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Resumen

En este trabajo caracterizamos a una poblacion de macréfagos potencialmente
involucrados en la inmunoregulaciéon inducida por la cisticercosis experimental. Se
extrajeron macréfagos de la cavidad peritoneal de ratones infectados con Taenia
crassiceps y se cultivaron con linfocitos T de ratones sanos previamente estimulados
con anticuerpos anti-CD3/CD28; estos macrdfagos inhibieron la proliferacion de los
linfocitos T. Este efecto supresor fue independiente de interferon gama (IFN-y),
interleucina 10 (IL-10) y oxido nitrico (NO). EIl contacto entre los macréfagos y los
linfocitos T fue necesario para mantener la anergia de los linfocitos. El anélisis de RT-
PCR en estos macréfagos mostro elevados transcritos de IL-10, Fizz1, Ym1 y Arginasa-
1 en comparacion con macréfagos de ratones sanos; en contraste, no se encontraron
transcritos de sintasa de oxido nitrico inducible (iNOS) y no hubo diferencias en los
transcritos de C-C quimiocina ligando 5 (CCL5). El analisis de las moléculas de
membrana expresadas en los macréfagos inducidos por Taenia mostré un aumento en
diversos marcadores, principalmente en las moléculas coestimuladoras PD-L1 y PD-L2.
Al bloquear PD-L1, PD-L2 o su receptor PD-1 se elimind la capacidad de los
macrofagos para inhibir la proliferacion de los linfocitos T. Experimentos similares
utilizando péptido de ovoalbumina (OVA) para estimular a los linfocitos T mostraron
resultados similares. EI mismo mecanismo parece funcionar in vivo, ya que al bloquear
PD-1, PD-L1 o PD-L2 en células totales del bazo de ratones infectados con T.
crassiceps se reestablecid su capacidad de proliferar en respuesta a antigenos del
parasito. Por lo tanto, la infeccion por T. crassiceps induce macréfagos alternativamente

activados con una fuerte actividad supresora que involucra la via PD-1/PD-L’s.



Introduccion

Inmunidad significa proteccidn frente a las enfermedades y, mas especificamente, frente
a las enfermedades infecciosas. Las células y moléculas responsables de la inmunidad
constituyen el sistema inmunitario, y la respuesta global coordinada a la introduccion de
sustancias extrafias es la respuesta inmunitaria.

La funcion fisioldgica del sistema inmunitario es la defensa frente a microorganismos
infecciosos. No obstante, las sustancias extrafias de naturaleza no infecciosa también
pueden provocar respuestas inmunitarias. Ademas, los mecanismos que normalmente
protegen a los individuos de las infecciones y eliminan las sustancias extrafias son
capaces, en ciertas circunstancias, de producir por si mismos lesiones y enfermedades
tisulares. Por lo tanto, una definicion mas completa de inmunidad es una reaccion a
sustancias extrafias, incluidos los microorganismos asi como macromoléculas tales
como proteinas y polisacaridos, cualesquiera que sean las repercusiones fisiologicas o
patoldgicas de esta reaccion (Janeway 1999).

La defensa frente a los microorganismos estd mediada por las reacciones precoces de
la inmunidad innata y por las reacciones tardias de la inmunidad adaptativa.

Los macrofagos y neutréfilos del sistema inmunitario innato constituyen una primera
linea de defensa contra numerosos microorganismos comunes, y son esenciales para el
control de infecciones bacterianas. Sin embargo, no siempre pueden eliminar los
agentes infecciosos, y existen algunos gérmenes patdgenos que no son capaces de
reconocer. Los linfocitos del sistema inmune adaptativo han evolucionado para dar
origen a modos mas versatiles de defensa que incrementan los niveles de proteccién
frente a posibles reinfecciones por el mismo patdgeno. Las células del sistema

inmunitario innato desempefian un papel esencial en la iniciacion y posterior direccion



de las respuestas inmunitarias adaptativas, a la vez que eliminan los agentes patégenos
blanco de la respuesta inmunitaria adaptativa. Ademas, dado que existe un retraso de 4 a
7 dias antes de que la respuesta inmunitaria adaptativa sea ejecutada, la respuesta
inmunitaria innata desempefia una funcién crucial para controlar la infeccion durante

dicho periodo (Janeway 1999).

Inmunidad Innata

Los microorganismos, al penetrar en las superficies epiteliales del cuerpo por primera
vez, se encuentran inmediatamente con células y moléculas que pueden desencadenar
una respuesta inmunitaria innata. Los macréfagos fagociticos dirigen la defensa contra
las bacterias mediante receptores de superficie que son capaces de reconocer y unirse a
componentes comunes de muchas superficies bacterianas. Las moléculas bacterianas
que se unen a dichos receptores activan los macréfagos para que engloben y destruyan
la bacteria, e inducen la secrecion de moléculas biolégicamente activas. Los
macrofagos activados secretan citocinas, que se definen como proteinas liberadas por
células que activan o afectan al comportamiento de otras células portadoras de
receptores para dichas citocinas. También secretan proteinas conocidas como
qguimiocinas, que atraen a células con receptores de quimiocinas, como neutréfilos y
monocitos, del torrente sanguineo. Las citocinas y quimiocinas secretadas por los
macrdofagos en respuesta a constituyentes bacterianos inician el proceso conocido como
inflamacion. La inflamacion local y la fagocitosis de las bacterias invasoras se
desencadena por la activacion del complemento en la membrana celular de la bacteria.
El complemento es un sistema de proteinas plasmaticas que activan una cascada de
reacciones proteoliticas en las superficies microbianas, pero no en la célula del

hospedero, envolviendo estas superficies con fragmentos que son reconocidos y unidos



por los receptores fagociticos de los macrofagos. La cascada de reacciones también
libera una serie de péptidos que contribuyen a la inflamacién.

Las citocinas y otros mediadores inflamatorios producen ciertos efectos al actuar
sobre los vasos sanguineos locales. La dilatacion y el aumento de permeabilidad sobre
los vasos sanguineos durante la inflamacion conllevan aumento del flujo sanguineo
local y extravasacion del liquido plasmaético, lo cual trae como consecuencia calor,
enrojecimiento e hinchazén. Las citocinas y los fragmentos de complemento también
ejercen efectos importantes sobre las propiedades adhesivas del endotelio, provocando
que los leucocitos circulantes se adhieran a las células endoteliales de la pared vascular
y migren entre ellas hasta el foco de infeccion, hacia el cual son atraidas por las
quimiocinas. La migracion de las células en el interior de los tejidos y sus efectos
locales ocasionan dolor. El tipo celular que se observa de forma predominante en las
primeras fases de la respuesta inflamatoria son los neutréfilos, que son reclutados en el
tejido inflamado e infectado en grandes numeros. Al igual que los macrofagos, los
neutrdfilos poseen receptores de membrana para los constituyentes bacterianos comunes
y para el complemento, y son las principales células que cercan y destruyen los
microorganismos invasores. El flujo de neutréfilos va seguido poco después por la
infiltracion de monocitos, que se diferencian rapidamente en macréfagos. Por lo tanto,
los neutréfilos y macréfagos se conocen como células inflamatorias. Las respuestas
inflamatorias tardias durante una infeccion también implican los linfocitos de la
respuesta inmunitaria adaptativa, que se activa frente al antigeno durante la fase inicial
de la inflamacion, al ser dicho antigeno drenado desde el foco de infeccion a través de
los linfaticos aferentes (Janeway 1999; Roitt, Brostoff et al. 2001).

La contribucion de la respuesta inmunitaria innata es crucial para la inmunidad

adaptativa. La respuesta inflamatoria aumenta el flujo de la linfa que contiene el



antigeno y de las células portadoras del antigeno hacia el tejido linfoide. A su vez, los
fragmentos de complemento sobre las superficies microbianas y los cambios inducidos
en las células que han capturado los microorganismos proporcionan sefiales que,
sinergizan en la activacion de linfocitos cuyos receptores se unen a antigenos
microbianos especificos. Los macrdfagos que han fagocitado bacterias y se han activado
también pueden activar linfocitos T. Sin embargo, las células especializadas en la
presentacion de antigeno a las células T y en la iniciacion de la inmunidad adaptativa

son las células dendriticas.

Inmunidad Adaptativa

La induccion de una respuesta inmunitaria adaptativa empieza cuando el agente
patdgeno es ingerido por una célula dendritica inmadura en el tejido infectado. Estas
células fagociticas especializadas residen en la mayoria de los tejidos, tienen una vida
relativamente larga y un ritmo de regeneracion lento. Derivan de los mismos
precursores de la médula 6sea que los macréfagos y migran desde la médula dsea hacia
sus posiciones periféricas, donde su papel consiste en proteger su entorno de agentes
patdgenos. Finalmente, todas las células dendriticas residentes de los tejidos migran a
través de la linfa hacia los ganglios linfaticos periféricos, donde interaccionan con
linfocitos virgenes recirculantes. Si las células dendriticas no se activan, inducen
tolerancia a los antigenos que portan.

Las células dendriticas inmaduras tienen receptores en su superficie que reconocen
caracteristicas comunes de muchos agentes patdgenos, como proteoglucanos de la pared
celular bacteriana. Al igual que sucede con los macrofagos y neutrofilos, la unién de
una bacteria a esos receptores estimula la célula dendritica para que englobe el patégeno

y lo degrade en su interior. Las células dendriticas inmaduras continuamente toman



material extracelular, incluida cualquier particula de virus o bacteria presente en el
medio, por un mecanismo independiente de receptores denominado macropinocitosis.
Sin embargo, la funcion de las células dendriticas no es primordialmente la destruccion
de agentes patdgenos, sino transportar los antigenos patégenos a los 6rganos linfaticos
periféricos y, una vez ahi, presentarlos a los linfocitos T. Cuando una célula dendritica
captura un agente patdgeno en el tejido infectado, se activa y viaja al ganglio linfatico
mas proximo. Al activarse, la célula dendritica madura y se convierte en una célula
presentadora de antigeno (APC) muy eficiente, y experimenta una serie de cambios que
la capacitan para activar los linfocitos que se encuentran en el ganglio linfatico y que
son especificos para dicho patogeno. La células dendriticas activadas secretan citocinas
que influyen tanto en las respuestas inmunitarias innatas como en las adaptativas, lo que
las convierte en guardianes esenciales que determinan si el sistema inmunitario debe
responder y cdmo a la presencia de agentes infecciosos (Janeway 1999; Roitt, Brostoff

et al. 2001; Abbas 2003).

A diferencia de la respuesta inmune innata, la respuesta adaptativa es altamente
especifica para el patdgeno particular que la ha inducido. También puede proveer
proteccion a largo plazo. Una persona que se recupera del sarampién, por ejemplo,
gueda protegida de por vida del virus del sarampion por el sistema inmune adaptativo,
pero no contra otros virus comunes como el de las paperas o el de la varicela. Esta
especificidad es una caracteristica fundamental de la respuesta inmunitaria adaptativa.

La funcion de la respuesta inmune adaptativa es la destruccién y eliminacion de los
organismos invasores y de todas las moléculas toxicas producidas por ellos. Estas
reacciones inmunitarias son destructivas, por lo que es importante que Unicamente se

produzcan contra moléculas que son extrafias al organismo hospedero y no frente a



moléculas del propio hospedero. Esta capacidad de distinguir entre moléculas extrafias y
moléculas propias es otro rasgo fundamental del sistema inmunitario.

La mayor parte de lo que se sabe sobre la inmunidad procede de estudios sobre las
respuestas inmunitarias en los animales de laboratorio ante inyecciones de substancias
no infecciosas tales como proteinas y polisacaridos extrafios. Casi cualquier molécula,
siempre que sea extrafia al receptor, puede inducir una respuesta inmunitaria; las
substancias capaces de desencadenar una respuesta inmunitaria reciben el nombre de
antigenos (generadores de anticuerpo). Es importante subrayar que el sistema
inmunitario puede distinguir antigenos muy similares entre si por ejemplo, dos proteinas
que se diferencien en un solo aminoacido, o dos isomeros Opticos de la misma
molécula.

La respuesta inmune adaptativa estd dirigida por las células blancas sanguineas
Ilamadas linfocitos. Existen dos clases principales de dicha respuesta: (1) respuestas por
anticuerpos y (2) respuestas mediadas por células, estas dos son dirigidas por diferentes
clases de linfocitos, llamados células B y células T, respectivamente. Las respuestas por
anticuerpos implican la produccion de proteinas que reciben el nombre de
inmunoglobulinas. Los anticuerpos circulan por la sangre y penetran en otros fluidos
corporales donde se unen especificamente al antigeno extrafio que los ha inducido. La
unién del anticuerpo inactiva a virus y toxinas bacterianas (como la del tétanos o la
botulinica) bloqueando su capacidad de unirse a los receptores de las células del
hospedero. La union de los anticuerpos también marca a los microorganismos invasores
para su destruccion, facilitando su ingestion por una célula fagocitica 0 mediante la
activacion del sistema de proteinas sanguineas, denominadas colectivamente

complemento, que destruira a los invasores.



La respuesta mediada por células, la segunda clase de respuestas inmunitarias, implica
la produccion de células especializadas que reaccionan con los antigenos extrafios
situados sobre la superficie de otras células del hospedero. La célula reactiva, por
ejemplo, puede matar a las células del hospedero infectadas por virus, que presentan
antigenos viricos en su superficie, eliminando asi la célula infectada antes de que el
virus se haya replicado. En otros casos, la célula reactiva segrega sefiales quimicas que
activan a los macrofagos para que destruyan a los microorganismos invasores que han

fagocitado (Janeway 1999; Roitt, Brostoff et al. 2001; Abbas 2003).

Las células T

Las dos clases principales de células T poseen funciones muy diferentes. Las células T
citotoxicas (CD8+) destruyen células que hospedan microorganismos nocivos, mientras
que las células T colaboradoras (CD4+) contribuyen a activar las respuestas de otros
glébulos blancos, principalmente por la secrecién de diversos mediadores locales,
denominados en conjunto linfocinas, interleucinas o citocinas. Asi, las células T
citotdxicas proporcionan proteccion contra microorganismos patégenos, como virus y
algunas bacterias intracelulares, que se multiplican en el citoplasma de la célula
hospedero, donde quedan resguardadas del ataque de los anticuerpos. La forma mas
eficiente de prevenir que tales microorganismos invadan dichas células es destruyendo
las células infectadas antes de que puedan proliferar los microorganismos. Por el
contrario, las células T colaboradoras son cruciales en la estimulacion de respuestas
frente a los microorganismos extracelulares y a sus productos toxicos. Existen dos tipos
de células T colaboradoras: las células Thl, que activan a los macrofagos para que

destruyan a los microorganismos que han ingerido, y las células Th2, que estimulan la



proliferacion y la secrecion de anticuerpos de las células B (Janeway 1999; Roitt,

Brostoff et al. 2001; Abbas 2003).

Moléculas de Histocompatibilidad

Tanto las células T citotoxicas como las células T colaboradoras expresan receptores
parecidos a anticuerpos en su superficie celular, que son codificados por genes que se
ensamblan de multiples segmentos de genes durante el desarrollo de las células T en el
timo. Estos receptores reconocen al antigeno en forma de fragmentos peptidicos que se
generan a partir de la degradacion de proteinas antigénicas extrafias en el interior de la
célula blanco, y ambos tipos, por tanto, dependen de la presencia de proteinas especiales
de la célula blanco que se unan a dichos fragmentos, transportandolos hasta la superficie
celular, donde los presentan a las células T. Estas proteinas especiales se denominan
moléculas MHC debido a que estan codificadas por un complejo de genes denominado
el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por Major Histocompatibility
Complex). Las células T se activan en los organos linfoides periféricos por células
presentadoras de antigeno, que expresan el complejo péptido-MHC, proteinas
coestimuladoras y varias moléculas de adhesion celular en su superficie. Existen dos
clases distintas de moléculas MHC que son estructural y funcionalmente diferentes: las
moléculas de MHC de clase |, que presentan péptidos extrafios a las células T
citotoxicas y las moléculas MHC de clase Il que presentan péptidos extrafios a las
células T colaboradoras.

Las proteinas MHC clase | y clase Il tienen un papel crucial en la presentacion de
proteinas antigénicas extrafias a las células T. Mientras las proteinas de clase | se
expresan en casi todas las células de vertebrados, las proteinas de clase Il estan

normalmente restringidas a los tipos celulares que interaccionan con las células T



colaboradoras, como células dendriticas, macréfagos y linfocitos B. Las dos clases de
proteinas MHC tienen un canal de union de péptido, al que se unen pequefios
fragmentos peptidicos derivados de proteinas. Las moléculas MHC clase I generalmente
se unen a fragmentos producidos en el citosol, mientras que las moléculas MHC de
clase Il se unen a fragmentos producidos en compartimientos endociticos. Después de
que se ha formado, dentro de la célula blanco, el complejo MHC-péptido es
transportado a la superficie celular. Los complejos que contienen un péptido derivado
de una proteina extrafia son reconocidos por los receptores de las células T, los cuales
interactian con el péptido y las paredes del canal de unién del péptido. Las células T
también expresan co-receptores CD4 o CDS8, los cuales reconocen regiones no
polimérficas de las moléculas MHC en la célula blanco: las células T auxiliadoras
expresan CD4, que reconoce moléculas MHC clase Il, mientras que las células T
citotoxicas expresan CD8 que reconoce moléculas MHC clase |

Las células T virgenes requieren por lo menos de dos sefiales para su activacion.
Ambas son proporcionadas por una célula presentadora de antigeno, que es usualmente
una célula dendritica: la sefial uno es proporcionada por los complejos péptido-MHC
gue se une a los receptores TCR de las células T, mientras que la sefial 2 es
principalmente proporcionada por las proteinas coestimuladoras de la familia B7 que se
unen al receptor CD28 en la superficie de las células T. Si la célula T recibe solamente

la sefial 1, esta se elimina o inactiva (Alberts 2002; Janeway 1999).

Sefiales coestimuladoras
El sistema inmune ha desarrollado poderosos mecanismos para prevenir la activacion
innecesaria de las células T y por lo tanto de la autoinmunidad; uno de estos

mecanismos es el intrincado balance entre sefiales coestimuladoras positivas y negativas



entregadas a las células T después del encuentro antigénico. Estas segundas sefiales son
dependientes de la interaccion de receptores de la superficie celular con sus ligandos,
tipicos en las células presentadoras de antigeno (APC), que proveen sefiales
coestimuladoras esenciales complementarias a las que provee la sefial TCR (sefial 1).
Las sefiales coestimuladoras positivas son cruciales en determinar si el reconocimiento
del antigeno por las células T lleva a una completa activacion de las células T o a la
muerte/anergia. Recientes descubrimientos indican que la regulacién de las respuestas
inmunes puede estar conducida por la expresién de moléculas coestimuladoras
inhibidoras en las APCs y en tejidos periféricos que median sefiales coestimuladoras
negativas a las células T. Asi el destino final de las células T y por lo tanto de la
respuesta inmune parece estar mediado, al menos en parte, por el balance entre vias
coestimuladoras positivas y negativas de las células T.

La via coestimuladora mejor estudiada es la via CD28/CTLA-4 — CD80/CD86. Esta
via compleja sirve como la via coestimuladora prototipo en donde los ligandos B7
(CD80/B7-1y CD86/B7-2) se unen ambos al receptor activador (CD28) y al inhibidor
(CTLA-4) en las células T. Estos son miembros de la familia B7:CD28 (Carreno and
Collins 2002), a la cual también pertenecen las vias PD-1:PD-L, ICOS-ICOSL, y B7H4.
Los miembros de esta familia son proteinas transmembranales. Mientras CD28 se
expresa en linfocitos T activados y virgenes, CTLA-4 se expresa solamente en linfocitos
T activados. Como CTLA-4 se une a las moléculas con mayor afinidad que CD28, su
interaccion inhibitoria predomina eventualmente, llevando a la terminacién de la
respuesta inmune. La importancia de CTLA-4 como una molécula coestimuladora
reguladora negativa de las células T en la terminacion fisioldgica de la respuesta de las
células T ha tomado mayor importancia por la observacién de que ratones knockout

deficientes en CTLA-4 desarrollan una linfoproliferacion mésiva y muerte prematura.



Incluso se ha sugerido que CTLA-4 puede funcionar como un switch maestro, que juega
un papel clave en la tolerancia periférica. De hecho, en varios modelos animales el
bloqueo de la sefial CTLA-4 resulta en la exacerbacion de las enfermedades
autoinmunes. Los mecanismos moleculares exactos de la regulacion de CTLA-4 son

complejos y han sido revisados recientemente (Khoury y Sayegh 2004).

Respuesta Th1/Th2

Cuando una célula presentadora de antigeno activa a una célula T auxiliadora virgen
en tejidos linfoides periféricos, la célula T puede diferenciarse en una célula efectora
Thl o Th2. Estas dos subclases funcionalmente distintas de células T auxiliadoras
efectoras pueden distinguirse por las citocinas que secretan. Si la célula se diferencia en
una célula Th1l, esta secretara interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral-o (TNF-
o) que activara a los macrofagos para matar microbios localizados dentro de los
fagosomas de los macrofagos. También activara a las células T citotoxicas para eliminar
células infectadas. Aunque las células Thl defienden a un organismo principalmente
contra patogenos intracelulares, también pueden estimular a las células B para secretar
subclases especificas de anticuerpos 1gG que puedan cubrir a microbios extracelulares y
activar el complemento (Alberts 2002; Abbas 2003; Janeway 1999).

Si la célula T virgen se diferencia en una célula Th2, en contraste, secretara
interleucinas 4, 5, 10 y 13 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) y principalmente defendera al
organismo contra patogenos extracelulares. Una célula Th2 puede estimular a las células
B para hacer varias clases de anticuerpos, incluyendo IgE y algunas subclases de IgG,

que se unen a células cebadas, baséfilos y eosindfilos



Asi, la decision de las células T auxiliadoras virgenes para diferenciarse en células
efectoras Thl o Th2 influye el tipo de respuesta inmune adaptativa que serd& montada
contra el patdgeno, ya sea si sera dominada por la activacién de macréfagos o por la
produccion de anticuerpos. Las citocinas especificas presentes durante el proceso de
activacion de células T auxiliadoras influyen en el tipo de célula efectora producida. Los
microbios en el sitio de infeccién no solamente estimulan a las células dendriticas a
producir proteinas coestimuladoras B7 de superficie celular, también las estimulan para
producir citocinas. Las células dendriticas entonces migran a un 6rgano linfoide
periférico y activan a la célula T auxiliadora virgen para diferenciarse en una célula
efectora, Thl o Th2 dependiendo de las citocinas que las células dendriticas producen.

Una vez que se han desarrollado las células efectoras Thl o Th2, estas inhiben la
diferenciacion del otro tipo de célula T auxiliadora. El IFN-y producido por las células
Th1 inhibe el desarrollo de las células Th2 mientras que las citocinas IL-4 e IL-10
producidas por las células Th2 inhiben el desarrollo de las células Thl, por lo tanto la
eleccion inicial de la respuesta es reforzada conforme la respuesta avanza (Alberts

2002).

Respuesta inmune ante helmintos

Los helmintos parasitos han desarrollado complejos mecanismos para evadir la
respuesta de sus hospederos. Comunmente, las infecciones por helmintos inducen una
respuesta inmune tipo Th2 que ha sido asociada a una respuesta celular proliferativa
disminuida a antigenos parasitarios o a antigenos no relacionados en sus hospederos. En
estas infecciones se observan altos niveles de eosinofilos, mastocitos e inmunoglobulina
E (Maizels y Yazdanbakhsh 2003). Ademas las infecciones por helmintos pueden

alterar la inmunidad y susceptibilidad a otros parasitos o virus (Actor, Shirai et al. 1993;



Rodriguez, Terrazas et al. 1999). Los factores que pueden influir el establecimiento de
una respuesta inmune tipo Th2, son las moléculas coestimuladoras de las células T,
carbohidratos, proteinas y moléculas de membrana de los parésitos. En muchas
infecciones por helmintos, la polarizacidon hacia el tipo Th2 es tan potente que las
células T virgenes que expresan receptores para antigenos no relacionados al parasito se
diferencian hacia el fenotipo Th2. Algunos tipos de respuesta que se desarrollan después
de la infeccion de algunos helmintos como T. muris, Schistosoma o filaria es una
combinacién de los tipos Thl y Th2. Estas infecciones se caracterizan por un
incremento de 1L-10, sugiriendo que esta citocina es inducida con el propdsito de evitar
respuestas inflamatorias dafiinas tipo Thl (Terrazas, Walsh et al. 2001; Gause, Urban et
al. 2003; Maizels y Yazdanbakhsh 2003).

En la cisticercosis experimental causada por el helminto Taenia crassiceps se induce
una produccion de citocinas polarizada al tipo Th2, otra caracteristica clave de la
infeccion es el cambio gradual de una respuesta Thl a una fuerte respuesta Th2 en el
hospedero infectado (Terrazas, Bojalil et al. 1998). La infeccion crénica por el helminto
induce un tipo de macréfagos Ilamados alternativamente activados, que juegan un papel
en la induccién de una respuesta inmune tipo Th2 en el hospedero. Otra propiedad de
estos macrofagos alternativamente activados es la supresion de la proliferacion de

linfocitos.

Activacion de macréfagos

Los macrdfagos estan entre las células mas pleiotropicas del sistema inmune,
exhibiendo una amplia gama de funciones bioldgicas, incluyendo fagocitosis, muerte
celular y actividades pro y antiinflamatorias. Ademas sefializan respuestas adaptativas a

través de una variedad de citocinas, moléculas coestimuladoras, y presentacion de



antigeno. Es bien conocido que los antigenos microbianos junto con las células T
efectoras, y las células T reguladoras y sus productos influyen la heterogeneidad y
estado de activacién de los macrofagos. En los dltimos afios se han identificado
diferentes estados de activacion de los macréfagos (Tabla 1) (Gordon 2003; Mantovani,

Allavena et al. 2004; Mantovani, Sica et al. 2004).

Macrdfagos clasicamente activados
Los mejor caracterizados son los macrofagos clasicamente activados (ca M¢), que son
inducidos por moléculas microbianas proinflamatorias como lipopolisacarido (LPS) en
un ambiente de citocinas Thl [interferon-y (IFN-y), factor de necrosis tumoral (TNFa)]
y por la liberacién de productos microbicidas y/o inflamatorios. Estas células pueden ser
identificadas por su habilidad para producir dxido nitrico (NO), por su incremento en la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11 (MHC-11) y CD86 y por
su elevada capacidad de presentar antigeno. Los caM¢ juegan un papel esencial en la
proteccion contra patogenos intracelulares, a través del estallido respiratorio y la
liberacion de NO. También ejercen una actividad citotoxica y antiproliferativa,
resultado en parte por su habilidad de secretar NO vy citocinas proinflamatorias [TNFa.,
interleucina 1 (IL-1), IL-6]. La persistencia de los procesos inflamatorios
frecuentemente resulta en dafio tisular, y el sistema inmune enfrenta un reto
permanente: como controlar la infeccion sin dafar el tejido. Por lo tanto, el desarrollo de
mecanismos antiinflamatorios es necesario para la supervivencia del hospedero.

En base a las observaciones de que el desarrollo de los caM¢ es inhibido por las
citocinas Th2, el desarrollo de macrofagos en un ambiente Th2 se ha vuelto un foco de
atencion. Dichos macrofagos presentan un programa diferente de activacion y han sido

nombrados macrofagos alternativamente activados (aaM¢).



Tabla 1. Principales tipos de activacién en macrofagos

Tipo de Estimulo Receptores Marcadores que se alteran
activacion involucrados
Activacion Componentes TLR’s, CD14, Moléculas coestimuladoras,
innata microbianos TREM citocinas pro y/o anti-
inflamatorias, NO
Complejos Activacion  del | Receptor de FC y | Actividad citolitica,
inmunes complemento vy | receptores del | citocinas pro y/o anti-
anticuerpos complemento inflamatorias
Activacion IFN-y Receptor de IFN-y | MHC clase 1, NO vy
clasica estallido respiratorio,
citocinas pro inflamatorias.
Inmunidad celular
Activacion IL-4 y/o IL-13 Receptor de IL-4 6 | MHC clase 2, MR
alternativa IL-13 regulacion. Inmunidad
humoral
Desactivacion | Patdgenos y | CD47, CD200R, | Regulacién de MHC clase
innata / citocinas Receptores de | II, citocinas anti-
adquirida citocinas inflamatorias, TGF-$3 I1L-10,

PGE,. inmuno supresion




Caracteristicas y funciones de los aaM¢
El concepto de aaM¢ fue introducido por Gordon en 1993, para distinguir
especificamente entre el fenotipo de células activadas en presencia de IL-4 y células
desactivadas en presencia de I1L-10 (Stein, Keshav et al. 1992) Posteriormente Gordon
incluyo los efectos de IL-13 en la definicién de activacion alternativa porque 1L-13
comparte una cadena receptora comun con IL-4 y ejerce efectos similares en los
macréfagos. Los aaM¢ en contraste con los caM$ no producen NO a partir de L-
arginina y no limitan eficientemente el crecimiento de patdgenos intracelulares. Una
caracteristica de los aaM¢ es su elevada expresion de un patron particular de proteinas
de reconocimiento. Los aaM¢ expresan especificamente el receptor antagonista IL-1
antiinflamatorio (IL-1Ra), el receptor IL-1, la quimiocina-1 CC asociada a activacién
alternativa de macréfagos (AMAC-1), la quimiocina derivada de macréfagos (MDC), y
la quimiocina de timo y activacién regulada (TARC) que reclutan preferencialmente
células Th2 a través de la interaccion con el receptor de quimiocina C-C 4 (CCRA4).
Recientes estudios han identificado Ym1 y Fizz1 como los genes méas abundantemente
expresados en los aaM¢ de raton. Ym1 es una citocina de quimiotaxis para eosinofilos y
se ha reportado que tiene actvidad quitinasa y Fizzl inhibe la diferenciacion de los
adipocitos e inhibe in vitro la accion del factor de crecimiento nervioso (NGF por sus
siglas en inglés) (Loke, Nair et al. 2002; Raes, De Baetselier et al. 2002; Nair,
Gallagher et al. 2005).

Los aaM¢ expresan niveles similares a los de los caM¢ de las moléculas
coestimuladoras CD11a, CD40, CD54, CD58, CD80 y CD86. También exhiben un
aumento en la habilidad endocitica y fagocitica, una elevada expresion de MHC-11 y

pueden presentar antigeno. Por lo tanto los aaM¢ como los caM¢, poseen todas las



caracteristicas requeridas para conducir una respuesta inmune, y su particular repertorio
de expresidn genética permite a los aaM¢ cumplir funciones especificas.

En base a la observacion de que son antagonisticamente regulados por las citocinas
Th1, uno podria especular que los aaM¢ regulan los procesos inflamatorios iniciados
por los caM¢, secretando moléculas antiinflamatorias tales como 1L-10 y factor de
crecimiento transformante  (TGF-B). Los aaM¢ ejercen funciones inmunosupresivas
selectivas e inhiben la proliferacion de las células T. Su presencia en individuos sanos
en placenta, pulmones y lugares de privilegio inmune asi como en enfermedades
inmunes cronicas, sugiere que los aaM¢ protegen 6rganos y tejidos circundantes contra
respuestas inmunes perjudiciales. Producen altos niveles de factores involucrados en la
regeneracion de tejido. Ademas incrementan la actividad fibrogénica de los fibroblastos
humanos y promueve la angiogénesis y reparacion de heridas durante la fase
cicatrizante de enfermedades inflamatorias cronicas y agudas (Gordon 2003).

La regulacion de la respuesta inmune inflamatoria por los aaM¢ puede no ser un
mecanismo general, pero podria ser cierto solamente para la inflamacion dirigida por las
citocinas Thl. En las enfermedades inflamatorias controladas por las citocinas Th2
(alergias, patologia gastrica, infecciones parasitarias), evidencias acumuladas indican
que los aaM¢ pueden ser pro inflamatorios, apoyando el desarrollo de la patologia. La
evaluacion del balance de sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS)-arginasa provee la
principal evidencia de la presencia de aaM¢. Es tan solo desde el 2001 que se han
identificado genes que son fuertemente inducibles en los aaM¢ en comparacion con los
caM¢. Un numero limitado de estudios han incluido el balance iNOS-arginasa y la
expresion de Fizz1l y/o Yml como marcadores de la presencia de aaM¢ durante

infecciones parasitarias. En modelos murinos de estas enfermedades, la investigacion



indirecta acumulada sugiere que los aaM¢ —considerados en base a la actividad arginasa

inducida- son componentes clave en el control de la respuesta inmune inflamatoria.

aaM¢ en infecciones por Taenia

En un modelo de cisticercosis humana causada por Taenia solium, ratones infectados
con Taenia crassiceps generan una respuesta inmune tipo Thl (IL-12,IFN-g, NO,
IgG2a) en la fase temprana de la infeccidn (<4 semanas). Esta respuesta es reemplazada
por una respuesta inmune tipo Th2 (IL-4, IL-13, 1gG1, IgE) en la fase créonica de la
infeccion (Terrazas, et al 1998). Paralelo al cambio del ambiente de citocinas, en el
estado crdnico de la infeccion se desarrolla una poblacion de aaM¢ , que producen
niveles mas altos de prostaglandina E 2 (PGE,) e IL-6 y niveles mas bajos de IL-12 y
NO que en la fase temprana de la infeccion. Estos aaM¢ exhiben actividad arginasa, y
revelan una elevada expresion de las moléculas MHC-II, CD40, CD86, CD23 vy el
receptor de quimiocina C-C 5 (CCR5). Las células T estimuladas con aaM¢ obtenidos
con T. crassiceps son inducidas a producir IL-4. La actividad supresora de los aaM¢ no
se debe a la produccion de IL-6 o PG y no es mediada a través de la sefializacion de
CD86, de cualquier forma, la produccion de IL-6 por estos macrdfagos influencia la
polarizacion de citocinas Th2, posiblemente dirigiendo la diferenciacion de las células T
CDA4+ productoras de I1L-4 (Rodriguez-Sosa, Satoskar et al. 2002).

Ratones tratados con IL-2 e IFN-y en la fase temprana de la infeccion controlan el
crecimiento de Taenia crassiceps mas eficazmente que los controles, mientras que la
neutralizacion de IFN-y incrementa la susceptibilidad. Ratones STAT6-/- (que carecen
de la respuesta inmune Th2 mediada por IL-4/IL-13) restringen mejor el crecimiento de
T. crassiceps que los ratones STAT6+/+. La elevada resistencia de los ratones

deficientes en STAT6 coincide con el mantenimiento de la respuesta inmune Thl y de



los caM¢ en el estado cronico de la enfermedad. Estas observaciones sugieren que la
respuesta inmune Th2 dependiente de STAT6 favorece la susceptibilidad a la infeccion
por T. crassiceps, lo que contradice el supuesto dogma de que las citocinas Th2 juegan
un papel crucial en la resistencia contra los helmintos (Rodriguez-Sosa, David et al.
2002).

No se sabe si los aaM¢ contribuyen directamente a la susceptibilidad a T. crassiceps.
De cualquier forma, las células de los ratones STAT6+/+ generan una mayor respuesta
proliferativa en la fase temprana de la infeccion, mientras que las células de ratones
STAT6-/- muestran una mayor respuesta proliferativa en el estado crénico de la
infeccion. Asi, los aaM¢ obtenidos durante la infeccion cronica en ratones STAT6+/+
pueden impedir la induccion Optima de una respuesta inmune Thl requerida para

controlar la cisticercosis (Rodriguez-Sosa, David et al. 2002; Noel, Raes et al. 2004)



Antecedentes

Con el proposito de estudiar factores asociados a la susceptibilidad y/o resistencia a la
cisticercosis, se ha desarrollado un modelo experimental de cisticercosis murina
utilizando al céstodo Taenia crassiceps. El ciclo de vida de T. crassiceps, se desarrolla
como gusano adulto en el intestino de perros y otros canidos y como cisticerco en el
raton y otros roedores (fig 1). Se desvia del patron usual de los taenidos debido a que el
cisticerco no solamente crece, sino también se reproduce por gemacion dentro de las
cavidades corporales o subcutdneamente (Freeman 1962). En la infeccion experimental
se inyectan de 10 a 20 cisticercos de Taenia crassiceps en la cavidad peritoneal de

ratones, en donde se reproducen por gemacion.

Heces con
huevos

Cisticercos

Roedor

Figura 1. Ciclo de vida de Taenia crassiceps

Los macrofagos llamados alternativamente activados aaM¢ han sido descritos al menos
en una infeccion por helmintos (Brugia malayi), en donde parecen participar en la
induccion de la respuesta tipo Th2 e inhiben la proliferacion via contacto dependiente
observada en esta infeccion por el nematodo, (Allen, Lawrence et al. 1996; Loke,

MacDonald et al. 2000).



Con respecto a la cisticercosis experimental Rodriguez-Sosa et al en el 2002,
extrajeron macrofagos de ratones infectados con T. crassiceps en las fases tempranas de
la infeccién asi como en los estadios cronicos. Encontraron que los macrofagos
obtenidos durante la infeccién cronica muestran una baja habilidad para inducir una
respuesta proliferativa en células T CD4+, pero favorecen la produccion de IL-4. Estos
macrofagos expresaban altos niveles de CD23 y CCRS, que estan asociados con una
baja produccion de IL-12 y oxido nitrico (NO), también expresan altos niveles de IL-6 y
prostaglandina E,. Esto contrasta con los macréfagos obtenidos en las primeras fases de
la infeccion, los cuales inducen una fuerte proliferacion de células T CD4+ y una
elevada produccion de IFN-y en estas (Rodriguez-Sosa, Satoskar et al. 2002).

Por otro lado, recientemente, Loke et al en el 2003 demostraron que las células Thl y
Th2 regulan diferencialmente la expresion de PD-L1 y PD-L2 en macrofagos
inflamatorios. Y sugieren que PD-L1 y PD-L2 pueden tener diferentes funciones en
regular las respuestas Th1l y Th2 (Loke y Allison 2003).

En otra infeccion causada por un helminto (Schistosoma mansoni), Smith et al en el
2004 encontraron distintas formas en la supresion de la proliferacion de células T que
dependian de los diferentes estados de infeccion por Schistosoma, demostraron que los
gusanos de Schistosoma pueden inducir anergia de células T CD4 y CDS8 in vivo e in
vitro, a través del incremento de PD-L1 en la superficie de los macrofagos, ya que
bloqueando este ligando se recuper6 la proliferacion de las células T (Smith, Walsh et

al. 2004).



Hipotesis
Los macrofagos inducidos durante la infeccion causada por T. crassiceps son
macrdfagos alternativamente activados, e inhiben la proliferacion de los linfocitos T a

través de moléculas coestimuladoras de membrana.

Objetivo General
Caracterizar el tipo de macr6fagos que se desarrollan durante la infeccion

intraperitoneal con el cisticerco de T. crassiceps.

Objetivos Particulares:
1.- Determinar la capacidad de los macrofagos de suprimir la respuesta proliferativa de

linfocitos T previamente activados.

2.- Analizar si los macréfagos obtenidos de los animales infectados con T. crassiceps
presentan la expresion de marcadores para el estado de activacion alternativa.

3.- Determinar si la supresion de los macréfagos es contacto-dependiente o debida a
factores solubles.

4.- Analizar las moléculas de membrana expresadas por dichos macréfagos.

5.- Explorar la posible participacion de las moléculas PD-L1 y PD-L2 en la inhibicion

de la respuesta de linfocitos T.



Metodologia

Parasitos e Infeccion.

Se extrajeron metacéstodos de Taenia crassiceps de la cavidad peritoneal de ratones
hembras Balb/c de 4-6 meses de infeccidn, los parasitos se lavaron 3 veces con solucion
salina balanceada de Hank’s estéril (Microlab, México). La infeccion se realizé en
ratones BALB/c de 8-10 semanas de edad, mediante una inyeccion intraperitoneal con

20 cisticercos de T. crassiceps suspendidos en solucion salina.

Obtencion de células peritoneales y macréfagos.

Los ratones se sacrificaron después de 1, 4 y 8 semanas de infeccion. Se inyectaron 5 ml
de solucidn salina estéril y fria para que los macrdéfagos se despeguen de la cavidad
peritoneal, posteriormente se extrajeron las células de exudado peritoneal de las
cavidades peritoneales de los ratones infectados asi como de ratones sanos usados como
control.

Las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min., se resuspendieron en
solucion hemolizante (cloruro de amonio 0.16 M y Tris Base 0.17 M) durante 10 min;
para lisar los eritrocitos mediante un shock hipotonico. Este lavado se hizo dos veces.
Las células viables fueron contadas por exclusién de azul tripano (0.05% en agua
estéril). Se ajusto la concentracion celular a 1X10° células/ml en medio RPMI (Gibco-
BRL) suplementado con 10% de FCS, 100 unidades de penicilina/streptomicina, 2 mM
de glutamina, 25mM de buffer HEPES, y 1% de aminoacidos esenciales (todo de
GIBCO, BRL Grand Island, NY). Las células se cultivaron en placas de seis pozos

durante 2 horas 37°C y 5% de CO, para que se adhieran los macréfagos a la placa.



Después de este tiempo se desecharon las células no adherentes con lavados de medio
RPMI. Las células que quedaron adheridas a la placa (macrofagos) fueron tratadas con
PBS-EDTA 5mM durante 20 min. para que se despegaran. Se registrd la viabilidad
nuevamente, el >90% de las células corresponde a macréfagos de acuerdo con el
andlisis de FACS (F4/80"). Se analizaron las moléculas de membrana de los macréfagos

y se analizo la actividad supresora de estos en co-cultivos con células CD90".

RT-PCR

Se extrajo el RNA total de macrofagos peritoneales obtenidos de ratones infectados de 4
y 8 semanas de infeccion y de ratones sanos. Los macrofagos se obtuvieron como ya se
describid, se les agregé 1 ml de Trizol por cada 1X10° células en un tubo eppendorf de
1.8ml, se les agregd 200ul de cloroformo (J.T.Baker) por cada ml de Trizol y se
incubaron por 15 min. Se centrifugaron a 13500 rpm durante 15 min., se extrajo la fase
acuosa en donde esta contenido el RNA con una micropipeta. Se deposité en otro tubo
eppendorf con 500 ul de isopropanol frio, se incubd durante 15 min. a temperatura
ambiente, y se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min. Se decantd y resuspendio la
pastilla, se lavd con etanol al 75% y se centrifugd a 13500 rpm durante 5 min. La
pastilla se dejo secar a temperatura ambiente por 30 min., finalmente se resuspendio en
20ul de agua grado molecular. El cDNA fue preparado utilizando el kit First strand
syinthesis superscript Il (invitrogen) a partir de 5ug de RNA total. Las muestras de
cDNA fueron estandarizadas basandose en el contenido de cDNA de B-actina. Los
primers para b-actina fueron F-GTGGCCGCTCAGGCACCAA y R-
CTCTTTGATTGCACGCACGATTTC (Kleinert, Euchenhofer et al. 1996). Los

primers para la sintasa de oxido nitrico inducible (iNOS) fueron F-



CTGGAGGAACTCCTGCCTCATG y R-GCAGCATCCCCTCTGATGGTG (Yoshida,
Maruyama et al. 2000). Los primers para IL-10 fueron F-
ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA y R-
CTATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA. Los primers para la quimiocina C-C ligando
5 (CCL5) fueron F-GTGCCCACGTCAAGGAGTAT y R-
GGGAACCGTATACAGGGTCA (Faunce y Stein-Streilein 2002). Para Fizz1 fueron
F-GGTCCCAGTGCATATGGATGAGACCATAGA y R-
CACCTCTTCACTCGAGGGACAGTTGGCAGC, para la cintasa Yml fueron F-
TCACAGGTCTGGCAATTCTTCTG y R-TTTGTCCTTAGGAGGGCTTCCTCG vy
para arginasa-1 fueron F-CAGAAGAATGGAAGAGTCAG y R-
CAGATATGCAGGGAGTCACC (Nair, Gallagher et al. 2005).

El PCR se realiz6 en un volumen total de 50ul de buffer PCR en presencia de dNTP
0.2M, 0.2mM de cada primer y 2.5 U de Taqg Polimerasa Platinium (invitrogen),
utilizando un termociclador (Corvett Research, Australia). Después de 30 ciclos de
amplificacion, los productos del PCR fueron separados por electroforesis (100 volts) en

un gel de agarosa al 1.5% y visualizado con tincion de bromuro de etidio (0.5ug/ml).

Caracterizacion de Macrofagos; analisis por citometria de flujo

Los macréfagos peritoneales se resuspendieron en buffer para FACS (PBS con 0.1% de
Azida de sodio y 1% de suero fetal bovino) y se bloquearon con anticuerpo anti-
CD16/CD32 (Biolegend, CA, USA) durante 20 min. Se centrifugaron y se
resuspendieron en buffer para FACS y se incubaron con anticuerpos monoclonales
conjugados con isotiocinato fluoresceina (FITC) contra F4/80 (Caltag laboratorios, CA,
USA), PD-L2 (eBioscience, CA, USA) 6 con anticuerpos conjugados con ficoeritrina

(PE) contra, SLAM (Biolegend), CCR5 (Pharmingem CA, USA), PD-L1 (eBioscience),



CD14 u OX40L (Bioegend) durante 30 min. Se utilizaron 0.5ug de anticuerpo por cada
1X10° células. Las células marcadas fueron analizadas en un equipo FACsCalibur,

utilizando el software Cell Quest (Becton Dickinson).

Co-cultivos de Macrofagos-células CD90" (linfocitos T)

Se sensibilizaron placas de 96 pozos para estimular la proliferacion de linfocitos T con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 1ug/ml, 100 ul/pozo. Los macréfagos de ratones
sanos e infectados se extrajeron como se describié anteriormente y se ajustaron a 5X10°
ceélulas/ml.

Se extrajo el bazo de ratones sanos y se obtuvieron las células por perfusion. Se hizo el
lavado para lisar eritrocitos, se resuspendieron en buffer de separacion (PBS con 5% de
BSA y EDTA 5mM ) y se contaron en una camara de newbawer. Se agregaron 10ul de
perlas magnéticas MACs-anti-CD90+ (MACS, Militenyi Bistec, CA, USA) por cada
1x10" células/ml, se incubaron durante 20 min. a 4°C. Se centrifugaron y se
resuspendieron en 0.5 ml de buffer de separacion. Se hizo fluir por una columna MS/RS
vario Macs en campo magnéetico para aislar las células T CD90+, una vez terminado, se
agregaron 500ul 2 veces. Después se quitd la columna del campo magnético y se
recolectaron las células en un tubo estéril, agregando 2 ml de medio y empujando con el
émbolo de la columna. Los linfocitos y los macrofagos se cultivaron en las placas
previamente sensibilizadas con anti-CD3 y anti-CD28 en relaciones de 1:4, 1:8, 1:16 y
1:32 (macrofagos:CD90+). El cultivo se mantuvo a 37°C y 5% de CO2 durante 3-4 dias.
Dieciocho horas antes de finalizar el cultivo, se agregaron 0.5 uCi de [3H]-timidina a
cada pozo, para evaluar la proliferaciéon celular a través de la incorporacion de este

precursor al ndcleo de las células. Las células se cosecharon usando un cosechador



automatico (Tomtec) y fueron depositadas en un papel filtro. Este papel se dejé secar y
se le agregd liquido de centelleo, para inmediatamente contar las muestras en un
contador de centelleo liquido (Trilux 1450 microbeta) para determinar la cantidad de

radiactividad incorporada a las células, representada como CPM (cuentas por minuto).

Co-cultivos con membranas y anticuerpos:

En algunos cultivos se utilizaron membranas en los pozos para separar a los macrofagos
de los linfocitos, estas membranas (transwells) permiten el intercambio de productos de
secrecion de las células (0.4 um de poro) pero impiden el contacto de las membranas
celulares. Estos cultivos se hicieron en relacion 1:8 macrdfagos:linfocitos, los
macrofagos fueron sembrados en la camara superior, los linfocitos se sembraron en la
camara inferior con el estimulo antiCD3/CD28. El cultivo se mantuvo bajo las
condiciones ya descritas, se agregd 3H-timidina para medir la proliferacion celular.
Terminado el cultivo se retiraron las membranas y se cosecharon los linfocitos como ya
se describid.

Para evaluar el papel de moléculas solubles en la supresion, en cultivos con relacion
1:8 se bloquearon las moléculas IL-10 e IFN-y agregando anticuerpos olL-10 y ollFN-y.
las células CD90+ se marcaron con CFSE, marcador fluorescente que se incorpora al
citoplasma. Terminado el cultivo se midid la proliferacion de linfocitos mediante
citometria de flujo, analizando la pérdida del marcador fluorescente CFSE, usando un
equipo FACScalibur.

Para evaluar el papel de las moléculas de membrana de las células en la supresion, en

cultivos con relacion 1:8 se bloquearon las células con anticuerpos aPD-1, aPD-L1,

. oPD-L2 Y aOX40L, utilizando 2pg/ml por pozo, cada cultivo se hizo por triplicado y



con controles (isotipos), también se agregé 3H-timidina para medir la proliferacion

celular.

Antigeno especifico (Ovoalbumina):

Se usaron linfocitos CD4 de animales transgénicos para OVA (es decir que responden
directamente a este antigeno sin necesidad de una previa sensibilizacion), Se extrajo el
bazo de ratones sanos y se obtuvieron las células CD4 utilizando perlas magnéticas
MACS. Se hicieron 2 lavados con solucion salina y se resuspendieron en 2 ml de
solucion salina + 2 ul de CFSE (5mM), se incubaron durante 10 min, después se
agregaron 5 ml de medio y se contaron por exclusion de azul tripano, se ajustaron a
1X10° células/ml. (Mannering, Morris et al. 2003).

Los macrofagos de ratones sanos y parasitados se obtuvieron como se menciono
anteriormente y se cultivaron junto con los linfocitos T marcados con CFSE en
concentraciones de 1:8 macrofagos:linfocitos, los cuales se estimularon con 10 pg/ml de
péptido de Ovoalbumina (323-339) para inducir la proliferacion antigeno especifica, en
algunos cultivos se bloguearon las células con gPD-1. Terminado el cultivo se midio la
proliferacion de linfocitos mediante citometria de flujo, analizando la pérdida del

marcador fluorescente CFSE, usando un equipo FACScalibur.

Linfocitos de ratones infectados

Se extrajo el bazo de ratones con 4 y 8 semanas de infeccion y se obtuvieron las células
totales del bazo por perfusién. Estas células se cultivaron en placas de 96 pozos y se
agregaron anticuerpos aPD-1, aPD-L1, aPD-L2 0 aOX40L. Las células se estimularon
con 25ug/ml de antigenos solubles de T. crassiceps, se agrego 3H-timidina para medir

la proliferacion celular.



Se realizd la citometria de flujo para detectar la molécula PD-1 en linfocitos T de
ratones sanos y con 4 y 8 semanas de infeccion, las células se extrajeron como se

describié anteriormente.



Resultados

Para demostrar el efecto de los macrofagos en la proliferacion de los linfocitos T
(CD90+) , se cultivaron linfocitos T de ratones sanos en presencia de macrofagos de
ratones sanos y en presencia de macrofagos provenientes de ratones infectados con T.
crassiceps.

Los linfocitos T en presencia de macréfagos de ratones sanos presentaron altos niveles
de proliferacion en respuesta a un estimulo por aCD3/CD28. En contraste, cuando los
linfocitos fueron cocultivados con macréfagos de ratones infectados con Taenia
crassiceps de 4 y 8 semanas de infeccion se observd una marcada supresion de la
proliferacion de las células CD90+, especialmente en los cultivos donde hubo mayor
cantidad de macrdfagos. En la figura 2 se observa una inhibicidn significativa de la
respuesta proliferativa ain cuando la relacion de macrofagos:linfocitos es de 1:16, ain

asi la mayor inhibicion se obtuvo en los cultivos con una relacion 1:4.
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Figura 2. Los macrofagos extraidos de ratones infectados con T. crassiceps después de 4 y 8 semanas de infeccion

inhiben la respuesta proliferativa de las células CD90" estimuladas con oCD3/CD28, los cultivos se hicieron en



relaciones de macrdfagos:linfocitos — 1:4, 1:8, y 1:16. Las células se incubaron 18 horas con 3H- Timidita para medir

la proliferacion celular, a mayor radioactividad mayor proliferacion.

Para demostrar que los macréfagos obtenidos de la cavidad peritoneal de los ratones
infectados con T. crassiceps presentaban las caracteristicas de aaM¢, realizamos
ensayos de RT-PCR en macrofagos obtenidos de ratones sanos e infectados, buscando
los marcadores que indican la presencia de aaM¢ (Raes, De Baetselier et al. 2002). En
la figura 3 se observan los resultados del RT-PCR. Los macrofagos obtenidos de ratones
infectados muestran altos niveles de transcritos de mRNA de los genes Ym1, Arginasa-
1, Fizz1 e IL-10 en relacidon con los macrofagos obtenidos de ratones sanos. No se
encontraron transcritos de iNOS en los macrofagos de ratones infectados ni de ratones
sanos y no se observaron diferencias en los transcritos de CCL5 en ambos grupos de

macrofagos.
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Figura 3. Los transcritos para p-actina, Fizz1, Ym1, IL-10, arginasa-1, CCL5 e iNOS fueron analizados por RT-PCR

en macrdfagos obtenidos de ratones sanos e infectados de 4 y 8 semanas de infeccion.

Para determinar si la supresion de los macréfagos estaba relacionada con la secrecion de

IL-10 0 IFN-y, se bloquearon estas moléculas con anticuerpos en los co-cultivos de



macréfagos y linfocitos CD90+. Como se muestra en la tabla 2 la neutralizacion de IL-
10 e IFN-y no reestablecid la respuesta proliferativa de las células CD90+ ante un

estimulo CD3/CD28.

Tabla 2.- Co-cultivos de macréfagos con células CD90+ donde se bloqued IL-10 e IFN-y

Fuente de los Tratamiento
macrofagos

Isotipo olFN-y alL-10
Ratones sanos P70 +16 68 +17 76 +17
Ratones infectados 13.8 +3¢ 12.8 +4.7° 11.9 +3.5°

P % de proliferacion en respuesta a un estimulo aCD3/CD28, +/- SD, medido con CFSE,
siendo el 100% células CD90+ sin presencia de macrofagos.

¢ p<0.05 en comparacion con macréfagos de ratones sanos

Para determinar si la supresién mediada por los macréfagos era dependiente de factores
solubles o del contacto de moléculas de las membranas celulares se hicieron co-cultivos
en donde se impidié el contacto celular de los macréfagos supresores con los linfocitos.
La figura 4 muestra que en ausencia de contacto celular entre los macréfagos de
animales infectados y los linfocitos no hubo una inhibicion significativa de la
proliferacion de las células CD90" ante un estimulo oCD3/CD28. Esto sugiere que la
actividad supresora de los macrofagos podria estar mediada por moléculas de

membrana.
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Figura 4. Se muestra la proliferaciéon de los linfocitos cuando son co-cultivados con a) macréfagos supresores, b)
cuando el co-cultivo se hace impidiendo el contacto celular con membranas y c) cuando no hay presencia de

macrofagos.

Dado que la supresion de los macréfagos puede estar mediada por moléculas de
membrana, se realizé el analisis de marcadores de membrana en los macréfagos a través
de citometria de flujo de dos colores, para determinar si habia algin cambio en la
expresion de algunas de estas moléculas que pudieran estar involucradas en la
supresion. Las figuras 5 y 6 muestran algunos de los marcadores detectados en los
macrofagos. Los macrofagos de ratones sanos expresaron PD-L1 y bajos niveles de PD-
L2. Sin embargo conforme avanzé la infeccion los macréfagos incrementaron la
expresion de las dos moléculas. En la figura 6 se observa que los macréfagos de ratones
sanos expresaron bajos niveles de (a) SLAM, (b) CCR5 y (c) OX40L, en contraste en
los macrofagos de ratones infectados se observé un incremento considerable en la

expresion de estas moléculas.
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Figura 5. Citometria de flujo de macrdfagos para PD-L1, y PD-L2. La expresion de los ligandos PD-L1 y
PD-L2 aumenta conforme avanza la infeccion. Cada punto representa una célula marcada con
anticuerpos, los anticuerpos estan marcados con ficoeritrina (PE) para PD-L1 Y CD 14, y con
fluoresceina (FITC) para PD-L2. CD14 es un marcador de presencia de macrdfagos. El nimero en los

cuadrantes indican el porcentaje de macrdfagos que expresan estos marcadores.
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Figura 6. Citometria de flujo de los macrofagos para SLAM, CCR5 y OX40L. F4/80 es un marcador de
presencia de macrofagos. El nimero en el cuadrante de la derecha indica el porcentaje de macrofagos que
expresan SLAM, CCR5 u OX40L. La expresion de estas moléculas de membrana se incrementa en los

macrofagos supresores y va en aumento conforme transcurre la infeccion

Para determinar si los macrofagos también suprimen la proliferacion de los linfocitos
ante un estimulo antigeno-especifico, se realizaron los cultivos de macrofagos con
linfocitos que responden ante estimulos de ovoalbimina. Como se observa en la figura
7, el 77% de los linfocitos CD4+ OVA-TCR cultivados con macréfagos de ratones
sanos se dividieron por lo menos una vez. Al cultivar los linfocitos con macréfagos de
ratones infectados se inhibi6 la proliferacion puesto que solamente el 11% de los
linfocitos se dividieron. En el cultivo de linfocitos con macréfagos de ratones sanos e

infectados se observa gue se sigue inhibiendo la proliferacion de los linfocitos



Al realizar el cultivo de linfocitos con macréfagos de ratones infectados bloqueando el

receptor PD1 se observa una recuperacion en la proliferacion, el 34% se dividié por lo

menos una vez. La proliferacion también se recupera al bloquear PD-1 en los cultivos

de linfocitos con macréfagos de ratones sanos e infectados.
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Figura 7. Ensayo de proliferacion con CFSE, la pérdida del marcador indica proliferacién. Los

macrofagos de ratones infectados suprimen la proliferacion de los linfocitos, al bloquear el receptor PD-1

se recupera parcialmente la proliferacion.

Para determinar si la interaccion del receptor PD-1 en los linfocitos con sus ligandos

PD-L1y PD-L2 en los macrofagos podria estar involucrada en la actividad supresora de



los macréfagos inducidos por Taenia crassiceps se realizaron los co-cultivos
blogueando estas moléculas con anticuerpos monoclonales contra PD-L1, PD-L2 o PD-
1. Como se observa en la figura 8, al bloquear los cultivos aaM¢:CD90" con aPD-L1 y
aPD-L2 se recuperd parcialmente la respuesta proliferativa de las células CD90",
mientras que en los co-cultivos en donde se bloqued PD-1 la proliferacion celular se
reestablecié casi completamente. Al bloquear la molécula OX40L o utilizar un
anticuerpo irrelevante (isotipo 1gG,a) no se observé un efecto significativo en la

proliferacion celular.
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Figura 8. El histograma muestra la respuesta proliferativa de células CD90" ante un estimulo CD3/CD28
en presencia de macréfagos de 4 (a) y 8 (b) semanas de infecciébn y en presencia de anticuerpos
blogueadores o isotipo. La barra blanca representa linfocitos en presencia de macrofagos de ratones

sanos, las barras con lineas transversales representan linfocitos en presencia de macréfagos de ratones

infectados.

Para demostrar que la interaccion PD-1/PD-Ls funcionaba tambien in vivo se analiz6 la

expresion de PD-1 en células CD4" de ratones infectados con T. crassiceps. Como se



observa en la figura 9, las células CD4" de ratones infectados expresaron

significativamente mas PD-1 en comparacion con células CD4" de ratones sanos, la

expresion de PD-1 tambien aumenta conforme avanza la infeccion.
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Figura 9. Citometria de flujo en donde se muestra la expresion de PD-1 en células CD4" de ratones sanos

y ratones con 4 y 8 semanas de infeccidn, las células de ratones infectados expresan mas PD-1.

Para investigar si hay participacion del sistema PD-1/PD-L’s en este proceso de anérgia,

se obtuvieron células del bazo de ratones infectados con T. crassiceps, y se estimularon

in vitro con antigenos solubles de Taenia. Como se esperaba, las células del bazo de



ratones con 4 y 8 semanas de infeccion presentaron una limitada respuesta proliferativa
a antigenos especificos (fig 10). En contraste, cuando se bloque6 con anticuerpos aPD-
1 o aPD-LI/PD-L2, la proliferacion celular se incrementd significativamente, este
efecto fue especifico para la interaccion PD-1/PD-L’s ya que al agregar anticuerpos

aOX40L a los cultivos no aumentd la proliferacion celular.
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Figura 10. Respuesta proliferativa antigeno-especifica de los linfocitos del bazo de ratones con 4 y 8
semanas de infeccién con T. crassiceps. Se evaluo la proliferacion de estas células después de 96 hrs. de
estimulacion in vitro con 25upg/ml. de antigeno de Taenia. Se agregaron anticuerpos anti-PD-1, PD-L1,
PD-L2, 0 OX40L 5ug/ml. *P<0.05 comparando los tratamientos con anticuerpos anti PD-1, antiPD-

L1/L2 contra isotipo y anti OX40L.



Discusion

Se sabe que los helmintos inducen anergia inmune, respuestas antiinflamatorias asi
como una respuesta adaptativa polarizada hacia el tipo Th2. Se ha demostrado que
productos de secrecion/excrecion de los helmintos asi como moléculas de membrana,
proteinas y carbohidratos son responsables de algunos de estos eventos (Gause, Urban
et al. 2003; Maizels y Yazdanbakhsh 2003).

Estudios previos sugieren que los macrofagos pueden sufrir alteraciones cuando los
hospederos son expuestos a enfermedades crénicas causadas por helmintos parasitos o
sus productos. Por ejemplo, inyecciones intraperitoneales del nematodo Brugia Malayi
(Allen, Lawrence et al. 1996; Allen y Loke 2001) o de antigenos de trematodos como S.
mansoni y Fasciola hepatica (Atochina, Daly-Engel et al. 2001; Donnelly, O'Neill et al.
2005) provocan el reclutamiento de una poblacion diferente de macréfagos con una
variedad de actividades, que han sido identificados como macrofagos alternativamente
activados (Gordon, S., 2003). Especificamente en la cisticercosis experimental
Rodriguez —Sosa et al (2002) demostraron que macr6fagos con estas caracteristicas
surgen durante las primeras semanas después de la infeccion (Rodriguez —Sosa et al
2002). Recientemente Raes et al (2005) confirmaron el fenotipo de estos macréfagos en
la cisticercosis experimental demostrando que estos expresan genes tipicamente
asociados a la activacion alternativa como lo son Fizz1 y Ym1 (Raes et al 2005). En el
presente estudio se confirmo la presencia y la actividad supresora de estos macréfagos a
través de los ensayos de proliferacion, y de la presencia de los marcadores de aaM¢ en
el RT-PCR que son Fizz1 y Ym1 de los cuales se encontrd una elevada transcripcion en
los macréfagos de ratones infectados, asi como también se encontré una elevada

transcripcion de arginasa-1 y de IL-10 mientras que los transcritos de otros genes



(iNOS, CCL5) no se detectaron o no hubo diferencia en su expresion comparados con
M¢ de ratones sanos.

En el presente estudio, caracterizamos con mas detalle las propiedades
inmunomodulatorias de estos macrofagos alternativamente activados inducidos durante
la cisticercosis causada por Taenia crassiceps. Encontramos que la infeccion con la
larva de Taenia crassiceps provoca que los macrofagos expresen las moléculas de
membrana CCR5 y la molécula de sefializacion de activacion de linfocitos (SLAM), y
que sobre expresen PD-L1, PD-L2 y OX40L conforme avanza la infeccion.

La interaccion OX40/0OX40L co-estimula la activacion, proliferacion y produccion de
citocinas de las células T. La interaccion de la molécula OX40L con su receptor en
linfocitos T se ve involucrada en la polarizacion de estas células hacia un tipo Th2
(Rogers y Croft 2000). EI encontrar un aumento en la expresion de esta molécula nos
ayuda a conocer parte de los mecanismos por los cuales los macrofagos
alternativamente activados favorecen la respuesta inmune tipo Th2.

Esta poblacion de macrdofagos suprimid la respuesta proliferativa de las células CD90+
0 CD4+ virgenes ante estimulos con anticuerpos anti CD3/CD28 o ante estimulos con
antigeno especifico (péptido —OVA) respectivamente. Demostramos que la actividad
supresora de los macrofagos funciona via contacto célula-célula, y que no actua a traves
de la liberacion de factores solubles, ya que al bloquear IFN-y e IL-10, que estan
involucrados en la supresion de las células Th2 y de las células Thl respectivamente, no
se modifico la actividad supresora de los aaM¢. Descartamos la participacion del NO
porque los macrofagos que surgen durante la infeccion por T. crassiceps no liberan NO
en cultivo. Ademas, tampoco se detectaron transcritos de mRNA de iNOS, enzima
responsable de la produccion de NO (MacMicking, Xie et al. 1997). Los resultados de

los cultivos con transwells nos demuestran que con bloquear o impedir el contacto



celular es suficiente para bloquear el efecto supresor de los aaM¢, estos resultados
indicaron que las moléculas asociadas a la membrana de los macréfagos eran las
responsables o estaban asociadas a la supresion. Es probable que estas moléculas no se
encuentren en los macrofagos de ratones sanos o no estan lo suficientemente expresadas
para inducir supresion.

Las moléculas de membrana PD-L1 y PD-L2 regulan la proliferaciéon mediada por
TCR vy la secrecion de citocinas de las células T uniéndose al receptor PD-1 en estas
células. Se conoce que la union de PD-1 con sus ligandos dirige a las células T a un
arresto del ciclo celular en GO/G1 (Latchman, Wood et al. 2001). Dada la elevada
expresion de PD-L1 y PD-L2 en los macréfagos obtenidos de ratones infectados con T.
crassiceps, probamos su participacion en la actividad supresora de estos macréfagos. Al
principio se pensd que podria ser PD-L2 puesto que es solamente inducible en
macrofagos y células dendriticas (DCs) estimulados con citocinas (Yamazaki, Akiba et
al. 2002). La expresion de PD-L1 y PD-L2 estd diferencialmente regulada por la
expresion de citocinas Thl y Th2, PD-L1 se expresa altamente en macrdfagos
inflamatorios y puede ser regulado posteriormente por exposicion a lipopolisacarido e
IFN-y. PD-L2 no se expresa en macrofagos inflamatorios pero puede ser inducido por
activacion alternativa via IL-4 (Yamazaki et al 2002; Loke y Allison, 2003).

Al bloquear los ligandos PD-L1y PD-L2 vy el receptor PD-1 con los anticuerpos en los
cultivos, se redujo significativamente la actividad supresora de los aaM¢, ademas las
células T proliferaron igual que en los cultivos con macréfagos de ratones sanos. Estos
datos indican que los dos ligandos PD-L1 y PD-L2 estan directamente involucrados en
la actividad supresora contacto dependiente de los aaM¢. En concordancia con nuestros
resultados, una participacién similar de la interaccion PD-1/PD-L’s se observo en la

esquistosomiasis murina experimental (Smith et al., 2004). Todos estos datos sugieren



que la via PD-1/PD-Ls juega un papel regulatorio en las enfermedades parasitarias y en
la tolerancia inmune (Liang, Latchman et al. 2003; Salama, Chitnis et al. 2003). Smith
en el 2004, atribuyd la actividad supresora de las APC en esquitosomiasis directamente
a PD-L1; atn cuando PD-L2 fue detectado (Smith et al., 2004).

En nuestro trabajo, no podemos decir que s6lo uno de los ligandos para PD-1 es el
responsable de la actividad supresora, ya que los resultados del FACS nos demuestran
que tanto PD-L1 como PD-L2 se encuentran sobre expresados en los aaM¢ y al
bloquear tanto PD-L1 como PD-L2 la actividad supresora disminuyo
significativamente, en ambos casos la proliferacion se recupera hasta un 70%. Ademas
al bloquear el receptor PD-1 hubo mayor efecto en la proliferacion de las células T que
al bloquear PD-L1 o PD-L2 por separado, en este caso la proliferacion se recuper6 casi
totalmente. Algo interesante es que los macrofagos de ratones sanos también expresan
PD-L1 en sus membranas, sin embargo no se detecto actividad supresora cuando fueron
co-cultivados con células CD4+ y CD90+, con estos resultados surge la pregunta de si
la intensidad de expresion de esta molécula es importante para inducir la sefial negativa
(Greenwald, Freeman et al. 2005) o si es necesaria la co-expresion de ambos PD-L1 y
PD-L2 para dirigir sefiales reguladoras en las células T activadas.

También demostramos que los aaM¢ son capaces de suprimir la proliferacion de las
células T ante una interaccion APC:CD4 antigeno-especifica, en donde al bloquear PD-
1 se reestablece la respuesta especifica de las células CD4+ DO11.10 a una
estimulacion con el péptido-OVA.

Los aaM¢ también suprimen la respuesta proliferativa de células T en interaccion con
APC normales (Terrazas, Montero et al. 2005). Por lo tanto los aaM¢ suprimen eventos
inmunoldgicos mediados a través de distintos mecanismos moleculares que pueden

inducir fuertes respuestas pro inflamatorias. Posteriores estudios son necesarios para



explorar esta posibilidad transfiriendo este tipo de macrofagos en animales con
enfermedades inflamatorias.

Estudios previos han demostrado que las células T del bazo de ratones infectados con

T. crassiceps tienen una baja respuesta proliferativa después de estimularlos con anti
CD3, Con-A o antigeno especifico (Sciutto, Fragoso et al. 1995; Toenjes, Spolski et al.
1999; Rodriguez-Sosa, Satoskar et al. 2003), pero los mecanismos involucrados en
estos fenémenos eran desconocidos. Aqui nosotros demostramos que la via PD-1/PD-Ls
participa en la modulacion de la respuesta proliferativa especifica contra Taenia
crassiceps.
Todos los experimentos los hicimos con linfocitos de ratdn sano, pero para demostrar
gue en los ratones infectados funciona el mismo sistema, se realizaron cultivos con
células totales del bazo de ratones infectados estimulados con antigeno de Taenia
crassiceps. También se observo una inhibicion de la proliferacion celular, la cual se
recupero al bloquear los ligandos PD-L’s y el receptor PD-1. Se realiz6 la citometria de
flujo para detectar la molécula PD-1 en células T del bazo de ratones infectados, y
encontramos altos porcentajes de células CD4+ que expresan PD-1 (CD4+ PD-1+) en
comparacion con las células de ratones sanos, lo que nos indica que si existe
interaccion de PD-1 /PD-Ls in vivo durante la infeccion con T. crassiceps, y que es a
través de esta interaccion que se ejerce la supresion de los aaM¢ hacia los linfocitos T.
Sin embargo, son necesarias investigaciones posteriores para definir si estas células se
vuelven anérgicas o pueden ser rescatadas.

En afos recientes, nuestro grupo (Rodriguez-Sosa, David et al. 2002) demostré que
los ratones deficientes en la via de sefializacion STAT 6 y que por lo tanto son
incapaces de producir IL-4 para activar a los macrdfagos supresores por la via

alternativa, son resistentes a la infeccion por T. crassiceps. Considerando el balance



inmune, es posible que la presencia de los macrofagos alternativamente activados con
su capacidad supresora sean necesarios para apagar respuestas inflamatorias
posiblemente peligrosas, en concordancia con esto, un reporte sugiere que una respuesta
inflamatoria activa en neurocisticercosis provoca sintomas patolégicos (Chavarria,

Roger et al. 2003).



Conclusiones

La infeccién con Taenia crassiceps induce cambios funcionales en los Macrofagos de la

Cavidad Peritoneal.

Los macrdfagos que surgen durante la infeccion causada por Taenia crassiceps son

macrdfagos alternativamente activados.

Los aaM¢ inducidos por T. crassiceps tienen actividad supresora.

La supresion de los aaM¢ es contacto-dependiente y es principalmente causada por la

interaccion PD-1/PD-L’s.
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