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RESUMEN

Las células cebadas (CC) participan en la induccién de cambios fisiolégicos en el intestino de animales infectados
con Trichinella spiralis, asi como en la expulsién del organismo adulto del parasito. Actualmente se tiene
conocimiento que el neuropéptido, sustancia P, asi como los antigenos TSL-1 estan presentes durante la
infeccion con T. spiralis y ambas moléculas activan de manera directa a las CC, induciendo la secrecion de
histamina y otras moléculas inflamatorias. El interés de este estudio fué analizar si la activacion de las CC de
peritoneo de rata no sensibilizada, inducida por los antigenos TSL-1, comparte caracteristicas con la activacion
inducida por la sustancia P u otros secretagogos. Asi, se determind que los antigenos TSL-1 indujeron la maxima
liberacion de histamina (30 £ 5.3 %, n=13) a una concentraciéon de 30 ng/mL, observandose una cinética de
liberacion de histamina similar a la de la sustancia P, obteniéndose 94 y 100 % de liberacion maxima de
histamina a los 10 segundos. La secrecion de histamina por los antigenos TSL-1 se inhibid con la toxina de
Bordetella pertussis y con neuraminidasa V; siendo estas caracteristicas similares a las presentes en la secrecion
de histamina inducida por la sustancia P. Sin embargo, a diferencia del ionéforo de calcio A23187, los antigenos
TSL-1 no indujeron la liberacion de B-hexosaminidasa, ni actividad de la NADPH oxidasa por las CC. Ademas, en
la secrecion de histamina inducida por los antigenos TSL-1 no se indujeron cambios intracelulares detectables en
Ca?*, a diferencia de lo observado con el compuesto 48/80. En general, se puede concluir que la secrecion de
histamina comparte ciertas caracteristicas con el secretagogo, sustancia P (rapida secrecion de histamina,
participacion de proteinas G y de residuos de acido sialico). Sin embargo, esta secrecion no requiere de estallido
respiratorio ni flujo de calcio intracelular, sugiriendo un nuevo mecanismo de activacion de las CC por los
antigenos TSL-1. Por otro lado, los resultados obtenidos sugieren la secrecion diferencial de histamina y -

hexosaminidasa.



RESUMEN EN INGLES

Mast cells hyperplasia and activation are prominent features in Trichinella spiralis infection. Recently, it was shown
that TSL-1 antigens from T. spiralis muscle larvae induce IL-4 and TNF release by unsensitized, normal mast cells
(MC) involving an Ig-independent mechanism. In this study, we characterized histamine secretion induced by TSL-
1 antigens from normal, unsensitized rat peritoneal MC. Maximum histamine secretion (30 + 5.3 % SEM, n=13)
was achieved with 30 ng/mL TSL-1 antigens. However, TSL-1 did not induce an increase in B-hexosaminidase
release or NADPH oxidase activity by MC. Interestingly, histamine secretion by TSL-1 was completed at 10 sec,
and was inhibited by both Bordetella pertussis toxin and neuraminidase V, characteristics similar to those involved
in substance P-induced histamine secretion. However, in contrast to substance P, TSL-1 induced histamine
secretion in the absence of detectable changes in intracellular Ca2*. Our data indicate differential secretion of

histamine and B-hexosaminidase of MC induced TSL-1 antigens.



ANTECEDENTES

PARASITOS EN SALUD PUBLICA

Las enfermedades parasitarias causadas por helmintos se consideran problemas importantes a nivel sanitario,
social y econdémico. Esto ultimo es debido a que pueden causar mala absorcién intestinal, reduccion tanto en la
capacidad laboral como en la tasa de crecimiento, ademas de gastos elevados en la prevencion y la curacion de
la enfermedad. Se estima que en el mundo 1.3 millones de individuos se encuentran infectados con los
nematodos Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura, Necator americanus y Ancylostoma
duodenale (Crompton, 1999). En general, la morbilidad de las helmintiosis esta asociada a la carga parasitaria.
Entre las caracteristicas de los parasitos helmintos que infectan humanos se encuentran: la persistencia por
largos periodos de tiempo dentro del huésped; la induccidn de inmunidad protectora después de la exposicion al
parasito, ciclos de vida complejos que les permiten evadir o modular la respuesta inmunitaria del huésped
induciendo tolerancia o anergia en una infeccion repetida; amplia distribucion en comunidades humanas y la
ocurrencia en individuos predispuestos a la infeccion (Behnke, 1991). La persistencia de la infeccién con la
acumulacion progresiva de parasitos puede inducir complicaciones cronicas a lo largo de la vida de los pacientes,
a este respecto se tiene conocimiento de un caso en donde la infeccidén con N. americanus persistié por mas de
18 afios (Chow y cols., 2000).

En el control de las parasitosis se ha aplicado la quimioterapia, sin embargo, la larga duracion de los tratamientos,
las dificultades de distribucidn de los farmacos, asi como la emergencia de parasitos resistentes ha dificultado el
control efectivo de estas parasitosis.

Una alternativa que se propone es la inmunizacion de los individuos que viven en zonas de riesgo. Sin embargo,
para lograr obtener vacunas efectivas, se requiere en primera instancia estudiar los mecanismos de defensa del
huésped, la biologia del parasito y la caracterizacion de los diferentes componentes del parésito con la finalidad

de dilucidar y entender las respuestas protectoras que se generan en los individuos afectados. Sin embargo, una



limitante para llevar a cabo estos estudios es que no se cuenta con modelos animales para la mayoria de los
parasitos helmintos.

En el caso del nematodo Trichinella spiralis, la respuesta inmune en contra del parasito ha sido ampliamente
estudiada en modelos murinos, debido a que su ciclo de vida, que incluye la fase sistémica representada por la
larva muscular (LM) y la larva recién nacida (LRN) y la fase intestinal representada por el adulto, puede
mantenerse en un tiempo relativamente corto. Estos modelos han permitido obtener y estudiar cada uno de los
tres estadios de desarrollo del parasito (LM, LRN y adulto) asi como la relacion huésped-parasito que se

establece tanto a nivel sistémico como entérico.

TRIQUINELOSIS

Entre las helmintiasis se encuentra la triquinelosis, que es una zoonosis ampliamente distribuida en México y en
todo el mundo. La triquinelosis es producida por neméatodos del género Trichinella, los cuales afectan ademas del
hombre a una gran variedad de animales domésticos y silvestres. La triquinelosis, se inicia por el consumo de
camne infectada con la LM de este parasito y mediante la accion de enzimas y de diversos componentes
presentes en el ambiente estomacal, las LM de T. spiralis se liberan de la estructura conocida como célula
nodriza, para establecerse en el intestino delgado, donde el parasito sufre varias mudas hasta madurar a
hembras y machos adultos. Poco después se lleva a cabo la copula y las hembras liberan a las LRN, las cuales
son capaces de atravesar la mucosa intestinal y migrar al musculo, via circulaciéon sanguinea o linfatica; las larvas
llegan al musculo en los dias 17 a 21 posteriores a la infeccidn, penetran a las células musculares y ahi se
desarrollan en LM, transformando la célula muscular en célula nodriza (Fig. 1). La célula nodriza es una
estructura que parece facilitar el transporte y almacenamiento de nutrientes tanto para la célula como para la LM
exportando los desechos metabolicos y productos derivados del parésito al espacio extracelular (Stewart, 1983).

En la formacién de la célula nodriza se agregan las mitocondrias, hay una hipertrofia de los nucleos, aparecen



nucléolos prominentes y se forma una cubierta gruesa de colagena, desarrollandose una compleja red de vénulas

(Despommier, 1998).
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Figura. 1. Ciclo de vida de Trichinella spiralis.

Es importante mencionar que en afios recientes, la triquinelosis ha cobrado gran importancia en varios paises,
debido al hecho de que las fuentes de transmision no han sido controladas adecuadamente, observandose brotes
de triquinelosis en diversas zonas del mundo. Entre las fuentes de transmisién mas importantes se encuentra al
cerdo, aunque se ha observado un incremento en los casos de triquinelosis humana por consumo de carne de

otros animales como caballo, 0s0, jabali, marmota y zorra, entre otros (Dupouy-Camet, 2000).



Los modelos animales han sido de gran utilidad para analizar a nivel intestinal los cambios fisioldgicos que son
inducidos por el parasito T. spiralis. En este contexto, diversos estudios morfologicos y funcionales han
demostrado la estrecha interaccién de las células cebadas con el sistema nervioso del tracto gastrointestinal, de
ratas normales y/o infectadas con T. spiralis, mostrando que las células cebadas tienen un papel muy importante
en la infeccion por parasitos intestinales.

Se ha demostrado en el yeyuno de ratas y cobayos infectados con T. spiralis, que las células del epitelio y los
nervios intestinales se comunican con las células cebadas de la mucosa, y en respuesta a los mediadores
producidos por las células cebadas existe un incremento en el contenido de AMP ciclico, lo que aumenta la
secrecidn de cloro por las células epiteliales, contribuyendo asi en el transporte de iones y agua y en el aumento
de histamina, serotonina, hidroxitriptamina (5-HT) y prostaglandinas (PGE2) en el tejido infectado (Russell y
Castro, 1979; Perdue y Gall 1986; Russell, 1986; Castro y cols., 1987; Harari y cols., 1987; Perdue y cols., 1991;
Broaddus y Castro, 1994).

Asimismo, la secrecidn del neuropéptido llamado sustancia P se incrementa en el yeyuno de ratas infectadas con
T. spiralis (Swain y cols., 1992) y en otros modelos animales de inflamacion intestinal (Castagliuolo y cols., 1997;
Sturiale y cols., 1999). La sustancia P es producida por las fibras nerviosas de varios tejidos como el tracto
gastrointestinal y se une especificamente a las células cebadas, induciendo la liberacion de histamina y otros
mediadores inflamatorios (Harari y cols., 1987), que inducen el infiltrado celular que se observa en el intestino de
animales infectados con T. spiralis (Russell y Castro 1979; Ahmad y cols., 1991).

Diversos estudios han demostrado la intima relacién entre las células cebadas de mucosa y la sustancia P
producida por los nervios que innervan la mucosa en ratas normales e infectadas con N. brasiliensis. Asimismo,
en el modelo de ratones deficientes en células cebadas y recostituidos con células de la médula 6sea de ratones
normales se mostré que todas las alteraciones en la permeabilidad vascular, dépositos de fibrina e infiltracion de

granulocitos asociados con la inyeccion intradérmica de sustancia P dependen de la activacion de las células

10



cebadas (Shanahan y cols., 1985; Stead y cols. 1987; 1988; Kowalski y cols., 1988; Bienenstock y cols., 1989;
Yano y cols., 1989; Arizono y cols., 1990; Perdue y cols., 1991).

A este respecto, Hwang y cols. (1993) reportaron que la desregulacion de la neuropeptidasa neural (NEP
3.4.24.11) que degrada a la sustancia P en la mucosa intestinal y el musculo de ratas infectadas con T. spiralis,
tiene como consecuencia que la sustancia P se degrada 6 veces menos. Lo anterior implica la posibilidad de que
la desregulacién de la NEP en el intestino inflamado amplifique la inflamacién neurogénica (liberacién
descontrolada de sustancia P), la sustancia P interactua con el receptor NK1 iniciando la expresion de ICAM-1 'y
la infiltracidn de leucocitos (Quinlan y cols., 1998). En este contexto, Barbara y cols. (2003) mostraron que la
desregulacién de la expresion de NEP exacerba la enteritis inducida por T. spiralis, iniciando la inflamacion
intestinal e incrementando la biodisponibilidad de la sustancia P y la sobrexpresion de ICAM-1 en ratones NEP/-,

por lo que la sustancia P tiene un papel importante al inicio de la inflamacién intestinal.

RESPUESTA INMUNE CONTRA Trichinella spiralis

Estudios acerca de la caracterizacion de antigenos de T. spiralis relevantes en la relaciéon huésped-paréasito han
sefialado que los antigenos de superficie y de excrecion-secrecion (E/S) constituyen un estimulo antigénico
complejo que induce una respuesta humoral y celular especifica por parte del huésped (Phillipp y cols., 1980;
Silberstein, 1983; Ortega-Pierres y cols., 1984).

Almond y cols. (1986) demostraron que sueros de humanos infectados con T. spiralis reconocen preferentemente
los componentes de superficie y de E/S de la LM. Asimismo, Takahashi y cols. (1991), demostraron que los
sueros de humanos infectados con este parasito contienen predominantemente anticuerpos de isotipo IgM con
reactividad hacia componentes de superficie y del esticosoma de T. spiralis. Estos componentes son reconocidos
por una gran variedad de huéspedes entre los que se incluyen ratas, ratones, cerdos, caballos y otros animales

silvestres (Ortega-Pierres y cols., 1989; Robinson y cols., 1991; Yépez- Mulia y cols., 1996).
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Los antigenos de T. spiralis se clasificaron en diferentes grupos, de acuerdo principalmente a su reconocimiento
por diferentes anticuerpos generados contra ellos. De esta forma, los antigenos de T. spiralis originados en el
esticosoma de la LM, abundantes en productos de E/S y superficie se clasificaron como antigenos TSL-1
(Appleton y cols., 1991; Ortega-Pierres y cols., 1996). El anticuerpo monoclonal NIM-M1 reconoce cuatro
moléculas de superficie de la LM (47, 52, 67, 72 kDa), asi como tres presentes en los productos de E/S (52, 67 y
72 kDa) (Arriaga y cols., 1989). Estas moléculas son una nueva familia de glicoproteinas que presentan
estructuras con unién-N con tres y cuatro antenas y con residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc) unido en  a
N-acetilglucosamina (GIcNAc) (Reason y cols., 1994). Todos los residuos de las antenas estan cubiertas con
grandes cantidades del azlcar 3,6-dideoxiarabinohexosa (Tivelosa) (Wisnewski y cols., 1993; Morelle y cols.,
2000), el cual le confiere inmunodominancia a los antigenos TSL-1. La importancia de este residuo glucosidico
radica en que es especifico del género Trichinella y aunque se ha reportado la presencia de tivelosa en ciertos
lipopolisacaridos de bacterias Gram negativas y en huevos de Ascaris, su enlace glucosidico es diferente, siendo
B en los antigenos TSL-1y a en los otros antigenos mencionados, ademas, el azucar de los antigenos TSL-1 es
D-(tivelosa) y el de los huevos de Ascaris es L-(ascarilosa). El enlace glucosidico B hace que anticuerpos
dirigidos contra los antigenos TSL-1 no reconozcan a la a tivelosa presente en bacterias. Otra caracteristica
importante en la composicién de carbohidratos de los extractos crudos de la LM y de los antigenos TSL-1, es la
elevada concentracion de fucosa y manosa (36 y 22 % respectivamente).

En modelos murinos se ha demostrado que los antigenos TSL-1 son capaces de inducir una inmunidad
protectora contra la infeccion (Bell y cols., 1979; Gamble y Graham, 1984; Ortega-Pierres y cols., 1989). Estudios
in vitro, empleando anticuerpos anti-tivelosa (18H, 9E y 9D4), han mostrado que éstos inhiben la invasion de la
LM a monocapas de células epiteliales (McVay y cols., 2000); ademas se sabe que estos anticuerpos inducen la
expulsién del parasito en ratas recién nacidas (Ellis y cols., 1994). Goyal y cols. (2002) sintetizaron quimicamente

a la tivelosa, inmunizaron a ratones con esta molécula y evaluaron la respuesta de anticuerpos en ratones

12



infectados y desafiados con el parasito, observando que la inmunizacion con la tivelosa no aumenta la resistencia
a la infeccion hacia la LM de T. spiralis, pero incrementa los niveles de 1gGs.

Por otro lado, el conocimiento de los mecanismos inmunes que se inducen contra T. spiralis, ha sido sustentado
principalmente en estudios realizados con modelos murinos. De esta forma, se sabe que las células T de ratones
infectados con T. spiralis responden in vitro a componentes de la LM (Krco y cols., 1982) y que los productos de
estas células activadas son capaces de inducir mastocitosis, eosinofilia, niveles altos de IgE y una expulsion
acelerada de los parasitos adultos del intestino de ratones infectados (Riedlinger y cols., 1986).

La respuesta inmune protectora en contra de T. spiralis es del tipo Th,. Lo anterior se ha determinado midiendo
los niveles de citocinas producidas por células aisladas de diferentes tejidos de animales inmunes (Grencis y
cols., 1991; Pond y cols., 1992; Urban y cols., 1992) y por la transferencia adoptiva de protecciéon con células
inmunes capaces de secretar in vitro citocinas del tipo Tho (Bell y cols., 1987; Korenaga y cols., 1989;
Ramaswamy vy cols., 1994). Esto también ha sido documentado en modelos animales en los que se usan
anticuerpos neutralizantes para estas citocinas (Coffman y cols., 1989; Else y cols., 1992).

La respuesta Th, durante la infeccion con T. spiralis en modelos murinos, se ha relacionado con los cambios
inmunes generalmente observados durante la infeccion, incluyendo el proceso inflamatorio en el intestino, la
mastocitosis, la eosindfilia y los niveles altos de IgE. Tanto la mastocitosis como el proceso inflamatorio son
controlados por una variedad de citocinas producidas por células Thy, como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 (Grencis,
1997; Else y Finkelman, 1998), siendo la IL-5 particularmente importante en la produccién de eosindfilos y la IL-4
en la produccion de IgE (Mossman y cols., 1986) y en el proceso de maduracién y diferenciacion de células

cebadas (Galli, 1990).

PROCESO DE EXPULSION DE Trichinella spiralis
Durante la respuesta inmune en contra de T. spiralis se observa un proceso de expulsion del organismo adulto, el

cual se considera como el principal mecanismo de defensa del huésped contra la infeccidn. Este mecanismo de
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expulsién presenta caracteristicas moduladas por un proceso de memoria inmunoldgica, ya que animales
inmunes, desafiados inmediatamente después de la expulsion del parasito en una infeccion primaria, pueden
desarrollar una respuesta en contra del nuevo indculo, previniendo su establecimiento y reduciendo la
sobrevivencia de los paréasitos (Miller 1984). Jarret y cols. (1968) establecieron que en ratas durante una infeccion
primaria con parasitos helmintos, una proporcion de las larvas infectivas es eliminada (fase de pérdida 1),
mientras que los sobrevivientes se establecen y maduran (fase de crecimiento), aunque muchos son expulsados
(fase de pérdida 2 o “cura espontanea”), quedando una pequefia poblacion residual (fase umbral). Sin embargo,
en infecciones secundarias y especialmente en infecciones terciarias, la fase de crecimiento se acorta y los
parasitos se expulsan en la fase de pérdida 2 a una velocidad acelerada. Esto produce la expulsion total de los
parasitos alrededor de los 12-14 dias después de la infeccion. En la cura espontanea, mecanismos dependientes
de células Th2 controlan y regulan la respuesta inmune y el proceso inflamatorio. En general, se ha aceptado que
la expulsién de los parasitos es causada por cambios inflamatorios en el intestino més que por la respuesta
inmune que los precede.

En relacién a esto, la mayoria de las larvas de T. spiralis, ingeridas por ratas previamente infectadas son
expulsadas en menos de 1 hora, mucho antes de que puedan establecerse en la mucosa intestinal. El pequefio
porcentaje de larvas que resiste la expulsién eventualmente se establece en mucosa y permanece en el huésped
por varios dias (Russell y Castro, 1979). Es asi que el término de “expulsion rapida” (ER) fue acufiado por Bell y
cols. (1979) y se aplica dada la velocidad con que ocurre este proceso. Asimismo, se observé en cepas de ratas
singénicas con diferencias de susceptibilidad determinadas genéticamente, que la ER depende del estado
inmune, del genotipo del huésped, asi como del nimero de larvas infectivas (Nawa y Miller, 1979).

Bell y McGregor (1979) determinaron la capacidad de las diferentes fases del ciclo de vida de T. spiralis para
inducir la expulsion del organismo adulto del intestino de ratas, encontrando que existen diferencias cuantitativas
en la capacidad de ER en términos de la cinética de expulsion. Esto probablemente se deba a que existen

factores de la LM que son liberados en, o inmediatamente después de la penetracion de la mucosa, generando
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una respuesta inmune mas acentuada. La ER del adulto se puede explicar entonces como una consecuencia de
la exposicion de la LM, en este contexto, ratas recién nacidas pasivamente inmunizadas con anticuerpos anti-
tivelosa presentan la ER después del desafio con la LM de T. spiralis (Appleton y cols., 1988).

En ensayos in vivo se ha observado que otras sustancias como el moco intestinal pueden ayudar también a
inhibir la penetracion del epitelio por la LM, reteniéndolos en el lumen intestinal, donde posteriormente la LM es
cubierta por los anticuerpos anti-tivelosa. No obstante, este proceso es reversible y no es suficiente para tener un
efecto importante en la proteccién (Carlisle y cols., 1990; 1991).

Evidencias a favor de la participacion de IgE en la expulsidén del organismo adulto de T. spiralis provienen de
estudios realizados por Negrao-Corréa y cols. (1996), quienes cuantificaron la IgE presente tanto en intestino
como en circulacién durante la infeccion de ratas con T. spiralis, demostrando que los niveles de IgE total eran
mas elevados en el fluido intestinal que en el suero y en la linfa. También observaron la produccion y el consumo
de IgE presente en el lumen del intestino de ratas 10 dias después de la infeccién. Ademas, la IgE obtenida de
lavados intestinales al dia 11 después de la infeccion es capaz de reconocer antigenos del adulto y de la LM de
T. spiralis, sugiriendo que la IgE especifica participa en el recubrimiento del parasito y posiblemente en la
expulsién de éste. Wang y cols. (1998) describieron la presencia de linfocitos B en tejidos como las placas de
Péyer, los ganglios linfaticos mesentéricos y el bazo de ratas infectadas con T. spiralis, estos linfocitos
expresaron 1os isotipos IgM, IgA, IgE, 19G1, I9Gza, 19Ga, 19Gzc. Se demostré la presencia de células productoras
de IgE en el intestino de animales infectados, con reconocimiento especifico hacia el antigeno 9D4 (presente en
la LM de T. spiralis).

Los estudios de Santamarina y cols. (1988) demostraron que antigenos provenientes de las fases entéricas de
pre-adulto y adulto, asi como de la LM de T. spiralis inducen la produccion de IgE generando un fenémeno tipico
de hipersensibilidad inmediata. Estudios de Zhang y Castro, (1990) refuerzan el hecho de que los mecanismos de
hipersensibilidad tipo | estan implicados en la expulsion de la LM de T. spiralis de ratas inmunes y que moléculas

liberadas por las células cebadas son las responsables de los cambios fisiolégicos durante la anafilaxis local.
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El papel que juegan las células cebadas en el proceso de expulsion de parésitos intestinales ha sido bien
documentado. Lee y Wakelin (1982) observaron que cambios en el numero de células cebadas en ratones NIH
(respondedores rapidos) y en ratones CBA (respuesta lenta), durante la expulsion del parasito adulto de T.
spiralis se asocian a una velocidad diferente de expulsion. Asi también, la expulsion de parésitos en ratones
deficientes en células cebadas (W/WV': deficientes en el receptor c-Kit y S1/S1¢: deficientes en Stem Cell Factor)
es prolongada, la fecundidad del parasito aumenta y se recuperan mas LM de estos ratones con respecto a los
animales normales (Alizadeh y Murrell 1984). Lo mismo ocurre en ratones tratados con antagonistas de
serotonina, presentan una falla en la expulsiéon de los parasitos adultos de T. spiralis (Uber y cols., 1980;
Parmentier y cols., 1987). Ademas, en ratones W/W" el transplante de médula ésea o células de bazo de ratones
normales restablece la poblacion de células cebadas, acelerando la expulsion de los organismos adultos (Oku y
cols. 1984), quiza debido a la produccién de factores de diferenciacion y maduracién de células cebadas que
favorecen la mastocitosis durante la infeccion.

Debido a que las proteasas son un componente muy importante en el contenido total de proteina de las células
cebadas, la activacion de estas células en la mucosa intestinal de ratas infectadas, ha sido evaluada midiendo la
liberacion de serinproteasas tipo Il (RMCPII, rat mast cell protease Il, por sus siglas en inglés) asociadas a los
granulos, ya sea en liquido intestinal o en suero (Jarrett y Miller 1982; Miller y cols. 1983; Woodbury y cols. 1984).
Desde el punto de vista funcional, Tuohy y cols. (1990) encontraron que habia una correlacion entre la expulsién
de T. spiralis, la mastocitosis y la liberacién de la proteasa producida por las células cebadas de mucosa intestinal
de ratén (mMCP1; mouse Mast Cell Protease 1, por sus siglas en inglés). La correlacién mas estrecha se observo
en ratones NIH (respuesta rapida) infectados con T. spiralis, en los que la liberacién de grandes cantidades de la
proteasa mMCP1 a los dias 9 y 12, coincidieron con una mastocitosis evidente y con la expulsion de los parasitos
a partir del dia 9 después de la infeccion mientras que, en las cepas de ratones SWR y B10 (respuesta moderada
y baja respectivamente) la liberacion de mMCP1 fue menor y mas sostenida observandose un retraso en la

expulsion del parasito.
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En otros estudios se ha observado que los niveles de mMMCP1 se encuentran muy aumentados en el tiempo de
expulsién del parasito (Huntley y cols. 1990) y los ratones deficientes en esta molécula no tienen la capacidad de
expulsar al parasito y se asocia con un cambio en la respuesta inmune del tipo Thy al tipo Ths (Knight y cols.,
2000; DeSchoolmeester y cols., 2003). Asimismo, Knight y cols. (2004) demostraron mediante analisis de
microarreglos en ratones BALB/c infectados con T. spiralis que en el yeyuno existia un aumento en los transcritos
para la mMCP1y mMCP2 en aproximadamente 60 a 70 veces. Por otro lado, en otros estudios se ha demostrado
la asociacion de las citocinas derivadas de las células T con la aparicién de células cebadas de mucosa intestinal
y la expulsion de varios helmintos (Lantz y cols., 1998; Lawrence y cols., 1998).

La expulsion de T. spiralis por ratones deficientes en la mMCP1 es tardia y se ha sugerido la incapacidad de las
células cebadas para migrar dentro de la mucosa de estos ratones, lo cual previene la liberaciéon de mediadores
dentro del epitelio (Knight y cols., 2004). Ademas, se ha demostrado que la mMCP1 induce protedlisis de las
uniones estrechas del tipo de las ocludinas alterando asi la permeabilidad del epitelio intestinal (Scudamore,
1998). Gurish y cols. (2004) demostraron que ratones BALB/c desarrollaron una respuesta importante de IgE
llegando a su maximo nivel en el dia 14 después de la infeccién, asi como eosinofilia y mastocitosis. Sin
embargo, el nimero de células cebadas y los niveles de la proteasa mMCP1 disminuy6 considerablemente en los
ratones BALB/c deficientes en IgE, sugiriendo asi que la IgE tiene un papel importante en la regulacion de las
células cebadas.

Otros factores producidos y liberados por células cebadas activadas se han encontrado en niveles elevados en
animales infectados por T. spiralis. Este es el caso de las prostaglandinas (PG), la histamina y los leucotrienos
(LT) liberados por las células cebadas durante la expulsién de T. spiralis y de otros parasitos helmintos. En estos
estudios se demostrd que cuando la PGE; se administraba a ratas 3 dias después de la infeccion con T. spiralis,
a una dosis de 500 pg/rata, el numero de parasitos se reducia en el intestino delgado a los 7 dias de la infeccion
(Dutoit y cols. 1979) y que la histamina estaba implicada en el rechazo de T. spiralis en ratones (Campbell y cols.

1963). El incremento de LT, produce contracciones del muasculo liso, un aumento en la permeabilidad vascular y
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estimulacion de secrecion de moco y participan también en el reclutamiento de células inflamatorias a nivel de la
luz intestinal de ratas inmunes desafiadas con T. spiralis (Miller 1984; Mogbel 1986).

Las células cebadas contribuyen a la inflamacion intestinal mediante la liberacion excesiva de mediadores
inflamatorios como es TNFa., el cual amplifica y perpetua la respuesta mediante el reclutamiento de otras células
inflamatorias (Stenton y cols., 1998; Wedemeyer y cols., 2000; Yu y Perdue, 2001; Marshall y cols., 2003). Asi,
Bischoff y cols. (1999) mostraron mediante estudios inmunohistoquimicos que aproximadamente el 60 % de las
células de lamina propia con inmunoreactividad para TNFa fueron células cebadas. Es asi que las células
cebadas representan una fuente importante de TNFo ya que esta molécula se encuentra preformada y
almacenada en los granulos lista para liberarse inmediatamente durante la activacion. La liberacion de esos
productos resulta en incremento en la motilidad gastrointestinal, hipersecrecion de moco, incremento en la
pemeabilidad vascular y el reclutamiento y activacién de leucocitos.

Estudios de Lawrence y cols. (1998; 2000) mostraron que la inflamacién intestinal que acompafia a la expulsidn
del adulto de T. spiralis estd mediada por la actividad de IL-4, llevando a la produccion de TNFa y a la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS), que en ultima instancia tiene como resultado la enteropatia caracterizada por
atrofia de vellocidades e hiperplasia de criptas. Sin embargo, los autores demostraron que no se requiere la
enteropatia para la expulsion de los parasitos.

Si bien la fuente de citocinas reguladoras observadas en los experimentos antes mencionados pueden ser
producidas por células T, es importante sefalar que las células cebadas producen también una gran variedad de
citocinas entre las cuales IL-3, IL-4 e IL-10 participan activamente en la regulacion de la respuesta inmune del tipo
Tha. A este respecto, estudios realizados por Arizmendi y cols., (2001) y Niborski y cols., (2004), han demostrado
que las células cebadas pueden ser activadas por los antigenos TSL-1 de la LM de T. spiralis induciendo cambios
a nivel del RNAm para IL-4 y TNFa., asi como su liberacidn. Lo anterior sugiere que las células cebadas pueden

ser la fuente de estas citocinas.
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Lawrence y cols. (2004) mostraron que las células cebadas tienen un papel importante en la induccién de la
respuesta Thy y en la inflamacion intestinal asociada con helmintos, en donde se libera a la mMMCP1. En estos
estudios en ratones deficientes en células cebadas (W/WV), se mostrd que la respuesta Th, se redujo y la
respuesta Thq se incremento sugiriendo un papel importante de las células cebadas promoviendo o amplificando

la respuesta Th, responsable de la proteccidn contra los helmintos intestinales.

ORIGEN Y DISTRIBUCION DE LAS CELULAS CEBADAS

Las células cebadas derivan de las células progenitoras hematopoyéticas que migran a todos los tejidos
vascularizados en donde completan su maduracién. Normalmente residen cerca del epitelio, vasos sanguineos,
nervios y en el tracto respiratorio y gastrointestinal, cercanas a las células del musculo liso y a las glandulas
productoras de moco; algunas veces se localizan en el epitelio intestinal. En algunas especies de roedores se
localizan en grandes cantidades en las cavidades dentro del mesodermo como por ejemplo, la cavidad peritoneal
(Kitamura 1989; Galli y cols., 1994; Metcalfe y cols., 1997; Galli y Lantz, 1999; Galli 2000; Galli y cols., 2005).

Las células cebadas estan ampliamente distribuidas en el organismo y se les ha implicado en una gran variedad
de respuestas bioldgicas, incluyendo hipersensibilidad retardada, angiogénesis, fibrosis, citotoxicidad en contra
de tumores y en la respuesta inmunitaria contra parasitos (Befus y cols., 1986). Las células cebadas se
encuentran en diferentes sitios anatdmicos asi como en diferentes especies animales, lo que ha originado la
heterogeneidad poblacional de células cebadas (Enerback y Lowhagen, 1979; Bienenstock y cols., 1985;
Kitamura 1989; Galli 1990; Galli y cols., 1994; Metcalfe y cols., 1997). Existe una subpoblacion asociada al tejido
conectivo y otra subpoblacion directamente ligada a mucosa intestinal. Si bien estas subpoblaciones difieren en
sus propiedades morfologicas, bioquimicas y funcionales, en cuanto al contenido de mediadores y en cuanto a su
activacion con diferentes moléculas, las células cebadas responden de manera distinta a factores de crecimiento
y de diferenciacion liberados por células del sistema inmunitario. Las células cebadas se originan de la médula

6sea a partir de células precursoras que presentan el marcador de superficie CD34*; su desarrollo implica la
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participacién de ciertos factores de crecimiento, particularmente del factor estimulador de la diferenciacion de
células cebadas (SCF, Steem Cell Factor, por sus siglas en inglés), IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-11, pero su
desarrollo puede ser inhibido o regulado por IFNy y por el factor de crecimiento transformante 3, el factor de
crecimiento de granulocitos macréfagos y por el factor de crecimiento nervioso. Las prostaglandinas y la IgE
participan en la regulacion del nimero y fenotipo de las células cebadas, especialmente durante procesos de

enfermedad (Befus y cols., 1987; Rottem y Metcalfe, 1995).

BIOLOGIA DE LAS CELULAS CEBADAS

Las células cebadas se caracterizan por la presencia de granulos secretores que se tifien metacromaticamente, y
por su capacidad de expresar en su superficie al receptor de alta afinidad para IgE (FceRI). Estas células se
localizan en el tejido adyacente a la microvasculatura y en la superficie de la mucosa y del epitelio.

En 1966, Enerback diferencio en ratas a las células cebadas del tejido conectivo (piel y de la cavidad peritoneal)
de las células cebadas de mucosa intestinal por sus propiedades de tincién y por su sensibilidad a fijadores.
Asimismo, se ha estimado que la vida media de una célula cebada del tejido conectivo es de aproximadamente
180 dias en humano, mientras que la vida media de las células cebadas de la mucosa intestinal es de cerca de
40 dias (Enerback, 1986). En estudios méas recientes se ha calculado que las células cebadas pueden sobrevivir
por periodos de tiempo més prolongados. Otra diferencia importante entre las 2 subpoblaciones de células
cebadas es en la cantidad y composicion de los constituyentes preformados de los granulos secretores (Cuadro
1) y con base a su respuesta a secretagogos e inhibidores. Ademas, las células cebadas del tejido conectivo
metabolizan primordialmente &cido araquidonico via cicloxigenasa para posteriormente generar prostaglandina
D,, mientras que las células cebadas de la mucosa intestinal sintetizan predominantemente leucotrieno Cs, via 5-

lipoxigenasa.
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Galli y cols. (1982) sugirieron que las diferencias fenotipicas en las poblaciones de las células cebadas in vivo
pueden estar reguladas por factores microambientales que afectan la morfologia, asi como el contenido de
mediadores y su maduraciéon. Ademas, los procesos inflamatorios e inmunoldgicos pueden inducir cambios
transitorios en microambientes anatémicos que afectan a la poblaciéon de células cebadas residentes en tales
areas. Por ejemplo, el sitio de una respuesta inflamatoria dependiente de células T puede tener niveles de
citocinas que influyen en la proliferacion o maduracién de las células cebadas. Por otro lado, cuando el
microambiente es rico en IgE y antigenos especificos, se puede alterar el fenotipo de las células cebadas para
inducir la desgranulacion mas activa de las mismas. A través de la produccion de citocinas como IL-3 e IL-4, las
células cebadas pueden participar en la regulaciéon de su propio numero y fenotipo, especialmente durante
procesos de enfermedad o en eventos de la respuesta inmunitaria.

Se ha mencionado previamente que la IL-3 es una sefial critica para la proliferacion de la poblacién de células
cebadas de mucosa intestinal observada en ratas y ratones durante parasitosis. Por otro lado, evidencias in vitro
sugieren que la proliferacién de células cebadas del tejido conectivo refleja la influencia combinada de IL-3 e IL-4.
Asimismo, la IL-4 también aumenta la produccién de IgG1 y puede aumentar la proliferacion de células cebadas
de mucosa intestinal dependiente de IL-3 generada in vitro y favorecer el crecimiento y maduracion in vitro de
células cebadas con propiedades de células cebadas del tejido conectivo.

Es importante resaltar la participacion del ligando de c-kit y del SCF en este proceso, ya que estas moléculas se
expresan tanto por los progenitores de las células cebadas, como por las células cebadas maduras e inmaduras.
Esta Ultima molécula promueve la proliferacion y maduracion de los progenitores de células cebadas, afectando el
fenotipo y la funcién de las mismas, aumentando la secrecién de mediadores en respuesta a la sefial del FceRl
(Galliy cols., 1994; Gupta y cols., 1996). Aunque Galli y cols. (1994) demostraron el papel critico del SCF en el
desarrollo de células cebadas en ratones W/WYy S1/S14 e in vitro con lineas celulares, se ha establecido que el
SCF por si solo no estimula el crecimiento de los progenitores de células cebadas, siendo esencial la presencia

de cofactores tales como IL-3, IL-4 e IL-10 en el crecimiento y maduracion de los progenitores de células cebadas
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(Rennick y cols., 1985). Es importante ademas hacer notar que los requerimientos del SCF difieren en la
maduracién de los dos tipos de células cebadas (Arizono y cols., 1993).

Por otro lado, ademas de la morfologia de los granulos, las diferencias histoquimicas asociadas con heparina en
las células cebadas de tejido conectivo comparadas con sulfato de condroitina en las células cebadas de mucosa
intestinal (Stevens y cols., 1986; Tantravahi y cols., 1986) y la dependencia de moléculas moduladoras para su
diferenciacion, el marcador para la discriminacion entre las células cebadas es la expresién de proteasas
especificas de granulos secretores. La RMCPI es insoluble, esta asociada a granulos y se libera bajo la activacion
de células cebadas del tejido conectivo. Por otro lado, la RMCPII es soluble y puede ser detectada en la
circulacién después de la activacion de células cebadas de mucosa intestinal (Miller y cols., 1983; Miller 1992).
Ademas, las células cebadas del tejido conectivo de ratas producen tres isoformas de la proteasa 5 y expresan
triptasa y carboxipeptidasa A; la abundancia de la triptasa es baja comparada con la triptasa en células cebadas
de raton o de humano (Lagunoff y cols., 1991).

En el caso de las células cebadas de raton, se han identificado siete proteasas de tipo serina, cinco con
especificidad del tipo quimasa (mMCP-1 a 5) y dos con especificidad tipo triptasa (MMCP-6,7) (Reynolds y cols.,
1990; Gurish y cols., 1991; Huang y cols., 1991). Algunas caracteristicas compartidas por las proteasas de
diferentes especies. La RMCPI tiene homologia con la proteasa 4 de ratén mientras que la RMCPII es homéloga
a la proteasa 1 de ratén. Las especificidades por un sustrato y las funciones de esas proteasas no se conocen
completamente. En las parasitosis por helmintos, el SCF contribuye a la mastositosis a nivel de mucosa. Ratas
tratadas con SCF presentan altos niveles de la quimasa RMCPII en el yeyuno y en el suero y ratas tratadas con
anticuerpos anti SCF tienen una marcada disminucion en el niumero de células cebadas asi como en los niveles
de RMCPII (Newlands y cols., 1995), lo que sugiere que el el SCF se requiere en el desarrollo de ambas
subpoblaciones de células cebadas, aunque existen diferencias en la dependencia que dichas subpoblaciones

tienen hacia esta molécula.
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Cuadro 1. Caracteristicas principales de los 2 subtipos de células cebadas

Células Cebadas de Mucosa Intestinal

Células Cebadas de Tejido Conectivo

Propiedades de tefiido con

Azul Alcian-Safranina

Azul

Rojo o0 azul

Caracteristicas morfolégicas

Redondas u ovales con ndcleo multilobulado

Redondas u ovales con nucleo redondo

Granulos Pequenas, tamafio variable Grandes, tamafio uniforme
Vida media <40 dias > 6 meses
Caracteristicas Bioquimicas
Presencia de proteoglicanos:
Heparina - +
Sulfato de condroitina + -
Aminas biogénicas Histamina Histamina y serotonina

Proteasas neutras

Proteasa de células cebadas de raton 1y 2

Proteasas de células cebadas de ratén 3,4, 5,6, 7y

Carboxipeptidasa A
Desgranulacién
I9E +H+ ++
lonoforo de calcio + +
Sustancia P, compuesto 48/80 +++ +/-

Tomado de Féger y cols., (2002)

A) célula cebada de mucosa intestinal de ratén B) célula cebada de tejido conectivo de raton analizadas mediante microscopia

electrénica de transmision; N: nucleo, V: granulos multivesiculares, D: granulos densos. Tomado de Guris y cols. (1997),
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PARTICIPACION DE LAS CELULAS CEBADAS EN LA RESPUESTA INMUNE INNATA Y ADQUIRIDA

El conocimiento que se ha generado hasta ahora en el estudio de las células cebadas ha permitido colocarlas
como un tipo de células centinela en la defensa del huésped, ya que residen por largo tiempo en asociacién con
los vasos sanguineos y los nervios en los sitios mas expuestos a los patégenos (Bienenstock y cols., 1987; Stead
y cols., 1989; Galli y Lantz, 1999).

Las células cebadas expresan una gran variedad de receptores que le permiten responder a diferentes estimulos,
como el SCF, IL-3, LPS (Kitamura 1989; Galli y cols., 1994; Metcalfe y cols., 1997; Galli y cols., 2005) y
quimiocinas (Ochi y cols., 1999; Lin y cols,. 2000); también responden hacia los receptores tipo Toll (TLR 1-10,
toll like receptors, por sus siglas en inglés) (Supajatura y cols., 2001; 2002; McCurdy y cols., 2001; 2003; Hou y
cols., 2006); productos de la activacion del complemento (Fureder y cols., 1995; Andrasfalvy y cols., 2002)
antigenos bacterianos (Malaviya y cols., 1994; 1996), parasitarios (Miller y cols., 1983; Arizmendi y cols., 1997;
2001; Niborski y cols. 2004), algunos neuropéptidos (Foreman y Jordan, 1983; McDonald y cols., 1996; Lau y
cols., 2001) ademas participan en una amplia gama de procesos fisiolégicos y patolégicos (Galli y cols., 2005).

La presencia del FceRI en las células cebadas capacita a este tipo celular para activarse a través de la union de
IgE a su receptor, ocurriendo el subsecuente entrecruzamiento durante el encuentro con el antigeno especifico.
El proceso de activacion de las células cebadas dependientes de FceRlI tiene como resultado eventos que llevan
a la secrecion de tres clases de mediadores: a) aquellos preformados almacenados en los granulos citoplasmicos
de las células, por ejemplo, aminas vasoactivas, proteasas neutras, proteoglicanos y algunas citocinas y factores
de crecimiento, mediante un proceso conocido como desgranulacién anafilactica o exocitosis; que implica la
fusion de las membranas de los grénulos citoplasmicos con la membrana plasmética de la célula (Dvorak y col.,
1972; Dvorak, 1992; Dvorak y cols., 1994); b) la sintesis de novo de los lipidicos proinflamatorios, tales como
prostaglandinas y leucotrienos; c) factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas (Metzger, 1992; Mecalfe y

cols., 1997; Kinet, 1999; Turner y Kinet, 1999; Ott y Cambier, 2000; Williams y Galli, 2000; Nakajima y cols., 2002;
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Sayama y cols., 2002; Okumura cols., 2003). El mecanismo de secrecion ubica a las células cebadas como un
componente celular efector importante en la respuesta inmune. Las células cebadas liberan una gama de
moléculas biolégicamente activas en respuesta al desafio con IgE y antigeno especifico y se consideran como
celulas efectoras clave en la hipersensibilidad inmediata asociada a IgE y desdrdenes alérgicos, asi como en la
respuesta inmune protectora hacia parasitos (Metzger, 1992; Miller, 1996; Metcalfe y cols., 1997; Galli y Lantz
1999; Turner y Kinet 1999; Kawakami y Galli 2002; Okumura y cols., 2003; Galli y cols., 2005).

El entrecruzamiento del FceRI transmite una sefial que resulta en la activacién de cinasas de tirosina y de un
aumento en el flujo de calcio (Fig. 2). Esos eventos de transduccion se completan 2 a 3 minutos después de la
unién con el antigeno, inmediatamente después, los granulos citoplasmicos se fusionan unos con otros y se
dirigen a la superficie de la membrana en donde descargan su contenido al exterior.

La union de la IgE a sus receptores no es covalente, de tal modo que los anticuerpos unidos estan en equilibrio
constante con la poza de IgE circulante. Como resultado, cada célula cebada puede unir diferentes antigenos o
moléculas estimuladoras de células cebadas y liberar diferentes tipos de mediadores preformados o sintetizados
de novo (Fig. 3). El tipo y la cantidad del mediador liberado dependera del tipo de células cebadas y de la
intensidad del estimulo (Gilchrist y cols., 2003).

La participacion de las células cebadas en la respuesta inmune adquirida contra patdgenos, requiere del
reconocimiento de antigenos bacterianos o de parasitos helmintos por la IgE, y es precisamente este complejo
lgE-bacteria ¢ IgE-parasito, el cual se une al receptor FceRI presente en la membrana de las células cebadas.
Los mediadores liberados por estas células incrementan la permeabilidad vascular, activan eosindfilos, producen
una hipersecrecion de moco e incrementan la peristalsis, lo cual puede alterar el proceso de adhesion de ciertos
parasitos, impidiendo asi el establecimiento de la infeccién y promoviendo la expulsion de los parasitos (King y

Nutman, 1992).
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Figura 2. Vias de sefialamiento y desgranulacién en células cebadas. (Tomado de Gilfillan y Tkacyk, 2006)

Abreviaturas: GPCR y KIT, receptores acoplados a proteinas G; FceRl, receptor de alta afinidad para IgE; NTAL, molécula adaptadora
activadora de células diferentes al linfocito T; LAT, molécula adaptadora activadora de linfocito T; FYN y LYN, moléculas asociadas a la
membrana, involucradas en el inicio de la sefializacion durante la activacion de las células cebadas; SYK cinasa de tirosina de bazo;
PLC, fosfolipasa C; PI3Ky, fosfatidil inositol 3 cinasay; PI3Kp1108, fosfatidil inositol 3 cinasa que contiene la subunidad p11058; DAG,
diacilglicerol; InsPs, inositol-1,4,5 trifosfato; BTK, cinasa de tirosina de Bruton; PKC, proteina cinasa C; Ca?*, iones de calcio; SK,

esfingosina cinasa; S1P, esfingosina 1 fosfato.
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Figura 3. Activacion de células cebadas y secrecién de mediadores de inflamacién.

Aunado a lo anterior, existen diversos estudios en donde se evidencia que las células cebadas actian como
células presentadoras de antigeno in vitro, funcién que aumenta por la IL-4 y disminuye por IFNy (Frandji y cols.,
1995; Bhattacharyya y cols., 1998; Aoki y cols., 1999). Ademas, las células cebadas activadas migran a los
ganglios linfaticos locales y tienen el potencial para influenciar la activacion y diferenciacion de las células T
‘virgenes” in vivo (Huels y cols., 1995; Frandji y cols., 1996; Wang y cols., 1998). La expresién del MHC clase Il y
las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 por las células cebadas muestran su capacidad para inducir la
activacién de las células T especificas de antigeno in vitro (Frandji y cols., 1996). Las células cebadas también
contribuyen al aumento sinergistico de la respuesta Th, después de la estimulacion oral y la inmunizacion

subcuténea de los ratones deficientes en células cebadas en los que existe una reduccion considerable (de dos
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veces) en la respuesta Th, comparada con la respuesta de los ratones normales, mientras que la reconstitucion
con células cebadas derivadas de médula dsea resultd en una respuesta dptima (Aoki y cols., 1999).

La capacidad de las células cebadas para liberar citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, factor de crecimiento granulocito-macréfago, TNFa. y quimiocinas como MCP1,
MIP1a y RANTES indica que las células cebadas tienen un enorme potencial para dirigir la respuesta
inmunoldgica y regular la accion de células Ty células B.

Actualmente se sabe que las células cebadas reconocen antigenos bacterianos de manera independiente de IgE,
activandose y liberando histamina y TNFa. Entre las bacterias que se sabe activan a las células cebadas se
encuentran: Escherichia coli, Hemophilus influenzae, Salmonella typhimurium, Helicobacter pylori, Borrelia
burgdorferi (Norn y cols., 1983; 1987; 1990; Lutton y cols., 1995; Talkington y Nickell 1999). En el caso de E. coli
se ha demostrado que el reconocimiento estd mediado por una molécula receptora que contiene manosa (CD48)
presente en la superficie de las células cebadas hacia las fimbrias del tipo | de las enterobacterias (Malaviya y
cols. 1994). Asimismo, se ha demostrado que parasitos y antigenos parasitarios, también pueden inducir in vitro
la activacion directa de las células cebadas con la consecuente liberacion de productos proinflamatorios tanto
preformados como sintetizados de novo. La activacién directa de células cebadas por los protozoarios
Leishmania infantum y L. major, sin embargo se requiere la interaccion de las células cebadas con el parasito
completo (Bidri y cols., 1997). Estudios realizados por Arizmendi y cols. (1997, 2001) aportan evidencias a favor
de la participacion de las células cebadas en una respuesta inmunitaria innata contra el nematodo T. spiralis.
Estos autores demostraron la participacion de antigenos especificos de la LM de T. spiralis (TSL-1) en la
activacion de las células cebadas de peritoneo de ratas normales, induciendo la liberacién de histamina,
proteasas especificas (proteinasa 5, carboxipeptidasa A) y TNFa; ademas de la induccion de cambios en los

niveles de RNAm para IL-4 (incremento en un 65 %), IL-10 (con una disminucién del 55%), IFNy (con una

disminucion del 59%) y TNFa (con un incremento del 52%) en la linea celular con fenotipo de mucosa intestinal
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(HRMC, Hibrid Rat Mast Cells, por sus siglas en inglés). Mas recientemente, Niborski y cols., (2004) demostraron
mediante inmunofluorescencia y analisis por citometria de flujo que los antigenos TSL-1 reconocen
uniformemente la superficie de las células HRMC, resultando en la aumento y liberacion de TNFa. e IL-4 dosis-
dependiente. También mostraron que la IL-4 se produce por las células cebadas derivadas de médula dsea
activadas por los antigenos TSL-1. Estos estudios aportan evidencias experimentales que apoyan la activacion
directa de las células cebadas con los antigenos TSL-1 mediante un mecanismo independiente de IgE, que

pudiera ser un evento relevante en una respuesta inmunitaria temprana contra el parasito.

MOLECULAS ACTIVADORAS DE CC (SECRETAGOGOS)

Entre los estimulos inductores de la liberacion de mediadores por las células cebadas mediante mecanismos
independientes de IgE, entre los cuales se incluyen: anafilatoxinas (C3a y C5a), neuropéptidos (sustancia P,
neurotensina, péptido intestinal vasoactivo, somatostatina, etc.), péptidos de veneno de abeja, compuesto 48/80,
polilisina, polimixina, (Shanahan y cols., 1985; Fukuoka y Hugli 1990; Mousli y cols., 1992; Foreman 1993;
Janiszewski y cols., 1994), defensinas de neutréfilos (Befus y cols., 1999; Niyonsaba y cols., 2001) y agonistas de
los receptores tipo Toll (Marshall, 2004; Vliagoftis y Befus 2005).

La sustancia P es un neuropéptido de 11 aminoacidos producido por las neuronas intrinsecas (entéricas) y
extrinsecas (sensoriales) que innervan el tracto gastrointestinal (Otsuka y Yoshioka, 1993), esta involucrada en la
formacion de huecos (“gaps”) entre las células endoteliales de vénulas postcapilares; induce la extravasacion de
proteinas plasmaticas, el reclutamiento de células inflamatorias y la desgranulacién de las células cebadas
(Bowden y cols., 1994; Wang y cols., 1995; McDonald y cols., 1996; Quinlan y cols., 1998). La sustancia P activa
a las células cebadas e induce la secrecion de histamina y prostaglandinas entre otras moléculas inflamatorias
(Pearce y cols., 1982; Janiszewski y cols., 1994). Como ya se menciono, la liberacion descontrolada de la
sustancia P dentro del tejido intestinal promueve una secuencia de eventos conocidos como ‘“inflamacion

neurogénica” (McDonald y cols., 1996). La inflamacidn neurogénica se termina por la accién de la endopeptidasa
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neutral (NEP 3.4.24.11), que degrada a la sustancia P en el fluido extracelular y cancela sus efectos
proinflamatorios (Matsas y cols., 1983; Umeno y cols., 1989; 1990; Okamoto y cols., 1994; Lu y cols., 1997).
Foreman y Jordan (1983) concluyen que mientras el tetrapéptido N-terminal de la sustancia P se une a los sitios
aniénicos en la membrana de las células cebadas, una region lipofilica del péptido se inserta en la membrana
celular a manera de ancla.

La sustancia P y el compuesto 48/80 liberan histamina al interactuar en el mismo sitio en las células cebadas, sin
causar citolisis. Estas sustancias interactiian con componentes cargados negativamente en la membrana de las
células cebadas y se insertan en ella para activar a las proteinas G sensibles a la toxina de B. pertussis,
independientemente de receptores de superficie (Fig. 2). La toxina de B. pertussis inactiva a las proteinas Ge
(Gi3), catalizando la ADP- ribosilacion de los residuos de cisteina en la subunidad o del dominio COOH-terminal
(Metcalfe y cols., 1997). Se cree que las proteinas Ge controlan las ultimas fases del proceso de exocitosis
(Koffer, 1997).

La activacion de las células cebadas por la sustancia P y el compuesto 48/80 se lleva a cabo por mecanismos
independientes de receptor (Lau y cols., 2001). Los autores usaron cloruro de benzalconio, que es un inhibidor
especifico de la liberacion de histamina que se induce por compuestos policationicos, y se observd que mientras
se inhibio la liberacion de histamina en las células cebadas por la sustancia P o el compuesto 48/80, no se afecto
la liberacién de histamina inducida por anti-IgE. La amplificacion sinergistica de la respuesta anti/lgE-sustancia P
puede ser consecuencia de la activacidn simultanea de las proteinas G sensibles a policationes (Gi3) y a las
proteinas G, acopladas a fosfolipasa C (PLC) activadas por el entrecruzamiento de FceRI. La activacion
suboptima de Ge aumenta los eventos intracelulares mediados por las proteinas Gp, como la activacion de la PLC,
que aumenta los niveles de Ca2* intracelular (Barrowman y cols., 1986; Koffer, 1997).

La activacion de las células cebadas de peritoneo de rata por el compuesto 48/80, el iondforo de calcio A23187,

el factor de crecimiento nervioso y la sustancia P incrementan los niveles de las especies de oxigeno reactivo
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intracelular (ROS, como superdxido, H20, y el radical hidroxilo) (Niu y cols., 1996; Wolfreys y Oliveira, 1997;
Brooks y cols., 1999). A este respecto, Suzuki y cols. (2003), demostraron que la activacion de las células
cebadas a través del sefialamiento de FceRI activa el ROS via la NADPH oxidasa y que esta activacion esta
involucrada en la regulacion de flujo de calcio y la liberacion de mediadores de inflamacion; asi mismo
demostraron que el H20; liberado regula la fosforilacion de la tirosina de fosfolipasa Cy (PLCy) y de la molécula
adaptadora para la activacion de células T (LAT) para la induccion de flujo de calcio.

Por otra parte, se ha demostrado ampliamente que existen moléculas liberadoras de histamina, conocidas como
proteinas tumorales controladas transduccionalmente (TCTP), las cuales unen calcio e inducen la liberacién de
histamina e IL-4 por basofilos/células cebadas, por lo que se conocen también como factores liberadores de
histamina (HRF) (Bheekha-Escura y cols., 2000). La presencia de moléculas tipo HRF han sido demostradas en
Schistosoma mansoni, Brugia malayi, Wuchereria bancroft, Plasmodium falciparum (MacDonald y cols., 2001;
Kakuturu y cols., 2002; Gnanasekar y cols., 2002); asi como en los productos de excrecidn/secrecién de la LM de

T. spiralis (Mak y cols., 2001).
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JUSTIFICACION

Diversos estudios han puesto de manifiesto la existencia de una interaccién entre el sistema nervioso y las
células cebadas presentes en el tracto gastrointestinal de animales infectados con T. spiralis. Asi, se ha
observado un incremento en la secrecion de la sustancia P producida por las fibras nerviosas del intestino, y que
puede unirse especificamente a las células cebadas, induciendo la liberacién de mediadores inflamatorios del tipo
de la histamina. La integridad funcional del intestino se altera por la liberacidn de estos mediadores, aumenta la
excitabilidad intestinal, la permeabilidad y se estimula la secrecién de cloro por el epitelio intestinal de los
animales infectados con el parasito. Ademas, se ha demostrado que hay desregulacién de la expresién de la
endopeptidasa neural (NEP 3.4.24.11) que degrada a la sustancia P en la mucosa intestinal y el musculo de ratas
infectadas con T. spiralis y exacerba la enteritis inducida por el parasito.

Por otro lado, las células cebadas presentes en el intestino de los animales infectados con T. spiralis participan en
el proceso de expulsion del parasito adulto. Los mediadores liberados por las células cebadas incrementan la
permeabilidad del epitelio intestinal, activan eosindfilos, inducen una hipersecrecion de moco e incrementan la
peristalsis, impidiendo el establecimiento del parasito y promoviendo su expulsion. Aunque de manera general se
ha aceptado que esta activacion de las células cebadas es dependiente de IgE, en animales deficientes en la
cadena y del FceRl infectados con T. spiralis se ha observado la expulsién del parasito, con la presencia de
mastocitosis y liberaciébn de proteasas (mMCPI), sugiriéndo la activacién de las células cebadas
independientemente de IgE. Estudios posteriores han demostrado que la union de antigenos especificos de la LM
de T. spiralis (TSL-1) a la superficie de células cebadas de ratas no sensibilizadas, genera la activacion directa de
estas células con la secrecion de histamina, proteasas y un aumento a nivel transcripcional y de proteina para IL-
4y TNFo..

Considerando que tanto la sustancia P como los antigenos TSL-1 estan presentes durante la infeccion con T.

spiralis, ademas de que ambas moléculas inducen la liberacion de histamina independientemente de IgE, resulta

32



de gran interés analizar, en primera instancia, si la activacion de las células cebadas por los antigenos TSL-1
comparte caracteristicas con la activacion directa inducida por la sustancia P u otros secretagogos (secrecion
rapida de histamina, B-hexosaminidasa, participacién de proteinas G y de residuos de acido sialico) y en segunda

instancia, realizar la caracterizacion de los mecanismos de activacion involucrados en este tipo de estimulacion

de células cebadas, como son el estallido respiratorio y la movilizacion de calcio.

HIPOTESIS
La activacion directa de células cebadas de peritoneo de ratas normales por los antigenos TSL-1 de Trichinella

spiralis involucra mecanismos de activacion similares a otros secretagogos, en particular la sustancia P

OBJETIVO GENERAL
Analizar los mecanismos de activacién inducidos por los antigenos TSL-1 en células cebadas de peritoneo de
rata no sensiblizada, mediante un mecanismo independiente de IgE y compararlos con los que se inducen

durante la activacion por secretagogos conocidos.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Analizar y comparar la cinética de liberacién de histamina por células cebadas de peritoneo de ratas no

sensibilizadas estimuladas con los antigenos TSL-1 y la sustancia P.

2. Determinar el efecto de la toxina de Bordetella pertusis y la neuraminidasa V en la liberacién de histamina por

células cebadas de peritoneo de rata estimuladas con los antigenos TSL-1 6 con la sustancia P.

3. Analizar si existe estallido respiratorio y movilizacién de Ca2* en la activacion directa de células cebadas de

peritoneo de rata por los antigenos TSL-1, ion6foro de calcio A23187 y el compuesto 48/80.
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MATERIALES Y METODOS

INFECCION EXPERIMENTAL CON Trichinella spiralis

Se infectaron experimentalmente por via oral ratas de la cepa Sprague Dawley de 12 semanas de edad con 3000
LM de T. spiralis (MSUS/MEX/91/CM-91) cada una. Las LM se obtuvieron a partir de la digestion del musculo
esquelético de ratas infectadas experimentalmente con el paréasito, de acuerdo al protocolo descrito por Dennis y
cols. (1970). Después de 28 dias de infeccion, las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical procediendo a
quitarles la piel, cabeza, extremidades y visceras. El musculo esquelético se maceré finamente y se colocd en un
matraz que contenia una solucién de pepsina al 1% (Sigma Co., MO)-HCI (Merck, México) y se incub6 a 37°C
durante 3 h con agitacién constante. Transcurrido este tiempo de incubacion, la solucién se pas6 por un tamiz de
137 um y se dejo que las LM se sedimentaran durante 20 min, después se transfirieron a tubos conicos de 15 mL
(Corning-Costar, NY) y se centrifugaron a 180 g durante 5 min. El sobrenadante se decantd y las LM se lavaron
varias veces con amortiguador salino de fosfatos (PBS, pH 7.4). Las LM asi aisladas se emplearon, por un lado,
para la obtencion del extracto total de T. spiralis (Et Ts) y por otro lado para mantener el ciclo de vida del parasito.
Con el objeto de mantener el ciclo de vida del parasito, las LM obtenidas se resuspendieron en PBS y se
diluyeron 1:100 en Bacto Agar (Difco Laboratories, USA) al 0.2%; de esta suspension se tomaron alicuotas de 5
uL y se contaron las LM con la ayuda de un microscopio 6ptico (BHA, Olympus, Japdn). Posteriormente se

inocularon ratas Sprague Dawley con 3000 LM por via oral empleando una canula gastrica.

INFECCION EXPERIMENTAL CON Nippostrongylus brasiliensis

La larva 3 (L3) de N. brasiliensis se propag6 y mantuvo de acuerdo a lo recomendado por Katona y cols. (1988).
Se colectaron heces de ratas Sprague Dawley infectadas intradérmicamente con 500 L3 de N. brasiliensis a los 6,
7y 8 dias de la infeccion. Las heces se hidrataron con agua, se maceraron y mezclaron con vermiculita y carbon

activado, la mezcla se deposit6 en papel filtro dentro de una caja de Petri de 15 cm de diametro, el papel filtro con
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las muestras fecales se incub6é a temperatura ambiente durante 15 dias, hidratando el papel diariamente y
manteniendolo humedo. Las L3 de N. brasiliensis migraron a la periferia del filtro el cual se recort6 en porciones
pequefas, se depositaron en un tubo de 15 mL (Corning-Costar, NY) y se centrifugaron a 180 g durante 5 min. El
sobrenadante se decanto y las L3 se lavaron varias veces con PBS. Las L3 obtenidas se resuspendieron en PBS;
de esta suspension se tomaron alicuotas de 5 uL y al microscopio 6ptico (BHA, Olympus, Japdn) se contaron los
parasitos. Las L3 asi aisladas se emplearon, por un lado, para la obtencion del extracto total de N. brasiliensis (Et
Nb) y por otro lado para mantener el ciclo de vida del parasito. Para el Et Nb, los parasitos se homogenizaron con
PBS durante 20 min a 4°C con un homogenizador manual (Potter Wheaton, USA) y se dejaron reposar durante
20 min. Pasado este tiempo se recuperé el sobrenadante y se centrifugd a 600 g durante 30 min a 4°C, y el Et Nb
se almacend a -20°C. La concentracién del Et Nb se describié como el equivalente de parasitos/mL (Eq/mL) para
todos los experimentos. Para continuar el ciclo de vida del parasito se inocularon intradérmicamente 500 L3 de N.

brasiliensis por rata.

OBTENCION DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis

El Et Ts se obtuvo siguiendo el método descrito por Parkhouse y cols. (1981). Un paquete de 1 mL de laLM de T.
spiralis se resuspendié en un volumen de amortiguador de Trisma-base 10 mM, pH 8.3 (Sigma Co., MO)
conteniendo los inhibidores de proteasas: N-a-p tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK) 50 ug/mL diluido en
etanol, fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 25 ug/mL diluido en isopropanol y L-1-tosilamida-2-fenil etilclorometil
cetona (TPCK) 174 ug/mL diluido en agua. Los inhibidores empleados fueron de Sigma Co. (MO).

Los parésitos se homogenizaron durante 20 min a 4°C con un homogenizador manual (Potter Wheaton, USA).
Posteriormente, se agregé deoxicolato de sodio (DOC, Sigma Co., MO) al 2% homogenizando los parasitos y

dejandolos reposar durante 20 min. Pasado este tiempo se homogenizaron nuevamente otros 20 min. EIl Et Ts se
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obtuvo mediante centrifugacion a 600 g durante 30 min a 4°C y se almacen¢ a -20°C. El ET asi obtenido se
utilizé para la purificacion de los antigenos TSL-1.

La cuantificacion de las proteinas se realiz6 mediante el método de Lowry y cols. (1951) con algunas
modificaciones. En la cuantificacion del ET obtenido con DOC, la curva estandar se prepard con albimina sérica

bovina (ASB, Sigma Co., MO) a diferentes concentraciones, afiadiéndose DOC a una concentracion final de 2 %.

PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS TSL-1 DE LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis

La purificacion de los antigenos TSL-1 de la LM de T. spiralis se realiz6 mediante una columna de afinidad
empleando el anticuerpo monoclonal NIM-M1 (proporcionado por la Dra. Guadalupe Ortega Pierres), acoplado a
Sefarosa 4B (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia), de acuerdo al protocolo descrito por Parkhouse
(1984). El anticuerpo monoclonal NIM-M1 reconoce principalmente cuatro antigenos de superficie de la larva
muscular de 47, 52, 67 y 72 kDa, asi como tres antigenos de 52, 67 y 72 kDa, presentes en los productos de E/S
del parasito (Arriaga y cols., 1989).

Para la preparacion de la columna, se tomé un volumen de 5 mL de Sefarosa 4B-anticuerpo monoclonal NIM-M1
y se empacé en una columna (Bio Rad, CA) de 1.3 x 30 cm. La columna de afinidad se lavé con un volumen de
agua y un volumen de amortiguador alkali-strip pH 11.3 (365 pl de dietilamina 50 mM, deoxicolato de sodio 2%,
pH a 11.3, 100 mL) y se equilibré con varios volumenes de amortiguador de columna pH 8.3 (Tris-HCI 20 mM,
deoxicolato de Sodio 0.5 %, pH a 8.3, 100 mL) hasta que el pH de la resina fuera de 8.3.

Posteriormente, 20 mg del Et Ts se centrifugaron a 600 g durante 10 min para descartar precipitados que
pudieran interferir con la cromatografia de afinidad. El sobrenadante se filtré 2 veces, la primera mediante un filtro
de 0.45 umy la segunda con un filtro de 0.22 um (Micropore, MA) y se paso por la columna tres veces la resina
se lavd con el amortiguador de columna hasta que la densidad éptica (DO) de las fracciones colectadas fuera de

0.0, a 280 nm en un espectrofotometro (DU-65, Beckman, USA). La elusion del antigeno adherido a la columna
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se llevd a cabo en condiciones de pH basico empleando dos tipos de amortiguadores pre-strip y alkali-strip (pre-
strip: glicina 50 mM, deoxicolato de sodio 2%, pH a 9.3, 100 mL y alkali-strip: 365 pl de dietilamina 50 mM,
deoxicolato de sodio 2%, pH a 11.3, 100 mL). El cambio de amortiguador se realizé cuando la DO de las
fracciones colectadas fuera muy cercana a cero. El material eluido se colectd en fracciones de 0.5 mL y la
cantidad de proteinas se evalud en espectrofotométro a 280 nm. Las fracciones eluidas con alkali-strip que
contenian proteina se ajustaron a un pH de 8.3 con una solucion de Tris-HCI (Sigma Co., MO) 1M. Al término de
la elucién la columna se reconstituyd con dos volimenes de amortiguador de columna, dos volimenes de agua
bidestilada y con amortiguador PBS hasta que el pH de la resina fuera igual al de este Ultimo. El gel se preservo
en PBS-azida de sodio al 0.1% a 4°C. De acuerdo al patrén de elucion, las fracciones que contenian proteina se
juntaron y se dializaron extensivamente contra una solucién de Tris-HCI 20 mM pH 8.3. La concentracion de
proteinas de las fracciones pre-strip y alkali-strip colectadas se determind por el método de Lowry y cols. (1951)
modificado. En algunos casos se requirié concentrar las muestras para lo cual se utilizé Acuazide (Calbiochem,

CA). Las muestras se analizaron electroforéticamente.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LOS ANTIGENOS TSL-1

Para la determinacion de proteinas se utilizé el método de Lowry y cols. modificado (1951). Se prepararon las
siguientes soluciones: sulfato de cobre heptahidratado (Merck, México) al 0.5% (solucion A), carbonato de sodio
(J. T. Baker, México) al 2% en hidréxido de sodio 0.1 N (solucién B), tartrato de sodio y potasio (J. T. Baker,
México) al 2% (solucion C), se mezcld un volumen de la solucién A con un volumen de la solucion C (solucion D)
y cincuenta volumenes de la solucién B con un volumen de la solucién D (solucidn E). Después, se prepar6 una
curva patron de ASB. Una vez que se depositd la solucidén de ASB o de los antigenos del parasito se agrego un
volumen de agua destilada y 2.5 mL de la solucién E. Se mezclé el contenido de cada tubo y la mezcla se incub6

durante 10 min a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 250 uL de Folin-
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Ciocalteu (Sigma Co., MO) diluido 1:2 con agua bidestilada y 500 uL de SDS (Bio-Rad, CA) al 5% y se agit6 en
vortex dejandolos reposar durante 30 min a TA. Posteriormente la DO se ley6 a 750 nm en un espectrofotémetro
(DU-65, Beckman, USA). La concentracién del extracto total y de los antigenos TSL-1 se obtuvo mediante la

interpolacion de los valores de DO en la curva patron de ASB que se elaboro con 10 a 100 ug de la proteina.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-
PAGE)

El anélisis electroforético de las dos fracciones obtenidas por cromatografia de afinidad se realizd en geles de
poliacrilamida-SDS al 10 % de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). A 10 ug de las proteinas
purificadas se les afiadié el amortiguador de muestra 5X y se hirvio durante 3 min adicionando 10 nM de -
mercaptoetanol (Bio Rad, CA). Se empled una cdmara de electroforesis vertical miniprotean Il (Bio Rad, CA).
Para preparar los geles, la mezcla para el gel espaciador al 10 % (H20 4.0 mL; acrilamida/bisacrilamida al 30%,
3.3 mL; tris 1.5 M pH 8.8, 2.5 mL; SDS 10 %, 0.1 mL; persulfato de amonio 10%, 0.1 mL; TEMED 0.004 mL), se
colocé entre los vidrios y después se agregd 1 mL de isopropanol para eliminar el menisco. Después de que el
gel polimerizo, se lavo el gel espaciador con agua para eliminar el isopropanol y se coloco un peine de 10 pozos.
Posteriormente se depositd la mezcla del gel concentrador al 5 % (H20 3.4 mL; acrilamida/bisacrilamida al 30%,
0.83 mL; tris 1 M pH 6.8, 0.63 mL; SDS al 10%, 0.05 mL; persulfato de amonio al 10%, 0.05 mL; TEMED 0.005
mL), dejandose polimerizar por 45 min. La separacion electroforética se realizd inicialmente a 100 V con
amortiguador de corrida Tris-glicina (Trisma base 3.0 g, glicina 14.4 g, pH 8.3 y 5.0 mL de SDS al 20%, 1 L)
hasta que penetraron las muestras al gel espaciador y después se aumento el voltaje a 120 V para la separacion
de las proteinas.

En el andlisis electroforético de las proteinas se incluyeron marcadores de alto y bajo peso molecular (Bio Rad,

CA): miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa B (97 kDa), albumina sérica (66 kDa),
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ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa), inhibidor de tripsina (21 kDa), lisozima (14 kDa), aprotinina
(6 kDa). Los geles se tifieron con azul de Coomassie al 0.1 % con agitacion constante por 15 min a TA y después

se destifieron por 30 min con una solucion de metanol (metanol al 30 %, acido acético al 10 %).

DETECCION DE ENDOTOXINA EN LOS ANTIGENOS TSL-1

Para la evaluacion de la presencia de endotoxina en los antigenos TSL-1 se utilizd el estuche de Lit E-Toxate®
(Limulus amebocyte lysate)(Sigma Co., MO). En este equipo se utilizd un estandar de endotoxina (4000 EU/mL) y
se elaboraron diluciones seriadas. Se marcaron 9 tubos de vidrio de 5 mL, los cuales previamente se lavaron
exhaustivamente y se enjuagaron varias veces con agua desionizada estéril. Posteriormente, los tubos
esterilizados por autoclave durante 1 h a 171°C se dejaron secar en el horno durante 3 h a 80°C. Los tubos Ay B
fueron utilizados para los antigenos TSL-1 (200 ng/mL), el tubo C se incluyé como testigo, los tubos D, E, F, G, H
e | contenian diferentes concentraciones de endotoxina 0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03, 0.015 EU/mL, fueron
utilizados para determinar la sensibilidad de la solucidn de trabajo del Lit E-Toxate® y también sirvieron como
positivos. Las soluciones con los antigenos TSI-1y con la endotoxina se colocaron directamente en la base de los
tubos. La solucion de trabajo se agregd a cada uno de los tubos, permitiendo que fluyera por la pared del tubo.
Después se mezcld el contenido de los tubos y se cubrieron las bocas de los tubos con parafilm y con papel
aluminio y se incubaron por 1 h a 37°C, sin agitar y en una superficie plana.

Para la interpretacion de los resultados del ensayo de Lit E-Toxate®, después de la incubacién de 1 h los tubos
se sacaron de la incubadora y se invirtieron 180° lentamente, para observar si existia polimerizacion de la
mezcla. La prueba positiva fue la formacion de un gel duro que permitiera la inversion completa del tubo sin que
se rompiera el gel. Los geles suaves, la turbidez, el incremento en la viscosidad y el liquido claro se consideraron

negativos. La sensibilidad del ensayo de Lit E-Toxate® fue de <0.1 EU/mL.
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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CELULAS CEBADAS DE PERITONEO DE RATA

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley de aproximadamente 250g que se mantuvieron en cajas
con tapas con filtro en cuartos aislados para minimizar las infecciones oportunistas. Las ratas se alimentaron e
hidrataron en condiciones ad libitum en ciclos de 12 h luz-12 h oscuridad (0700-1900). Los procedimientos
experimentales utilizados fueron aprobados por el Comité para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de
acuerdo a los lineamientos del Canadian Council on Animal Care y por el Instituto Mexicano del Seguro Social.
Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se procedié a desprender la piel, para exponer el musculo
por medio de un corte longitudinal sobre el abdomen y se inyectaron dentro de la cavidad peritoneal 20 mL de
amortiguador Hepes-Tyrode (AHT) pH 7.4 (HEPES 1.43 g, NaCl 4.0 g, D-glucosa 0.5 g, KCI 0.10 g, CaCl, 0.074
g, ASB 0.5 g, NaH2PO4 0.03 g, pH a 7.4, 500 mL), seguido de un masaje suave en el abdomen. En seguida se
hizo una incisién en la linea media y se colecté el amortiguador con una pipeta de transferencia (ELKAY
Labsystems, Inc. Finlandia), y se deposit el fluido en un tubo conico de 50 mL (Corning Costar, NY) en hielo.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 150 g durante 5 min a 4°C. El paquete celular resultante se
resuspendié en 5 mL de AHT, para formar una suspension celular que se agregd a un gradiente discontinuo 30%-
80% de percoll (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia), el cual se centrifugd durante 20 min a 220 g a
4°C segun el protocolo descrito por Lee y cols. (1985). Las células cebadas de peritoneo se recuperaron y
lavaron con 40 mL de AHT mediante centrifugacién durante 5 min a 150 g y se resuspendieron en 2 mL de AHT.
Se realiz6 la cuantificacién de la viabilidad y la pureza mediante los colorantes de exclusion azul de tripan (0.4 %
en PBS) y azul de toluidina (0.5 % en H.0), respectivamente. Las células cebadas de peritoneo se dejaron
estabilizar con 20 mL de AHT, durante 2 h a 4°C. Una vez estabilizadas, las células cebadas de peritoneo se
lavaron con AHT, se contaron y se procedid a estimularlas con las diferentes concentraciones de los antigenos
TSL-1, sustancia P (Sigma, Co., MO), ionéforo de calcio A23187 (Sigma, Co., MO), compuesto 48/80 (Sigma,

Co., MO) y con el Et Nb. Sélo las células cebadas de peritoneo con viabilidad y pureza de alrededor del 98% se
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utilizaron en los experimentos; la poblacion celular contaminante de aproximadamente el 2% fue principalmente

de linfocitos pequefios.

ESTIMULACION DE CELULAS CEBADAS DE PERITONEO DE RATA

En tubos Eppendorf de 0.5 mL se depositaron 25x103 células cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas en
presencia de diferentes concentraciones de los antigenos TSL-1. Los tubos se incubaron durante 10 min a 37°C
en presencia de CO> al 5%. Posteriormente, se colocaron los tubos en hielo durante 5 min y se centrifugaron a
150 g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se transfirié a tubos Eppendorf. En estos ensayos, se
incluyeron como controles negativos a las células cebadas de peritoneo sin tratamiento (liberacion espontanea) y
como controles positivos a las células cebadas de peritoneo en presencia de secretagogos conocidos: sustancia
P (10 uM) y ionéforo de calcio A23187 (2.5 uM). También, se incluyeron células cebadas de peritoneo de ratas

no infectadas 6 infectadas con N. brasiliensis estimuladas con el Et Nb equivalente a 10 parasitos/mL.

ANALISIS DE LA ACTIVACION DE CCP TRATADAS CON DIFERENTES SECRETAGOGOS EMPLEANDO LA
INCORPORACION DE ROJO DE RUTENIO

La incorporacidn de rojo de rutenio (RR) es un parametro rapido y especifico de la activacion y la desgranulacién
de las células cebadas de peritoneo de rata. Una vez que se las células se activan, se fusionan los granulos
secretores y el RR se pega a la heparina expuesta en la superficie celular, lo que permite la visualizacién del
proceso de exocitosis en tiempo real (Travis y cols., 2000). Sélo las células cebadas activadas incorporan el rojo
de rutenio. En estos ensayos se emplearon 25 x103 CCP en 200 uL de AHT en presencia del colorante rojo de
rutenio (Sigma Co., MO) a una concentracién final de 0.005% en los pozos de una placa de cultivo celular y se
dejaron en contacto con el colorante durante 5 min. Se incluyeron células cebadas de peritoneo previamente

tratadas con anti-DNP (1 pug/mL) durante 2 h a 37°C. Posteriormente, se adicionaron los siguientes secretagogos
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en cada uno de los pozos de la placa: antigenos TSL-1 (30 ng/mL), iondforo de calcio A23187 (2.5 uM),
compuesto 48/80 (1 ug/mL) y a las células cebadas de peritoneo tratadas con IgE anti-DNP se les afiadio DNP-
HAS (50 ng/mL). La incubacién con los diferentes secretagogos fue de 30 min a 37°C. Como controles negativos
de activacién se incluyeron células cebadas de peritoneo en presencia solo del rojo de rutenio en AHT. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacidn se evalud al microscopio Optico la activacion de las células cebadas de
peritoneo por los diferentes secretagogos al incorporar el colorante rojo de rutenio. Los resultados se presentan

como el porcentaje de células tefiidas determinadas en 3 experimentos independientes.

CUANTIFICACION DE HISTAMINA LIBERADA POR CELULAS CEBADAS DE PERITONEO

La liberacion de histamina, se midié con el ensayo fluorométrico descrito por Shore y cols. (1959) con algunas
modificaciones. En este ensayo se utilizaron los sobrenadantes y los precipitados celulares obtenidos de las
células cebadas de peritoneo estimuladas con diferentes concentraciones de los antigenos TSL-1. Para esto, los
precipitados de las células cebadas se resuspendieron en 200 pl de AHT y los tubos se hirvieron durante 10 min,
colocandose posteriormente en hielo. A todos los tubos que contenian sobrenadantes y los precipitados celulares
se les agreg6 20 ulL de &cido tricloracético (Boehinger Manheim, Alemania) al 25%, se agitaron, se incubaron 10
min y se centrifugaron a 600 g 10 min. Se transfirieron 190 uL del sobrenadante de cada tubo en una placa
Fluoro Nunc MaxiSorb (Nunc, Inc. Dinamarca). Se agregaron 20 uL de NaOH 4N (J. T. Baker, México), se agito
lentamente 5 min, se agregd a cada pozo 50 uL del o-ftaldialdehido (Sigma, Co., MO, 1.3 mg/mL de metanol
grado espectrofluorométrico; Sigma Co., MO) y se agitaron lentamente durante 4 min. Para completar la reaccion
se agregaron 26 uL de HCI 3N (Merck, México) a cada pozo y se continué agitando durante 20 min adicionales.
El volumen final por pozo fue de 286 uL. Con esto se formd un producto fluorescente estable a pH &cido cuya

intensidad se determind en un espectrofluorémetro Fluoroskan Il (Lab. System, Finlandia), usando un juego de
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filtros de emision a 430 nm y de excitacion a 360 nm. Los porcentajes de histamina liberada se calcularon
utilizando la siguiente formula:

% de histamina liberada =DO sobrenadante/Total (DO sobrenadante+DO precipitados celulares) X 100

La liberacion espontanea de histamina se obtuvo a partir de las células cebadas de peritoneo en presencia del

AHT.

CUANTIFICACION DE B-HEXOSAMINIDASA LIBERADA POR CELULAS CEBADAS DE PERITONEO

La actividad de la enzima -hexosaminidasa se midié de acuerdo a lo descrito por Cromwell y cols. (1991). En
este ensayo, al igual que con el de la determinacion de histamina liberada, se utilizaron los sobrenadantes y los
precipitados obtenidos de las células cebadas de peritoneo estimuladas con cada una de las diferentes
concentraciones de los antigenos TSL-1 y de los controles positivos y negativos (liberacion espontanea). Los
precipitados de las células cebadas de peritoneo se resuspendieron en 200 uL de AHT y se llevaron a cabo 3
ciclos de congelacidn/descongelacion, centrifugandose posteriormente 10 min a 220 g a 4°C. Posteriormente, se
tomaron 50 uL del sustrato fluorescente 4-metilumbeliferil N-acetil-B-D-glucosamida (Sigma, Co. USA) (sustrato
4-metilumbeliferil N-acetil-B-D-glucosamida 37.94 mg/mL de DMSO el cual se agreg6 posteriormente a 99 mL de
amortiguador de citratos 0.2 M, pH 4.5) y se agregaron a los pozos de las placas Fluoro Nunc MaxiSorb (Nunc,
Inc. Dinamarca). Asi mismo, se adicionaron 50 uL de las muestras de los sobrenadantes y los precipitados
celulares y se incubd durante 2 h a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se detuvo la reaccion mediante la adicion de
100 pL de Tris base 0.2 M, la intensidad de fluorescencia se determin6 en un espectrofluorometro Fluoroskan |l
(Lab. System, Finlandia), a una emision de 450 nm y excitacion de 356 nm. Los resultados se expresaron como
porcentajes de actividad de la enzima mediante la formula descrita previamente para la determinacién de

histamina liberada.
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CINETICA DE SECRECION DE HISTAMINA INDUCIDA POR LOS ANTIGENOS TSL-1 Y LOS DIFERENTES
SECRETAGOGOS

Se incubaron células cebadas de peritoneo de ratas no infectadas (25x103) a diferentes tiempos en presencia de
los antigenos TSL-1 (30 ng/mL) y de la sustancia P (10 uM). La activacion se interrumpié depositando los tubos
en hielo, y posteriormente separando las fracciones solubles y particuladas a 150 g durante 5 min a 4°C. La
determinacion de histamina se realizd como se menciond antes. En estos ensayos se incluyd un sistema
dependiente de IgE, para lo cual las células cebadas de peritoneo de ratas infectadas con N. brasiliensis se
incubaron con 10 Eg/mL del Et Nb. Los valores méaximos de histamina se determinaron de acuerdo a cada
secretagogo, tomando el valor porcentual més alto de la liberacidén de histamina como el 100% y los valores

obtenidos en la cinética ajustados a este 100 %.

EFECTO DE LA TOXINA DE Bordetella pertussis EN LA LIBERACION DE HISTAMINA POR CELULAS
CEBADAS DE PERITONEO ESTIMULADAS CON LOS ANTIGENOS TSL-1

Con el objeto de evaluar si en la activacion de las células cebadas de peritoneo por los antigenos TSL-1 esta
involucrado un sistema de proteinas G sensible a la toxina de B. pertussis, se analiz6 el efecto del tratamiento de
25x103 células cebadas con diferentes concentraciones de la toxina (1-100 ng/mL, Sigma, Co., USA) durante 2 h
a 37°C, siguiendo el protocolo recomendado por Bueb y cols. (1990). Después de incubar con la toxina, las
células cebadas se centrifugaron a 150 g por 5 min y se lavaron 3 veces con 1 mL de AHT. Posteriormente se
incubaron con los antigenos TSL-1 (30 ng/mL) durante 10 min a 37°C. Las reacciones se terminaron por
centrifugacion a 220 g 5 min y se separaron los precipitados celulares de los sobrenadantes. Como controles se
incluyeron células cebadas incubadas con la toxina pero sin estimulo (liberacion espontanea) y células cebadas
incubadas con la toxina en presencia de la sustancia P (10 uM). Con objeto de obtener informacién del efecto de

la toxina en un sistema dependiente de IgE se incluyeron células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas
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sensibilizadas con N. brasiliensis y tratadas con 10 Eq/mL del Et Nb. La determinacidn de histamina se realiz6

como se menciond con anterioridad.

EFECTO DE LA NEURAMINIDASA V EN LA LIBERACION DE HISTAMINA POR CELULAS CEBADAS DE
PERITONEO ESTIMULADAS CON LOS ANTIGENOS TSL-1.

Para evaluar si los antigenos TSL-1 reconocen residuos de acido sidlico (acido n-acetilneuraminico) en la
superficie de las células cebadas de peritoneo, se analizd el efecto del tratamiento previo con diferentes
concentraciones de neuraminidasa V. Para lo anterior se incubaron 25x103 células cebadas de peritoneo con
neuraminidasa V (0.01-0.1 U/mL, Sigma, Co., MO) durante 1 h a 37°C, siguiendo el protocolo recomendado por
Coleman y cols. (1986). Después de que las células cebadas de peritoneo se incubaron con la neuraminidasa V,
se lavaron 3 veces con 1 mL de AHT y se incubaron con los antigenos TSL-1 (30 ng/mL), durante 10 min a 37°C.
Las reacciones se terminaron por centrifugacion a 220 g durante 5 min y se separaron las fracciones solubles y
particuladas. Como controles se incluyeron células cebadas de peritoneo incubadas con la neuraminidasa V pero
sin estimulo (liberacion espontanea) y células cebadas de peritoneo tratadas con neuraminidasa V e incubadas
con la sustancia P (10 uM). Ademas, con objeto de obtener informacion en un sistema dependiente de IgE, se
incluyeron células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas sensibilizadas con N. brasiliensis incubadas con la
enzima en presencia de 10 Eq/mL del Et Nb. La determinacién de histamina se realizd como se mencion6 con

anterioridad.

ANALISIS DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO EN CELULAS CEBADAS ACTIVADAS CON LOS ANTIGENOS
TSL-1
Un proceso importante en la activacion de las células cebadas es el estallido respiratorio, por lo cual se evaluo la

actividad de la NADPH oxidasa siguiendo el protocolo descrito por Vowells y cols. (1995), basado en la oxidacion
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de dihidroxirodamina (DHR) 123, originalmente descrito para granulocitos. Para lo cual, 0.5-1x106 células
cebadas de peritoneo se incubaron con 50 uM DHR 123 (Molecular Probes Inc., OR) a TA durante 10 min.
Posteriormente, las células cebadas de peritoneo se incubaron con 1 pg/mL del ionoféro de calcio A23187, 6 con
30 ng/mL de los antigenos TSL-1, o una combinacién de ambos, durante 10 min a TA. Después de la
estimulacion, las especies de oxigeno reactivo (ROS) producidas por las células cebadas de peritoneo
provocaron la oxidacion del colorante no fluorescente DHR 123 a rodamina 123 fluorescente. La sefial
fluorescente de rodamina 123 emitida por las células estimuladas se midi6 en 1x104 células mediante el FACScan
(Becton Dickinson, CA). En algunos experimentos, las células cebadas de peritoneo se preincubaron durante 15
min a TA con L-NAME (N-nitro-L-arginina metil ester; Sigma Co., MO) un inhibidor de la oxido nitrico sintasa a
una concentracion de 10 uM y se estimularon posteriormente con 1 ug/mL de A23187 o con 30 ng/mL de los
antigenos TSL-1 ¢ la combinacion de los dos. Las células incubadas con DHR y L-NAME se utilizaron como

control de fluorescencia de fondo en la ausencia de estimulo.

MOVILIZACION DE CALCIO INTRACELULAR MEDIANTE LA ESTIMULACION DE CELULAS CEBADAS DE
PERITONEO POR LOS ANTiIGENOS TSL-1

Como parte del anélisis de la activaciéon de las células cebadas de peritoneo por los antigenos TSL-1, se
determind si existe flujo de calcio durante la activacién de las células, siguiendo el protocolo descrito por
Niyonsaba y cols. (2001). Para lo cual, se incubaron 0.5-1x10¢ células cebadas de peritoneo con 4 uM del
fluorocromo FURA 2AM (Molecular Probes Inc., OR) durante 30 min a 37°C. Las células se lavaron tres veces
con 1 mL de AHT y se dejaron reposar durante otros 30 min. Después del periodo de incubacion, las células
cebadas de peritoneo se depositaron en la celda del fluorémetro que contenia un iman pequefio y que permitia el
mezclado lento y constante de las células cebadas de peritoneo mediante el sistema de fluorescencia PTI

(Photon Techonology International, NJ) version 1.4 empleando el anélisis con el programa FELIX. Las células
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cebadas de peritoneo se mantuvieron en la cubeta del fluorometro durante 20 min a 37°, se agregaron 30 ng/mL
de los antigenos TSL-1y se incub6 10 min con agitacién y temperatura constante. Posteriormente, se agregé 1
ug/mL del compuesto 48/80 y se incubd durante 10 min adicionales (control positivo). Paralelamente se
realizaron experimentos en los cuales se utilizaron células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas infectadas
con T. spiralis, las cuales también se estimularon con 30 ng/mL de los antigenos TSL-1. Ademas se realizaron
experimentos utilizando el modelo de N. brasiliensis dependiente e independiente de IgE. Los resultados
obtenidos se determinaron a partir de la proporcién de fluorescencia maxima y minima mediante la adicién de
Triton X-100 (0.4 %) y 0.9 M EGTA /10 mM Tris pH 8.8, respectivamente. Los valores de fluorescencia se
obtuvieron a una excitacion de 340 nm y 380 nm y la emisién a 510 nm, colectandose cada segundo. Los
resultados se expresaron como concentracion de calcio intracelular calculada por la formula de Grynkiewicz y
cols, (1985), que es [Ca?* ]i= Kd(R-Rmin/ Rmax-R)(Ff2/Fb2) donde Kd es la constante de unién para FURA 2AM,
R es la proporcion de fluorescencia para el tratamiento, Rmin es la proporciéon minima de la fluorescencia a 340 y
380 nm, Rmax es la proporcion maxima de la fluorescencia a 340 y 380 nm, Ff2 es la fluorescencia a 340 nm del

FURA 2AM libre, Fb2 es la fluorescencia a 340 nm del FURA 2AM unido a calcio intracelular.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se presentan como la media * error estandar. Las diferencias se evaluaron por ANOVA de

dos vias y por la prueba de comparaciones multiples de Dunnet (Zar, 1994).
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RESULTADOS

ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS ANTIGENOS TSL-1

A partir de 20 mg del Et Ts de las larvas musculares de T. spiralis se purificaron los antigenos TSL-1 mediante
cromatografia de afinidad, empleando al anticuerpo monoclonal NIM-M1. Las fracciones obtenidas con los dos
amortiguadores empleados se concentraron y se analizaron por electroforésis. Se obtuvieron 5 proteinas con
pesos moleculares de 47, 52, 67, 72 'y 105 kDa (Fig. 4) que corresponden a los antigenos (TSL-1) previamente
mostrados por Ortega-Pierres y cols. (1989). Las 5 proteinas obtenidas en la fraccidn alkali strip se utilizaron en

los ensayos de estimulacion de células cebadas de peritoneo de rata.

kDa

t;.ﬁ -—105
.

67

- 52
- 47
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=
TSL-1

Figura 4. Andlisis electroforético de los antigenos TSL-1 en geles de poliacrilamida-SDS al 10 % bajo condiciones desnaturalizantes. Los
antigenos TSL-1 se purificaron mediante cromatografia de afinidad empleando al anticuerpo monoclonal NIM-M1 acoplado a Sefarosa

4B. Se muestran los antigenos TSL-1 purificados de la fraccion alkali-strip.
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CUANTIFICACION DE ENDOTOXINA PRESENTE EN LOS ANTIGENOS TSL-1

La presencia de endotoxina en los antigenos TSL-1 se evalu6 mediante el estuche de Lit E-Toxate®. Los
resultados indicaron la presencia de menos de 0.015 UE/mL, que se considera como valor negativo de acuerdo a
las instrucciones del mismo. Este resultado fue reproducible en tres experimentos realizados por duplicado cada

uno.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CELULAS CEBADAS DE PERITONEO DE RATA

El uso de gradientes discontinuos de Percoll (30% -80%) para el aislamiento de células cebadas de peritoneo de
ratas infectadas y células cebadas de peritoneo de ratas no infectadas dio un valor promedio de
aproximadamente 1x106 células cebadas de peritoneo/rata no infectada y de aproximadamente 2x106 células
cebadas de peritoneo/rata infectada. La pureza con la que se obtuvieron las células fue del 99 % vy la viabilidad
promedio fue del 98 % en ambos casos. Las células cebadas de peritoneo que se obtenian con valores menores
del 95 % de viabilidad o de pureza se desecharon y las preparaciones celulares que mostraron al microscopio

presencia de desgranulacion no fueron utilizadas en los ensayos de activacion.

ESTIMULACION DE CELULAS CEBADAS DE PERITONEO POR ANTIGENOS TSL-1 E INCORPORACION DE
ROJO DE RUTENIO

La utilizacion del rojo de rutenio (RR) permitié determinar la activacion de las células cebadas de peritoneo por los
antigenos TSL-1. El porcentaje promedio de las células cebadas de peritoneo que se activaron con los antigenos
TSL-1 (30 ng/mL) fue 30 £ 7 % (Fig. 5A). Los valores obtenidos para los controles positivos fueron de 85 + 8 %
para el ionoforo de calcio A23187 (Fig. 5B), 95 £ 2 % para el compuesto 48/80 (Fig. 5C) y 92 + 11 % para el
IgE/anti IgE (Fig. 5D). En el control negativo de células cebadas de peritoneo sin tratamiento sélo se activo el 6 £
6 % de células cebadas (Fig. 5E). El porcentaje de las células cebadas de peritoneo tefiidas con el rojo de rutenio

posterior al tratamiento con los antigenos TSL-1 fue significativamente diferente del control negativo (p <0.01).
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Figura 5. Células cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas estimuladas con diferentes secretagogos. Se preincubaron las CCP
con 0.005% de rojo de rutenio durante 5 min y posteriormente se adicionaron 30 ng/mL de los antigenos TSL-1 (A, barra blanca), 2.5 uM
de ionoféro de calcio A23187 (B, barra punteada), 1 ug/mL del compuesto 48/80 (C, barra negra) 6 1 pug/mL de anti-IgE (D, barra con
lineas diagonales) a 37°C por 30 min. Las células cebadas de peritoneo incubadas con el colorante rojo de rutenio sin tratamiento se

usaron como controles negativos (E). Esta figura es representativa de tres experimentos independientes realizados por duplicado (*p

=0.01).
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CUANTIFICACION DE HISTAMINA Y B-HEXOSAMINIDASA LIBERADA POR CELULAS CEBADAS DE
PERITONEO ESTIMULADAS CON LOS ANTIGENOS TSL-1

Con la finalidad de examinar la capacidad de los antigenos TSL-1 para estimular a las células cebadas de
peritoneo no sensibilizadas, las células se trataron con diferentes concentraciones de los antigenos TSL-1y se
determind la liberacion de histamina y B-hexosaminidasa mediante ensayos de fluorometria. En la figura 6A se
muestran los valores promedio de histamina liberada por células cebadas de peritoneo de ratas normales, no
infectadas con el parasito, estimuladas con diferentes concentraciones (1-100 ng/mL) de los antigenos TSL-1 de
T. spiralis. Los maximos niveles de histamina liberados se observaron a 30 ng/mL (30 + 5.3 %, n=13). En estos
ensayos se incluyé como control positivo al ionéforo de calcio A23187 (2.5 uM), observandose una liberacion de
histamina del 70 + 2.8 % y como control negativo células cebadas de peritoneo no estimuladas, obteniéndose la
liberacion espontanea de aproximadamente 6 + 0.4 %. Asi mismo, se incluyeron células cebadas de peritoneo de
rata no sensibilizadas tratadas con el Et Nb, mostrandose que la respuesta de histamina liberada por estos
antigenos no es diferente a la histamina liberada espontaneamente (6 + 2 %), sin embargo, si se indujo la
liberacion de histamina por las células cebadas sensibilizadas con el parasito, incubadas con el Et Nb (32 + 8 %).
La prueba estadistica de comparacion multiple de Dunnet mostré que la histamina liberada obtenida a 5, 10 y 30
ng/mL de los antigenos TSL-1 fue estadisticamente significativa con respecto a la liberacion espontanea. Por lo
tanto en los experimentos subsecuentes se usaron 30 ng/mL de los antigenos TSL-1 para analizar los
mecanismos de activacion de células cebadas de peritoneo. Al determinar la liberacién de f-hexosaminidasa por
células cebadas de peritoneo estimuladas con los antigenos TSL-1 se observé que a diferencia de la secrecion
de histamina, los antigenos TSL-1 no indujeron la liberacién de esta molécula (Fig. 6B) pues los valores obtenidos
fueron similares a los obtenidos con las células cebadas de peritoneo controles (3 + 0.3 %, n=8). Sin embargo, se

observé la liberacion de -hexosaminidasa por las células cebadas de peritoneo tratadas con el ionéforo de calcio
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A23187 (2.5 uM) y por células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis estimuladas con el Et Nb

(10 Eg/mL) con 64 £ 6 %y 68 * 8 % respectivamente (n=8).
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Figura 6. Media + error estadndar de la secrecion de histamina (A, barras grises) y B-hexosaminidasa (B, barras negras) por células
cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas activadas con los antigenos TSL-1. Las células cebadas de peritoneo se incubaron con
diferentes concentraciones (1-100 ng/mL) de los antigenos TSL-1 a 37°C durante 10 min. Se muestran los resultados obtenidos en la
liberacion esponténea (espont) de histamina (n=13; *p<0.05, ** p<0.01) y B-hexosaminidasa (n=8) por las células cebadas de peritoneo
no sensibilizadas, asi como de las expuestas a los antigenos de N. brasiliensis (no sen, 10 Eg/mL, barras con lineas verticales).
También se muestran los resultados obtenidos por los controles positivos, células cebadas de peritoneo expuestas al ionéforo de calcio
A23187 (2.5 uM, barras con lineas diagonales) y células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis (sen, barras con lineas

horizontales) y estimuladas con el antigeno homélogo.
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Para descartar la posibilidad de la existencia de algun tipo de inhibidor en los antigenos TSL-1, que afectara la
liberacion de P-hexosaminidasa, se realizaron ensayos de activacion de células cebadas de peritoneo
estimuladas con diferentes concentraciones del ion6foro de calcio A23187 (0.02, 0.25 y 2.5 uM) en ausencia (Fig.
7A) y en presencia de los antigenos TSL-1 (Fig. 7B). Los resultados mostraron que los porcentajes de B-
hexosaminidasa liberados con 0.02, 0.25 y 2.5 uM del ionéforo de calcio A23187, fuerondel 13+3 %, 74 +4 %y
79 + 4 % respectivamente y que en presencia de los antigenos TSL-1 los valores obtenidos fueron de 19 + 16 %,
75+5% vy 72 £ 7 % respectivamente (n=3). Lo anterior sugiere que en efecto, los antigenos TSL-1 no inducen
liberacion de B-hexosaminidasa y que esto no es debido a la presencia de inhibidores. De manera paralela se
evalud la liberacién de histamina y los resultados mostraron liberacion de histamina en 24 +21 %, 86 +4 % y 84
+ 4 %, para las concentraciones de 0.02, 0.25y 2.5 uM del ionéforo de calcio A23187 y 11 +3 %, 86 + 2 % y 85
+ 3 % para 0.02, 0.25 y 2.5 uM del ion6foro de calcio A23187 y en presencia de 30 ng/mL de los antigenos TSL-
1 en ambos casos.

Como control interno se evalu6 la liberacion de histamina y de B-hexosaminidasa en un modelo de activacion
dependiente de IgE con células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis y estimuladas con
diferentes concentraciones (5, 10 y 20 Eqg/mL) del Et Nb (Fig. 7C). La liberacion de histamina fue del 23 +7 %, al
32 £ 6 % (n=3) con las diferentes concentraciones. Los valores de liberacién espontanea para histamina fueron
del 6 +£ 0.5 % y los valores del control positivo A23187 fueron del 85 + 0.5 %. Con respecto a la liberacion de B-
hexosaminidasa se observaron valores del 54 + 7 % al 66 + 4 % (n=3) con las concentraciones antigénicas
usadas. Los resultados de liberacién espontanea para -hexosaminidasa fueron del 6 + 0.3 % y los valores del

control positivo A23187 fueron del 82 +2 %.
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Figura 7. Porcentaje de histamina (barras grises) y p-hexosaminidasa (barras negras) liberadas por células cebadas de peritoneo de
ratas no sensibilizadas incubadas con diferentes concentraciones del ionéforo de calcio A23187 (0.02, 0.25, 2.5 uM) en ausencia (A) y
en presencia de 30 ng/mL de los antigenos TSL-1 (B). (C) Secrecién de histamina (barras grises) y f-hexosaminidasa (barras negras)
liberadas por células cebadas de peritoneo de ratas infectadas con N. brasiliensis incubadas con diferentes concentraciones del Et Nb
(5, 10 y 20 Eqg/mL), se reporta también la liberacion de histamina (barra con puntos) y B-hexosaminidasa (barra con lineas diagonales)

en presencia del ionéforo de calcio A23187 (2.5 uM) (**, p=0.01; *, p=0.05 con respecto al control).

54



CINETICA DE SECRECION DE HISTAMINA POR CCP

Se evalud la cinética de secrecién de histamina por las células cebadas de peritoneo tratadas con los antigenos
TSL-1 y con el secretagogo sustancia P (10 uM) (Fig. 8), realizandose ensayos cinéticos. Los resultados de
liberacion de histamina por los antigenos TSL-1 fueron similares a los observados con la sustancia P,
obteniéndose 94 y 100% respectivamente, con la liberacion maxima de histamina los 10 seg. Como control de
estimulacion dependiente de IgE se incluyeron células cebadas de peritoneo de ratas infectadas con N.
brasiliensis estimuladas con 10 Eq/mL del Et Nb, alcanzando 45 % y 84 % de liberacion maxima de histamina a

los 5y 10 seg respectivamente.

Maxima histamina liberada (%)

| | |
o | | |

o z20 <0 S0
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Figura 8. Media * error estandar de la secrecion de histamina por células cebadas de peritoneo de ratas no sensibilizadas activadas por
los antigenos TSL-1 (m, 30 ng/mL) y sustancia P (o, 10 uM). Se incluyé un sistema de activacion dependiente de IgE en el cual las
células cebadas de peritoneo sensibilizadas por N. brasiliensis se estimularon con el antigeno homélogo (e, 10 Eg/mL). Se realizaron 5
a 7 experimentos para cada secretagogo. Los valores obtenidos para los antigenos TSL-1 y la sustancia P son significativamente
diferentes a los obtenidos para el modelo dependiente IgE con el Et Nb a 5 seg (*, p<0.05). Los valores maximos de histamina se
determinaron de acuerdo a cada secretagogo, tomando el valor porcentual méas alto de la liberacidn de histamina como el 100% y los

valores obtenidos en la cinética ajustados a este 100 % de histamina liberada.
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MODULACION DE LA SECRECION DE HISTAMINA POR EL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS CEBADAS
DE PERITONEO CON LA TOXINA DE Bordetella pertussis Y NEURAMINIDASA V

Considerando que los antigenos TSL-1 activan a las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas con una
cinética de activacion similar a la de la sustancia P y que en la liberacion de histamina inducida por la sustancia P
se encuentra involucrado un sistema de proteinas G sensibles a la toxina de B. pertussis, se procedi6 a evaluar el
efecto de la toxina en la secrecién de histamina inducida por 30 ng/mL de los antigenos TSL-1. Como puede
observarse en la figura 9 el tratamiento con diferentes concentraciones (1-100 ng/mL) de la toxina de B. pertussis
inhibe la liberacion de histamina por los antigenos TSL-1 de manera similar a sus efectos en la secrecién de
histamina inducida por la sustancia P. La maxima inhibicién de histamina para los antigenos TSL-1 y la sustancia
P ocurrié a los 100 ng/mL de la toxina de B. pertussis (con valores de 8 y 18 % de histamina liberada; inhibicidn
del 73 £ 8.1 %, n=7 y 72 £ 5.7 %, n=10, respectivamente). Con las células cebadas de peritoneo de ratas
sensibilizadas con N. brasiliensis la respuesta al Et Nb so6lo alcanz6 una inhibicion méaxima del 50 £ 5.1 % (14 %
de histamina liberada; n=6). La magnitud de la inhibicion en la secrecién de histamina por la toxina de B. pertussis
fue significativamente mayor para los antigenos TSL-1 y sustancia P que para la secrecion inducida por N.
brasiliensis (p<0.05).

En vista de que la secrecion de histamina inducida por la sustancia P es sensible a inhibicion mediante la
eliminacion de los residuos de acido sialico de la superficie celular mediante el tratamiento con neuraminidasa V,
se evaluo el efecto de estos residuos en la activacion de células cebadas de peritoneo por los antigenos TSL-1.
Para esto se incubaron a las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas con diferentes concentraciones de
neuraminidasa V (0.01 a 0.1 U/mL), posteriormente se lavaron y se expusieron a los antigenos TSL-1 (30 ng/mL)
y 6 a la sustancia P (10 uM). Los resultados (Fig. 10) muestran una inhibicién de la liberacién de histamina del 32
+ 2.2 % (13 % de histamina liberada; n=10) y 57 £ 6.3 % (44 % de histamina liberada; n=12) a 0.1 U/mL de

neuraminidasa V, para la sustancia P y los antigenos TSL-1 respectivamente.
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Figura 9. Efecto del pretratamiento de las células cebadas de peritoneo con la toxina de Bordetella pertussis en la secrecion de
histamina inducida por los antigenos TSL-1 (m, 30 ng/mL), sustancia P (o, 10 uM) y un sistema de activacién dependiente de IgE.
Después del tratamiento de las células cebadas no sensibilizadas con la toxina de B. pertussis durante 2 h a 37°C, se incubaron con
cada secretagogo durante 10 min a 37°C. Las células cebadas de peritoneo sensibilizadas con N. brasiliensis se pretrataron también
con la toxina de B. pertussis y se estimularon con el antigeno homologo (e, 10 Eg/mL). Los valores graficados son la media + error
estandar; n=6 a 10 experimentos para cada secretagogo. Los valores obtenidos para los antigenos TSL-1 y la sustancia P son

significativamente diferentes a los obtenidos para el modelo dependiente IgE con los antigenos de N. brasiliensis (*, p<0.05).
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Figura 10. Efecto del pretratamiento de las células cebadas de peritoneo con la enzima neuraminidasa V en la secrecion de histamina
por los antigenos TSL-1 (m, 30 ng/mL) y sustancia P (o, 10 uM). Después del tratamiento de las células cebadas no sensibilizadas con
neuraminidasa V durante 1 h a 37°C, las células cebadas se lavaron y se incubaron con los secretagogos a 37°C por 10 min. Como
control dependiente de IgE se incluyeron células cebadas de peritoeno de ratas sensibilizadas con N. brasiliensis que se pretrataron con
neuraminidasa V y se estimularon con el antigeno homélogo (e, 10 Eq/mL). Los valores graficados son la media + error estandar; n=10
a 12 experimentos para cada secretagogo. Los valores obtenidos para los antigenos TSL-1 y la sustancia P son significativamente

diferentes a los obtenidos para el modelo dependiente IgE con los antigenos de N. brasiliensis (¥, p<0.05).
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EVALUACION DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO POR LAS CELULAS CEBADAS DE PERITONEO
EXPUESTAS A LOS ANTIGENOS TSL-1

Estudios previos han mostrado que las células cebadas de peritoneo generan especies de oxigeno reactivo
intracelular una vez que las células cebadas se activan con ionoféro de calcio A23187 y que las ROS aumentan la
liberacién de histamina de las células cebadas de peritoneo (Niu y cols., 1996; Wolfreys y Oliveira, 1997). Para
definir el espectro de efectos de los antigenos TSL-1 en las células cebadas de peritoneo, analizamos si los
antigenos TSL-1 inducen la produccion de ROS. En estos estudios, las células cebadas de peritoneo expuestas
al iondforo de calcio A23187 mostraron actividad oxidativa (IFM 148; Fig. 11B) mayor que las células cebadas de
peritoneo no estimuladas (IFM 50, Fig. 11A). Sin embargo, no se observé estallido respiratorio en las células
cebadas de peritoneo en presencia de los antigenos TSL-1 (Fig. 11C). En vista de que el 6xido nitrico tiene un
efecto inhibitorio en la producciéon de ROS en las células cebadas (Brooks y cols., 1999), se evalud si los
antigenos TSL-1 podrian inducir la produccién de 6xido nitrico que pudiera inhibir el estallido respiratorio. Para lo
anterior, las células cebadas de peritoneo se preincubaron con el inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, L-NAME, y
se determin6 su actividad oxidativa en presencia de los antigenos TSL-1. Sin embargo, incluso en presencia del
inhibidor, no fue posible medir estallido respiratorio en las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas
expuestas a los antigenos TSL-1 (Fig. 11D). Tanto los antigenos TSL-1 como el iondforo de calcio A23187 se
aplicaron simultaneamente en algunos experimentos y los antigenos TSL-1 no inhibieron la respuesta del ionéforo

de calcio A23187.
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Figura 11. Analisis in vitro del estallido respiratorio mediante la evaluacion de la actividad de la NADPH oxidasa por las células cebadas
de peritoneo tratadas con dihidroxirodamina 123 (DHR 123). Se trataron 0.5-1x108 células cebadas de peritoneo con 50 uM de DHR 123
durante 10 min a TA y posteriormente se estimularon con 30 ng/mL de los antigenos TSL-1 0 con 1 ug/mL del ionéforo de calcio A23187
durante 10 min a TA. Los histogramas oscuros representan a las células activadas por el estimulo, mientras que los histogramas
blancos representan a las células cebadas tratadas con DHR 123 sin estimulo. Células cebadas de peritoneo sin estimulo (A); células
cebadas en presencia del ionoforo de calcio A23187, mostrando estallido oxidativo (B); células cebadas tratadas con los antigenos TSL-
1 no mostrando actividad de ROS (C); células cebadas tratadas con L-NAME (10 uM ) y con los antigenos TSL-1 (D). Intensidad de

fluorescencia media (IFM).
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MOVILIZACION DE CALCIO INTRACELULAR

En la secrecién de histamina por las células cebadas mediante mecanismos dependientes de IgE se observa flujo
de calcio intracelular (Kim y cols., 1997). Considerando lo anterior, se investigo si la liberaciéon de histamina
inducida por los antigenos TSL-1 estaba asociada con cambios en calcio intracelular. Para esto se incubaron a
las células cebadas de peritoneo con el fluorocromo FURA-2AM, se expusieron a los antigenos TSL-1 (30 ng/mL)
y se cuantificaron los cambios en los niveles de calcio. Los resultados mostraron que a pesar de que los TSL-1
inducen la secrecion de histamina, éstos no indujeron cambios en los niveles de calcio intracelular, ain cuando se
usaron varias concentraciones de los antigenos TSL-1 (30 a 450 ng/mL, n=12) (Fig. 12A). En contraste, cuando
las células cebadas de peritoneo de ratas sensibilizadas con T. spiralis se expusieron a 30 ng/mL de los
antigenos TSL-1, se mostr6 un incremento inmediato en los niveles de calcio (Fig. 12B). Con el compuesto 48/80
se indujo la movilizacién de calcio intracelular tanto en células cebadas de peritoneo sensibilizadas como no
sensibilizadas (Fig. 12 A y B). Por otro lado, en el modelo de N. brasiliensis se mostrd una respuesta similar sin
movilizacién de calcio por las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas tratadas el Et Nb (Fig. 13A) y una
respuesta inmediata en la movilizacion de calcio en el modelo dependiente de IgE (Fig. 13B). En este caso el

compuesto 48/80 también indujo la movilizacion de calcio intracelular (Fig. 13 Ay B).
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Figura 12. Movilizacién de calcio intracelular inducida por los antigenos TSL-1. Las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas (A) y
sensibilizadas con Trichinella spiralis (B) se trataron con 4 uM del fluorocromo FURA-2AM durante 30 min a 37°C, se expusieron a los
antigenos TSL-1 (30 ng/mL) y se evaluaron los cambios en los niveles de calcio intracelular. Posteriormente las células cebadas se
estimularon con el compuesto 48/80 (1 pg/mL) como control positivo. Las graficas muestran los datos obtenidos en un experimento
representativo de un total de 12 experimentos independientes. Los antigenos TSL-1 inducen la movilizacion de calcio en las células

cebadas de peritoneo sensibilizadas pero no en las no sensibilizadas. Las flechas indican la adicidn de los agonistas.
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Figura 13. Movilizacién de calcio intracelular inducida en el modelo de activacién dependiente de IgE con Nippostrongylus brasiliensis y
los antigenos homélogos. Las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas (A) y sensibilizadas con N. brasiliensis (B) se trataron con
4 uM del fluorocromo FURA-2AM durante 30 min a 37°C, se expusieron al Et Nb (10 Eg/mL) y se evaluaron los cambios en los niveles
de calcio intracelular. Posteriormente las células cebadas de peritoneo se estimularon con el compuesto 48/80 (1 pg/mL) como control
positivo. Las graficas muestran los datos obtenidos en un experimento representativo de un total de 5 experimentos independientes. El
Et Nb induce la movilizacién de calcio en las células cebadas de peritoneo sensibilizadas pero no en las no sensibilizadas. Las flechas

indican la adicién de los agonistas.
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DISCUSION

Las células cebadas participan de manera muy importante tanto en la induccién de cambios fisiologicos en el
intestino de animales infectados con T. spiralis como en el proceso de expulsion del parasito adulto. La activacion
de las células cebadas durante la infeccion por T. spiralis puede llevarse a cabo mediante la sustancia P 6 a
través de un mecanismo dependiente de IgE, con la subsiguiente liberacion de mediadores inflamatorios que
inducen un proceso inflamatorio, incrementan la peristalsis del intestino, la permeabilidad y secrecién de cloro por
el epitelio intestinal (Perdue y Gall 1986; Russell, 1986; Castro y cols., 1987; Harari y cols., 1987; Russell y
Castro, 1979; Perdue y cols., 1991; Broaddus y Castro, 1994). Sin embargo, también existen evidencias de la
participacién de las células cebadas en la expulsion del parasito mediante un mecanismo independiente de IgE
(Grencis 1997). Con la finalidad de identificar antigenos del parasito que pudieran estar involucrados en la
activacion directa de las células cebadas, nuestro grupo de investigacion analizé previamente la activacion in vitro
de las células cebadas (de peritoneo de rata no sensibilizada y de la linea celular HRMC, por antigenos
especificos de la LM de T. spiralis (TSL-1) (Arizmendi y cols., 1997). Los antigenos TSL-1 involucran moléculas
de 47, 52, 67 y 72 kDa presentes en la superficie, asi como tres moléculas de 52, 67 y 72 kDa presentes en los
productos de E/S del parésito (Arriaga y cols., 1989). En estos y estudios posteriores se observo la liberacion de
histamina, proteasas especificas, TNFo. e IL-4 y sugieren la participaciéon de las células cebadas en una
respuesta inmune innata contra T. spiralis y en la regulacion de la respuesta Thy a través de la produccién y
liberacion de IL-4 (Arizmendi y cols., 2001; Niborski y cols., 2004).

Se ha estudiado la activacion de las células cebadas por la sustancia P y el compuesto 48/80, determinandose
que la secrecion de histamina se realiza de manera rapida (alrededor de 5-10 seg), es sensible a ser inhibida por
la toxina de B. pertussis, involucrando la participacion de proteinas Gy, en el caso de sustancia P, es necesaria
la presencia de residuos de &cido sialico en la superficie de las células cebadas. Por lo anterior, en esta tesis se
investigd si la activacion de las células cebadas por los antigenos TSL-1 compartia caracteristicas con la

activacion por sustancia P y otros secretagogos.
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Inicialmente se evalud la activacion de las células cebadas de peritoneo de rata no sensibilizada en presencia del
colorante rojo de rutenio y los antigenos TSL-1, ademas de incluir varios controles positivos (ionoféro de calcio
A23187, compuesto 48/80 y un mecanismo dependiente de IgE). Se observé la activacion de las células cebadas
de peritoneo por los antigenos TSL-1 (30 ng/mL), mediante la incorporacién del colorante, determindndose un
porcentaje de activacion del 30 %. La razon por la cual sélo el 30 % de las células cebadas de peritoneo se
activaron con los antigenos TSL-1 se desconoce, sin embargo, se sabe que la poblacién de células cebadas que
responde a diferentes estimulos puede variar, depende directamente de las condiciones ambientales y esta
regulada diferencialmente, lo que afecta la secrecion (Travis y cols., 2000; Gilchrist y cols., 2003).

En vista de que los antigenos de superficie de la LM de T. spiralis fueron capaces de estimular directamente a las
células cebadas, es posible imaginar que moléculas liberadas por las células cebadas asi activadas inducen
cambios en el microambiente intestinal. En el caso de histamina, ésta participa en el control de la secrecion
gastrica y propicia ademas la participacion de otras células inflamatorias asi también puede intervenir en el
control local del flujo sanguineo, promoviendo que los tejidos cercanos tengan los vasos méas dilatados y por
consiguiente un mayor flujo sanguineo y permeabilidad capilar, permitiendo que otras moléculas proteicas se
distribuyan entre el plasma y los espacios intersticiales. Este proceso inflamatorio incrementa la filtracion de otras
células que también son estimuladas para liberar mediadores de respuesta inflamatoria, lo que conduce a un
incremento en la peristalsis y como consecuencia final a la expulsién de los parasitos. En este sentido, es
importante observar que los valores de histamina liberada por las células cebadas estimuladas con 30 ng/ml de
los antigenos TSL-1 utilizados en este trabajo, son significativos con respecto a las células control, sugiriéndose
un papel importante de las células cebadas activadas directamente en el proceso inflamatorio que se observa
durante el proceso de expulsion. La desgranulacion de las células cebadas forma parte importante en la
alteracion integral del intestino, que incluye hiperexcitabilidad intestinal (Marzio y cols., 1992; Weinreich cols.,
1992; 1995; Frieling y cols., 1994; Jiang y cols., 2000). Entre los mediadores secretados por las células cebadas

se encuentran proteasas especificas, y algunas de éstas envian sefiales a las células a través de los receptores
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activados por proteasas (PAR) (Dery y cols., 1998; 1999; Cocks y Moffatt, 2000; Vergnolle y cols., 2001). En
particular los receptores PAR2, estan altamente expresadas en el tracto gastrointestinal, donde se localizan las
células epiteliales, miocitos y neuronas entéricas (Corvera y cols., 1997; 1999; Kong cols., 1997). Recientemente,
Reed y cols. (2003) evaluaron la hiperexcitabilidad en neuronas de la submucosa del intestino de cobayos
mediante la activacion del PAR2, por moléculas (histamina, 5-HT, protaglandinas y triptasa) liberadas por células
cebadas activadas con antagonistas. Los autores demostraron en el sobrenadante de estas células cebadas una
gran actividad de triptasa, sugiriendo que esta molécula, a través de la activacion de PAR2, induce la
hiperexcitabilidad de las neuronas de la submucosa, y que las sefiales entre las células inmunes y las neuronas
contribuyen considerablemente a las alteraciones crénicas en la fisiologia intestinal.

El significado biolégico de estas observaciones en la relacion huésped parasito en el modelo de T. spiralis, s
desconocido, sin embargo, vale la pena mencionar que los antigenos TSL-1 y la sustancia P estan presentes en
los animales infectados con T. spiralis (Swain y cols., 1992; Barbara y cols., 2003) y tal cual se demuestra en este
estudio, la secrecion de histamina inducida por estas moléculas en las células cebadas comparten algunas
caracteristicas. De esta forma, es posible que los antigenos TSL-1 y la sustancia P a través de la activacion de
las células cebadas en el intestino u otros tejido liberen moléculas pro-inflamatorias que contribuyan al proceso
inflamatorio e influencien en la sobrevivencia de los parasitos adultos o las LM. La activacion de las células
cebadas conduce finalmente a la liberacién de diferentes mediadores, que pudieran participar en un momento
dado como estimuladores o reguladores de la respuesta inmune innata o adquirida. En este sentido, la alteracion
en el citoesqueleto causado por la influencia de los antigenos del parasito podria modificar la capacidad de las
células cebadas para secretar histamina y otras moléculas.

Una forma especifica de determinar la activacién de las células cebadas de peritoneo es mediante la
cuantificacion de la secrecion de histamina, es importante mencionar que el contenido de histamina de las células
cebadas de mucosa intestinal de rata es de 1-3 picogramos/célula, en comparacion con 10 a 30 picogramos de

histamina/célula en las células cebadas de peritoneo de rata (Bissonnette y cols., 1996). Por esta razén en este
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trabajo se utilizaron las células cebadas de peritoneo y se determin6 que la maxima liberacion de histamina por
las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas estimuladas con los antigenos TSL-1 fue de 30 %. Estos
resultados correlacionan con los obtenidos previamente por Arizmendi y cols. (1997). Un aspecto de gran interés
es el que las células cebadas de peritoneo no sensibilizadas no fueron estimuladas con el Et Nb; en estos
ensayos la cantidad de histamina liberada fue similar a la histamina liberada espontdneamente (6 + 2 %) a
diferencia de lo observado con los antigenos TSL-1. Sin embargo, en el modelo de activacion de células cebadas
dependiente de IgE, (células cebadas de peritoneo obtenidas de ratas infectadas por N. brasiliensis y estimuladas
con el Et Nb) la secrecién de histamina fue de aproximadamente un 30 %. Estos resultados son similares a los
reportados por Befus y cols., (1999).

Un aspecto relevante en este estudio fue la ausencia de secrecion de B-hexosaminidasa por células cebadas de
peritoneo no sensibilizadas estimuladas con los antigenos TSL-1. Sin embargo, los controles positivos de
estimulacion; ionéforo de calcio y el modelo dependiente de IgE con células cebadas de peritoneo sensibilizadas
con N. brasiliensis y tratadas con el Et Nb, indujeron la liberaciéon de esta molécula. En los ensayos realizados
con células cebadas de peritoneo tratadas con diferentes concentraciones del ionéforo de calcio A23187 y 30
ng/mL de los antigenos TSL-1, se obtuvo una liberacién de 3-hexosaminidasa del 70 %, indicando la ausencia de
inhibidores en estos antigenos. Es muy interesante el hecho de que los antigenos TSL-1 indujeran la liberacién
de histamina pero no de p-hexosaminidasa, ya que se consideraba que esas dos moléculas se encontraban
almacenadas en el mismo granulo. A este respecto, el Unico estudio respecto a la presencia de histamina y la 8-
hexosaminidasa almacenadas en el mismo granulo en células cebadas derivadas de medula dsea de raton ha
sido el de Razin y cols., (1983) y a partir de ese trabajo se considero un hecho que estas moléculas eran
secretadas de la misma manera. Sin embargo, existen evidencias que muestran en células cebadas activadas, la
liberacion diferencial de histamina y serotonina, ademés de que la cantidad secretada puede variar dependiendo

del tipo de estimulo (Pihel y cols., 1995). Asimismo, se sabe que la secrecién de histamina puede estar
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selectivamente modulada por toxinas bacterianas (Supajatura y cols., 2001; Feger y cols., 2002; McCurdy y cols.,
2003). Los resultados de Calderdn y cols. (1998) apoyan lo anterior, al demostrar la liberacion de TNFa., pero no
de histamina por células cebadas de peritoneo activadas con la toxina A de Clostridium dificile. Por otro lado,
existe evidencia de que las células cebadas y otros granulocitos como los eosinéfilos, pueden liberar sus diversos
mediadores de manera selectiva y diferencial, proceso conocido como “desgranulacién diferencial’, evento
regulado por el tipo de la sefial estimuladora de las células cebadas (Dvorak 1992; 1994; 2000; Malaviya y cols,
1994; Erjefalt y cols., 2001; Lacy y cols., 2001). Considerando nuestros resultados, es probable que los antigenos
TSL-1 estimulen en las células cebadas una desgranulacion en diferente intensidad de histamina y p-
hexosaminidasa.

La cinética de liberacion de histamina por células cebadas de peritoneo no sensibilizadas estimuladas con los
antigenos TSL-1, hizo evidente que la secrecidn de esta molécula comparte caracteristicas con la inducida por la
sustancia P y es diferente a la observada en el modelo de activacion dependiente de IgE. Otras caracteristicas de
la secrecidn de histamina por las células cebadas de peritoneo estimuladas con los antigenos TSL-1, que se
comparten con la sustancia P, fueron la inhibicién de la liberacion de histamina por la toxina de B. pertussis,
sugiriendo la participacién de las proteinas Gy el requerimiento de la presencia de residuos de &cido sialico en la
superficie de las células cebadas de peritoneo. En estos ensayos también se demostré que la secrecion de
histamina dependiente de la participacién de IgE es menos sensible al tratamiento con la toxina y con
neuraminidasa V. Estos resultados son similares a los informados previamente por Coleman y cols., (1986) y
Befus y cols., (1999).

Considerando los resultados obtenidos en este estudio, es posible sugerir que moléculas liberadas por las células
cebadas activadas directamente por los antigenos TSL-1, en conjunto con la sustancia P, pueden estar
participando en la induccién de los cambios fisiolégicos observados en el intestino de animales infectados con T.

spiralis, que ademas estan relacionados con la expulsién del organismo adulto del parasito. De esta forma, las
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celulas cebadas juegan un papel importante en la respuesta inmune innata temprana hacia el parasito, incluyendo
el desarrollo de la via de las células Th,. Subsecuentemente conforme avanza la infeccion, se generara la
produccion de IgE y otras respuestas inducidas por diversos antigenos del parasito y es probable que la
activacion de las células cebadas involucre otros mecanismos, que induzan la secrecion de un grupo diferente de
mediadores derivados de células cebadas que funcionen en forma especifica. Alternativamente, es posible que
los antigenos unan IgE inespecifica o IgG a través de algin mecanismo desconocido. En cuanto a este aspecto,
es interesante mencionar que los extractos de Echinococcus multilocularis y Schistosma mansoni promueven la
liberacion de IL-4 por baséfilos de donadores aparentemente no sensibilizados, mediante mecanismos
independientes de IgE (Aumuller y cols., 2004).

Cabe mencionar que en estudios realizados por Lawrence y cols. (1998; 2000) se puso de manifiesto la
importancia de la IL-4 en la expulsién del parasito y del TNFa. en la enteropatia observada en los animales
infectados con T. spiralis, aunque la fuente de estas citocinas no se determind. Los resultados obtenidos por
nuestro grupo de investigacion han mostrado la liberacion de IL-4 y TNFa. por células cebadas no sensibilizadas,
estimuladas con los antigenos TSL-1, lo que hace posible sugerir que en los animales infectados, las células
cebadas puedan ser las células productoras de estas citocinas. Sin embargo, para definir en detalle la
participacion de los antigenos TSL-1 en la activacion de las células cebadas mediante un mecanismo
independiente de IgE, es necesario realizar estudios empleando modelos animales, posiblemente ratones “knock
out” para la cadena y del FceR que permitan analizar la activacion de las células cebadas, por los antigenos TSL-
1y su participacidn en la induccion de la enteropatia, asi como en la eliminacion del organismo adulto.

Las células cebadas de peritoneo de ratas activadas con el ionéforo de calcio A23187, generan especies de
oxigeno reactivo intracelular (ROS) y éste aumenta la liberacion de histamina de las células cebadas de peritoneo
(Niu y cols., 1996; Wolfreys y Oliveira, 1997), por lo que result6 interesante evaluar si en el modelo de activacion

de las células cebadas con los antigenos TSL-1 también se generaba ROS. Sin embargo, resultados obtenidos
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en este estudio muestran que no se presentd estallido respiratorio en estas células. Con la finalidad de determinar
si las células cebadas de peritoneo expuestas a los antigenos TSL-1 presentaban algun tipo de inhibicion por la
produccion de 6xido nitrico, se emple6 al inhibidor de la dxido nitrico sintasa L-NAME (Brooks y cols., 1999); sin
embargo, aun en su presencia, no se observo la generacion de ROS. La ausencia del estallido respiratorio en
este modelo de activacion de células cebadas fue sorprendente, sin embargo no se descarta la posibilidad de que
mediante otra estrategia metodolégica sea posible evaluar el estallido respiratorio en células cebadas estimuladas
con los antigenos TSL-1. A este respecto, Suzuki y cols., (2003) observaron mediante algunos inhibidores que la
activacion de cinasas de tirosina y la fosfatidil inositol 3 cinasa son requeridas para inducir el estallido respiratorio.
Lo anterior marca la pauta para realizar experimentos posteriores con la finalidad de evaluar por un lado, el
estallido respiratorio mediante otras metodologias y por otra parte analizar algunas de las moléculas involucradas
en la sefializacion generada una vez que se realiza la activacion de las células cebadas con los antigenos TSL-1.
En el trabajo de Suzuki y cols., (2003) también se menciona que el boqueo del estallido respiratorio en las
células cebadas activadas afecta la movilzacion de calcio y la liberacion de histamina y B-hexosaminidasa.
Anteriormente se creia que ROS era un producto biolégico derivado de la respiracion en la mitocondria y que era
deletéreo para los sistemas biologicos, sin embargo, existe en la literatura informacion acerca de que la
produccién de ROS es necesaria para algunas respuestas fisioldgicas (Jones y cols., 2000) y ademés de que
modula la liberacién de mediadores de inflamacion como histamina, B-hexosaminidasa y LTC4 (Suzuki y cols.,
2003); incluso se ha sugerido que ROS actla como una sefial importante en el sefialamiento intracelular para la
activacién de genes para algunas citocinas y factores de crecimiento necesarios para la modulacién de los
factores de transcripcion como NF«B vy la proteina de activacion 1 (AP-1). Asimismo, en la literatura Swindle y
cols. (2002) sefialan que la produccién de ROS en las células cebadas de peritoneo de rata se debe a la
presencia de macrofagos contaminantes. En este contexto seria muy interesante evaluar mediante el uso de

inhibidores de algunas cascadas de sefializacién como piceatanol que es un inhibidor selectivo de la cinasa Syk,
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el PP1 inhibidor especifico de las cinasas parecidas a Src, la wormanina inhibidor selectivo de la fosfatidil inositol
3 cinasa, la U73122 inhibidor selectivo de la fosfolipasa C para de esta forma tratar describir los posibles
mecanismos de sefalizacion de las células cebadas de peritoneo activadas por los antigenos TSL-1 y la
subsecuente secrecion de histamina.

Por otro lado, se sabe que en la secrecion de histamina por las células cebadas depende la participacion de la
IgE asi como del flujo de calcio (Kim y cols., 1997). Por tal motivo se tuvo el interés de analizar si en la liberacion
de histamina por células cebadas de peritoneo activadas por los antigenos TSL-1 habia cambios en el calcio
intracelular. Los resultados obtenidos fueron sorpresivos, ya que en los ensayos realizados, no se detectd
movilizacion de calcio. Estas observaciones sugieren que los antigenos TSL-1 activan a las células cebadas de
peritoneo no sensibilizadas mediante un mecanismo independiente del flujo de calcio, siendo posible que la
secrecion de histamina involucre un nuevo mecanismo. Hay evidencias recientes que sugieren la participacion de
la fosfatidil inositol (PI) 3 cinasa clase IA p110a. como mediadora de la sefial independente de calcio durante la
desgranulacion de las CC (Windmiller y cols., 2003; Gilfillan y Tkaczyk, 2006). Dado que los antigenos TSL-1
inducen la secrecion de histamina por procesos que involucran vias independientes de calcio, seria interesante
continuar este trabajo enfocandose en esta importante observacion.

Asimismo, requiere ser estudiado el receptor especifico por el cual los antigenos TSL-1 se unen de manera
directa a las células cebadas de peritoneo y entre los aspectos de interés esta el determinar si en las células
cebadas existe un receptor especifico para la tivelosa, la cual es una molécula que se encuentra presente en
grandes cantidades en los antigenos TSL-1, usados en este estudio. Por otro lado, dado que los antigenos TSL-1
son glicanos, es posible que en su reconocimiento por las células cebadas, estén involucrados receptores del tipo
Toll u otros receptores asociados a patrones de reconocimiento de la respuesta de inmunidad innata (Marshall,
2004).

En la actualidad se reconoce que las células cebadas pueden participar en una respuesta inmunitaria innata y

adquirida. Estas celulas pueden participar en la respuesta inmunitaria adquirida mediante la union de IgE,
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ademas de tener capacidad para presentar antigeno en el contexto de MHC clase | y clase Il. Su participacion en
la respuesta inmunitaria innata es en base al reconocimiento de antigenos bacterianosy parasitarios por medio de
receptores presentes en su membrana (Malaviya y cols., 1996; Mécheri y David, 1997; Bidri y cols., 1997). Con
respecto al reconocimiento de antigenos bacterianos, Malaviya y cols., (1999) identificaron y caracterizaron al
receptor que permite la adhesion directa de las bacterias de tipo FimH* a la membrana de las células cebadas.
Este receptor es la molécula CD48, la cual se encuentra anclada en la membrana por una molécula de glicosil
fosfaidil inositol (GPI). A este respecto, nuestro grupo de investigacion ha aportado evidencias experimentales
que demuestran que las células cebadas de la linea celular HRMC, al ser estimuladas por las glicoproteinas TSL-
1 se induce un incremento en los niveles de IL-4 y TNFa tanto a nivel de RNAm como de proteina (Arizmendi y
cols., 2001; Niborski y cols., 2004). Estos resultados apoyan la hipétesis planteada por Romagnani (1992) en el
sentido de que estas células pueden participar en la regulacion de la respuesta inmunitaria contra paréasitos
helmintos intestinales mediante la liberacion de IL-4 o que propiciaria el microambiente para que se desarrolle
una respuesta inmunitaria del tipo Tho.

Es importante el caracterizar en ratas infectadas con T. spiralis la participacion de las células cebadas en la
modulacién de la respuesta inmunitaria innata contra el parasito, pero se requiere de la identificacion de el (los)
receptor (es) presentes en su superficie que reconocen a estos antigenos parasitarios y determinar los probables
mecanismos y mediadores quimicos por los cuales se lleva a cabo la modulacién de la respuesta inmunitaria
innata. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la respuesta inmunitara innata, tales como MAC-1
y los receptores tipo Toll (TLRs), a través de los cuales pudiera explicarse su activacién por los antigenos TSL-1,
independientemente de la participacion de IgE. Los TLRs son receptores transmembrales tipo | que se
caracterizan por tener un dominio extracelular con regiones repetitivas ricas en leucina (LRR), cada una de 24 a
29 aminoécidos y una con dos regiones ricas en cisteina, ademas de un dominio intracelular de aproximadamente
200 aminoacidos, similar al que tiene la familia de receptores de la interleucina | (IL-1R), denominado Toll/IL-1R

(TIR) por medio del cual se lleva a cabo la transduccion de sefiales (Aderem y Ulevitch, 2000; Akira, 2003).
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El primer componente conocido de la via de sefializacion de los TLRs fue una proteina adaptadora denominada
MyD88 (Marshall, 2004), la cual esta conformada por un dominio de muerte en el extremo amino y un dominio
TIR en el extremo carboxilo. EI dominio TIR de MyD88 interacciona con el dominio TIR del TLR, mientras que el
otro dominio de muerte interacciona con la proteina cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK). Otra proteina
adaptadora, llamada Tollip, también se encuentra involucrada en el reclutamiento de IRAK. La formacion de este
complejo da como resultado la activacion, por autofosforilacion, de IRAK, lo cual permite el reclutamiento del
factor 6 asociado al receptor de TNFow (TRAF6). Posteriormente, el TRAF6 activa a la cinasa TAK1, la cual
fosforila y activa al complejo IKK, para finalmente liberar al NF«xB de su inhibidor IxB. EI NFxB es translocado al
nucleo donde estimula la expresion de genes que codifican para la produccién de moléculas que participan en la
respuesta inmunitaria, como citocinas inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesién y de coestimulacion
(Mushegian y Medzhitov, 2001). Para la evaluacion de las posibles moléculas involucradas en la activacién de las
células cebadas por los antigenos TSL-1, existen estudios en los que se utiliza como modelo experimental a las
células HEK-293 (células embrionarias de rifidn humano) transfectadas para sobreexpresar diferentes TLRs,
estos estudios han mostrado que distintos TLRs pueden activar las mismas vias de sefalizacion, por ejemplo,
TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 y TLR9 son capaces de activar al NFkB. Ademas, los TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9 son
capaces de activar otra via de sefalizacion mediada por la proteina de activacion 1 (AP-1) (Vasselon y Detmers,
2002). Los TLRs son receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que reconocen productos o componentes
invariantes en microorganismos y parasitos de una determinada clase, que son esenciales para la sobrevivencia
del patdgeno y son denominados patrones moléculares asociados a patégenos (PAMPs). Algunos ejemplos son:
el lipopolisacarido (LPS) de la pared de bacterias Gram-negativas, las lipoproteinas, los peptidoglicanos y el acido
lipoteicoico (LTA) de las bacterias Gram-positivas, los lipopéptidos y el DNA bacteriano entre otros. La estrategia
de activacion de la respuesta inmunitaria innata se basa en la deteccion de estos PAMPs por los PRRs. Hasta el

momento existe poca informacion relacionada con la participacion de los PAMPs de parasitos, en la relacion
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hospedero-parasito, a través del reconocimiento de PRRs de células del sistema inmunitario innato. En
Leishmania se ha descrito la lipofosfoglicana (LPG) de promastigotes y amastigotes. La LPG de promastigotes es
un polimero constituido por unidades de repeticion de un disacarido de galactosa-manosa-fosfato anclado a la
superficie externa del parasito por un 1-o-alkil-2-liso-fosfatidil inositol. Esta molécula parece ser estructural y
funcionalmente analoga al LPS de las bacterias Gram-negativas. La LPG de Leishmania es resistente al
complemento y es recnocida como PAMP por el PRR, CR3 (receptor 3 del complemento) de los macréfagos en
forma directa o a través del fragmento C3bi del complemento. Este reconocimiento conlleva a la fagocitosis del
parasito y éste a través de su LPG, modula sefiales de transduccion que se traducen en resistencia al ataque de
radicales libres del oxigeno (Beverley y Turco, 1998). Recientemente, se estudié la respuesta inducida por la
lisofosfatidilserina de Schistosoma mansoni (van Der y cols., 2002), por el glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclado
(Campos y cols., 2001) y el Tc-52 de T. cruzi (Ouaissi cols., 2002) por la lipofosfoglicana de L. major (Becker y
cols., 2003) y por la lipofosfopeptidoglicana y la Gal-lectina de E. histolytica (Maldonado y cols., 2000;
Kammandiminti y cols., 2003) y todos ellos han mostrado que inducen una sefalizacién a través de TLR2. La
respuesta iniciada por el TLR2 inducida por esos diversos PAMPs, conduce a diferentes respuestas inmunes,
como maduracién de las células dendriticas (Ouaissi y cols., 2002), iniciacion de la producciéon in vivo de oxido
nitrico, TNFa, IL-8 e IL-12 (Maldonado y cols., 2000; Campos y cols., 2001) y activacion de celulas NK humanas
(Becker y cols., 2003). También se ha implicado al TLR4 en el reconocimiento de algunas estructuras de
parasitos, como la lipopeptidofosfoglicana de E. histolytica (Maldonado-Bernal y cols., 2005) y la lipofosfoglicana
de L. major (Kropf y cols., 2004). A la fecha no se ha estudiado la participacion del grupo de glicoproteinas TSL-1
de T. spiralis en el reconocimiento por los TLRs y en la activacidn de éstos, en particular en células cebadas, que
como se menciond anteriormente juegan un papel critico en la defensa el hospedero en contra del parésito y son
activadas por los antigenos TSL-1 mediante un mecanismo independiente de IgE. Existe poca informacion acerca
de la caracterizacion de los TLRs en células cebadas de diferentes hospederos. Las células cebadas murinas

producen citocinas en respuesta a la peptidoglicana bacteriana y LPS via los receptores tipo Toll (TLR) por un
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mecanismo dependiente de TLR2 y TLR4. Considerando que en estudios previos se ha demostrado la activacion
directa de células cebadas de peritoneo de rata como de la linea celular HRMC, seria interesante determinar el
repertorio de expresion de los TLRs en estas células, asi como determinar su participacion en el reconocimiento
de las glicoproteinas de los antigenos TSL-1 de T. spiralis y la respuesta inmunitaria innata inducida por estas
glicoproteinas. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la respuesta inmune innata, como los
TLRs a través de los cuales pudiera explicarse su activacion directa por las glicoproteinas TSL-1. Considerando
la naturaleza de N-glicanos de los TSL-1, su reconocimiento por las células cebadas podria ser que este
reconocimiento fuera a través de TLR2 o TLR4. Para lo cual se podria determinar si los antigenos TSL-1
modifican la expresion de los TLRs de las células cebadas e inducen su activacion a través de TLR2 y TLR4,
promoviendo una respuesta inmunitaria innata caracterizada por la produccion de TNFa. e IL-1, lo anterior podria
realizarse mediante ensayos de RT-PCR para evaluar la expresion de los TLRs.

En resumen, éste es el primer reporte que muestra algunos de los mecanismos involucrados en la liberacion de
histamina secretada por las células cebadas de peritoneo normales, no sensibilizadas, activadas por los
antigenos TSL-1. Esta secrecion presenta similitudes y diferencias con la secrecion de histamina inducida por los
secretagogos sustancia P y ionoféro de calcio A23187 y es posible que estén involucrados mecanismos

diferentes a los presentes en una activacion dependiente de IgE.

Por otro lado, se sabe que en la secrecion de histamina por las células cebadas depende la participacion de la
IgE asi como del flujo de calcio (Kim y cols., 1997). Por tal motivo se tuvo el interés de analizar si en la liberacién
de histamina por células cebadas de peritoneo activadas por los antigenos TSL-1 habia cambios en el calcio
intracelular. Los resultados obtenidos fueron sorpresivos, ya que en los ensayos realizados, no se detectd
movilizacion de calcio. Estas observaciones sugieren que los antigenos TSL-1 activan a las células cebadas de
peritoneo no sensibilizadas mediante un mecanismo independiente del flujo de calcio, siendo posible que la

secrecion de histamina involucre un nuevo mecanismo. Hay evidencias recientes que sugieren la participacion de
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la fosfatidil inositol (Pl) 3 cinasa clase IA p110c. como mediadora de la sefial independente de calcio durante la
desgranulacién de las CC (Windmiller y cols., 2003; Gilfillan y Tkaczyk, 2006). Dado que los antigenos TSL-1
inducen la secrecion de histamina por procesos que involucran vias independientes de calcio, seria interesante
continuar este trabajo enfocandose en esta importante observacion.

Asimismo, requiere ser estudiado el receptor especifico por el cual los antigenos TSL-1 se unen de manera
directa a las células cebadas de peritoneo y entre los aspectos de interés esta el determinar si en las células
cebadas existe un receptor especifico para la tivelosa, la cual es una molécula que se encuentra presente en
cantidades elevadas en los antigenos TSL-1, usados en este estudio. Por otro lado, dado que los antigenos TSL-
1 son glicanos, es posible que en su reconocimiento por las células cebadas, estén involucrados receptores del
tipo Toll u otros receptores asociados a patrones de reconocimiento de la respuesta de inmunidad innata
(Marshall, 2004).

En la actualidad se reconoce que las células cebadas pueden participar en una respuesta inmunitaria innata y
adquirida. Estas células pueden participar en la respuesta inmunitaria adquirida mediante la unién de IgE,
ademas de tener capacidad para presentar antigeno en el contexto de MHC clase | y clase Il. Su participacién en
la respuesta inmunitaria innata es en base al reconocimiento de antigenos bacterianosy parasitarios por medio de
receptores presentes en su membrana (Malaviya y cols., 1996; Mécheri y David, 1997; Bidri y cols., 1997). Con
respecto al reconocimiento de antigenos bacterianos, Malaviya y cols., (1999) identificaron y caracterizaron al
receptor que permite la adhesion directa de las bacterias de tipo FimH* a la membrana de las células cebadas.
Este receptor es la molécula CD48, la cual se encuentra anclada en la membrana por una molécula de glicosil
fosfaidil inositol (GPI). A este respecto, nuestro grupo de investigacion ha aportado evidencias experimentales
que demuestran que las células cebadas de la linea celular HRMC, al ser estimuladas por las glicoproteinas TSL-
1 se induce un incremento en los niveles de IL-4 y TNFo tanto a nivel de RNAm como de proteina (Arizmendi y

cols., 2001; Niborski y cols., 2004). Estos resultados apoyan la hipétesis planteada por Romagnani (1992) en el
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sentido de que estas células pueden participar en la regulacion de la respuesta inmunitaria contra paréasitos
helmintos intestinales mediante la liberacion de IL-4 o que propiciaria el microambiente para que se desarrolle
una respuesta inmunitaria del tipo Tho.

Es importante el caracterizar en ratas infectadas con T. spiralis la participacion de las células cebadas en la
modulacién de la respuesta inmunitaria innata contra el parasito, pero se requiere de la identificacion de el (los)
receptor (es) presentes en su superficie que reconocen a estos antigenos parasitarios y determinar los probables
mecanismos y mediadores quimicos por los cuales se lleva a cabo la modulacién de la respuesta inmunitaria
innata. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la respuesta inmunitara innata, tales como MAC-1
y los receptores tipo Toll (TLRs), a través de los cuales pudiera explicarse su activacién por los antigenos TSL-1,
independientemente de la participacion de IgE. Los TLRs son receptores transmembrales tipo | que se
caracterizan por tener un dominio extracelular con regiones repetitivas ricas en leucina (LRR), cada una de 24 a
29 aminoéacidos y una con dos regiones ricas en cisteina, ademas de un dominio intracelular de aproximadamente
200 aminoacidos, similar al que tiene la familia de receptores de la interleucina | (IL-1R), denominado Toll/IL-1R
(TIR) por medio del cual se lleva a cabo la transduccién de sefiales (Aderem y Ulevitch, 2000; Akira, 2003).

El primer componente conocido de la via de sefalizacion de los TLRs fue una proteina adaptadora denominada
MyD88 (Marshall, 2004), la cual esta conformada por un dominio de muerte en el extremo amino y un dominio
TIR en el extremo carboxilo. EI dominio TIR de MyD88 interacciona con el dominio TIR del TLR, mientras que el
otro dominio de muerte interacciona con la proteina cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK). Otra proteina
adaptadora, llamada Tollip, también se encuentra involucrada en el reclutamiento de IRAK. La formacion de este
complejo da como resultado la activacion, por autofosforilacion, de IRAK, lo cual permite el reclutamiento del
factor 6 asociado al receptor de TNFo (TRAF6). Posteriormente, el TRAF6 activa a la cinasa TAK1, la cual
fosforila y activa al complejo IKK, para finalmente liberar al NF«xB de su inhibidor IxB. EI NF«B es translocado al

nucleo donde estimula la expresion de genes que codifican para la produccién de moléculas que participan en la
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respuesta inmunitaria, como citocinas inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesion y de coestimulacién
(Mushegian y Medzhitov, 2001). Para la evaluacion de las posibles moléculas involucradas en la activacion de las
células cebadas por los antigenos TSL-1, existen estudios en los que se utiliza como modelo experimental a las
células HEK-293 (células embrionarias de rifibn humano) transfectadas para sobreexpresar diferentes TLRs,
estos estudios han mostrado que distintos TLRs pueden activar las mismas vias de sefializacion, por ejemplo,
TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR9 son capaces de activar al NFkB. Ademas, los TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9 son
capaces de activar otra via de sefalizacion mediada por la proteina de activacion 1 (AP-1) (Vasselon y Detmers,
2002). Los TLRs son receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que reconocen productos o componentes
invariantes en microorganismos y parasitos de una determinada clase, que son esenciales para la sobrevivencia
del patdgeno y son denominados patrones moléculares asociados a patégenos (PAMPs). Algunos ejemplos son:
el lipopolisacarido (LPS) de la pared de bacterias Gram-negativas, las lipoproteinas, los peptidoglicanos y el &cido
lipoteicoico (LTA) de las bacterias Gram-positivas, los lipopéptidos y el DNA bacteriano entre otros. La estrategia
de activacion de la respuesta inmunitaria innata se basa en la deteccion de estos PAMPs por los PRRs. Hasta el
momento existe poca informacioén relacionada con la participacion de los PAMPs de parasitos, en la relacion
hospedero-parasito, a través del reconocimiento de PRRs de células del sistema inmunitario innato. En
Leishmania se ha descrito la lipofosfoglicana (LPG) de promastigotes y amastigotes. La LPG de promastigotes es
un polimero constituido por unidades de repeticion de un disacarido de galactosa-manosa-fosfato anclado a la
superficie externa del parasito por un 1-o-alkil-2-liso-fosfatidil inositol. Esta molécula parece ser estructural y
funcionalmente analoga al LPS de las bacterias Gram-negativas. La LPG de Leishmania es resistente al
complemento y es recnocida como PAMP por el PRR, CR3 (receptor 3 del complemento) de los macréfagos en
forma directa o a través del fragmento C3bi del complemento. Este reconocimiento conlleva a la fagocitosis del
parasito y éste a través de su LPG, modula sefiales de transduccion que se traducen en resistencia al ataque de
radicales libres del oxigeno (Beverley y Turco, 1998). Recientemente, se estudié la respuesta inducida por la

lisofosfatidilserina de Schistosoma mansoni (van Der y cols., 2002), por el glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclado
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(Campos y cols., 2001) y el Tc-52 de T. cruzi (Ouaissi cols., 2002) por la lipofosfoglicana de L. major (Becker y
cols., 2003) y por la lipofosfopeptidoglicana y la Gal-lectina de E. histolytica (Maldonado y cols., 2000;
Kammandiminti y cols., 2003) y todos ellos han mostrado que inducen una sefializacién a través de TLR2. La
respuesta iniciada por el TLR2 inducida por esos diversos PAMPs, conduce a diferentes respuestas inmunes,
como maduracién de las células dendriticas (Ouaissi y cols., 2002), iniciacién de la produccion in vivo de oxido
nitrico, TNFa, IL-8 e IL-12 (Maldonado y cols., 2000; Campos y cols., 2001) y activacién de celulas NK humanas
(Becker y cols., 2003). También se ha implicado al TLR4 en el reconocimiento de algunas estructuras de
parasitos, como la lipopeptidofosfoglicana de E. histolytica (Maldonado-Bernal y cols., 2005) y la lipofosfoglicana
de L. major (Kropf y cols., 2004). A la fecha no se ha estudiado la participacion del grupo de glicoproteinas TSL-1
de T. spiralis en el reconocimiento por los TLRs y en la activacion de éstos, en particular en células cebadas, que
como se menciono anteriormente juegan un papel critico en la defensa el hospedero en contra del parasito y son
activadas por los antigenos TSL-1 mediante un mecanismo independiente de IgE. Existe poca informacion acerca
de la caracterizacién de los TLRs en células cebadas de diferentes hospederos. Las células cebadas murinas
producen citocinas en respuesta a la peptidoglicana bacteriana y LPS via los receptores tipo Toll (TLR) por un
mecanismo dependiente de TLR2 y TLR4. Considerando que en estudios previos se ha demostrado la activacién
directa de células cebadas de peritoneo de rata como de la linea celular HRMC (con fenotipo de mucosa), seria
interesante determinar el repertorio de expresién de los TLRs en estas células, asi como determinar su
participacion en el reconocimiento de las glicoproteinas de los antigenos TSL-1 de T. spiralis y la respuesta
inmunitaria innata inducida por estas glicoproteinas. Las células cebadas cuentan con receptores propios de la
respuesta inmune innata, como los TLRs a través de los cuales pudiera explicarse su activacion directa por las
glicoproteinas TSL-1. Considerando la naturaleza de N-glicanos de los TSL-1, su reconocimiento por las células
cebadas podria ser que este reconocimiento fuera a través de TLR2 o TLR4. Para lo cual se podria determinar si

los antigenos TSL-1 modifican la expresién de los TLRs de las células cebadas e inducen su activacién a través
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de TLR2 y TLR4, promoviendo una respuesta inmunitaria innata caracterizada por la produccion de TNFo. e IL-1,
lo anterior podria realizarse mediante ensayos de RT-PCR para evaluar la expresion de los TLRs.

En resumen, éste es el primer reporte que muestra algunos de los mecanismos involucrados en la liberacion de
histamina secretada por las células cebadas de peritoneo normales, no sensibilizadas, activadas por los
antigenos TSL-1. Esta secrecion presenta similitudes y diferencias con la secrecion de histamina inducida por los
secretagogos sustancia P y ionoféro de calcio A23187 y es posible que estén involucrados mecanismos

diferentes a los presentes en una activaciéon dependiente de IgE.
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CONCLUSIONES

La secrecion de histamina por células cebadas de peritoneo de rata no sensibilizada estimulada con los antigenos
TSL-1de T. spiralis comparte algunas caracteristicas con la inducida por la sustancia P como liberacién rapida de
histamina y la participacion de proteinas Gy de residuos de acido sialico en la superficie de las CC.

La secrecion de histamina pero no de B-hexosaminidasa, sugiere un mecanismo diferencial de desgranulacion.

La activacion directa de células cebadas de peritoneo por los antigenos TSL-1 implica un nuevo mecanismo que
no involucra la induccion del estallido respiratorio ni la movilizacion de calcio intracelular.

Los mediadores de inflamacion liberados por las células cebadas de peritoneo activadas directamente por los

antigenos TSL-1 pueden tener un papel muy importante en la respuesta contra T. spiralis a nivel intestinal.
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Abstract

Mast cells’ hyperplasia and activation are prominent features in Trichinella spiralis infection. Recently. it was shown that TSL-1 anti-
eens from 77 spiralis muscle larvae induce 1L-4 and TNF release by unsensitized. normal mast cells (MC) involving an lg-independent
mechanism. In this study, we characterized histeamine secretion induced by TSL-1 antigens from normal, unsensitized rat peritoneal MC
Maximum histamine secretion (30 + 5.3% SEM, n= 13) was achieved with 30 ng/mL TSL-1 antigens. However, TSL-1 did not induce an
increase in f-hexosaminidase release or NADPH oxidase activity by MC. Interestingly, histamine secretion by TSE-1 was completed
at 10 s, and was inhibited by both Borderella pertussis toxin and neuraminidase V, characteristics similar to those involved i substance P-
induced histamine secretion. However, in contrast to substance P, TSL-1 induced histamine secretion in the absence ol detectable
changes in intracellular Ca®'. We are investigating the molecular pathways involved in MC activation by TSL-1.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Index Descriptors and Abbreviations: Trichinella spiralis; TSL-1 antigens; Trichinella spiralis muscle larvae antigens; Substance P; Nematode; MC, mast

cells; ML, muscle larvae

infection in rats, but the role for MC in worm expulsion is

1. Introduction
less clear than in mice. Indeed, Wang et al. (1990) suggested

The expulsion of Trichinella spiralis adult worms from
the intestine of infected animals is a major component of
the defence against infection (Lawrence, 2003). There is a
temporal correlation between the kinetics of mucosal mas-
tocytosis, release of inflammatory mediators from mast
cells (MC) and adult worm loss (Alizadeh and Wakelin,
1982; Mogbel et al., 1987; Tuohy etal., 1990). In mice,
worm expulsion is MC dependent (Urban et al.,, 2000).
Mice deficient in MC protease | showed a delayed rejection
of the parasite (Knight et al., 2000). There is abundant evi-
dence for MC hyperplasia and activation in T. spiralis

* Corresponding author. Fax: +52 55 5627 6949.
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that MC are probably not involved in expulsion of worms
from the intestine to terminate a primary infection. How-
ever, it is well known that MC are involved in the intestinal
pathophysiology of the infection in rats (Harari etal,
1987). Interestingly, mice infected with T. spiralis, but defi-
cient in the common y chain of Fc receptors, expelled adult
worms efficiently and had a strong intestinal MC response,
including secretion of mucosal MC protease 1 (Grencis,
1997; Onah et al, 2000). These data suggested that MC
were activated through an Ig-independent mechanism and
participated in worm expulsion. However, specific parasite
antigens involved in this activation had not been defined.
We have investigated if antigens produced by the muscle
larvae (ML) stage of T\ spiralis (TSL-1 antigens) could be
involved in the direct activation of MC. TSL-I antigens



induce protection against infection reducing both adult and
ML burdens and could involve MC in the intestine or else-
where, e.g., muscle (Gamble etal. 1986: Ortega-Pierres
et al.. 1989). These antigens are a group of at least six glyco-
proteins, which share a unique carbohydrate epitope. These
molecules are a novel family of tri- and tetra-antennary
N-linked structures with sub-terminal N-acetylgalactos-
amine (GalNAc) residues that are B-linked to N-acetylglu-
cosamine (GlecNAc) (Reason etal, 1994). The antennae
glycans are uniformly fucosylated in their GleNAc residues.
All antennae glycans are capped with 3,6-dideoxy-p-arabi-
nohexose tyvelose (Morelle et al., 2000; Wisnewski et al.,
1993) which confers their immunodominance and recogni-
tion by a wide range of hosts (Denkers et al., 1990; Robin-
son etal, 1991; Yépez-Mulia et al., 1996). We previously
demonstrated that TSL-1 antigens can activate freshly iso-
lated rat peritoneal MC through an Ig-independent mecha-
nism leading to release of histamine, MC protease 5, and
TNF (Arizmendi-Puga et al., 1997). Direct binding of TSL-
| antigens to a rat mast cell line (HRMC) was shown to
mcrease 1L-4 and TNF at mRNA and protein levels (Ariz-
mendt et al., 2001: Niborski et al., 2004). It is well known
that the participation of these two cytokines in the initial
inflammatory response observed in Trichinellu-infected ani-
mals associated with enteropathy (TNF and 1L-4) and par-
asite expulsion (1L-4) (Lawrence et al., 1998). Within the
intestinal mucosa of infected animals, MC activated by
TSL-1 antigens may be the source of IL-4 and TNF.

There are several secretagogues such as human neutro-
phil defensins, the anaphylatoxins C3a and C3a, bee venom
peptides, compound 48/80, polylysine, substance P, neuro-
tensin, vasoactive intestinal peptide, somatostatin, and
Toll-like receptor agonists that induce histamine release
from MC through Ig-independent pathways (Befus et al.,
1999; Foreman, 1993; Fukuoka and Hugli, 1990; Janiszew-
ski et al., 1994; Marshall, 2004; Mousli et al., 1992; Niyons-
aba et al, 2001; Shanahan et al., 1985; Vliagoftis and Befus,
2005). Substance P is a neuropeptide contained in extrinsic
(sensory) and intrinsic (enteric) neurons innervating the
gastrointestinal tract (Otsuka and Yoshioka, 1993)
involved in the formation of gaps between endothelial cells
of postcapillary venules, inducing plasma protein extrava-
sation, inflammatory cell recruitment, and degranulation of
intestinal MC (Bowden et al., 1994; McDonald et al., 1996;
Quinlan et al., 1998; Wang et al,, 1995). It is known to acti-
vate both mucosal and connective tissue MC (Janiszewski
et al., 1994; Pearce et al.,, 1982). Also, abundant evidence
indicates that its uncontrolled release within intestinal tis-
sues promotes a sequence of events referred to as “neuro-
genic inflammation” (McDonald et al., 1996). Substance P
secretion is increased in the jejunum of T. spiralis-infected
rats (Swain et al.,, 1992) and in other animal models of intes-
tinal inflammation (Castagliuolo et al., 1997; Sturiale et al.,
1999).

Because both TSL-1 antigens and substance P are pres-
ent in T. spiralis-infected animals and can activate MC and
release histamine, we compared characteristics of histamine

secretion from unsensitized rat peritoneal MC induced by
these 7. spiralis-specific antigens with those associated with
substance P activation of MC. The mechanism mvolved
histamine secretion by TSL-1 antigens shares some features
with substance P-induced histamine release (occurs rapidly
~5s; and is inhibited by Bordetella pertussis toxin and
neuraminidase V). Interestingly, TSL-1 antigens did not
induce B-hexosaminidase release, NADPH oxidase activity
nor did they have a demonstrable effect on intracellular
Ca’" mobilization by peritoneal MC.

2. Materials and methods

2.1, Animals

Male Sprague-Dawley rats weighing over 250 g were
obtained from Charles River Canada and maintained in an
isolated room in filter-top cages to minimize unwanted
infections. Food and water were provided ad libitum and
animals were maintained on a 12h dark-12h light (07:00-
19:00) cycle. Experimental procedures were approved by
the University of Alberta Animal Care Committee in accor-
dance with the guidelines of the Canadian Council on Ani-
mal Care and by the Mexican Institute of Social Security.

2.2. Parasites and antigens

Trichinella spiralis (MSUS/MEX/91/CM-91) was main-
tained in Sprague-Dawley rats which were orally infected
with 3000 muscle larvae (ML). ML were recovered by acid
pepsin digestion of muscle from infected rats according to
Dennis et al. (1970). T. spiralis surface antigens (TSL-I
antigens) were purified by affinity chromatography using
monoclonal antibody NIM-M1 following the procedure
previously described by Ortega-Pierres et al. (1989). The
presence of endotoxin in TSL-1 antigens was tested using
the kit (Sigma) and shown to be negative (<0.1 EU/mL).
The sensitivity of the Lit E-Toxate kit 1s 0.015 EU/mL.

Either normal rats or rats infected with 3000 third stage
larvae of the nematode, Nippostrongylus brasiliensis, 35-100
days prior to experiments (Shanahan et al., 1985), or rats
infected with 3000 7. spiralis 28 days prior to experiments
were used to isolate peritoneal MC and characterize hista-
mine secretion.

2.3. Mast cell isolation

Peritoneal MC obtained from male rats were enriched as
described (Lee et al,, 1985). Briefly, 15mL of cold Hepes-
buffered Tyrode’s (HTB) solution containing 12mM Hepes
and 1% BSA (Sigma) pH 7.3 was injected into the perito-
neal cavity. The abdomen was massaged and the fluids were
collected on ice and centrifuged for Smin at 180g at 4°C.
The recovered cells were layered on a 30%:80% discontinu-
ous gradient of Percoll (Pharmacia) and centrifuged at 220g
for 20 min at 4°C. Peritoneal MC recovered from the cell
pellet were washed once in HTB and examined for purity



(= 98% by toluidine blue staining; contaminating cells were
largely small lvmphocytes) and viability ( 22 98%. by trypan
blue exclusion) (Shanahan et al., 1985). They were kept on
ice until exposure to either TSL-1 antigens or other secreta-

gogues.

2.4. TSL-1 antigen stimulation of peritoneal MC determined
by ruthenium red staining

Unsensitized peritoneal MC (25 x 10°, =>98% purity)
were simultaneously incubated with 0.005% of ruthenium
red dye (Sigma) and 30 ng/mL TSL-1 antigens at 37°C for
30min. Positive controls included unsensitized peritoneal
MC incubated with ruthenium red dye in the presence of
2.5 % 107°M of A23187 (Sigma), | ng/mL compound 48/80
(Sigma) or unsensitized peritoneal MC incubated with | pg/
mL anti-DNP IgE (Sigma) for 2h at 37°C and exposed to
50ng/mL DNP-HAS (Sigma) at 37°C for 30 min. Unsensi-
tized peritoneal MC incubated with ruthenium red dye
alone were included as negative controls. The cells were
analysed by light microscopy and results are given as the
percentage of stained cells determined in three independent
experiments done in duplicate.

2.3 Histamine secretion

histamine secretion, 25 = 10° highly
enriched peritoneal MC were incubated in duplicate
in HTB at 37°C for 10 min with different concentrations
(1=100ng/mL) of TSL-1 antigens or 10 worm equivalent/
mL (WE/mL) of N. brasiliensis antigens. MC without treat-
ment (spontaneous release) or stimulated with 2.5 x 10°°M
calcium ionophore A23187 were included as negative and
positive controls, respectively. For an IgE-dependent path-
way of histamine release, N. brasiliensis sensitized perito-
neal MC were stimulated with the homologous antigen
(10 WE/mL). After incubation, MC were centrifuged at
4°C to separate the supernatant and cell pellet. The pellets
were resuspended in 200 uL of HTB and the samples were
boiled for 10min to release cell-associated histamine and
destroy histaminase activity. After TCA (25%) precipita-
tion of proteins, histamine levels were measured in both
supernatant and pellet fractions by fluorometric assay
(Shore et al.,, 1959) using a Cytofluor™ 2350 fluorescence
measurement system (Millipore). Histamine release was
expressed as a percentage of the total cellular histamine
content as calculated by the formula: (histamine in super-
natant/histamine in supernatant and pellet) x 100. Sponta-
neous histamine release was obtained from MC in HTB

alone.

For studies on

2.6. Hexosaminidase secretion

B-Hexosaminidase activity was measured in medium and
cell lysates (by freeze/thawing) by hydrolysis of the sub-
strate  4-methylumbelliferyl ~ N-acetyl-B-p-glucosamide
(Sigma) according to Cromwell etal. (1991). For this,

25 % 10* highly enriched peritoneal MC were incubated in
duplicate in HTB at 37°C for 10min with different concen-
trations (1-100ng/mL) of TSL-1 antigens or 10 WE/mL of NV
brasifiensts antigens. MC without treatment (spontancous
release) or stimulated with 2.5 x 107°M calcium ionophore
A23187 were included as negative and positive controls,
respectively. An IgE-dependent pathway of -hexosaminidase
release was also included. Results are reported as the percent-
age of intracellular B-hexosaminidase that was released into
the medium after correction for spontaneous release.

2.7. Time course of histamine secretion induced by TSL-1
antigens and different secretagogues

To examine the time course of histamine secretion, V.
brasiliensis antigens (10 WE/mL), substance P (107°M)
(Sigma), calcium ionophore A23187 (2.5x 107°M), and
30 ng/mL TSL-1 antigens were used. The activation proto-
col was as described above, but secretion was abruptly ter-
minated at various times by placing the tubes on ice, and
then separating into supernatant and pellet fractions by
centrifugation at 150¢ for Smin at 4°C.

2.8. Modulation of histamine secretion by B. pertussis toxin
and newraminidase treatment

MC (25 x 10%, = 98" purity) were incubated in duplicate
and pre-treated with different concentrations of B. pertussis
toxin (Sigma) or neuraminidase V (Sigma) at 37°C for 2 or
L h, respectively (Bueb et al., 1990: Coleman et al., 1986).
After incubation, cells were sedimented (150g, Smin) and
washed three times in 1mL of HTB. Peritoneal MC were
resuspended in pre-warmed HTB with N. brasiliensis anti-
gens (10 WE/mL), substance P (107> M) (Sigma), or with
30ng/mL TSL-1 antigens for 10min at 37°C. Reactions
were terminated by centrifugation at 150g for 5min and
supernatants were removed.

2.9. In vitro analysis of NADPH oxidase activity by flow
cytometry

For studies on NADPH oxidase activity in peritoneal
MC, we used a method based on oxidation of dihydroxy-
rhodamine (DHR) 123, originally described for granulo-
cytes (Vowells et al., 1995). Briefly, 0.5-1 x 10° peritoneal
MC were loaded with 5x 10°M DHR 123 (Molecular
Probes) at room temperature (RT) for 10min. After load-
ing with DHR 123, cells were incubated with either 1 pg/mL
of the calcium ionophore A23187 or 30ng/mL TSL-1 anti-
gens or a combination of both for 10min at RT. A portion
of cells loaded with DHR alone was used as a control for
background fluorescence in the absence of stimulation. Fol-
lowing stimulation, cells produce reactive oxygen species
(ROS), which cause oxidation of non-fluorescent dye DHR
123 to fluorescent rhodamine 123. A fluorescence signal
emitted by the cells was measured on 1 x 10* cells using the
FACScan (Becton-Dickinson). In some experiments,



Vrizmendi- Prea ot

peritoneal MC were pre-incubated for 15min at RT with
the nitric oxide synthase inhibitor, 1 x 107" M N-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME) (Sigma) and further stim-
ulated with either |pg/mL of the calcium ionophore
A23187 or 30ng/mL TSL-1 antigens or a combination of
both. Cells loaded with DHR plus L-NAME were used as
control for background fluorescence in the absence of stim-
ulation.

2.10. Intracellular [ Ca’" | measurements in peritoneal MC
treated with TSL-1 antigens

Peritoneal MC (1 x 10%mL, >98% purity) obtained
from unsensitized rats were loaded with HTB containing
4x10°% M of the ratiometric Ca’® dye FURA-2AM
(Molecular Probes) for 30 min at 37°C. Cells were washed
three times and resuspended in HTB, followed by addi-
tional 20min incubation at 37°C. After loading, cells were
pre-warmed in a cuvette with a small magnetic stirrer for
20 min at 37°C and then exposed to 30 ng/mL TSL-I anti-
gens. The fluorescence of FURA-2AM was monitored in a
fluorimeter (Photon Technology). after approximately
10 min of exposure to TSL-1 antigens. One microgram per
millilitre of compound 48/80 (Sigma) was added as a posi-
tive control to evaluate intracellular calcium changes. Other
control samples containing peritoneal MC obtained from
rats infected with 70 spiralis were run in parallel. and used

rasttodovy o 1 20000

for TSL-1 antigen activation of IgE sensitized MC. The
ratios of maximum and minimum fluorescence were termi-
nated by the addition of Triton X-100 (0.4%) (Sigma) and
09M EGTA/IOmM Tris, pH 8.8 (Sigma), respecuvely.
Fluorescence ~ was  monitored  at  4,,=340nm,
Ao =2380nm, and 4., =510nm, and the data are presented
as intracellular Ca®* concentration calculated from the for-
mula given by Grynkiewicz et al. (1985); data were col-
lected every second.

2.11. Statistical analysis

Data are given as means+SEM. Differences were
assessed for statistical significance (p<0.05) by two-way
ANOVA and Dunnet’s multiple comparison test.

3. Results and discussion

3.1. Ruthenium red uptake by unsensitized peritoneal MC
stimulated with TSL-1 antigens

The stimulation of unsensitized peritoneal MC by TSL-I
antigens and other secretagogues was evaluated by incuba-
tion with ruthenium red dye that can enter cells undergoing
degranulation (Fig. 1). The percentage of cells stimulated
with TSL-1 antigens (Fig. 1 B) that became ruthenium red

positive was 30£7"%. Values for positive controls were
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Fig. 1. Unsensitized peritoneal MC activated by different secretagogues. Peritoneal MC were pre-incubated with 0.005% of ruthenium red dye and 30ng/mL
TSL-1 antigens (B), 2.5 x 10°°M, A23187 (C), | pg/mL compound 48/80 (D), and 1 pg/mL anti-IgE (E) at 37 °C for 30 min. Peritoneal MC incubated with
ruthenium red dye alone were incubated as negative controls (A). This figure is representative of three independent experiments done in duplicate.
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85+ 8% for A23187 (Fig. 1C), 95+ 2% for compound 48/80
(Fig. 1D). and 81+£11% for IgE/anti-IgE (Fig. 1E). For
sham-treated cells 6+ 6% were positive (Fig. 1A). The per-
centage of MC stained by ruthenium red following TSL-|
antigen treatment was significantly different from the nega-
tive control (p<0.01l) and from the positive controls
(A23187. 48/80 or IgE/anti-IgE) (p<0.05). Thus, TSL-I
antigens activate a portion of the unsensitized MC popula-
tion in @ manner that makes them permeable to ruthenium
red, although this portion is smaller than that activated by
other secretagogues studied. Why only 30% of the MC
respond to TSL-1 antigens is unknown, although, it is well
known that depending upon recent environmental stimuli
the proportion of MC in a population that are responsive
can vary (Gilchrist et al., 2003).

3.2. Histamine and f-hexosaminidase secretion from
unsensitized peritoneal MC treated with TSL-1 antigens

To examine the ability of TSL-1 antigens to stimulate
unsensitized peritoneal MC., cells were exposed to different
concentrations of TSL-1 antigens and both histamine and -
hexosaminidase secretion was determined. Maximum levels
of histamine release (30+5.3%, n=13) were observed at
30ng/mL (Fig. 2). Spontaneous histamine release and values
from peritoneal MC exposed to A23187 (2.5 x 10-®M) were
6+ 0.4 and 70 = 2.8%, respectively. Interestingly, N. brasilien-
sis Ag (I0WE/mL) did not activate unsensitized peritoneal
MC as N brasiliensis sensitized peritoneal MC stimulated
with homologous antigen did (32+8%). Dunnet’s multiple
comparison test showed that histamine release obtained at 5,
10, and 30ng/mL TSL-1 antigens was statistically significant
(p <0.05) compared to spontaneous release. Thus, for further
studies of the mechanisms involved in histamine secretion,
30ng/mL of TSL-1 antigens was used.

By contrast to histamine secretion, no -hexosaminidase
release was detected from unsensitized MC with TSL-1

60 -
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antigens (Fig. 3). However, B-hexosaminidase release from
peritoneal MC exposed to A23187 and from N. brasiliensis
sensitized peritoneal MC stimulated with homologous anti-
gen were 64 - 6 and 68 -+ 8%, respectively.

It was of interest that TSL-1 antigens induced histamine
release but not B-hexosaminidase. In this context, it is well
known that MC secretion can be selectively modulated by
bacterial toxins (Feger et al, 2002; McCurdy et al., 2003;
Supajatura ctal, 2001). For example, Calderon et al.
(1998) reported the release of TNF but not histamine by
peritoneal MC activated with Clostridium difficile toxin A.
There is increasing evidence that MC and other granulo-
cytes such as eosinophils can release their different media-
tors in a highly selective and differential manner
(piecemeal degranulation) that might be regulated by sev-
eral signals (Dvorak, 2000; Erjefalt et al., 2001; Lacy et al.,
2001). However, to our knowledge this is the first example
of selective secretion of the granule mediators histamine
and P-hexosaminidase, although previous studies have
shown differential release of histamine and serotonin, both
of which are thought to be stored in the same granules
(Theoharides et al.. 1982).

3.3. Time course of histamine secretion from unsensitized
peritoneal MC

MC were exposed to TSL-1 antigens and to different
secretagogues and histamine secretion was evaluated
(Fig. 4). The maximum release of histamine induced by
A23187 (not shown) was rapid (3s). Release of histamine
by TSL-1 antigens followed a time course similar to that of
substance P with over 75% of the maximal histamine
release at 5s and maximal histamine release for TSL-1 anti-
gens was achieved at 20s (n=06). Histamine release by an
IgE allergen-dependent pathway reached 40% of the maxi-
mal histamine release at 5s as described previously (Befus
et al,, 1999), and was maximal by 10s (32%).
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Fig. 2. Histamine secretion from unsensitized peritoneal MC activated by TSL-1 antigens. Peritoneal MC were incubated with different concentrations of
TSL-1 antigens at 37 °C for 10 min. Spontaneous (spont) histamine release from non-exposed peritoneal MC is shown, as well as values obtained from
unsensitized (unsen) peritoneal MC exposed to N. brasiliensis Ag (10 WE/mL). Histamine release from peritoneal MC exposed 1o A23187 (2.5 x 107 M)
and N. brasiliensis sensitized (sen) peritoneal MC stimulated with homologous antigen are included as positive controls. Values are means + SEM (n = 13).
Histamine secretion by TSL-1 antigens at 5, 10, and 30 ng/mL is significantly different from spontaneous histamine release (*p < 0.05, **p <0.01).
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Fig. 3. p-Hexosaminidase secretion from unsensitized peritoneal MC activated by TSL-1 antigens. Peritoneal MC were incubated with different concentra-
tions of TSL-1 antigens at 37 °C for 10 min. Spontancous (spont) fi-hexosaminidase release [rom non-exposed peritoneal MC is shown, as well as vaiues
obtained from unsensitized (unsens) peritoneal MC exposed Lo N. brasiliensis Ag (10 WE/mL). Hexosaminidase release [rom peritoneal MC exposed to
A23187 (2.5 x 10°® M) and N. brasiliensis sensitized (sen) peritoneal MC stimulated with homologous antigen are included as positive controls. Values are

means = SEM (n=8; **p <0.01).
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Fig. 4. Time-course analysis ol specific histamine secretion induced by
TSL-1 antigens (M, 30 ng/mL) and substance P (I, 107> M). N. brasiliensis
sensitized MC were stimulated with the homologous antigen (@, 10 WE/
mL). Values are means +£ SEM; n= 5-7 experiments for each secreta-
gogue, TSL-1 antigens and substance P are significantly different from N.
brasiliensis Ag at 5s (*p < 0.05). Maximum histamine value was deter-
mined according to each secretagogue, taking higher % value of histamine
release as 100% and lower values adjusted to this 100% of histamine

release.

3.4. Modulation of histamine secretion by B. pertussis toxin
and neuraminidase treatment

Given that TSL-1 antigens activated unsensitized perito-
neal MC with a similar time course to substance P, and
since histamine release induced by substance P is sensitive
to the G protein inhibitor B. pertussis toxin, we evaluated
the effects of B. pertussis toxin on histamine secretion
induced by TSL-1 antigens. B. pertussis toxin treatment
inhibited histamine release by TSL-1 antigens similar to its
effects on substance P-induced histamine secretion (Fig. 5).
The maximum inhibition for TSL-1 antigens and substance
P occurred at 100ng/mL B. pertussis toxin (73 £8.1%, n=7
and 72+ 5.7%, n= 10, respectively). However, with N. bra-

207

Inhibition of histamine release (%)
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0 + ; B + ;
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Pertussis toxin (ng/mL)

Fig. 5. Effects of pre-treatment with B. pertussis toxin on the inhibition of
specific histamine secretion stimulated by TSL-1 antigens (M, 30 ng/mL)
and substance P (O, 10~* M). After treatment with B. pertussis toxin (2 h,
37°C), unsensitized peritoneal MC were incubated with secretagogues at
37°C for 10 min. N. brasiliensis sensitized MC were also pre-treated with
B. pertussis toxin and stimulated with the homologous antigen (@, 10 WE/
mL). Values are means & SEM; n=6-10 experiments for each secreta-
gogue. TSL-1 antigens and substance P are significantly different from
N. brasiliensis Ag (*p < 0.05).

siliensis sensitized peritoneal MC the response to homolo-
gous antigens reached a maximum inhibition of 504 5.1%
(n=6). The magnitude of inhibition of histamine secretion
by B. pertussis toxin was significantly greater for TSL-1
antigens and substance P than for N. brasiliensis-induced
secretion (p <0.05).

It is well known that histamine secretion induced by sub-
stance P is sensitive to inhibition by the removal of sialic
acid residues from the cell surface using neuraminidase V.
To assess the sensitivity of TSL-1 antigen-induced hista-
mine secretion to neuraminidase in comparison to sub-
stance P, unsensitized peritoneal MC were incubated with
different concentrations of neuraminidase V (0.01-0.1 U/
mL) and then exposed to substance P or TSL-1 antigens.
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Inhibition of histamine secretion was observed, reaching
32422% (n=10) and 57+6.3% (n=12) at 0.] U/mL neur-
aminidase V, for substance P and TSL-1 antigens, respec-
tively (Fig. 6). In our experiments, there was no significant
effect of neuraminidase on histamine release induced by N.
brasiliensis Ag on sensitized peritoneal MC. It has been
demonstrated that antigen-IgE-dependent histamine secre-
tion is less sensitive to neuraminidase treatment than sub-
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Fig. 6. Effects of pre-treatment with neuraminidase V on the inhibition of
specific histamine secretion stimulated by TSL-1 antigens (M, 30 ng/mL)
and substance P (L1, 1077 M). After the treatment with neuraminidase V
(I'h, 37°C) unsensitized peritoneal MC were incubated with secreta-
gogues at 37°C Tor 10min. N. brasiliensis sensitized MC were also pre-
treated with neuraminidase Voand stimulated with the homologous anti-
gen (@, 10 WE/mL). Vilues are means = SEM; n = 10-12 experiments (or
each secretagogue. TSL-1 antigens and substance P are signiticantly differ-

ent rom N, brasiliensis Ag (*p < 0.03).

stance P-induced histamine secretion (Coleman et al., 1986).
Qur results show that B. pertussis toxin inhibited histamine
release induced by TSL-1 antigens. suggesting the partici-
pation of G proteins in TSL-1 antigen-induced histamine
secretion. Similarly, treatment with neuraminidase V dem-
onstrated that histamine release induced by both TSL-I
antigens and substance P is dependent on surface sialic acid
residues. Therefore. altogether our data demonstrate that
histamine release induced by TSL-1 antigens shares some
features with that of substance P.

3.5. Evaluation of oxidative burst of peritoneal MC exposed
to TSL-1 antigens

Previous studies have shown that rat peritoneal MC gen-
erate intracellular reactive oxygen species (ROS) upon acti-
vation with calcium ionophore A23187 and that ROS
enhance histamine release from MC (Niu et al., 1996; Wolf-
reys and Oliveira, 1997). Thus, to define the spectrum of
effects of TSL-1 antigens on MC we investigated if TSL-1
antigens would induce ROS production. In our studies, per-
itoncal MC exposed to A23187 showed a higher oxidative
activity (MFI 148; Fig. 7B) than non-stimulated peritoneal
MC (MFI, 50; Fig. 7A). However, TSL-1 antigens had no
demonstrable effect on the oxidative burst by normal peri-
toneal MC (Fig. 7C). Because nitric oxide (NO) has an
inhibitory effect on ROS production from MC (Brooks
etal, 1999), we assessed whether TSL-1 antigens might
induce NO production that would inhibit the oxidative
burst. For this, peritoncal MC were pre-incubated with
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Fig. 7. In vitro flow cytometric analysis of NADPH oxidase activity of peritoneal MC using DHR 123. Peritoneal MC (0.5-1 x 10%) were loaded with
DHR 123 5 x 10~* M for 10 min at room temperature (RT) and consequently stimulated with 30 ng/mL TSL-1 antigens or | pg/mL AZ3i87 for 10 min at
RT. Filled histograms represent cells activated by stimulus, whereas empty histograms those loaded with DHR 123, but not stimulated. (A) Unstimulated
peritoneal MC:; (B) peritoneal MC plus A23187 showed oxidative burst compared to unstimulated peritoneal MC; (C) peritoneal MC plus TSL-1 antigens

showed no measurable ROS. Mean fluorescence intensity (MFI),



L-NAME (NOS inhibitor) and their oxidative activity in
the presence of TSL-1 antigens was determined. However,
even in the presence of this inhibitor. it was not possible to
measure any oxidative burst in non-sensitized peritoneal
MC exposed to TSL-1 antigens (data not shown). Both
TSL-1 and A23187 were used together in some experiments
and TSL-1 did not inhibit the A23187 response.

2
3.6. Intracellular Ca™™ measurements

Because there is an absolute requirement for elevated
intracellular Ca®* in an IgE-dependent MC secretion and
this depends on Ca®* influx (Kim et al., 1997), we investi-
gated if TSL-1 antigen-induced histamine release was asso-
ciated with changes in intracellular Ca®*. To evaluate this,
MC exposed to TSL-1 antigens were incubated with
FURA-2AM and changes in calcium levels were measured.
Interestingly, despite inducing histamine secretion, various
concentrations (30-450ng/mL, n=11) of TSL-1 antigens
did not alter intracellular calcium levels in unsensitized per-
itoneal MC (Fig. 8A). By contrast, when 7. spiralis sensi-
tized peritoneal MC were exposed to 30ng/mL TSL-I
antigens, there was an immediate increase in Ca®* levels
(Fig. 8B). As is well known for several secretagogues
including IgE-antigen and substance P, the positive control
compound 48/80 induced a strong Ca®* signal in both
unsensitized and sensitized MC (Figs. 8A and B). Interest-
ingly, in contrast to IgE-dependent MC activation, TSL-1
antigens induced histamine release in the absence of Ca®*
mobilization in unsensitized MC. Recent evidence suggests
that phosphoinositide (PI) 3-kinase class 1A pl10a medi-
ates a calcium-independent signal during MC degranula-
tion (Windmiller and Backer, 2003). Given the surprising
evidence that TSL-1 antigens induced histamine release by
a process that involves a Ca’*-independent pathway, cur-
rent investigation is focusing on this potentially important
observation.
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In summary. this is the first report that shows that a set
of well-characterized T, spiralis antigens (TSL-1 antigens)
promotes histamine secretion from unsensitized normal
MC. This secretion exhibits both similarities and some
differences from that induced by other secretagogues (eg.,
Ca’" mobilization). We are currently investigating other
signaling components that may be involved in MC activa-
tion by TSL-1 antigens. Furthermore, the identification and
characterization of the receptor on MC surface that recog-
nizes TSL-1 antigens is under investigation, as it 1s possible
that Toll-like receptors or other pattern recognition recep-
tors associated with innate immune responses are involved,
as it has been shown in MC activation (Marshall, 2004).
Alternately, it is possible that the antigens bind non-specific
IgE or IgG through some unknown mechanism. In this
regard, it is interesting that extracts of Echinococcus multi-
locularis and Schistosoma mansoni eggs trigger 1L-4 release
from basophils of apparently non-sensitized donors, albeit
in an IgE-dependent manner (Aumuller et al., 2004).

The significance of our observations in the 7. spiralis
host-parasite relationship is unknown. However, it is worth
mentioning that both TSL-1 antigens and substance P are
present in T. spiralis-infected animals and, as demonstrated
in this study, histamine secretion induced by them shares
some features. Therefore, it may be possible that both TSL-
I antigens and substance P through the activation of MC in
the intestine or other tissues release pro-inflammatory mol-
ecules that contribute to the inflammatory process and
influence survival of adult worms or ML. In addition, given
that the infective larvae produce TSL-1 antigens upon
infection in an unsensitized host, Ig-independent MC acti-
vation that selectively releases certain mediators may play
an important role in the initial responses to the parasite,
including fostering the development of T helper 2 pathways
(Niborski et al,, 2004). Subsequently, as IgE and other
responses are generated and other parasite antigens are
produced, MC activation likely involves other mechanisms,
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Fig. 8. Intracellular Ca?* mobilization induced by TSL-1 antigens. (A) Unsensitized and (B) 7. spiralis sensitized peritoneal MC were ioaded with the
ratiometric Ca®* dye FURA-2AM (4 x 10~® M) exposed to TSL-1 antigens (30 ng/mL), and changes in calcium levels were evaluated. Peritoneal MC were
also stimulated with compound 48/80 (1 pg/mL) as a positive control. Data are representative of 11 separate experiments. TSL-1 antigens induced Ca®*
mobilization in sensitized, but not in unsensitized, peritoneal MC. Arrows indicate the addition of agonists.
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perhaps inducing secretion of a different array of MC-
derived mediators that function in distinct ways in the
host-parasite relationship. Given that host protection can
occur in an Fc receptor-independent manner (Grencis,
1997; Onah et al., 2000), the mechanisms involved in TSL-1
activation of unsensitized MC may function together with
other mechanisms of MC activation in host protection
against T. spiralis. This aspect is also of major interest and
will help us to understand the role of MC in the innate
response against 7. spiralis.
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