células infectadas correspondientes a las tres zonas, analizadas por microscopia confocal.
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Cuadro 1. Efecto de la sensilibilzacién de taquizoitos sobre el porcentaje de células HMEC-1 y
HUVEC infectadas, determinado por citometria de flujo*

HUVEC HMEC-1
Cepade
Sin Suero Suero Sin Suero Suero
T. gondii
tratamiento** negativo positivo tratamiento** negativo positivo
RH 35.3(15) 12.5 23.0 62.0 (33) 37.5 65.3
ME49 32.7 (32) 18.6 17.6 67.0 (50) 46.1 49.6

*Se usaron parasitos tefidos con CFSE **Los valores entre paréntesis son los valores encontrados previamente
con parasitos no marcados con CFSE

Con el fin de determinar si el efecto de la marca se debia a un cambio en los
parasitos y no a un problema técnico, se comparo la internalizacion a las células
HMEC-1 por taquizoitos de la cepa RH marcados y no marcados con la CFSE,
leyendo la invasion por microscopia Optica (Figura 32). En los taquizoitos no
marcados, el porcentaje en la internalizacion de los taquizoitos sin tratamiento
usados como control de invasién, fue del 29.8%, similar a lo encontrado previamente,

de 33% (Figura 32), mientras que los tefnidos presentaron una invasion de 56%.
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A pesar de que este resultado es interesante, su implicacion nos impidié sacar
conclusiones del efecto de la sensibilizacidon usando parasitos marcados con CFSE.
Por ello, se realizaron los siguientes experimentos con parasitos sin marcar y
evaluando por microscopia de luz. Se observé un aumento en la internalizacién de
los taquizoitos sensibilizados con el anticuerpo IgG1 humana anti-Toxoplasma
(48.5%) en comparacion con aquellos tratados con suero negativo (23%; Figura 32).
Por lo tanto, la sensibilizacion de los taquizoitos con anticuerpos IgG1 anti-

Toxoplasma parece favorecer su entrada a las células HMEC-1.
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Figura 32

Internalizacién de taquizoitos de la cepa RH de T. gondii marcados y no marcados a las
células endoteliales HMEC-1 sin tratamiento o previa incubacién con suero negativo o suero
positivo (sensibilizados). El asterisco muestra el porcentaje correspondiente a las
condiciones de 2 horas de los experimentos originales (33%).
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Efecto de la sensibilizacién con anticuerpos 1gG1 en Toxoplasma gondii en la
internalizacion a las células endoteliales HMEC-1

Los resultados revelaron que la internalizacién a las células de taquizoitos sin
tratamiento (incubados con PBS) fueron los de mayor porcentaje para ambas cepas,
RH y ME49 (Figura 33). La sensibilizacion de los taquizoitos con anticuerpos
humanos IgG1 produjo un aumento de la internalizacion en comparacion con el
tratamiento con suero negativo (control verdadero), especialmente en el caso de la
cepa ME49 (Figura 33). Asimismo, el porcentaje en el numero de vacuolas
parasitéforas por célula, refleja el numero de parasitos internalizados a cada célula o
carga parasitaria, fue mayor para los grupos de taquizoitos sensibilizados (Figura
34). Con los dos efectos anteriores, se cuantifico el numero total de parasitos que
invadieron 100 células, aumentd considerablemente con los parasitos sensbilizados
que los que se inscubaron con suero negativo (Figura 35).

Cabe resaltar que el numero de parasitos en las celulas expuestas a taquizoitos sin
ningun tratamiento mas qu en PBS, fue mayor aquella de los taquizoitos tratados con

Sueros.

79



RH (virulenta )

50 1 50 1
9
o 40 I 40 -
©
=
© 30 1 30 1
2
£ 2
» 20
s
Fl
o 101 10 -
(&)
0" 0 -
Controlde Tratados con Sensibilizados
invasion suero negativo conlgG1
Figura 33

ME49 (no virulenta)

Controlde Tratados con Sensibilizados
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Internalizacion a las células endoteliales HMEC-1 de taquizoitos RH y ME49 de T. gondii
tratados con PBS (control de invasion), suero negativo o suero con anticuerpos IgG1 anti-
Toxoplasma. Las barras representan promedios de triplicados tdesviacion estandar.
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Figura 34
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Numero de vacuolas parasitoforas en células endoteliales HMEC-1 infectadas con
taquizoitos de las cepas RH y ME49 de T. gondii en las tres condiciones: incubados en PBS
(control de invasion), suero negativo y suero positivo IgG1 anti-T. gondii. Vac=vacuolas
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Cuantificacién del total de parasitos en 100 células con la cepa RH y ME49 en las células
HMEC-1. Con taquizoitos sin tratamiento (barra blanca); con taquizoitos tratados con suero
negativo (barra azul) y taquizoitos sensibilizados con el suero positivo IgG1 anti-T. gondii

(barra roja).
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DISCUSION

Toxoplasma gondii puede atravesar las barreras epiteliales y endoteliales de la
placenta, e infectar cualquier célula nucleada y diseminarse rapidamente,
provocando la transmision congénita (Dunn et al, 1999; Correa et al, 2007b). Uno de
los aspectos mas importantes en esta forma de infeccion y su patogenia es la
virulencia del parasito. Particularmente, se sabe que dos terceras partes de los casos
de toxoplasmosis congénita se deben a variantes de baja virulencia (tipo Il), aunque
también se han descrito cepas atipicas o recombinantes (Rico-Torres et al., 2016).
En este trabajo establecimos un modelo de invasion in vitro en dos tipos de células
endoteliales, y comparamos la capacidad de invasién de una cepa tipo | con la de
una tipo Il. El hecho de que la cepa no virulenta invadié mas células endoteliales que
la cepa virulenta y con mayor numero de parasitos, fue contrario a lo que se
esperaba con base en los estudios in vivo: las de tipo | diseminan mas rapidamente
que las de tipo Il en ratones (Barragan et al., 2005; Saeij et al., 2005). Lachenmaier
et al., en 2011 obtuvieron resultados similares, con una tasa de infeccidn inicial
significativamente mas alta (7.5%) con la cepa ME49 que con la RH (2%), también
usando células endoteliales de microvasculatura de cerebro de ratén y células
mononucleares periféricas, a una dosis parasito: célula de 1:1 y 2 horas pos
infeccién. La conclusion de estos hallazgos es que la virulencia no depende de la
entrada a la célula, sino de su replicacion, lo cual es apoyado por nuestros resultados
(Lachenmaier et al., en 2011). En este sentido cabe mencionar que la cepa RH tiene

un tiempo medio de replicacion de 4 horas mientras que la ME49 se replica cada 7-8
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horas (Radke et al, 2001).

Por otra parte, observamos que las células HMEC-1 presentan porcentajes de
invasion mas altos por ambas cepas de T. gondii, que las células de los cultivos
primarios (HUVEC). Se ha descrito que este parasito es capaz de desregular el ciclo
celular de la célula hospedera para favorecer su invasion y tiene predileccion por
células que estan en la fase S del ciclo celular. Esto se ha observado en fibroblastos,
trofoblastos y células HelLa (Blader et al., 2009). Mas aun, se ha descrito que T.
gondii puede inducir a la célula a entrar en la fase S del ciclo celular (Youn et al.,
1991; Angeloni et al., 2009; Lavine y Arrizabalaga, 2009). Un trabajo reportado por
Brenier-Pinchart et al., 2004 realizado con lineas celulares de glioblastoma, demostré
que estas células son mas susceptibles a la infeccion por la cepa RH de T. gondii,
que las células de astrocitos provenientes de cultivos primarios, pero no se
observaron diferencias en la replicacion. Con base en los datos de la literatura,
podriamos sugerir que como las células HMEC-1 también forman una linea semi-
inmortal, serian mas susceptibles a la invasién por los taquizoitos y posiblemente las
células con mayor carga parasitaria sean las que se encuentren en esta fase S de su
ciclo celular.

Tanto la transmision vertical como el dafio ocasionado por Toxoplasma gondii
dependen de la etapa de gestacion en la que se infecta la madre por primera vez
(Dunn et al., 1999). Conforme ocurre mas tardia la infeccién la patogenia en el
producto es menor; esto se puede deber a la maduracion del sistema inmune fetal a
lo largo de la gestacion (revisado en Correa et al., 2007b y Ortiz-Alegria et al., 2010).

Lo que es un enigma es el aumento de la probabilidad de infeccién fetal conforme
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avanza la gestacion. Los datos previos en modelos animales y en seres humanos
apuntan a factores del hospedero, entre ellos a los anticuerpos de clase IgG, y
especialmente los de la subclase IgG1. Por un lado, la expresion del FcRn (fetal)
comienza hacia la mitad del embarazo, y los anticuerpos maternos son transferidos a
través de esta molécula. Por otro lado, hay relacion directa entre la IgG1 materna y
dafio en los recién nacidos con infeccidn congénita (Canedo-Solares et al., 2008). De
ahi la hipotesis de esta tesis, que fue evaluada en un modelo de células endoteliales
in vitro. En principio en este trabajo demostramos la expresion del FcRn por células
tanto de cultivos primarios HUVEC como de la linea semi-inmortalizada HMEC-1, y
por ende la factibilidad de emplear alguno de los dos tipos celulares para probar el
efecto de los anticuerpos sobre la internalizacién. En el caso de las células HUVEC
encontramos un trabajo reportado por Zhao et al., 2011, en el cual identificaron este
receptor por inmunohistoquimica en el endotelios de arterias y venas de corddn
umbilical. A pesar que en la literatura se ha reportado la presencia del FcRn en
diversos tipos de células endoteliales (Antohe et al., 2001; Cianga et al., 2011) no se
habian reportado datos que nos indicaran la presencia de este receptor en células
HMEC-1. Por consiguiente, nos dimos a la tarea de identificar este receptor, y
demostramos que ambos tipos celulares lo expresan. El FcRn fue detectado
principalmente en el interior de las células como en pequefias vesiculas, algunas de
éstas cerca del nucleo, que podrian ser parte del Aparato de Golgi; otras vesiculas
positivas al FcRn localizadas en el citoplasma, los cuales podrian ser responsables
de la union de la IgG y su traslocacién a través de la celula e incuso a

compartimentos endosémicos para el reciclado de la IgG como lo describe la
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literatura (Ye et al.,, 2008). También se observo la marca en la superficie de las
células, lo que sugiere que el receptor esta localizado intracelular y
extracelularmente. Esta localizacion ubicua del receptor sugiere que el parasito
opsinizado puede unirse a la superficie celular o entrar por un mecanismo del tipo de
la macro-pinocitosis, que podria ser “mega”.

Por citometria de flujo parecia que la expresion del FcRn es menor en las HMEC-1
que en las HUVEC; esto pudo deberse a un efecto de la tripsina sobre esta molécula,
ya que se usa mucho mas concentrada para despegar a las primeras que para las
HUVEC (0.25% y 0.05% respectivamente). Esta explicacion se refuerza por una
menor marca del CD105 en las HMEC-1 que las HUVEC y una marca similar entre
los dos tipos celulares, de ambas moléculas evaluado por microscopia confocal, para
lo cual se usaron laminillas sin tratamiento con tripsina.

Las HMEC-1 provienen del endotelio microvascular, por lo que se esperaba que
expresaran este receptor, si bien, por ser células transformadas podian haber
perdido esta funcién (Ober et al., 2004; Goebl et al., 2008). Por otro lado, no es claro
el papel del FcRn en la vena del cordon, aunque también podria estar relacionado
con la homeostasis de la IgG (Frigo et al., 2016). Interesantemente, se observo
variabilidad en la expresién del mRNA entre HUVECs y vellosidades de distintos
individuos y entre tejidos del mismo individuo. Se sabe que la expresiéon del FcRn se
relaciona con el numero de repeticiones de 37 pares de bases en tandem (o
“WNTRSs”) presentes dentro del promotor del gen para la cadena alfa y que este
numero es polimérfico (Sachs et al., 2006; Passot et al., 2013). Sin embargo, el

estudio de esta region del gen en una muestra de cerca de 100 mexicanos no ha
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revelado variaciones en los VNTR (Ortiz-Alegria, comunicacion personal). La
variacion entre individuos y entre tejidos del mismo individuo también puede deberse
a factores como la edad gestacional, o bien la zona del cordén o de la placenta de
donde se tomo la muestra para el estudio (Ortiz-Alegria et al., 2016).

El hecho de que ambos tipos celulares expresan el FcRn permitié proponer a estas
células como modelos de estudio de la invasion de microorganismos recubiertos por
anticuerpos opsonizantes de la subclases de IgG1. Esta subclase como ya se
menciond anteriormente, tiene la particularidad de unirse a los patégenos para ser
reconocidos por los receptores Fc que se encuentran en la superficie de los fagocitos
y ser degradados. Existen pocos trabajos sobre el papel de los receptores Fc en la
opsonizacion de T. gondii, y estan enfocados a los receptores FcRyl, FcRyll y FcRylll
presentes en macrofagos y monocitos, los cuales tienen efectos protectores,
inhibiendo la replicacion o mediando la destruccion por actividad fagocitica
(Anderson et al., 1976; Joiner et al., 1990; Konishi y Nakao, 1992; Fadul et al., 1995).
Sin embargo, se ha reportado que el parasito puede evitar la degradacion intracelular
escapando del fagosoma temprano, inhibir la acidificacién de la vacuola parasitofora,
bloquear sefiales de maduracion del endosoma e inhibir la produccién de oxigeno
reactivo, entre otros (Joller et al., 2011). Una vez que se escapa del fagosoma, forma
su vacuola parasitéfora y se replica dentro de la célula evitando su destruccién
(Toulah et al., 2011). Recientemente se describié una via intermedia o hibrida entre
la via endocitica y la invasion activa. Una vez internalizado por fagocitosis, el parasito

comienza la invasion activa formando una unién moévil en la membrana del fagosoma
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para establecer una vacuola parasitofora. Esta via es conocida como internalizacion
de fagosoma a vacuola parasitéfora (PTVI). Los autores mencionan que esta via es
utilizada preferentemente por cepas no virulentas de T. gondii (Zhao et al., 2014). La
captacion de la cepa tipo Il por los macrofagos, probablemente implica el
reconocimiento de los ligandos del parasito presentes en estas cepas y ausentes en
las cepas virulentas, por receptores de superficie del hospedero. En todo caso, esta
via explicaria por qué los taquizoitos de la cepa ME49 invadieron mas células y con
mas vacuolas por células que los de la cepa RH. Por supuesto, esto hay que
demostrarlo.

El papel del FcRn en las células endoteliales no es fagocitar, sino proteger a los
anticuerpos de clase IgG de la degradacion lisosomal. Por lo anterior, en este trabajo
nos propusimos investigar si el recubrimiento de los taquizoitos de T. gondii por
anticuerpos IgG1 favorece la entrada a estas células, ya que existe la paradoja de
que la IgG1 lejos de proteger favorece el dafio fetal, posiblemente aumentando la
invasion de las células, y permitiendo el paso de la madre al hijo durante la
gestacion, como lo propuso Maidji et al. en 2006 para Citomegalovirus. Dado que el
tamano de T. gondii es mucho mayor, propusimos la hipotesis alterna de que el FcRn
pueda tener un efecto concentrador al reconocer los parasitos recubiertos por
anticuerpos IgG1, aumentando asi la carga parasitaria adherida a la superficie del
siniciciotrofoblasto o el endotelio fetal. En efecto, los resultados revelaron que la
proporcion de células infectadas por los taquizoitos sensibilizados con anticuerpos
humanos anti-Toxoplasma de la subclase IgG1 , fue mayor y con mayor numero de

vacuolas/célula infectada que la de aquellas células expuestas a los taquizoitos
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tratados con suero negativo. Si lo extrapolamos a las vellosidades de la placenta, el
hecho de tener mas parasitos por célula aumentaria la probabilidad de trasmision y
de dano fetal. Lo anterior, puede explicar el papel paraddjico de los anticuerpos 1gG1
en la toxoplasmosis congénita (Cafiedo-Solares et al., 2008)

Una observacion interesante fue la aparente inhibicion de la entrada del taquizoito a
la célula por el suero negativo cuando se comparé con los taquizoitos no tratados; T.
gondii podria adherir moléculas inespecificas del suero negativo que bloqueen la
adhesion a la célula hospedera. Un trabajo realizado por Vercammen et al., en 1999,
demostré que el revestimiento de taquizoitos de Toxoplasma gondii con un
anticuerpo inespecifica policlonal de raton, disminuyé su capacidad invasiva y/o de
proliferacion tanto en células fagociticas (macréfagos) como no fagociticas (células
Vero), analizado por citometria de flujo. Sin embargo, en esta tesis no se observo
pegado de la IgG humana del suero negativo a la superficie de los parasitos, por lo
que es posible que sea algun otro componente. En otro estudio Nam et al., en 1993
observaron que el suero fetal bovino (SFB) no descomplementado, inhibia la invasién
de los taquizoitos a enterocitos; en cambio cuando el SFB fue tratado por calor, el
efecto inhibitorio disminuyo; ellos proponen dos hipédtesis: que los factores del
complemento del SFB participan en la neutralizacién de material secretado por el
parasito, o que interfieren con la union receptor a su ligando en el momento de la
invasion del parasito. Cabe comentar que en el presente trabajo ambos sueros
fueron descomplementados a 56°C durante 30 minutos, para evitar el dafo por

efecto del complemento. Ademas, ninguno de los sueros afecté la movilidad de los
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taquizoitos, la cual fue observada durante la evaluacidn de viabilidad de los
parasitos.

Los resultados de la presente tesis, junto con el hecho de que la transferencia
materno-fetal de anticuerpos IgG aumenta conforme la placenta crece a lo largo del
embarazo, sugieren un papel del FcRn y los anticuerpos IgG1 maternos en el
incremento de la probabilidad de transmision congénita de T. gondii a lo largo de la
gestacion. Se ha propuesto en la literatura que el FcRn puede llevar consigo agentes
infecciosos viables en forma de complejos inmunes (Radulescue et al., 2005; Maidji
et al.,2006), lo que podria sugerir que este receptor podria ser utilizado como caballo
de Troya para concentrar o internalizar a los taquizoitos de T. gondii, favoreciendo su

transmision de la madre al feto.

CONCLUSIONES

1. Las células HUVEC y las HMEC-1 expresan el FcRn, por lo que pueden ser
usadas como modelos de estudio de funciones de este receptor, como la
internalizacion y el transito de IgG.

2. La linea celular endotelial HMEC-1 es mas susceptible a la invasion de T. gondii
que las células endoteliales de los cultivos primarios aisladas de la vena de cordon

umbilical humano.
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3. Los taquizoitos de la cepa no virulenta invadieron mas células, con mas vacuolas
por células y mas rapidamente que los de la cepa virulenta

4. La sensibilizacion de los taquizoitos de T gondii con anticuerpos humanos de clase
IgG1 favorece la internalizacion a las células endoteliales, aumentando la carga total

de parasitos.

PERSPECTIVAS

Se requieren experimentos de inhibicion del FcRn con anticuerpos o silenciamiento
del mRNA de la cadena alfa, para demostrar que el FcRn es el responsable de este
aumento en la internalizacion y posiblemente del transito del parasito.

Falta realizar experimentos en los que se mida la replicacion parasitaria de los tres
grupos, y determinar asi el efecto de los anticuerpos sobre el destino del parasito.
Por otra parte, en macréfagos se ha visto que algunos parasitos se escapan del
fagosoma y proliferan (Morisaki et al., 1995), pero en células endoteliales no se sabe
qué ruta toman, ni sabemos si algunos son degradados como en el caso de la IgG.
Por lo tanto, vale la pena analizar en cual compartimento celular se localizan los

parasitos tratados de varias formas.
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Abstract Toxoplasma gondll disseminates and causes con-
genital infection by invasion of the endothelial cells. The aim
of this study was to analyze the ability of two strains to
invade two endothelial cell types. Tachyzoites of the RH
and ME49 strains were expanded in Balb/c and C57BLG-
RAG2-/~ mice, respectively. Tachyzoites were harvested
from 72 h Vero cell cultures and incubated for 30 min to
4 h at 10:] parasite/cell ratio in 24-well plates, containing
monolayers of either HMEC-1 line or human umbilical cells
(HUVECs). The number of infected cells and parasitic vac-
uoles per infected cell were counted in Wright stained slides.
A slow increase in the proportion of infected cells occurred
bur varied according to cell type—parasite strain combination:
ME49 tachyzoites invaded up to 63 % HMEC-] cells, while
RH parasites infected up to 19 % HUVECs. ME49 and RH
tachyzoites invaded 49 and 46 % HUVECs and HMEC-] cells,
respectively. Reinvasion and formation of new parasitophorous
vacuoles of infected cells was more frequent than invasion of
noninfected cells. The results suppoet that the factors influenc-
ing invasion, and thus dissemination and vertical transmission,
are parasite type, host cell type/subtype, and activation state.
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Interestingly, 7. gondii virulence does not seem to relay on its
invasion cfficiency, but probably on replication speed.

Introduction

Toxopiasma gondii is a protozoan of the phylum Apicomplexa,
together with numerous pathogens of significant medical and
veterinary importance (Dubey 2010). The tachyzoites replicate
inside nucleated cells making invasion an essential step of the
life cycle, which it is a complex multistage process involving
initial attachment to the host cell, followed by sequential
discharge of specialized secretory organclles, and active for-
mation of the parasitophorous vacuole (Carruthers and
Boothroyd 2007). Replication and cgression are other two
processes that may determine parasite virulence and dissemi-
nation (Kafsack et al. 2009).

Transplacental passage of the protozoan may occur, causing
congenital toxoplasmosis (Elsheikha 2008). It is known that
strain virulence may influence generation of clinical problems,
migration across epithelial'endothelial barriers, and verical
transmission efficiency (Ortiz-Alegria et al. 2010; Sacij et al.
2005). Paradoxically, less virulent strains seem to be more
frequent among humans and domestic animals, with cither
acquired or congenital infection, at least in some parts of the
world (reviewed in Omiz-Alegria et al. 2010). Infection of
endothelial cells lining the placental blood vessels is thought
to be among the major transmission routes to the fetus; there-
fore, the study of their invasion is of great interest (Dimicr and
Bout 1993).

Actually, it is known that T gondii tachyzoites invade,
replicate, and traverse endothelial cells (Benedetto et al. 1997;
Cortez et al. 2005; Dimier and Bout 1993, 1996; Smith ct al.
2004; Zamora et al. 2008). Available data suggest that infection
and proliferation depends on the endothelial cell tissue origin
{Smith et al. 2004) and the parasite strain‘virulence, but these
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aspects have been scarcely studied and only at one time during
invasion of this cell type, ie., before replication stans
{Lachenmaier et al. 2011). The kinetics of invasion has not
been analyzed comparing two endothelial cell types and two T,
gondii strains of different virulence.

Materials and methods

Ethics and bioethics The results of the present work origi-
nated from project 037/2007, approved by the rescarch and
animal care revision boards of the Instituto Nacional de
Pediatria, SSA, Mexico, which lic in national as well as
intemational regulations for rescarch with humans and
animals.

Endothelial cells isolation and culture HUVECs were
obtained by the procedure reported before by Pacz et al.
{2005). Briefly, term cords were treated with 0.2 % type 11
collagenase (Roche, Hertfordshire, UK) and cultured until con-
fluence at 37 °C in a 7 % CO, atmosphere, using M199 medium
supplemented with 100 U/mL penicillin, 100 wg/mL streptomy-
cin sulfate, and 0.25 ug/mL amphotericin B (Gibco/BRL, Grand
Island, NY, USA); 10 % heat-inactivated fesal calf serum (FCS,
Hyclone Logan, Utah, USA); 40 ug/mL bovine endothelial cell
growth factor (bECGF; Roche, IN, USA); § [U/mL porcine
heparin, 10 mM HEPES, and 2 mM L-glutamine (Sigma, St.
Louis, Missouri, USA). The HUVECs used in all experiments
were of the third pess being >95 % cells positive for CD10S,
endothelial specific marker (BD PharMingen San Dicgo, CA
USA; not shown).

The HMEC-1 (CDC/EU HMEC-1) is a semi-immortalized
and stable cell line obtained from human microvasculature
(Bonnefoy etal. 2001; Xu et al. 1994). These cells were cultured
according to Ades et al. (1992) and Unger ctal. (2002) at 37 °C,
with 7 % CO, in MCDB13! medium, supplemented with
1.0 ug/ml hydrocortisone, penicillin G (100 IU/mL), strepto-
mycin (100 ug/ml), and amphotericin B (0.025 ug/mL)
{Giboo, Invitrogen, Gran Island, USA); 10 % FCS (Hyclone,
Utah, USA), 10 mM L-glutamine, and 20 ug/mL endothelial
cell growth factor bovine (bECGF; Roche, IN, USA).

Both cell types present many of the activities of endothe-
lial cells (Pauly et al. 1992; Bouis et al. 2001).

Farasites and invasion experiments Tachyzoites from the
virulent RH and nonvirulent ME49 strains of T gondii were
maintained by intraperitoncal passage in Balblc and
C57BLA/RAG2-/- knockout mice, respectively. The parasites
were collected in RPMI-1640 medium {Gibco/BRL, Grand
Island, NY, USA) from the peritoncal cavity 96 h after infec-
tion, counted, inoculated on confluent Vero cell cultures, and
left for 72 h in DMEM medium (Gibeo/BRL, Grand Island,
NY, USA), supplemented with 10 % FCS and L-glutamine.
The tachyzoites were harvested from the supematant by low
speed centrifugation, counted, and used to infect endothelial
cells. Parasites were utilized only if their viability was superior
t0 95 %, as assessed by Trypan blue exclusion.

For invasion experiments, cells were cultured on round
plastic coverslips located inside 24-well plates (Nunc, Inc.,
Naperville, FL), at a density of 100,000 per well in their
respective complete culture media and left 72 h to allow
monolayer formation. Afterwards, tachyzoites of either RH
or ME49 strain were added at a dose of infection (dot) of 10:1
parasite/cell for 0.5, 1, 2, 3, or 4 h in the respective media
added with 10 % FCS. This doi was chosen from preliminary
experiments, in which 1:1, 2:1, 4:1, and 10:] parasite/cell
ratios were tested (ot shown). We chose incubations of up
to 4 h, since it has been reported that the intracellular
duplication time of RH strain in human fibroblasss is
around 4 h (Radke ct al. 1998, 2001). After washing off
the free parasites, the slides were fixed with absolute methanol
and stained with Wright dye. Examples of cells infected with
different numbers of vacuoles are shown in Fig. 1. Percent
infected cells and number of vacuoles/infected cell were de-
termined using an optical microscope (Carl Zeiss, Munich,
Germany) at 100 magnification, completing at least 100 cells
per slide and 4 fields. Three experiments, cach in triplicate,
were performed.

Statistical analysis Differences along time and among
groups were cvaluated by Kruskal-Wallis ANOVA,
followed, when appropriate, by Mann—Whitney U test, using
the SPSS V18.0 software.

Fig. 1 Examples of cell invasson by T7 gondli. In the shides are HMEC-1 cells infected with ME49 strin at different timess 30 min, 1, 2,3, ané 4 b,

Arrows indicate tachyzoites in their parasitophorous vacucles
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Fig.2 Toxopiasma gondii RH and ME49 invasion kinetics in two cells
types, HMEC-1 and HUVECS. Parasite/cell ratio used was 10:1. Values
are mean+ SD of three experiments in triphicate. (Asterisk) significamly
different o the other three combinations 2t 30 min caly (Marn-Wh.
ney U test, P<0.05). (Double asterisk) significantly different from the
other three groups along tme (Kruskal-Wallis, P<0.01), except for
HMEC-1 infected by RH stmin 2t 30 min

HMEC-1 cells were rapidly invaded by ME49 tachyzoites,
i.c., more than 40 % of cells were already infected 30 min
after exposure (Fig. 2). In contrast, less than 10 %
HUVECs had been invaded by RH parasites at this time.
In spitc of this infection degree difference, the kinetics
was similar, with no significant increasc up to 4 h
(Fig. 2). Except for HUVECs infected with RH strain,
the number of vacuoles per cell significantly increased
along the time, with more than 30 vacuoles per cell in
some cases (Fig. 3).

Invasion of HMEC-1 cells by RH parasites and
HUVECs by ME49 tachyzoites was of intermediate de-
gree, i.c., around 30 % of cells were infected after 1 h of
incubation. Nevertheless, the increase slope was not dif-
ferent among all groups, except for that of HMEC-! cells
infected with the RH strain, mainly because of a stepped
increase from 30 to 60 min. A nonsignificantly different
proportion of around 40 % was reached at the end of the
incubation time, cxcept in the case of HUVEC cells
infected with RH strain, which remained very low (below
20 %) (Fig. 2).
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Fig. 3 Number of parasitoph les per infected cell at differ-
ent times of HMEC-1 and HUVECs exposition to RH ané ME49
strains. The kinetics of mfection was similar in HMEC-1 cells infected
with the RH strain and HUVECs exposed to ME49 parasites; they

statistically differed from the other two groups zlong the experiment
(Kruskal-Wallis, P<0.05). (Asterisk) significantly different from the
other three groups at 30 min of exposure only (Mann-Whitney U test,
P<0.05)

Q) speimger

111



3032

Parasitol Res (2013) 112:3029-3033

Discussion

Migration through cpithelial and endothelial barriers is a
major event during 7. gondii migration and dissemination
within the host body (Barragin ct al. 2005; Sacij et al. 2005).
Also, infection of the endothelial cells of the placental blood
vessels of the decidua and within the chorionic villi is probably
the main transmission route to the fews. Thus, it is of relevance
o study endothelial cell invasion. Published studies about this
subject have mainly focused on the analysis of subcellular
cvents that lead to vacuole formation or on the effect of various
hormonal or immunological stimuli on tachyzoite replication
(Benedetto et al. 1997; Cortez et al. 2005; Dimier and Bout
1993; 1996). Thus, there is little evidence on invasion suscepti-
bility. For this reason, we compared the invasion kinetics of two
T. gondii strains, RH (virulent) and ME49 (nonvirulent) in two
endothelial cell types, HMEC-! (skin microvasculature), and
HUVECs (cord vasculature). Quite unexpected, the less virulent
strain invaded a greater proportion of cells than the more ag-
gressive RH strain. Lachenmaier ct al. (2011) reported similar
results, Le., that RH tachyzoites invade a lower proportion of rat
brain microvasculature endothelial cells in vitro than those of the
MEA49 strain. Even though, they only analyzed invasion at one
time (2 h) and with low parasite dose (doi=1.0), which resulted
in very low proportion of infected cells (<10 %). We decided to
test different doses and times, and found that comparisons could
not adequately be made at low doi and short times because
results were largely variable among experiments. At 30 min to
4 h exposure and with a doi= 10, clear differences could be seen,
both in the proportion of infected cells and the number of
parasitophorous vacuoles per cell. Lachenmaier et al. (2011)
results were confirmed and extended regarding strain
virulence influence on invasion and sustain the appar-
ently paradoxical higher frequency of low virulence
strains among subclinical acquired and congenital hu-
man cases of toxoplasmosis in some parts of the world
(reviewed in Ortiz-Alegria et al. 2010).

As mentioned, the proportion of infected cells was unigue
for cach cell type/parasite combination at 30V60 min exposure,
with a slow and almost steady increase thereafter, partially due
to further invasion of infected cells (the number of vacuoles
per cell increased significantly along time). These data suggest
that there are limiting amounts of superficial parasite or host
cell mutual “receptors”, which may vary within species
({polymorphisms) among cell types/subtypes within an indi-
vidual and among activation states of a given cell subtype.
The influence of host cell type/subtype on 7. gondii suscepti-
bility has been documented: It is known for example that
neurons, microglia, and astrocytes are differently invaded:
also, human retinal endothelial cells seem more permissive
to RH tachyzoites than those obtained from the aorta, the
dermis, or the umbilical vein, although it is unclear if this is
due to invasion or replication related phenomena (Contreras-

ﬂ Sprimger

Ochoa et al. 2012, 2013; Smith et al. 2004; Zamora ct al.
2008). On the parasite side, 77 gondii microneme protein 2
(MIC2) binds to the host adhesin ICAM-1, expressed by
endothelial cells and the syncytiotrophoblast of the placenta
{Abou-Bacar et al. 2004; Bamagén ct al. 2005). Variations
among parasite strains in MIC2 expression could induce dif-
ferent invasiveness of adult or fetal endothelia. On the other
hand, different levels of ICAM-] expression might have an
important impact on body dissemination and congenital toxo-
plasmosis occurrence.

The higher susceptibility of HMEC-1cells to T gondii
invasion in comparison to HUVECs might also be related
to the host cell cycle: it has been reported that RH and
especially the ME49 tachyzoites preferentially invade fibro-
blasts, trophoblasts, or HELA cells during S phase, and that
the parasite may induce the invaded cell as well as the
neighboring ones to enter S phase (Angeloni et al. 2009;
Lavine and Amzabalaga 2009; Youn et al. 1991). Thus,
since HMEC-1 cells are more constantly replicating, the
probability that the parasite finds them in this phase is higher
than in the case of HUVECs. In this regard, it has been
reported that glioblastoma cell lines seem to be more sus-
ceptible to infection by RH strain than primary cultured
astrocytes (Brenier-Pinchart et al. 2004).

The results of the present work support the notion that not
all endothelial cells are susceptible to invasion at a given
moment of exposure, and their proportion will determine the
extent of the parasite dissemination or the risk for vertical
transmission. Factors influencing invasion are parasite type,
as well as host cell type/subtype, and activation state.
Interestingly, 7. gondii virulence relics more on its replica-
tion speed than on its invasion cfficiency.
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Abstract: The neonatal IgG Fe receptor (FcRn) plays an important role in
1gG homeostasis and immunity passive transfer. Fine points regarding these
mechanisms, however, are still emerging. In order to obtain information
about these phenomena, it is essential to have in wirre models of
endothelium that express this receptor. In this study we chose two widely
used models of human endothelial cells: the semi-immortalized and stable
cell line HMEC-1 (CDC/USA) and the Human Umbilical Vein Endothelial
Cells (HUVECs) which maintain morphological, phenotypical and
functional characteristics of human micro and macro-vasculature
endothelia, respectively. We found that both cells express the FcRn mRNA
and protein using real-time RT-PCR, flow cytometry and confocal
microscopy, respectively. We detected differences in mRNA expression
levels in HUVECs among individuals. The protein was found on the cell
surface but also intracellularly within vesicles. This study supports the use
of two cell types as models of FcRn expression, allowing cither to
understand or to manipulate the mechanisms in which the receptor is
involved in vivo.

Keywords: FcRn, Endothelial Cells, HMEC-1, HUVECs

Introduction

Half a century ago Francis Brambell and
collaborators proposed that a saturable receptor for Fe of
IgG (FcRn) was responsible both for transcytosis across
the intestinal cpithelium or the placenta and for
protection of IgG from catabolism, extending its half-life
in serum (Brambell er al., 1964).

This receptor, composed by an alpha chain
(FCGRT) in association with Beta-2-Microglobulin
(B2M), is expressed in different cell types of various
organs and systems, in a wide variety of animal
species, but endothelial cells are considered the main
mediators of FcRn-lgG processes (Johnson et al.,
1975; Rodewald, 1980; Ghetic er al., 1996; Borvek et al.,
1998; Cianga er al., 2011; Rath er ai,, 2013). It has
been demonstrated in endothelial cells of the lung,
term placenta villi and retino-choroids (Borvak et al.,
1998; Antohe er al, 2001; Ward er al, 2003;
Radulescu et al., 2004; Perez-Montoyo et al., 2009;
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Powner et al., 2014). The FcRn thus seems widely
distributed in the human body. It is constitutively
expressed, is up-regulated by TNF-a and LPS and
down-regulated by IFN-y (Liu ez al., 2007; 2008).
Although, there are many recent articles related to
FcRn, most are focused in therapeutic uses. Several
advances in engineering antibodies had been made, for
half-life delay and pH-dependent binding, with
consequent improvements in efficacy (Ward er al,
20135). Also, the inhibition of FcRn reduces IgG levels in
the organism and clears pathogenic and autorcactive
antibodies, ameliorating some discases, like idiopathic
thrombocytopenic purpura, myasthenia gravis, arthritis
and multiple sclerosis in mouse models (Ellinger and
Fuchs, 2012; Ward er al., 2015). Nevertheless, these
studies have not been confirmed in humans and little is
known in relation to expression levels in many cell
subtypes, or whether it performs the same functions. The
FcRn is an unusual receptor, because it binds IgG at
acidic pH: however, specific mechanisms remain to be

© 2016 Lux Belinda Ortiz-Adogra. Irma Catedo-Solares, Febipe Vadiio-Orsoga, Marsol Castilio-Castrgon and Dolores
Correa. This open acoess aruclo is distnibuted under 2 Creative Commons Attnbation (CC-BY) 3.0 heenso
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clucidated (Rath er al., 2013). It is not clear whether 186G
uptake occurs via fluid phase pinocytosis or whether this
5a proe-mediated phy at the surface level,
neither is it certain whether this mechanism depends on
the cellular lype Knowledge about how FeRn eames ou!
its function in b cells is of rel w0

how 1gG levels are regulated (Borvak et al., 1998).

FcRn not only binds to monomeric 1gG but also to
antigen/antibody complexes. In some cases it facilitates
efficient immune resp towards opsonized antigens
or pathogens (Johnson er al., 1975; Qizo er al., 2008,
Baker et al., 2012; 2014). In other cases this route could
serve microorganisms to traverse epithelial barriers, e.g.,
Cytomegalovirus covered with human IgG, is suggested
o traverse the syncytiotrophoblast and the fetal
endothelium at the villi, reaching the fetus (Maidji e al.,
2006). Likewise, HIV-1 transcytosis across epithelia is
enhanced by this receptor (Gupta er al, 2013).
Furthermore, IgG transfer offers opportunities for
delivery of therapeutic antibodies or coupled proteins, so
it is of great interest to examine and characterize the Fe-
FcRa i ion on IgG port, due to its potential
effect on their in vivo pharmacokinetic dynamics
(Mathur et al., 2013).

In order to examine these phenomena at sub-cellular
level and their regulation, in vitro cultures of endothelial
cells expeessing FeRn would be wseful. Two widely used
models of buman endothelial cells are the semi-
immortalized and stable cell line HMEC-1 (CDC/USA)
obtained and wransformed in 1992 by Ades et al. (1992)
and the Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVECS), originally isolated by Jaffe et al. (1973). The
first shares similar morphological, phenctypical and
functional characteristics with human microvascular
endothelial cells (Ades er al., 1992; Xu er al, 199%4;
Unger et al., 2002). Even though they have been used 1o
assess the intracellular route of the FcRn protein by
means of transfection experiments with the gene
recombined to green fluorescent protein, it has not been
reported  that these cells are able to express the
endogenous gene (Ober er al., 2004a).

The second cell type is probably the most frequently
wsed model of normal human endothelia, since it is more
readily available than those obtained from other vessels,
5 commonly free of pathological processes and is
physiologically relevant (Marin et al., 2001; Lang et al.,
2003). The presence of FeRn has been shown in
endothelial cells of the arteries and the vein of cord

les by i histochemistry (Zhao et al,, 2011).
Yet, the location and function of the FeRa in these cells
are unknown; this is relevant because they form the wall
of large vessels, where these aspects are intriguing.

Thus, we performed assays to determine the
expression (both messenger and protein) and location of
this receptor in HMEC-1 and HUVECs and present our
findings in the following pages.

Materials and Methods
Human Cords and Ethical Aspects

This project was sanctioned by the Rescarch and
Ethics Committees of the National Institute of
Pediatrics, of the Ministry of Health of Mexico
(No.060/2011), which abides by national and
international research regulations.

HUVECs were isolated from seven term human coeds
(38-40 gestation weeks) from indicated cacsarean delivery,
with neither active labor nor clinical or microbiological
evidence of infection. Paticrsts were recruited at the Hospital
Materno Infantil Inguasan of the Ministry of Health of
Mexico City, Mexico and gave their informed consent
Samples were immediately transferred to suitable media
composed by MI199  medium  (Invitogen, Life
Technologies, Grand [sland, USA), an  antibiotic-
antimycotic mixture [100 U mL"' penicillin, 100 pg mL !
streptomycin sulfate and 0.25 pg mL | amphotericin B)
(Giboo/BRL, Life Techmologies, Grand Iskand, USA) and
1006 heat-inactivated fetal calf scnxn (FCS, leone
Logan, Utah, USA); and d in sterile conds w0
the labaratory within one hour after collection.

Cell Culture

Isolation of HUVECs was carried out according to
the procedure described by Pacz et al. (2005). Briefly,
cells were collected by 0.2% collagenase type 11
digestion (Roche, Hertfordshire, UK) for 30 min at
37°C, then, cells were plated on 25 em’ cell culture
flasks (Beckton Dickirson, NJ, USA) and cultured until
confluence, at 37°C in a 7% CO. atmosphere, in M199
medium (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island,
USA) supplemented with antibiotic-antimycotic mixture
(Gibeo/BRL, Life Technologies, Grand Island, USA),
10% heat-inactivated FCS (Hyclone Logan, Utah, USA);
40 pg mL™"' bovine endothelial cell growth factor
(bECGF; Roche, IN, USA); § 1U M1 porcine heparin,
10 mM HEPES and 2 mM L-glutamine (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Confluent HUVECs were
subcultured twice after 0.05% Trypsin-EDTA treatment
(Gibco, Life Technologies, Gran Island, USA),
therefore, the cells used in all experiments were of the
third pass (if > 95% viable). HMEC-1 cells were
cultured according to Ades er al. (1992) in MCDB131
medium (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island,
USA), supplemented with 1.0 pg mL " hydrocortisone,
peaicillin G (100 [U mL™"), streptomyein (100 pg mL™)
and amphotericin B (0.025 pg mL ') (Gibeo/BRL, Life
Technologies, Grand Island, USA), 10% FCS (Hyclone
Logan, Utah, USA), 10 mM L-glutamine and 20 pg
mL™" bovine eadothelial cell growth factor (bECGF,;
Roche, IN, USA) at 37°C, with 7% CO; unil
coafluence. They were detached using 0.25% Trypsin-
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EDTA (Gibco, Life Technologies, Grand Island, USA)
for 2-3 min at 37°C. Only cells with a maximuem of four
passages were used in this study. Four samples of
HMEC-1 were taken from different cultures and tested to
detect FeRn mRNA in wiplicate. The action of Trypsin
was stopped in both cases by adding media
complemented with 5% FCS and then by centrifugation
(1200 rpen for seven min).

FeRn a-Chain (FCGRT) mRNA Detection by Real-
Time RT-PCR

RNA was isolated using TRIzol® (Ambion, Life
Technologies, Grand Island, USA) according 10
manufacturer instructions, under RNase-free conditions,
added directly to the culture flasks at 0.5 mL/1x10°
HMEC-1 or HUVEC cells and 1.0 mL/100 mg human
microvilli, used & positive controls (Simister er al.,
1996). The concentration and quality of extracted RNA
were  verified using  the  NanoDrop  ND-1000
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, DE, USA)
and 1% agarose gel electrophoresis. cDNA was obtained
by Reverse Transcription (RT) from 0.4 pg total RNA,
i a volume of 20 pL, using the TagMan Reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems, Life
Technologies, Grand Island, USA) and accordmg 0
manufacturer xmuumom Valxdaled Real time PCR
primers and Tag! d by Applied
Biosystems were: FCGR'I‘ (assay ID: H301108967 ml,
FAM-MGB) and B2M (TagMan endogenous control,
RefSeq:  NM_004048.2, VIC-MGB). PCR  was
performed in a final volume of 10ul, wsing S ul of 2x
TagMan Gene Expression Master Mix  (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 2.5 and 1.25 kL of
FCGRT and B2ZM TagMan set probes, respectively and
250 ng of cDNA per sample, in an Applied Biosystems
StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Reaction conditions were: S0°C
for 2 min, 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of
95°C for 30 s and 60°C for 1 min. In some cases it was
possible 10 obtain paired samples of placental villi and
umbilical cord, which were amalyzed simultancously.
The fluorescence intensity values of FOGRT and B2M
were plotted; the d: were d and the
differences were calculated by Mann- Whnu\cy U-test,
considering p<0.05 statistically significant. Relative
expression changes of the FCGRT gene were calculated
using the FCGRT/B2M index.

FeRn  a-Chain  Protein  Detection by Flow
Cytometry and Confocal Microscopy

Human endothelial cells were evidenced with APC-
labeled  anti-human  CDI0S  (endoglin)  antibody,
preduced in mouse (BioLegend, San Diego, CA, USA)
at 1:50 dilution (25 pg ml ).

Detection of FeRn a-chain was carmed out with the anti-
human FCGRT artibedy, produced in rabbit (Sigma St

Louis, MO, USA) at a 1:100 dilution and as a secondary
antibody a FITC goat anti-rabbit 1gG (Invitrogen, Carlshad,
USA) 2t 2.4 ug mL . As a negative control & non-related
rabbit serum, at equivalent dilution, was wsed.

For surface immunoedetection, cells were incubated
with 100 pL of combined primary antibodies, at 4°C,
for 30 min and washed with PBS. Afterwards, 100 pl.
of FcRn secondary antibody was aggregated and cells
were newly incubated at 4°C, for 30 min and washed.
To assess the intracellular location, both endothelial
cell types were permeabilized, using the FOXP3
fix/perm buffer set solution (BioLegend, CA, USA),
according to manufacturer instructions. Briefly, CD-
105 surface staining was done first Afterwards, cells
were incubated for 20 min with FOXP3 Fix/Perm
solution and washed once with PBS and once again
with FOXP3 Perm buffer. The pellets were re-
suspended in the latter, incubated for 15 min and
centrifuged. Next, they were incubated for 30 min with
the anti-FeRn antibody diluted in FOXP3 Perm buffer,
washed twice and resuspended in PBS. All incubations
were performed in the dark and at room temperature.

For flow cytometry, cells were detached from the
culture dish by incubation for 3-5 min at 37°C with
Trypsin-EDTA (Gibeo, Life Technologies, Grand Island,
USA) at 0.05 and 0.25%, for HUVECs and HMEC-1,
respectively. Later, 10° cells per tube were subjected to
intracellular or surface immuncdetection. Finally, cells were
resuspended in 0.5% buffered paraformaldehyde and
analyzed on a Becton Dickinson FACSAria flow cytometer
and using the FlowJo 8.3 software (San Jose CA, USA).

For confocal microscopy, cells were grown directly in
24 wells plates (Corning, NY, USA) with round coverslips
(Nunc, Thermanox, NY, USA) and after confluence they
were  subjected w0 surface  or  intracellular
immunodetection. DAPI was utilized to counterstain cell
nuclet (DNA). Confocal images were captured using an
Olympus FluoView ™ V1000 Confocal Laser Scanning
Microscope (Olympus America Inc., NY, USA), equipped
with lasers providing excitations at 405, 473, 559 and 635
am. The images were captured using a 60 NA il
immersion objective and processed using FVIO-ASW 1.7
Viewer. All system settings were kept identical for all
experiments and signal saturation was avoided. [Images to
be compared were always contrast-enhanced identically.

Results
FeRn a-Chain mBRNA Levels

The human FOGRT mRNA relative levels and the
FCGRT/B2M index were homogeneous among HMEC-
1 cells of different cultures and significantly higher when
compared to HUVECs and villi (Fig. 1A and 1B). These
differences were not due to amounts or quality of
mRNA, since the B2M endogenous control was
homogeneous (Fig. 1C).
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An aspect worth remarking is the heterogeneity of
FCGRT expression among  individuals who  donated
HUVECs or villi both determined in sbsolute levels or
ndex.

FeRn a-Chain Protein Detection

Representative cytometry graphs of human FeRa a-
chain peotein expression by HMEC-1 and HUVECs are
shown in Fig. 2. As it can be observed, both cell types
are positive for this protein, although HMEC-1
apparently expressed lower levels in comparison to
HUVECs. However, they loom similarly stained in the
confocal mi py images; the location is also similar,
co-localizing with the orange stain of CD-105 in the
majority of cells (Fig. 3 and 4). The FeRa a-chain
fluorescence was throughout the cell surface; however,

when the cells were permeabilized the 1 was
also detected in the cytopl including vesicles. The
FcRa 1 intensity d d by cytometry and

confocal microscopy was similar among HUVECs of
different individuals (data not shown).

Discussion

Human FcRn is a receptor involved in two
important mechanisms  of IgG-mediated passive
protection and homeostasis, described long ago:
Transcytosis and internalization (Ward and Ober,
2009), which are performed by epithelial and
eandothelial cells (Borvak er al, 1998) It is probably
also related to amelioration of pathogenic events, but this
bas not been confirmed in humans. Furthermore, due to
controversy about sub-cellular mechanisms underlying
these ph it 18 imp to have human cell
models that express FeRn.

In this study we demonstrate that two varieties of
buman eadothelial cells, HMEC-1 and HUVECs, of
microvasculature and of macrovasculature, respectively,
express the receptor and its location. We chose these two
cell subtypes because they are easy to obtain and grow in
vitro and they have specific characteristics of endothelia
(Ades et al, 1992; Xu et al., 1994, Unger et al., 2002,
Lang er al, 2003). Using RT-PCR, cytometry and
confocal microscopy we found that both cell types
express FCGRT mRNA and protein and can therefore be
wsed as models to study processes mediated by this
receptor. Zhao et al. (2011) detected the FeRa in the
cytoplasm of both arterial and venous endothelial cells
by immunohistochemistry in sections of umbilical
cords from full-term healthy pregnant women; so our
results are consistent with theirs. However, we could
semi-quantify mRNA of the alpha chain of the receptor
and we found expression heterogeneity among
individuals. Also, we located the molecule both
superficially and intracellularly.

Regarding HMEC-1, Ober er al. (2004a; 2004b) used
FeRn-Green  Fluorescent  Protein  (GFP)-transfected
HMEC-1 cells to analyze the trafficking of the receptor
and its IgG ligand. They d strated the capacity of
these cells to express both B2M and FeRa alpha chain
genes if transfected, but they did not show expression of
the endogenous gene. In this study we coafirmed that
HMEC-1 cells are expressing this lecule on the
surface, where it co-localized with CDI10S, but also
within vesicle-like structures in the cytoplasm.

It was interesting to find that HMEC-1 cells
homogeneously express higher mRNA levels than
HUVECs and villi. In the later two, mRNA expression
differed among individuals. This could be due to geader,
gestational age or the part of the cord taken to isolate the
cells. This was reinforced by the fact that different levels
were found with the samples of the same individual (not
shown). Another explanation is differential gene
regulation. In this regard, Liu e al. (2007) found that
stimulation  of i inal  epithelial cell  lines,
macrophage-like THP-1 and freshly isolated human
monecytes  with TNF-a  up-regulated FeRa  geae
expression. In addition, the TLR ligands LPS and CpG
oligodeoxynucleotide  enhanced FeRn  expression,
specifically in THP-1 and monocytes. Addition of NF-
xB in TNF-stimulated THP-1 resulted in down-regulation
of the FeRn gene. Likewise, the same group showed that
IFN-y down-regulated FeRn expression at both mRNA and
protein level, which was STAT-1 signaling pathway-
dependent in the same cells but detected a relative inability
of IFN-y to down-regulate FeRa preduction in Caco-2 cells
(Liu ef al, 2008). These findings indicate that control
mechanisms of FeRn transcription regulation  differ
amoag cell types (Liu et al, 2008).

In our study, the protein amount seemed not to vary
as assessed by confocal microscopy, but we found
differences between HMEC-1 and HUVECs by flow
cytometry, in this case being HMEC-1 cells less positive.
Nevertheless, this could be due to the fact that they were
detached with higher concentrations of trypsin; the
receptor may be sensitive 1o the action of the protease,
which is reinforced by a similarly lower label of the
endothelial marker CD105 (Fig. 2).

In permeabilized cells of both types, some vesicle-
like structures filled with FeRa, but not CD105 were
seen, which supports that the location of the receptor is
superficial and intracellular (probably in end )

The results suggest that the HMEC-1 line could serve
as a good model w study FOGRT related processes.
However, it is important to corsider that it is a
transformed line and some of the regulatory mechanisms
could be altered. In fact, mRNA levels of FCGRT are
much higher in these cells than in HUVECs or villi,
although for B2ZM they were similar (Fig. 1).
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One question that remai lear is the biological
function of the FCGRT in HUVECGs in vive, for these
cells are not likely to be involved in transcytosis. Since
they beloag to macro ! endothelium, it is also
unlikely that they have an important role in IgG level
regulation, like microvasculature cells do, but this cannot
be ruled out. OF interest is that the absolute and relative
mRNA expression of both FCGRT and B2M genes were
similar between HUVECs and chorionic villi, but
important differences among individuals were found.

Conclusion

HMEC-1 and HUVEC endothelial cells express the
neonatal Fe gamma receptor on the surface as well as
intracellularly, enabling them as models for FcRn
expression.  This  grants  the  possibility of
understanding and manipulating the mechanisms in
which the receptor is involved. Of importance is that
expression of the alpha chain varies of among
HUVECs from different individuals.
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