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1. Resumen

Las células dendriticas (CD) son las principales células presentadoras de
antigeno del sistema inmune, estan involucradas en el inicio de la respuesta inmune
innata y adaptativa. Las CDs cuentan con receptores de reconocimiento de patégenos
(PRRs), los cuales reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs).
Entre los PRRs mas estudiados se encuentran los receptores tipo Toll (TLRs). La
respuesta caracteristica de las CDs al ser estimuladas por ligandos para TLRs, como LPS
y CpG, es el inicio de un proceso de maduracién el cual se asocia con alta expresion de
moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86, acompanado del aumento de MHC-II y
por secrecion de citocinas pro-inflamatorias como IL-12, TNF-a e IL-1B. Durante el
proceso de maduracion las CDs migran de los tejidos periféricos a los ganglios linfaticos
donde activan a las células T y dependiendo del estimulo de maduracion inicial, el estado
de activacion y el ambiente de citocinas, las CDs pueden activar células T, hacia Th1, Th2
o Treg. Algunos de los factores y mecanismos que favorecen el desarrollo de una
respuesta Th1 inducidos por las CDs son bien conocidos, por otro lado los factores que
promueven una respuesta Th2 aun no han sido completamente aclarados.

Las infecciones crénicas causadas por helmintos se asocian con respuestas tipo
Th2, esta respuesta se caracteriza por altos niveles de citocinas como IL-4, IL-13, IL-5 e
IL-10. Ademas, estas infecciones modulan la respuesta inmune hacia antigenos no
relacionados, predisponiendo al hospedero a infecciones secundarias mas severas con
patdégenos secundarios, como virus y protozoarios. En trabajos previos se han planteado
dos hipétesis sobre la interacciéon de antigenos de helmintos y las CDs, por un lado se
postula que los helmintos no estimulan a las CDs, permaneciendo en estado inmaduro e
induciendo una respuesta tipo Th2 como resultado de la presentacion de antigeno en
ausencia de moléculas co-estimuladoras y por la carencia de IL-12. Por otro lado,
investigaciones recientes muestran un estado modulado en las CDs expuestas a los
antigenos de diferentes helmintos, los cuales tienen la caracteristica de polarizar la
respuesta inmune para adquirir un fenotipo Th2 in vitro, estas evidencias sugieren
mecanismos mas complejos para la modulaciéon de las CDs por los helmintos.

El céstodo Taenia crassiceps es un helminto utilizado como modelo experimental
de cisticercosis, y la respuesta en la infeccion crénica es de tipo Th2. Debido a que las
CDs pueden activar a las células T, es posible que los antigenos de Taenia puedan ser
reconocidos por ellas e iniciar una respuesta Th2.



Para estudiar la interaccién entre células dendriticas y los antigenos de Taenia,
diferenciamos CDs in vitro a partir de células de médula ésea de ratones BALB/c. Las
CDs fueron expuestas a antigenos de la fase larvaria del céstodo (TcES, TcAg), y/o
estimuladas con antigenos TLR dependientes (CpG, LPS, o antigeno soluble de
Toxoplasma gondii), se caracterizaron los cambios en la expresion de moléculas co-
estimuladoras, el perfil de citocinas y su capacidad de presentacién de antigeno. Las
células dendriticas expuestas in vitro a TCES o TcAg, mostraron una expresion modulada
de CD40 y CD86, los niveles de expresion fueron menores comparadas con las CDs
expuestas a ligandos para TLRs, pero sus niveles de expresién no fueron basales. En
cambio, los niveles de MHC-II inducidos por los antigenos de Taenia fueron expresados
de manera similar comparados con las CDs expuestas a LPS. Las CDs tratadas con los
antigenos de T. crassiceps no fueron capaces de inducir la produccion de citocinas pro-
inflamatorias, en cambio indujeron una baja expresion de IL-10, de manera interesante la
co-administracion de TcES o TcAg con LPS, CpG o antigeno de TSA, resulté en una
disminucion de la activacion de las CDs y afecté la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-12 e IL-15, este efecto fue independiente de STAT 6 y
dependiente de los carbohidratos presentes en los antigenos solubles de Taenia. En co-
cultivos de CDs tratadas con TcES o TcAg con células CD4+ de ratones DO11.10 los
niveles de IL-4 se mantienen y aumenta la produccién de IL-5, mientras que los niveles de
IFN-y, TNF-a, IL-12 e IL-15 disminuyen en presencia de los antigenos, de la misma
manera la produccion de citocinas pro-inflamatorias disminuye en presencia de LPS o
TSA. La transferencia in vivo de las CDs cargadas con OVA y tratadas con TcAg en
ratones DO11.10, lograron inducir la produccién de IL-4 e IL-5 pero no IFN-y.



2. Introduccién

La respuesta inmune es esencial para el mantenimiento de la homeostasis del
individuo, durante afnos se ha estudiado para entender su funcionamiento y aprovechar
sus caracteristicas para potenciar la respuesta inmune para la eliminacién de patégenos.
La respuesta inmune en algunos casos es deficiente o puede destruir los tejidos del
huésped, siendo necesaria la regulacion adecuada de dicha respuesta. La respuesta
inmune que provocan organismos parasitos metazoarios es dificil de entender, ya que
cuentan con una estructura mas compleja y una diversidad antigénica mayor, comparada
con pardsitos protozoarios, bacterias o virus. Los helmintos parasitos han recobrado
importancia en la investigaciéon basica, ya que de manera muy interesante pueden eludir
al sistema inmune para prolongar su supervivencia en el huésped (Maizels et al., 2004).
Un punto importante es la hipétesis de la regulaciéon inmune que llevan a cabo los
helmintos hacia respuestas inflamatorias, incluyendo las respuestas autoinmunes, las
reacciones exacerbadas que provocan alergias y disminuyendo la eficacia del sistema
inmune para eliminar infecciones que requieren una respuesta Th1. Esta idea es llamada
“hipétesis de la higiene” donde en paises donde la poblacién vive en mayores condiciones
higiénicas, la prevalencia de las enfermedades mediadas por el sistema inmune como
encefalomielitis autoinmune, artritis reumatoide, diabetes tipo 1 y asma han aumentado
considerablemente. En contraste en los paises subdesarrollados donde las condiciones
higiénicas adecuadas son un privilegio, este tipo de enfermedades tienen baja
prevalencia. La emergencia de estas enfermedades, puede ser debido a la carencia de la
exposicion natural con los helmintos, perdiendo asi la respuesta Th2 y reguladora
caracteristica que inducen estos organismos (Rook, 2007). Esta hipotesis es soportada
por experimentos recientes donde la infeccion por helmintos previene el desarrollo de
enfermedades mediadas por el sistema inmune (Cooke et al., 2004; Rook, 2007). Sin
embargo, el fendmeno de la modulacion inmune dista de ser claro, dentro de las
preguntas actuales mas importantes se encuentra cual es el inicio de la respuesta Th2
caracteristica durante la infeccion crénica con helmintos y como estos parasitos modulan
de manera negativa a la respuesta inflamatoria Th1 (Diaz and Allen, 2007). En los ultimos
anos, las investigaciones sobre la modulacién de la respuesta inmune se han enfocado a
las células presentadoras de antigenos, entre ellas macroéfagos, linfocitos B y células
dendriticas. Hasta el momento la participacién de las células dendriticas en el inicio de la
respuesta Th2 es controvertida (MacDonald and Maizels, 2008). Algunos investigadores

postulan que los helmintos fallan en la estimulacion de las células dendriticas,



conduciendo asi a la presentacién de antigeno en estado inmaduro e iniciando una
respuesta tipo Th2 por la carencia de produccién de IL-12 y por la baja expresién de
moléculas co-estimuladoras, ambas sefiales necesarias para la polarizacion apropiada de
una respuesta tipo Th1. Sin embargo, experimentos utilizando un estimulo inductor de una
respuesta Th1, como lo es Propiobacterium acnes, en ratones deficientes en IL-12 la
respuesta Th1 se lleva a cabo de manera adecuada, demostrando que la ausencia de IL-
12 no da lugar a una respuesta Th2 (MacDonald and Pearce, 2002).

Por otro lado, existe la hipétesis en la que se sugiere que las CDs poseen
receptores homologos a los TLRs, los cuales pueden reconocer patrones conservados en
los helmintos, condicionando asi las sefnales necesarias para el inicio de una respuesta
tipo Th2. Sin embargo, hasta el momento no han sido identificados estos receptores y no
han sido aclaradas las sefales necesarias para iniciar una repuesta Th2 por las células
dendriticas en respuesta a helmintos (MacDonald and Maizels, 2008).

En la en la cisticercosis experimental, causada por el helminto Taenia crassiceps
existe una polarizacion de la respuesta inmune en la infeccién crénica hacia un tipo Th2
(Terrazas et al.,, 1998), nuestro grupo caracteriz6 una poblacién de macréfagos con
caracteristicas supresoras en cisticercosis experimental, Illamados macréfagos
alternativamente activados (Terrazas et al., 2005), es decir, la infeccion por T. crassiceps
afecta el funcionamiento de esta célula presentadora de antigeno y no es ignorada por el
sistema inmune como se ha propuesto para las células dendriticas. Esto nos llevo a
pensar que la naturaleza del antigeno puede influir directamente en el estado de
activacion de las células dendriticas confiriendo caracteristicas que puedan llevar a cabo
una respuesta Th2. Para investigar el papel de las células dendriticas en el inicio de la
respuesta Th2, llevamos a cabo experimentos in vitro con CDs derivadas de médula 6sea
de ratones BALB/c, una vez diferenciadas fueron expuestas a los antigenos del helminto
Taenia crassiceps, se analizaron diversos marcadores de membrana y citocinas
producidas en comparacién con antigenos TLR dependientes.



2.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra las infecciones,
consiste en barreras epiteliales, células y factores solubles que reconocen microbios o
sustancias producidas en infecciones. Los mecanismos de la inmunidad innata existen
antes del contacto con los patdégenos, y se activan rapidamente al entrar en contacto con
ellos, esto sucede antes del desarrollo de la inmunidad adaptativa. Algunas veces, como
repuesta inicial puede prevenir la infeccion del huésped, y en muchos casos, puede
eliminar los microbios. Sin embargo, no posee memoria inmunoldgica. Por otra parte
puede estimular la respuesta inmune adaptativa y puede influir en la naturaleza de la
repuesta secundaria para hacerla mas efectiva contra diferentes tipos de microbios. Las
principales células de la respuesta innata son los basdfilos, eosinofilos, neutréfilos,
macroéfagos, células dendriticas y células asesinas naturales (NK) (Abbas, 2003). Las
células dendriticas funcionan como células presentadoras de antigeno profesionales, las
cuales reciben las sefiales de infeccidén y traducen esta informacién para instruir a la
inmunidad adaptativa para responder contra el patégeno inicial, estas células cuentan con
receptores que reconocen patrones moleculares compartidos por varios patégenos
(PRRs), al recibir alguna sefal de infeccién por medio de estos receptores, las células se
activan aumentando la expresiéon de moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86,
aumentan la capacidad de presentacion de antigeno por medio del complejo principal de
histocompatibilidad clase Il, y ademas responden secretando citocinas que estimulan la
reaccion celular de la inmunidad innata, llamada inflamacién, la cual consiste en el
reclutamiento de leucocitos y proteinas del plasma en el lugar de la infeccion para eliminar
el agente infeccioso (Kelsall et al., 2002).

2.2 Células dendriticas (CDs)

Las células dendriticas son células que forman parte del sistema inmune innato,
son células presentadoras de antigeno profesionales, y pueden ser de origen mieloide o
linfoide. Entre los distintos fenotipos de células dendriticas encontramos CDs mieloides
(CD8-), linfoides (CD8+), plasmacitoides (B220+), y células de Langerhans (Ardavin,
2003). Para fines de experimentacion se han empleado métodos para diferenciar CDs a
partir de células de médula 6sea en ratén, cultivdndolas en presencia del factor
estimulante de colonias de granulocitos/monocitos (GM-CSF), lo cual resulta en una alta
produccion de CDs in vitro y con una pureza de 80 — 85% (Lutz et al., 1999).
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Figura 1. Hipétesis de diferenciacion de CDs a partir de un progenitor comun. Aun se
encuentra en controversia si las CDs linfoides y mieloides provienen de un mismo
precursor. + Linea de diferenciacién que usamos en nuestros experimentos. Células
obtenidas de médula 6sea (HSC) dan origen a CMP, estos al cultivarse en presencia de
GM-CSF originan precursores de CDs que finalmente se diferencian a CDs CD8-. HSC:
Célula stem hematopoyética. CMP: Precursor comun mieloide. CLP: Precursor comun
linfoide. (Imagen modificada de (Ardavin, 2003).

Las CDs se encuentran en tejidos periféricos en estado inmaduro, con gran
capacidad fagocitica y baja expresion de moléculas co-estimuladoras como CD80 y
CD86, ademas de bajos niveles de MHC-II, al encontrarse con antigenos, las CDs llevan
a cabo un proceso de maduracion, aumentando la expresién de CD80, CD86 y aumentan
la presentacién de antigeno unido a MHC-II, mientras esto sucede las CDs migran hacia
los 6rganos linfoides donde llevan a cabo la activacion de linfocitos T (Banchereau and
Steinman, 1998). En los Ultimos afos se han propuesto hipotesis sobre la induccién de



tolerancia o inmunidad por las células dendriticas, una de ellas postula que existen
subclases de células dendriticas las cuales estan programadas para inducir inmunidad
(CD11c+ CD8-) o tolerancia (CD11c+ CD8+) , por otra parte ha sido propuesto que las
diferentes subclases de células dendriticas tienen la capacidad de inducir ambas
respuestas (Shortman and Heath, 2001). La mayor parte de evidencias sugiere que la
polarizacién de la respuesta inmune no es debido a senales intrinsecas de la célula, sino
que es el resultado de la estimulacion del ambiente. Los factores que contribuyen a
tolerancia o inmunidad son el ambiente de citocinas (Grohmann et al., 1999), la ligacién
de productos microbianos a receptores de reconocimiento de patrones (Medzhitov and
Janeway, 2000), la dosis de antigeno (Boonstra et al., 2003) y el estado de maduracién
de las CDs (Steinman and Nussenzweig, 2002).

2.3 Receptores tipo toll (TLRs)

Los receptores tipo Toll son uno de los mecanismos por el cual el sistema
inmune innato reconoce la presencia de organismos patdégenos y se encuentran
presentes en varios tipos celulares. Los TLRs funcionan reconociendo patrones
moleculares que estan presentes en componentes microbianos. La estimulacion a través
de los diferentes TLRs induce distintos patrones de expresidn génica, los cuales no solo
conducen a la activacién del sistema inmune innato, sino también instruyen el desarrollo
de inmunidad especifica de la inmunidad adquirida. Los receptores tipo Toll se encuentran
clasificados dentro de los PRRs (receptores que reconocen patrones moleculares), hasta
la fecha han sido descritos 11 diferentes TLRs (Tabla 1), algunos de ellos sefalizan por si
mismos y otros necesitan unirse con otro TLR para sefalizar. Dentro de los TLRs existen
algunos extracelulares (TLR1, TLR2 y TLR4) y otros que se encuentran dentro del
citoplasma involucrados en el reconocimiento estructuras como los acidos nucleicos
(TLR3, TLR7 y TLR9), su estructura intracelular es parecida a la del receptor de
interleucina 1 (IL-1 Rs) la cual contiene una region conservada de 200 aminoé&cidos
conocida como dominio TIR donde se encuentran 3 cajas conservadas cruciales para la
senalizacion, pero difiere en su dominio extracelular, donde los TLRs son ricos en
repeticiones de leucina (LRR), mientras que el IL-1R tiene tres dominios de tipo
inmunoglobulina (Akira and Takeda, 2004).

La estimulacién a través de los TLRs da como resultado una cascada de
sefalizaciones donde la principal molécula adaptadora es MyD88, como resultado final se
lleva a cabo la translocacién al nucleo del factor nuclear kB (NF-kB), iniciando la



transcripcion de citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo, se ha demostrado que TLR4
tiene una via de sefalizacion alterna a MyD88, la cual se realiza por la molécula TRIF.
Hasta ahora la caracteristica de sefalizacién a través de los diferentes TLRs resulta en la
expresion de moléculas co-estimuladoras en CDs y la produccion de citocinas pro-
inflamatorias (Akira and Takeda, 2004).

Los diferentes TLRs y sus principales ligandos asi como el origen de los ultimos

se muestran en la tabla 1.

TLR Ligando Origen del Ligando
Triacil lipopéptidos Bacteria, Micobacteria
TLR 1 Factores solubles Neisseria meningiditis
Lipoproteina/lipopéptidos Varios patégenos
TLR 2 Peptidoglicano Bacteria Gram positiva
Zimosan Hongos
TLR 3 Doble cadena de RNA Virus
TLR 4 Lipopolisacarido Bacteria Gram negativa
TLR 5 Flagelina Bacteria
Diacil lipopéptidos Micoplasma
TLR 6 Zymosan Hongos
RNA monocatenario Virus
TLR 7 Imidazoquinoline Compuesto sintético
TLR 8 RNA monocatenario Virus
TLR 9 DNA con contenido CpG Bacteria y virus
TLR 10 N.D. N.D.
Profilin Toxoplasma gondii
TLR 11 N.D. Bacteria uropatégena

Tabla 1. Ligandos para TLRs y su origen. Entre los ligandos conocidos a la fecha se
encuentran productos de bacterias, virus, hongos y protozoarios, todos con la capacidad
de polarizar hacia una respuesta tipo Th1 (Akira and Takeda, 2004). Hasta el momento no
es claro si los helmintos contienen derivados que sirvan como ligandos para TLRs y que
tengan la capacidad de polarizar a una respuesta Th2.



2.4 Respuesta de células dendriticas a parasitos protozoarios.

La respuesta inducida por antigenos de diferentes protozoarios puede ser
mediada a través del reconocimiento de estos por TLRs en las células dendriticas. La
respuesta comun en la senalizacién a través de los TLRs es la activacién de NFkB y la
activacion de genes que codifican para la sintesis de citocinas pro-inflamatorias como IL-
12, TNF-a e interferones tipo 1 (IFN-a, IFN-B).

En la respuesta innata a través de TLRs en infecciones por Trypanosoma cruzi
ha sido caracterizado el reconocimiento de glicoproteinas a través de TLR2 y el
reconocimiento de acidos nucleicos por TLR9 (Tarleton, 2007). Por otro lado, la presencia
de TLR2, TLR9 y TLR11 han sido implicados en una adecuada y rapida respuesta contra
Toxoplasma gondii, esto es interesante ya que recientemente se ha demostrado que la
sefalizacién a través de dos TLRs simultdneamente tiene efecto sinérgico en la secrecién
de citocinas pro-inflamatorias. De manera interesante los ratones deficientes en MyD88,
una molécula adaptadora clave en la sefalizacién de los TLRs son altamente susceptibles
a la infeccién con T. gondii, sin embargo, los ratones deficientes en alguno de los TLRs
implicados en el reconocimiento del protozoario solo disminuye parcialmente la respuesta
pro-inflamatoria (Khan, 2007). Esto indica que para patégenos estructuralmente mas
complejos como lo son los protozoarios, el sistema inmune ha desarrollado
evolutivamente mecanismos de reconocimiento que pueden propiciar una respuesta

mayor reconociendo varias moléculas al mismo tiempo en el mismo microorganismo.

2.5 Respuesta de células dendriticas a parasitos helmintos.

Se ha reportado que la respuesta inmune asociada a diferentes infecciones por
helmintos se caracteriza por una alta produccién de IL-4, IL-5, IL-13, IgE y eosiniofilia, que
en conjunto se conoce como tipo Th2 (Maizels et al., 2004). En la cisticercosis
experimental causada por Taenia crassiceps la respuesta inmune también es polarizada
hacia Th2 cuando la infecciébn se torna crénica, lo cual favorece la reproduccién del
parasito (Villa and Kuhn, 1996; Terrazas et al., 1998). Sin embargo, en la cisticercosis
experimental, como en otras helmintiosis, aun no hay evidencia de cual es el origen de la
polarizacién de la respuesta inmune hacia un tipo Th2.

Las células dendriticas son claves en el reconocimiento de patégenos y en el
inicio de la inmunidad adaptativa, hasta ahora no es claro si pueden reconocer moléculas
asociadas a helmintos, y si las reconocen, no han sido descritos los cambios en la



expresion de moléculas co-estimuladoras y secrecidon de citocinas que puedan tener lugar
después de la exposicién a antigenos de helmintos (Maldonado-Lopez and Moser, 2001).

En recientes investigaciones se han utilizado células dendriticas derivadas de
médula 6sea de ratén llamadas mieloides (bmDC) o derivadas de monocitos humanos
llamadas plasmacitoides (pDC) Las CDs han sido expuestas a antigenos de diferentes
helmintos, los resultados muestran distintos estados de maduraciéon dependiendo del
helminto del cual provienen los antigenos (Whelan et al., 2000; Thomas et al., 2003; Balic
et al., 2004; Perona-Wright et al., 2006). La mayoria de los estudios son coherentes en
mostrar como resultado que la exposicion a los antigenos de los helmintos confieren a las
células dendriticas la capacidad para polarizar células T virgenes hacia un fenotipo Th2,
pero se mantiene en duda las sefales necesarias para esta polarizacién (MacDonald and
Maizels, 2008). En la tabla 2 se muestra un resumen de las investigaciones a la fecha
sobre la interaccién de antigenos de helmintos y células dendriticas.



. ) Respuesta de Célula
Clase Especie Antigeno .
Dendritica
Humano: Receptores: MR, MGL,
Antigeno DC-SIGN. Permanecen
Schistosoma soluble inmaduras. IL-6 (Van Die 2007).
mansoni (SEA) Raton: Inmaduras, capaces de
Tremétodo inducir Th2 in vivo (Pearce
2002).
(0-3hRP) Estado modulado. IL-6, IL-12p40,
Th2 in vitro. (Mountford 2005).
LNFPII Induce Th2, participacién de
TLR4 (Harn 2004).
Acanthocheilonema Raton: Inmaduras, Th2 in vitro.
viteae £5.62 (Rigley 2000); Receptor TLR4
(Harnett 2005).
Nippostrongylus NES CD86, OX40L, IL-6, IL-
Nematodo | brasiliensis 12p40.Th2 In vivo (Maizels
2004).
Heligmosomoides AGSE Inmaduras, inhibe CD80, CDA40,
polygyrus MHC-II por TLR. CD25+
(Stevenson 2007)
Humano: Expresan CD80,
Echinoccocus AgB CD86, CD40, Modula TNF-a, IL-
Céstodo | granulosus SHF 12, activa IRAKp y NF-kB
(Rigano 2007).
Taenia crassiceps N.D.

Tabla 2. Interaccion de células dendriticas y diferentes antigenos de helmintos. Los

antigenos de helmintos no maduran completamente a las células dendriticas, pero el

fenotipo de las CDs puede inducir la diferenciacion de linfocitos a Th2 o Treg e inhibir la

respuesta de las CDs a antigenos pro-inflamatorios. Hasta el momento no existen

investigaciones de la interaccién de las CDs con antigenos de T. crassiceps.




La exposicién de CDs derivadas de monocitos humanos (plasmacitoides) a
antigenos solubles de huevo de Schistosoma mansoni (SEA), no muestran aumento en la
expresion de moléculas co-estimuladoras, sin embargo inhibe la activacion de las CDs
expuestas a LPS y Poly:c, esta investigacién muestra que las CDs internalizan a SEA
mediante lectinas tipo C, como DC-SIGN, MGL y el receptor de manosa (MR). (van Liempt
et al., 2007). En otro estudio utilizando los productos secretados por la larva de S.
mansoni 3 horas después de transformase (0-3hRP), reportaron que las CDs derivadas
de médula ésea (bmDC) incrementan la expresién de CD40, CD86 y MHC-II, y producen
IL-12p70 e IL-6, pero siempre en cantidades menores a las CDs estimuladas con LPS
(Th1) o zymosan (Th2). Sin embargo, las CDs expuestas a 0-3hRP y pulsadas con OVA
exhiben la caracteristica de polarizar hacia Th2 a células CD4+ de ratones Tg OVA. De
manera interesante la unién del anticuerpo anti-CD40 suprime la habilidad de las CDs 0-
3hRP para polarizar un fenotipo Th2 (Jenkins and Mountford, 2005). El glicano lacto-N-
fucopentosa lll, del helminto S. mansoni, puede modificar las CDs a un fenotipo capaz de
inducir una respuesta Th2, preferencialmente activando ERK, para este efecto es
necesaria la expresion de TLR4 funcional (Thomas et al., 2003).

La exposicién de células dendriticas a los productos secretados/excretados por
el nematodo Acanthocheilonema viteae (ES-62), los cuales contienen fosforil-colina,
confiere a las CDs la capacidad de inducir una respuesta tipo Th2, incrementando los
niveles de IL-4, y disminuyendo la secrecion de IFN-y en un modelo que utiliza células
CD4+ transgénicas que expresan un receptor especifico para ovoalbumina (OVA). El
fenotipo resultante de la exposicién a ES-62, muestra un incremento en la expresion de
moléculas co-estimuladoras CD40, CD86 y CD80 en niveles muy similares a aquellos
observados en CDs expuestas a LPS (Whelan et al., 2000). Los efectos moduladores se
conservan en ratones con mutacién en TLR4 (C3H/Hed) y deficientes en TLR2; de
manera interesante las CDs deficientes en TLR4 no expresan CD40 en respuesta a ES-
62, y pierden la capacidad de modular la respuesta a diferentes TLRs. Sin embargo, la
expresion de CD80 y CD86 no se alteran (Goodridge et al., 2005). Esto sugiere que ES-
62 es reconocido parcialmente por TLR4 y que este receptor no necesariamente debe ser
funcional.

Las CDs expuestas a productos secretados/excretados del nematodo
gastrointestinal Nippostrongylus brasiliensis (NES) expresan CD40, OX40L y CD86.
Ademas secretan IL-6 y expresan IL-12p40. Las CDs tratadas con NES inhiben la
produccion de IL-12p70 inducida por LPS, finalmente las CDs estimuladas con NES y



transferidas a ratones sanos llevan a la produccién de IL-4, IL-5 e IL-10, un perfil tipo Th2
(Balic et al., 2004). Los productos secretados/excretados de Heligmosomoides polygyrus,
no aumentan la expresion de moléculas co-estimuladoras en las CDs y no secretan
citocinas. Las CDs expuestas a los ES de H. poligyrus modulan la secrecién de IL-12, IL-
10 y TNF-a inducidas por ligandos de TLRs. Este efecto no se modifica en CDs
deficientes en TLR2 o TLR4. De manera interesante las CDs tratadas con ES de H.
polygyrus inhiben respuesta de anticuerpos tipo 1 y 2 in vivo e inducen la diferenciacién
de células T reguladoras productoras de IL-10 (Segura et al., 2007).

El antigeno B (AgB) del céstodo Echinococcus granulosus induce un fenotipo de
CDs derivadas de monocitos humanos que expresan CD80, CD40 y CD86, la exposicién
al AgB interfiere con la secrecion de IL-12p70 y TNF-a inducido por LPS. En las CDs
expuestas al AgB se encontré fosforilado IRAK, una molécula que media la sefnalizacién
intracelular inducida por TLR4, también se observé que el factor nuclear kB (NFkB) se
encontraba activado (Rigano et al., 2007). La activacién de NFkB y la presencia de IRAK
fosforilado sugieren la participacion de TLRs en el reconocimiento del AgB.

2.6 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa es capaz de reconocer y eliminar especificamente
microorganismos, moléculas extrafas y células infectadas o alteradas. Este tipo de
inmunidad tiene como caracteristicas principales: especificidad antigénica, diversidad,
memoria inmunoldgica, reconocimiento de lo propio y extrafio. Las principales células de
la inmunidad adaptativa son los linfocitos T y linfocitos B, estas células son capaces de
llevar a cabo recombinacion somatica en sus receptores (TCR y BCR respectivamente),
mediante este mecanismo las células de la inmunidad adaptativa pueden reconocer una
amplia diversidad de antigenos y aumentar la especificidad hacia estos (Abbas, 2003).
Otras caracteristicas de estas células es que mantienen memoria inmunolégica, es decir,
aun cuando el patégeno se ha eliminado, estas células especificas para reconocer un
antigeno determinado pueden permanecer en el huésped durante afnos y reaccionar de
manera mas eficaz al entrar de nuevo en contacto con el antigeno. Estas células tienen la
capacidad de influir en otros tipos celulares, mediante la expresion de moléculas de
membrana y principalmente mediante la secrecién de citocinas y quimiocinas. Para su
estudio la respuesta generada por las células T, se ha dividido principalmente en dos
tipos: Th1 y Th2, estas respuestas se caracterizan por el perfil de citocinas que predomina
y ambas respuestas se regulan entre si (Mosmann et al., 1986).



2.7 Respuesta tipo Th1

Esta respuesta es mediada principalmente por la activacién de linfocitos CD4+ y
CD8+. Estas subclases de linfocitos, cuentan con receptores especificos para el
reconocimiento de péptidos (TCR), unidos al complejo principal de histocompatibilidad
(MHC). Los linfocitos CD8+ reconocen péptidos unidos al complejo principal de
histocompatibilidad clase | (MHC-I), esta molécula la puede expresar cualquier tipo
celular. Por otro lado, los linfocitos CD4+ reconocen péptidos unidos a MHC-II, el cual se
expresa sélo en células presentadoras de antigeno profesionales, como células B,
macréfagos y células dendriticas. La activaciéon de los linfocitos Th1 y CD8+ se llevan a
cabo mediante la estimulacién conferida de células presentadoras de antigeno
profesionales, las CDs son las principales activadoras de los linfocitos Th1 (Maldonado-
Lopez and Moser, 2001). Los mecanismos de activacion provistas por las APCs auln se
encuentran en estudio, pero hasta ahora los factores mas importantes implicados en la
activacion del linfocito son: la afinidad por el péptido, la co-estimulacién provista por la
célula presentadora de antigeno y las citocinas presentes durante la presentacién de
antigeno, donde la presencia de IL-12 es importante para la activacion de ambas
subclases de linfocitos. Hasta ahora no se han identificado moléculas para determinar el
fenotipo de un linfocito Th1 o Th2, sélo es posible identificarlos por la secrecion de
citocinas, IFN-y (TH1) e IL-4, IL-5 e IL-13 (Th2). El linfocito Th1 se expande clonalmente y
se caracteriza por la secrecién de IFN-y. Su funcién es reconocer péptidos por afinidad, y
los puede reconocer en células B, macréfagos o células dendriticas. El IFN-y actia de
manera diferente en cada tipo celular. En las células B, aumenta la presentacion de
antigeno, ademas de activarlas para convertirse en células plasmaticas productoras de
anticuerpos, principalmente de inmunoglobulina G2a (IgG2a) en ratones (Abbas, 2003). El
efecto del IFN-y en células presentadoras de antigenos como CDs y macréfagos, es el
aumento en la presentacion de antigenos, aumento de expresion de moléculas co-
estimuladoras, secrecién de citocinas como IL-12, aumento de receptores de citocinas y
quimiocinas. Ademas puede activarlas para la eliminacién de parasitos intracelulares por
medio de la liberacion de especies oxidativas como 6éxido nitrico. Finalmente, los
diferentes tipos celulares no inmunes también responden a la estimulacién por IFN-y
mediante la mayor expresion de antigeno unidos a moléculas MHC-I. Los linfocitos CD8+
requieren las mismas sefales de activacion que el linfocito Th1. La funcién del linfocito
CD8+ es reconocer péptidos en células infectadas, cuando se lleva a cabo el

reconocimiento de antigeno, el linfocito libera granulos citoliticos que lisan a la célula



presentadora de antigeno (Abbas, 2003). Este tipo de respuesta inmune esta involucrada
en mantener inmunidad principalmente a patégenos intracelulares como virus y bacterias.
En investigaciones recientes se ha demostrado que esta respuesta es eficiente para la
lisis de células tumorales, sin embargo, las células tumorales han desarrollado
mecanismos complejos para evadir esta respuesta inmune. Por otro lado, la Rl Th1, esta
implicada en patologias autoinmunes como encefalomielitis autoinmune, diabetes tipo |,
artritis reumatoide, entre otras, donde la exacerbacién de la inflamacién resulta patoldgica
para el huésped. En los ultimos afos se han estudiado nuevos mecanismos de
inmunoregulacion para combatir estas enfermedades, ya que los tratamientos disponibles
hasta ahora resultan en la inmunosupresién del individuo haciéndolo mas vulnerable a
contraer infecciones secundarias (Abbas, 2003).

2.8 Respuesta tipo Th2

La respuesta tipo Th2 se caracteriza por la activacion de linfocitos CD4+ que
producen IL-4, IL-5 e IL-13. En esta respuesta participan diferentes células como
eosinofilos, linfocitos B y mastocitos. Los mecanismos involucrados en la diferenciacion a
Th2 no son claros, y se desconocen las sefiales tempranas para inducir esta
diferenciacién. Estudios han demostrado que la polarizacién hacia Th2 se puede llevar a
cabo en la ausencia de linfocitos B y eosindfilos (Holland et al., 2005). Por otro lado,
células dendriticas expuestas a diferentes antigenos de helmintos son capaces de inducir
una respuesta Th2 in vivo e in vitro. Hasta ahora no han sido identificadas las moléculas
necesarias en las CDs para inducir la diferenciacion hacia Th2. Las citocinas
predominantes en un perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) tienen efecto sobre diversas células del
sistema inmune. IL-4 participa en la expansion clonal de linfocitos B y su activacion a
células plasméticas principalmente productoras de IgG1 e IgE. Los eosindfilos son
activados por IL-5, y principalmente son atraidos por histamina, ademas tienen alta
afinidad por IgE. Los eosindfilos activados liberan granulos los cuales son téxicos para
pardasitos extracelulares, principalmente del tracto intestinal. Los mastocitos responden
con liberacion de histamina al fijar en su membrana IgE (Abbas, 2003). La respuesta tipo
Th2 participa en la eliminacion de parasitos extracelulares como helmintos del tracto
intestinal (Maizels et al., 2004). Sin embargo, se ha demostrado que esta respuesta se
correlaciona con el aumento de parasitos en la cisticercosis experimental (Terrazas et al.,
1998). Por otro lado, la respuesta Th2 es caracteristica de reacciones de hipersensibilidad

inmediata, reaccionando contra moléculas inocuas llamadas alergenos (Abbas, 2003).
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Figura 2. Activacion, migracion de células dendriticas, factores que influyen en la
activacion de células CD4+. Las CDs inmaduras se encuentran en tejidos periféricos con
alta actividad fagocitica, las CDs cuentan con PRRs los cuales pueden reconocer PAMPs.
Las CDs al reconocer un antigeno por medio de los TLRs, una familia de PRRs, llevan a
cabo de senalizacion intracelular que activa la translocacion al nicleo de NFkB el cual
inicia la transcripcion de genes que codifican para citocinas pro inflamatorias como IL-12,
IL1B, TNF-a, y aumentan la expresiéon de moléculas co-estimuladoras de membrana como
CD80, CD86, CD40L y el receptor de quimiocinas CCR7, este proceso es llamado
maduracion y se lleva a cabo durante la migracién a los ganglios linfaticos. Finalmente la
CD madura puede inducir la diferenciacién de linfocitos virgenes CD4+ a linfocitos Th1.
AUn se desconoce cuales son la senales necesarias para la diferenciacion de linfocitos T
a linfocitos Th2 (MacDonald and Maizels, 2008).



2.9 Cisticercosis experimental

El modelo experimental de cisticercosis, se basa en la infecciéon con la fase
larvaria de T. crassiceps en raton, mediante la inoculacién intraperitoneal de cisticercos.
La cisticercosis experimental causada por T. crassiceps ha resultado muy Util en la
investigacion basica de la interaccién huésped-parasito en la cisticercosis en general, por
su relativo bajo costo de mantenimiento en ratén, la alta capacidad reproductiva del
parasito, y la antigenicidad cruzada que comparte con Taenia solium.

.
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Figura 3. Ciclo de vida del helminto Taenia crassiceps. El cestodo en su fase adulta
infecta canidos, alojandose en el intestino delgado. La fase adulta libera proglétidos
gravidos en las heces, las cuales al ser ingeridas por roedores se desarrolla en estos la
fase larvaria del parasito (cisticerco). El metacestodo puede alojarse en musculos o en el
tejido subcutaneo, la fase larvaria tiene la caracteristica de reproducirse asexualmente a
través de gemacion. Cuando los canidos se alimentan de roedores infectados, el ciclo vital
de T. crassiceps se completa al desarrollarse nuevamente el parasito adulto. En el
laboratorio infectamos a ratones BALB/c con 10 cisticercos en la cavidad peritoneal.



Las investigaciones en este modelo de cisticercosis se han enfocado al
entendimiento de la relacion huésped-parasito. Principalmente en los mecanismos
inmunes y endocrinos asociados a la infeccion, el conocimiento generado en la
investigacion basica en el modelo experimental ha podido ser extrapolado a la infeccion
real, logrando el desarrollo de posibles vacunas en cerdos, la identificacion de antigenos
para uso diagnoéstico de cisticercosis en humanos y llevando a un mejor entendimiento de
la respuesta inmune hacia el parésito (Sciutto et al., 2007).

El conocimiento basico para generar vacunas contra diferentes patdégenos esta
basado en conocimientos inmunoldgicos, implicados en las respuestas que median
inmunidad al patdégeno. Hasta el momento no han sido desarrolladas vacunas 100%
eficaces en la prevencién de la infeccién contra algun helminto. Esto sugiere que los
helmintos poseen moléculas que pueden alterar la respuesta inmune favoreciendo su
establecimiento. Contrario a las infecciones intestinales causadas por helmintos donde la
Rl Th2 participa en la eliminacion de los parasitos, el Dr. Terrazas demostrdé que esta
respuesta no se asocia con la eliminacion del cisticerco de T. crassiceps en una infeccion
extraintestinal (Terrazas et al., 1998), en esta investigacion sucede una asociacién entre
la respuesta Th2 vy la reproduccién del pardsito, sugiriendo que el parasito
preferencialmente induce una Rl Th2. Por otro lado, se ha demostrado que la infeccién
previa con T. crassiceps modifica la inmunidad contra patdgenos intracelulares como
Trypanosoma cruzi (Rodriguez et al., 1999) y Vaccinia virus (Spolski et al., 2002), asi
como disminuir la eficacia de la vacunacion contra Salmonella typhimurium (Rubio et al.,
1998).

Las investigaciones de nuestro grupo se han enfocado en caracterizar
poblaciones involucradas en esta polarizacion, hasta el momento los resultados muestran
poblaciones de macréfagos alternativamente activados (MAA) que suprimen la
proliferacién de células T de manera contacto dependiente donde estan involucrada la
interaccion PD1/PD-Ls (Terrazas et al., 2005). Estos MAA, estan presentes también en
otras infecciones por helmintos, como S. mansoni entre otros, sin embargo son escasos
en patologias como alergias, donde la respuesta inmune es tipo Th2 (Reyes and
Terrazas, 2007). Esto sugiere que la activaciéon alternativa de los macréfagos podria
involucrar el reconocimiento de moléculas presentes en los helmintos, ya que las citocinas
Th2 presentes en alergias no son suficientes para la activacion alternativa de los

macroéfagos.



Hasta ahora no han sido identificadas las moléculas que estan involucradas con
la inmunomodulacién causada por T. crassiceps, pero existen investigaciones que
demuestran que los antigenos secretados/excretados y los antigenos solubles ricos en
carbohidratos participan en estos fendmenos (Spolski et al., 2000), (Gomez-Garcia et al.,
2006).

Spolski R.J. et al 2000, demostraron que los antigenos secretados/excretados de
T. crassiceps tienen la caracteristica de suprimir la proliferacion de células T activadas
policlonalmente en experimentos in vitro. Estos antigenos también tienen la capacidad de
reducir la produccién de IFN-y e IL-4, pero no de IL-10 en células de bazo estimuladas
con Con-A (Spolski et al.,, 2000). Por otro lado, nuestro grupo ha utilizado antigenos
solubles del cisticerco T. crassiceps, los cuales pueden reclutar células mieloides
supresoras en el sitio del inoculo y pueden inducir una respuesta Th2 a antigenos
heterélogos, este efecto es dependiente de los glicanos presentes en los antigenos
(Gomez-Garcia et al., 2006).



3. Justificacion

Hasta el momento no existe informacion sobre la interaccién de antigenos de
Taenia crassiceps o de alguna otra Taenia con células dendriticas, se desconoce la
importancia que podria tener esta interaccién para el desarrollo de una respuesta
inmune contra el parasito. Las células dendriticas pueden potencialmente reconocer
los antigenos de T. crassiceps y estos podrian alterar su funcién, modulando la
respuesta inmune a través de las CDs y llevando hacia una respuesta facilitadora de la
infeccién. Asi informacién derivada de esta investigacion generara conocimiento nuevo
sobre aspectos basicos en la inmunologia y sobre la modulaciéon de la respuesta
inmune caracteristica de la infeccion con T. crassiceps, lo cual puede derivar en el

desarrollo de disefios mas racionales para vacunas o para inmunomoduladores.

4. Hipotesis

Dadas las observaciones previas, en donde la infeccion experimental por Taenia
crassiceps polariza una respuesta inmune a un perfil Th2 se propone que los
antigenos derivados de este parasito afecten el funcionamiento de las células
dendriticas, lo que podria conferirles la capacidad de favorecer una respuesta Th2 y
afectar la respuesta a estimulos pro-inflamatorios mediados por TLRs.



5. Objetivo general

Determinar el efecto de los antigenos secretados excretados (TcES) y totales (TcAg)
de Taenia crassiceps sobre células dendriticas derivadas de médula ésea.

Objetivos particulares

V.1.1 Evaluar la expresion de moléculas co-estimuladoras en células dendriticas
expuestas a TCES o TcAg.

V.1.2 Determinar el efecto de TcES o TcAg sobre la produccién de citocinas de las

células dendriticas.

V.1.3 Evaluar el efecto modulador de los antigenos de T. crassiceps sobre células

dendriticas expuestas a ligandos pro inflamatorios.

V.1.4 Evaluar a las células dendriticas expuestas a los antigenos de T. crassiceps
como presentadoras de antigeno en presencia de un antigeno no relacionado (OVA).

V.1.5 Determinar la polarizacién de la respuesta de linfocitos CD4+ (OVA-especificos)
en presencia de células dendriticas expuestas a los antigenos de T. crassiceps.

V.1.6 Determinar si la exposiciébn de células dendriticas a los antigenos de T.
crassiceps en presencia de un antigeno pro-inflamatorio modifican la respuesta Th1
de linfocitos CD4+ (OVA-especificos).



6. Metodologia
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Figura 4. Diseno experimental. Antigenos excretados/secretados y solubles fueron
recuperados de cultivos de cisticercos. Células dendriticas fueron diferenciadas a partir de
médula 6sea y cultivadas durante 5 dias. Las CDs fueron estimuladas en el dia 5 con
antigenos TLR dependientes y/o con antigenos de Taenia crassiceps. Los cultivos se
mantuvieron 24 horas con los diferentes estimulos, en algunos experimentos las CDs
fueron co cultivadas con células CD4+ purificadas de bazo de ratones DO11.10 o
transferidas a ratones DO11.10. Los sobrenadantes de los cultivos fueron analizados por
ELISA sandwich, mientras que las células se analizaron por RT-PCR o citometria de flujo.



6.1 Obtencién de antigenos.

6.1.2 Antigeno excretado/secretado de Taenia crassiceps (TCES).

Se utilizaron metacestodos de 2 a 3 mm de diametro de T. crassiceps, cepa
ORF, mantenidos mediante inoculaciones intraperitoneales segun Freeman (1962),
fueron extraidos de la cavidad peritoneal de hembras BALB/c infectadas durante 8
semanas. Las fases larvarias de T. crassiceps fueron lavadas tres veces con solucién
salina estéril y posteriormente se mantuvieron en cultivo D-MEM con 5% estreptomicina
y sin suero fetal en proporcién 1:3 v/v, los cultivos de cisticercos fueron incubados en
estufa de CO, a 37° C durante 24 horas. Al tiempo indicado el cultivo fue recuperado en
tubos de 15 ml y fue centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue
recuperado en un tubo concentrador con membrana de corte 50 kDa (Millipore), se
centrifugd a 5000 g por 30 minutos, la fase concentrada con peso molecular mayor a 50
kDa fue recuperada y filtrada en esterilidad (0.2 yum) y congelado en alicuotas a -20°C.
La concentracion de proteinas fue determinada por Bradford y el peso molecular por
SDS-PAGE.

6.1.3 Antigeno soluble de Taenia crassiceps (TcAg).

Los antigenos totales (TcAg) fueron obtenidos por homogenizaciéon de 10 ml de
metacestodos de T. crassiceps obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones hembra
BALB/c después de 2 a 4 semanas de infeccion, fueron lavados previamente con
solucion salina estéril. Se us6 un homogenizador (Polytron, Kinematica, Newark, NJ,
USA) en el cual se usaron 2 ciclos de 3 s cada uno. Los homogenizados fueron
centrifugados a 20 000 g durante 20 minutos a 4°C, los sobrenadantes conteniendo los
antigenos solubles fueron congelados a — 70°C para su uso posterior. La concentracién
de proteinas fue determinada por el método de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y
el contenido de carbohidratos se midi6é por el método de antrona.

6.1.4 Deglicosilacion de antigenos solubles de Taenia crassiceps.

La modificacion de los glicanos del antigeno total, mediada por metaperyodato
de sodio, fue realizada usando una modificacién de Tawill et al. 2004. 2 mg/ml de
antigeno total fueron incubados durante pocos segundos (v/v) con 50 mM de acetato de
sodio pH 4.5 (buffer de acetato de Na) a temperatura ambiente. La muestra fue dividida
en dos para producir un tratamiento con peryodato del antigeno soluble de T. crassiceps
(meta) y un control (mock) del tratamiento con peryodato del antigeno soluble de T.



crassiceps. 20 mM de metaperyodato de sodio (v/v) se anadié al antigeno (meta),
mientras que el mock se agreg6 buffer de acetato sin metaperyodato de sodio, ambos
tubos se incubaron 30 minutos en la obscuridad a temperatura ambiente con agitacion
suave. La reaccion se completé con la incubacién de los tubos con 100 mM de boro
hidréxido de sodio en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. El exceso de sales
se removié usando Amicon Ultra Filter Units (Millipore, Billerica, MA, USA), y la

concentracion de proteina fue determinada por Bradford.

6.1.5 Antigeno soluble de Toxoplasma gondii (TSA).

La cepa RH de Toxoplasma gondii fue mantenida por pasajes seriales en la
cavidad peritoneal de ratones C57BL/6. Para la preparacién del antigeno del parasito, se
obtuvieron taquizoitos de cultivos in vitro en células Vero como previamente se describid
(Saavedra R., 1991). Un billén de taquizoitos fueron suspendidos en 5 ml de PBS, fueron
sonicados en hielo por 5 minutos a 40 W con el homogenizador ultrasénico serie 4710
(Cole-Parmer, Chicago, Ill) y fue centrifugado a 10,000 g a 48°C por 30 minutos. El
sobrenadante fue recuperado, filtrado en esterilidad (0.22 mm) y congelado en alicuotas
a -20° C. La concentracion proteica fue determinada por el ensayo de proteina Bio-Rad,

con albimina usada como estandar.

6.1.6 Antigenos TLR dependientes.

Para estimular a las células dendriticas con estimulos pro inflamatorios se usé
lipolisacarido (LPS) (Sigma), CpG y antigenos de Toxoplasma gondii (TSA). La unién de
estos antigenos a la célula dendritica es mediada por TLR4, TLR9 respectivamente. El
TLR que reconoce TSA aun esta en controversia, pero podrian estar involucrados TLR2 y
TLR11, experimentos recientes muestran que la via de sefalizacion por la cual TSA
induce la produccién de IL-12 por las CDs es MyD88 dependiente, una caracteristica de
sefalizacion que comparten la mayoria de los TLRs.

6.1.7 Cuantificacion de proteinas.

Se prepar6 una curva estandar de soluciones de albumina de suero bovino en
los limites de 0.1 a 1 mg/ml. Después se distribuyeron alicuotas de 95 pul del reactivo de
ensayo de proteina en los pozos de una placa de fondo plano. Se anadieron 50 ul de la
muestra de proteina (por duplicado) o 50 ul del estandar de albimina de suero bovino (por
duplicado) en cada pozo y se adicionaron 50 pl del reactivo de Bradford. Luego se mezcl6



la solucién en cado pozo con micropipeta y se incubé a temperatura ambiente durante 10
minutos.

Por ultimo se determiné la absorbancia a 570 nm con un lector de placas (Termo
Labsystems, Multiskan Ascent). Se calculé una curva de regresion lineal y se calcul6 la
concentracion de las muestras desconocidas. (Bradford, 1976).

6.1.8 Cuantificacion de carbohidratos.

Para determinar la concentracion de carbohidratos presentes en los TcAg se
utilizé el método de antrona. En tubos de ensayo se prepard la curva patrédn con una
solucion de azlcares de 200 pug/ml de la siguiente manera:

Tubo Concentracion Solucion de Glucosa H.O
(ng/ml) 200 pg/ml (ul)
1 200 1000 25
2 150 750 500
3 100 500 625
4 75 375 750
5 50 250 875
6 25 125 1000
7 0 0 750
8 Problema .25

Posteriormente se enfriaron los tubos durante 15 minutos a 4°C y transcurrido
este tiempo se adicionaron 2 ml de la solucion de antrona y se agité en el vértex con
precaucion.

Al terminar la agitacion, se incubé a ebullicién (92° C) durante 8 minutos tapando
los tubos con esferas de vidrio. Al finalizar se detuvo la reaccién enfriando los tubos en
bafo de hielo y se dejaron en reposo alejados de la luz durante 30 minutos. Por ultimo se
midio6 la densidad éptica a 585 nm de la curva, se realiz6 la grafica de regresion lineal y se
calcul6 la concentracion de las muestras desconocidas con la curva.



6.1.9 SDS-PAGE

Para determinar el peso molecular (PM) de los antigenos TcES, y para
determinar si el tratamiento con metaperyodato afecta las proteinas en TcES, se realiz6
electroforesis desnaturalizante en gel discontinuo. Para preparar los geles se vertieron

los siguientes voliumenes de reactivos en un tubo de 15 ml.

Gel separador 10ml 7.5% Gel concentrador 5ml
Acrilamida-bis 30% 2.5ml Acrilamida-bis 30% 0.67 ml
Tris base pH 8.8 2.5ml Tris base pH 8.8 1.25 ml
SDS 20% 50 ul SDS 20% 25 ul
Agua bidestilada 4.86 ml Agua bidestilada 3ml
Temed 6.5 pl Temed 5ul
Persulfato NH;10% 100 pl Persulfato NH; 10% 80 ul

Se vertieron 5 ml de gel separador en el cassette de electroforesis (Biorad), para
homogenizar la superficie del gel se anadid6 1 ml de isopropanol. Después de la
polimerizacién se retird el isopropanol y se vertié el gel concentrador hasta llenar el
cassette, finalmente se colocaron los peines. Después de polimerizar, los cassettes se
colocaron en la camara electroforética. Se vertié buffer de corrida (Apéndice I) hasta llenar
el interior de la cdmara. Posteriormente se afiadié 30 yl de muestra en cada pozo y 5 pl
de indicador de peso molecular (Fermentas). Las muestras fueron previamente mezcladas
con buffer de muestra 1 x, y hervidas durante 5 minutos. Finalmente la electroforesis se
llevé a cabo con una carga de 90 v durante 90 minutos.

La tincién se realizé con azul de Coomassie en un gel durante 20 minutos, el gel
restante se utilizé para realizar lectin blot. El primer gel se lavé con solucion destenidora
durante toda la noche. La imagen fue digitalizada mediante un escaner.

6.2 Generacion de células dendriticas derivadas de médula dsea.

Para obtener células de médula ésea se utilizaron ratones hembras sanas de la
cepa BALB/c o STAT 6-/- de 8 a 15 semanas de edad, mantenidos en condiciones
estériles en el bioterio de la FES-Iztacala, UNAM. Fueron sacrificadas en una camara de
cloroformo, se disecaron tibia y fémur de ambas extremidades, fueron mantenidas 5
minutos en etanol al 75% en una caja Petri para su desinfeccién, después los huesos



disecados se lavaron con solucién salina en otra caja Petri. Se obtuvo la médula 6sea
inyectando solucién salina en uno de los extremos del hueso con una jeringa y la solucién
se recuperd en una caja Petri estéril. Las células en suspension fueron colectadas en
tubos de 15 ml y se centrifugaron a 2500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, la
pastilla se resuspendié y posteriormente se trat6 con 3 ml de solucién hemolizante
durante 10 minutos para eliminar los eritrocitos. Se centrifugaron por 5 minutos y se
decantd el sobrenadante. La pastilla fue resuspendida en un 1 ml de medio D-MEM
(Gibco, suplementado con D-glucosa vy libre de L-Glutamina, 10% SFB y estreptomicina)
para realizar el conteo celular. Se tomaron 20 pl de muestra y 20 ul de azul tripano (Sigma
Chemical Co.), se homogeneizé la suspension y se tomaron 10 yl para colocarlos en la
camara de Neubauer, fueron contados 5 cuadrantes y se consideraron como viables
células azul tripano negativas, para obtener la concentracibn de células/ml.
Posteriormente se ajustaron a una concentracion de 2 x 10° células/ml, después de ser
ajustadas, se agregaron 20 ng/ml de factor estimulante de colonias de
granulocitos/monocitos (GM-CSF), y se procedié a colocar 5 ml en placas de 6 pozos
(B.D. Falcon), se mantuvieron en cultivo durante 8 dias en un incubador a 37° C con 5%
de CO.. El dia 3 se agregaron 5 ml de medio D-MEM suplementado y 20 ng/ml GM-CSF
(R10), en el dia 6, se obtuvo la mitad del sobrenadante, fue centrifugado 2500 rpm por 5
minutos, se resuspendié la pastilla en 5 ml D-MEM con 20 ng/ml de GM-CSF y fueron
regresados a su pozo original. En el dia 8, se colectaron las células no adherentes de los
cultivos, fueron lavadas y utilizadas como células dendriticas inmaduras para los
experimentos.

6.2.1 Purificacion de células dendriticas (CD11c+)

En el dia 5 a 8 de cultivo, fueron colectadas las células no adherentes de los
cultivos de médula 6sea, y fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos, al finalizar
la pastilla fue resuspendida en 1ml de buffer de separacién y se agregé 10 pl de esferas
magnéticas anti CD11c (MACS, Miltenyi Bistec, CA, USA) por 107 células y se incubaron a
4° C durante 20 min. Al tiempo cumplido se aforo a 5 ml con buffer de separacién
(Apéndice 1), posteriormente se centrifugd para eliminar las esferas que no se adhirieron y
para concentrar las células. La pastilla se resuspendié en 2 ml de buffer de separacion.

La columna magnética de separacion MACS se limpié con 2 ml de buffer de
separacion, al pasar completamente el buffer, se hizo pasar la suspensién de células

derivadas de médula ésea por la columna, se recuperé el eluido en un tubo de 15 ml



estéril y nuevamente se pasoé por la columna, al finalizar la columna se retirdé del magneto
y se lavé con 4 ml de medio D-MEM para recuperar las células CD11c+ en un tubo de 15
ml. Las células viables se contaron por exclusién con azul tripano en una camara de

Neubauer.

6.2.2 Estimulacion de células dendriticas in vitro.

Las CDs fueron colectadas en el dia 8, se ajustaron a 1 x 10° cel/ml en medio
completo suplementado con 10 ng/ml de GM-CSF (R10), se colocaron 50 ul de la
suspensién por pozo, en una placa de 96 pozos (B.D. Falcon) y fueron estimuladas con
CpG 1 pg/ml, LPS 1 pg/ml, Antigeno de Toxoplasma gondii (TSA) 5 ug/ml, solos o en
combinacién con antigeno secretado/excretado (TcES), antigeno total (TcAg), antigeno
total tratado con metaperyodato (pTcAg), o el control del antigeno total tratado con
metaperyodato (mTcAg). Como control se usaron CDs sin estimular. En algunos
experimentos se utilizd ovoalbumina (OVA), como antigeno no relacionado a una
concentracion de 1 ug/ml. 24 horas después, los sobrenadantes fueron colectados para la
cuantificacion de citocinas por ELISA y las células fueron cosechadas para el analisis de
expresion de moléculas co-estimuladoras por FACS.

6.3 Co-cultivos células dendriticas y linfocitos CD4 DO11.10

Para la evaluacion de activacion de células T por las CDs, se obtuvieron células
CD4+ de bazo de ratones sanos transgénicos DO11.10, los cuales estan disefiados con
un TCR especifico para OVA (DO11.10). Las células fueron seleccionadas positivamente
usando esferas magnéticas anti CD4. Las células purificadas fueron ajustadas a 1.5 x
10° cel/ml en medio completo. Las CDs fueron resuspendidas a 5 x 10° cel/ml en R10
(Apéndice 1) con TcES (20 pg/ml), TcAg (20 pg/ml), pTcAg (20 ug/ml) y/o LPS (1 pg/ml),
TSA (2 yg/ml). Todos los tratamientos fueron estimulados con 1ug/ml de OVA al mismo
tiempo. 24 horas después, las CDs fueron lavadas 2 veces y sembradas 100 pl en una
placa de 96 pozos (5 x 10° cel/ml), a continuacién se adicionaron las células CD4+ en una
proporcion 1:4 CD:CD4+.

6.3.1 Obtenciodn células de bazo.

Se obtuvo el bazo de ratones hembras BALB/c DO11.10. Se perfundieron con 5
ml de solucién salina fria a través del bazo recuperando las células en una caja Petri. Los
eritrocitos fueron eliminados por choque osmético inducido por NH,Cl durante 5 minutos,



las células fueron centrifugadas 10 minutos a 2500 rpm, entonces fueron resuspendidas
en 2 ml de solucion salina, para el posterior andlisis de proliferacién celular se marcaron
con 1 pl de CFSE por 1x10’ células y se mantuvieron durante 15 minutos a 4° C, después
fueron lavadas dos veces con solucién salina, contadas y seleccionadas las CD4+ por
esferas magnéticas. Después de 24 horas de la estimulacién de las CDs, fueron afiadidas
células CD4+ en relacién 1:4, y se mantuvieron en cultivo por 3 dias.

6.3.2 Seleccion de CD4+ y proliferacion celular.

Mediante columnas magnéticas de separacion, se purificaron células CD11c+
del cultivo de médula ésea de ratones BALB/c y células CD4+ de bazo de ratones
DO11.10. Fueron separadas por medio de anticuerpos con esferas magnéticas dirigidos
hacia estos marcadores especificos de células dendriticas y linfocitos T respectivamente.

La evaluacién de proliferacion celular se llevd6 a cabo adicionando
carboxifluoresceina diacetato succimidyl ester (CFSE) a las células CD4+ en una
concentracion de 0.5 uM de CFSE (Apéndice ).

6.4 Transferencia de células dendriticas a ratones DO11.10

Para investigar si el fenotipo de las CDs estimuladas con los antigenos de T.
crassiceps eran capaces de iniciar una respuesta adaptativa in vivo, las CDs se cargaron
con OVA y con antigeno total de T. crassiceps o LPS, después de 24 horas del
tratamiento, las CDs fueron lavadas 3 veces en solucion salina centrifugandolas a 2500
rpm por 5 minutos, al finalizar las células se ajustaron a 1x10° CDs/ml en solucién salina
estéril, y posteriormente fueron inyectadas en el cojinete plantar de ratones hembras
DO11.10.

6.4.1 Obtencion de suero.

Seis dias después de la transferencia de las CDs, los ratones fueron
anestesiados en camara de cloroformo, y por medio de puncion cardiaca se extrajo la
cantidad de sangre necesaria, se colecté en tubos eppendorf y se dejé coagular por 5
horas, se centrifugd y finalmente se recuperé el plasma y se almacen6 — 70° C hasta su
posterior andlisis.



6.5 Analisis de moléculas co-estimuladoras por citometria de flujo

Al tiempo indicado las CDs y/o CD4+, fueron obtenidas de los cultivos,
concentrandolas por centrifugacion a 2000 rpm por 5 minutos, se ajustaron en 1 ml de
buffer para FACs (Apéndice ), las células fueron contadas en camara de Neubauer y
ajustadas a 1x10%ml y se centrifugaron nuevamente, la pastilla se resuspendié en 200
del mismo buffer. Se agregaron los anticuerpos conjugados con distintos marcadores de
fluorescencia y un anticuerpo isotipo (IgG2a) como control para pegado inespecifico, a
una concentracion de 0.2 pug/ml, se mantuvo en incubacién durante 30 minutos a 4°C, las
células fueron lavadas dos veces con buffer para FACs. Finalmente la pastilla se
resuspendié en 500 pl de Facs Flow, y se analizaron en el citémetro. (FACs Calibur).

6.6 Analisis de citocinas por RT-PCR

En los cultivos celulares de células dendriticas, de co-cultivos o de células de
ganglio linfatico, al finalizar el tiempo indicado de tratamiento, se obtuvieron las células y
se agregaron 100 pl de trizol por pozo, se mantuvieron a -70°C hasta la extraccion de
RNA.

La extraccién de RNA se llevo a cabo en una campana para PCR en condiciones
estériles y con material libre de DNAsas. Para la extracciéon de RNA se descongelaron las
muestras y se agreg6 200 ul de cloroformo por cada ml. de trizol, se agitaron en el vortex
y se mantuvieron en reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después se
centrifugd a 13500 rpm durante 12 minutos, al finalizar el sobrenadante fue recuperado y
se puso en tubos eppendorf con 500 pl de isopropanol frio. Se agitd en el vortex y se dejo
reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente, después se centrifugd 13500 rpm
durante 15 minutos y se decantd el sobrenadante. La pastilla se lavé dos veces con 1 ml
de etanol al 75% a 13500 rpm durante 5 minutos, al terminar se dejé evaporar en la
campana durante 20 minutos, al final se agregaron 20 ul de agua mQ y las muestras se
congelaron a -70° C para su posterior uso.

Cuantificacion de RNA

La cuantificacion se realizé utilizando una dillucién 1:200 de muestra de RNA en
H-O mQ (irradiada, filtrada a 0.022 micras, sin sales y libre de nucleasas). Previamente el
espectrofotometro se calibré con agua grado molecular (mQ) a una longitud de onda de
260-280nm, posteriormente se leyeron las muestras, la concentracion final se obtuvo con
el factor 1 D.O. = 40 pug.



Transcripcion reversa para obtener DNA complementario (cDNA).

Se utilizd el kit First Strand Synthesis Superscript Il (In vitrogen), se utilizaron 3
pug de RNA total ajustados a 10 pl con agua mQ, el procedimiento se llevé a cabo en
condiciones estériles en campana para PCR.

Se realizd la mezcla de los componentes del kit en tubos libres de RNAsas de

0.2 ml con los siguientes volumenes:

10 mM dNTP mix 1

Oligo (dT) (0.5 pg/pl) 1ul

Las muestras se incubaron durante 5 minutos a 65°C en el termociclador
(Corbett Research), al finalizar, los tubos se colocaron 1 minuto en hielo. Después de este
periodo a cada tubo se le adicion6 los siguientes componentes con el volumen indicado:

Buffer 10X RT Al 0.1 MDTT 1l
25 mM MgCl 2 pl Inhibidor de RNAsa 0.5ul
H.O  (Sigma) 4.5ul

Los tubos se agitaron en el vortex brevemente y se incubaron 2 minutos a 42°C,
para posteriormente adicionar a cada reaccion 1 pl de enzima Superscript Il RT (50
unidades), se incub6é por 50 minutos a 42°C. Para finalizar la reaccion los tubos se
incubaron a 70 °C durante 15 minutos al terminar este periodo se colocaron en hielo por 5
minutos. Para finalizar, se agregé a cada tubo 1 pl de enzima degradadora de RNA
(RNAse H) y se incubd a 37°C por 20 minutos. Finalmente los tubos se almacenaron a -
70°C para su uso posterior.

Cuantificacion de cDNA

El cDNA obtenido se cuantificé realizando una dilucién 1:200 de la muestra en agua grado
molecular, fue leido en un espectrofotdémetro (Jenway) a una longitud de onda de 260 —
280 nm y se almacend a —70° C hasta su posterior andlisis.



Amplificacion de cDNA

La concentracién de cDNA se ajusté a 50 ng/ml, para realizar un andlisis de las

diferencias entre los diferentes tratamientos, se amplificaron los genes IL-4, IFN-y,
GAPDH.

Las reacciones se prepararon en tubos nuevos y libres de DNAsas con 0.2 ml de

capacidad. Las mezclas se llevaron a un volumen final de 25 pl con las siguientes
concentraciones:

Buffer 10x 2.5 ul
MgCl (25mM) 1ul
DNTP mix (2mM) 2 ul
Primer F (15pM) 1 pl
Primer R (15pM) 1l
cDNA (50ng/ml) 1
Taq polimerasa (5u/ul) 0.2 pl

(Platinum, In vitrogen)

H.-OmQ  (Sigma) 16.3 ul

6.6.1 Electroforesis en gel de agarosa.

Se utilizé un Agarosa (ICN Biochemicals) 1.5 % en Buffer TBE 1x (Apéndice 1).
Se colocé por pozo 3 ul de muestra previamente diluida en 3 pl buffer de carga blue juice
y 1 ul de Sybr-Green (In vitrogen) a partir del segundo pozo. En el primer pozo se coloco
2 pl del marcador de peso molecular de 100pb (In Vitrogen).

Las muestras se colocaron en la camara hacia el extremo positivo y la
electroforesis se llevo a cabo a 90 Volts durante 45 minutos. El gel se observd en un

transiluminador con luz UV (FujiFilm FLA-5000) y se capturé la imagen utilizando el
programa ImageReader FLA-5000 V 2.1.



6.7 Determinacion de citocinas por ELISA

Los sobrenadantes de los cultivo celulares fueron analizados por medio de
ELISA Sandwich para la deteccion de citocinas secretadas, se utilizaron kits Peprotech
para la deteccién de IL-1b, IFN-y, IL-10, IL-4, IL-12, IL-15 y TNF-a.

Sensibilizacion de la Placa.

El anticuerpo de captura se diluyé a una concentracion de 2 pg/ml en 10 ml de
PBS (Apéndice I). Se agregd 100 pl de la diluciéon del anticuerpo a cada pozo de una
placa para ELISA de 90 pozos (Maxisorb), la placa se cubrié para prevenir la evaporacion
y se mantuvo en incubacién toda la noche a 4° C.

Bloqueo.

La placa se llevo a temperatura ambiente y se removié el anticuerpo de captura,
para bloquear las uniones no especificas se agregaron 200 pl de buffer de bloqueo
(Apéndice I) por pozo. Se cubrio la placa y se mantuvo a temperatura ambiente 2 horas, al
tiempo cumplido la placa se lavo 3 veces con PBS/Tween (Apéndice ).

Curva y Muestras

Se colocaron 100 pl de sobrenadante de los diferentes cultivos celulares en cada
pozo. Para extrapolar los valores de densidad éptica se realizé una curva patrén con la
correspondiente citocina recombinante murina, con diluciones al doble para cada una de
las placas y se utilizaron las dos primeras lineas de cada placa, diluidas en solucién de
bloqueo. Las curvas se iniciaron de una concentracion de 50 ng hasta 0.01 ng. Finalmente
la placa se incub6 toda la noche a 4° C. Finalmente se lavé 4 veces con PBS/Tween.
Deteccion

El anticuerpo biotinilado se diluy6é a 1 pg/ml en buffer de bloqueo. Se agregaron
100 pl de la dilucién a cada pozo, la placa se cubrié y se incubo durante 1 hora a
temperatura ambiente, se lavé 4 veces con PBS/Tween. La avidin-peroxidasa se diluy6
1:4000 en buffer de bloqueo, y se agregaron 100 ul por pozo. La placa se cubrié y se
incubo durante 30 minutos, se lavé 5 veces con PBS/Tween. Se agregaron 100 pl de
peréxido de hidrégeno (H.O. 3%) a 11 ml. de ABTS y se mezclé. Inmediatamente se
colocd 100 ul de la mezcla a cada pozo. Se mantuvo a temperatura ambiente hasta
desarrollar color (5-30 minutos). Finalmente la placa fue leida a una longitud de onda de
405 nm.



7. Resultados
Antigenos secretados/excretados de Taenia crassiceps (TCES).

Previamente se ha demostrado un efecto de supresién de proliferacién celular de
los antigenos secretados/excretados de T. crassiceps (Spolski, et al. 2000). Sin embargo,
no existen datos que indiquen los mecanismos que influyen en este efecto. En reportes
recientes se han estudiado los efectos de los productos secretados/excretados de
diferentes helmintos sobre la modulacion de las CDs (Whelan et al., 2000; Balic et al.,
2004). En este trabajo, se decidié investigar si los productos secretados/excretados por la
fase larvaria del helminto Taenia crassiceps (TCES) pueden modificar el fenotipo de las
células dendriticas. Se cuantificé la concentracion de proteinas y se determiné el peso

molecular del contenido proteico.
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Figura 5. SDS-PAGE de antigenos secretados/excretados de T. crassiceps (TCES). PM,
marcador de peso molecular. Los TcES fueron obtenidos después de 24 horas de cultivo,
los antigenos fueron concentrados en tubos con membrana de corte de 50kDa, en la
figura se muestran las proteinas con PM mayor de 50 kDa.

Los TcES obtenidos de T. crassiceps muestran al menos cinco bandas proteicas
bien definidas. La banda mas evidente tiene un peso aproximado de 64 kDa, de acuerdo
con el grupo del Dr. Kuhn esta banda es positiva en Western blot para albumina (Aldridge
et al., 2006); sin embargo no excluimos la posibilidad de que se encuentren otras
moléculas en el mismo rango de peso molecular para lo cual es necesario realizar una
electroforesis de doble dimensién. Por otro lado, después de la concentracién del
antigeno observamos tres bandas con PM > 100 kDa.



Los antigenos solubles de Taenia crassiceps contienen carbohidratos.

Se ha demostrado que los helmintos pardsitos poseen una gran cantidad de
glicoproteinas, con la finalidad de conocer la proporcion de carbohidratos presentes en la
fraccion soluble obtenida a partir de los metacéstodos de T. crassiceps, se realizd un
andlisis de estas moléculas por el método de antrona paralelo a la determinacién de
proteinas. Se encontr6 que los carbohidratos en los antigenos de T. crassiceps son mas
abundantes que las proteinas, en una proporcién 4:1 (carbohidratos:proteinas) como lo
report6 Goémez-Garcia et al en el 2005.
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Figura 6. Los antigenos solubles de Taenia crassiceps contienen glicoproteinas. Andlisis
SDS-PAGE (1A, 2A) y lectin-blot (1B, 2B) de los extractos solubles de T. crassiceps
tratados con mock (mTcAg); con peryodato de sodio (pTcAg) y antigeno intacto (TcAQ)
Los antigenos fueron separados por SDS-PAGE vy transferidos a hojas de nitrocelulosa
que fueron usadas para detectar glicanos N-linked con peroxidasa (HRP) conjugada con
Con-A (Gomez-Garcia et al., 2006).

Para alterar la estructura conformacional de los glicanos de TcAg, se realizd
tratamiento con peryodato de sodio (Okano et al., 1999; Tawill et al., 2004). En la figura 1
se muestra un analisis PAGE (Linea 1A) y lectin-blot (Linea 1B) de los antigenos solubles
de los metacéstodos de T. crassiceps antes del tratamiento con peryodato, donde se
puede observar la presencia proteinas y glicanos respectivamente. Para comprobar la
alteracion de los glicanos después de llevar a cabo el tratamiento con peryodato se realizé
nuevamente SDS-PAGE vy lectin-blot. De acuerdo al andlisis SDS-PAGE (Linea 2A) se
observa que el tratamiento con peryodato no desnaturalizé la columna proteica de las
glicoproteinas del parasito. En el lectin-blot (Linea 2B), se muestra la alteracion de la
estructura del los glicanos ya que es negativo para Lectin blot.



Diferenciacion de células dendriticas de médula 6sea.

Las CDs pueden diferenciarse a partir de linajes mieloides y linfoides de células
madres pluripotenciales de médula 6sea (Steinman, 1991). En los ultimos afios estas
células han retomado gran importancia debido a su capacidad de activar a células T
virgenes. Sin embargo, los estudios con CDs son dificiles ya que son una poblacién rara
en los tejidos del cuerpo y los procedimientos para aislarlas llevan mucho tiempo
(Williams et al., 1994). En ratén solo es posible obtener alrededor de 6 x 10* células de
Langerhans de una oreja (Ortner et al., 1996). Para la obtencién de mayor cantidad de
CDs, nosotros diferenciamos CDs in vitro a partir de precursores de médula 6sea
agregando al medio de cultivo GM-CSF recombinante murino de acuerdo a lo reportado
por Lutz et al., 1999.
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Figura 7. Diferenciacién de células dendriticas. Células pluripotenciales de médula 6sea
(a) fueron obtenidas de ratones BALB/c de 8-12 semanas de edad, para diferenciarlas a
células dendriticas se utilizé6 medio R10, después de 5 dias de cultivo (fig. 1 b,c,d).

Después de 5 dias de cultivo se obtuvieron 5 x 10° células por cada ratén, las
células mostraron cambios en su fenotipo, se aprecia el aumento de tamafno y el
desarrollo de prolongaciones citoplasmaticas como se muestran en la figura 3b. Para
confirmar la presencia de células dendriticas se analizaron por citometria de flujo
marcadores para identificar CDs como CD11c y MHC-II. El resultado muestra 60% de
células CD11c+, con baja expresién de MHC-II, esto indica que las CDs de los cultivos se
encuentran en estado inmaduro. En algunos experimentos se purificaron las células
CD11c+ obteniendo 2 x 10° CDs inmaduras (CD11c+ MHC-Il o).



Las células dendriticas expuestas a TcES expresan de manera selectiva
marcadores de activacion y modulan la expresiéon de CD86, CD40 y CCR7 inducida
por LPS.

En el dia 5 las células de los cultivos fueron ajustadas a 10° cel/ml sembrando
100 pl por pozo en una placa de 96 pozos, en algunos tratamientos los cultivos fueron
enriqguecidos por medio de microbeads (Macs) para CD11c. Diferentes moléculas de
membrana fueron marcadas en las CDs, posteriormente se analiz6 la fluorescencia
mediante citometria de flujo para identificar cambios en la expresidbn de moléculas co-
estimuladoras.

Para caracterizar el fenotipo de las CDs expuestas a los antigenos de Taenia,
analizamos la expresion de moléculas co-estimuladoras de membrana asociados con
maduraciéon, en los dotplot se muestran las células limitadas en la regién 1 que
corresponde a granularidad y tamano adecuado de células dendriticas y de la region 2, la

cual corresponde a células CD11c+.
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Figura 8. Citometria de flujo de CDs expuestas a antigenos totales de Taenia y/o LPS.
Las células fueron estimuladas durante 24 horas con medio (RPMI), TcAg (20pg/ml) y/o
LPS (1 pg/ml). Los antigenos de Taenia no inducen alta expresion de moléculas co-
estimuladoras, y modulan la expresién de estas inducidas por LPS.
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Figura 9. Citometria de flujo de CDs expuestas a antigenos secretados/excretados de
Taenia y/o LPS. Las células fueron estimuladas durante 24 horas con medio (RPMI),
TcAg (20pg/ml) y/o LPS (1 pg/ml).

Las células dendriticas expuestas a los antigenos de T. crassiceps expresan
niveles basales de CD86 la cual es una molécula co-estimuladora que puede unirse a
CD28 en la célula T y senalizar para el proceso de activacién, y CCR7 el cual es un
receptor de quimiocinas y promueve la migracién a los ganglios linfaticos. Por otro lado,
las CD:TcES expresan CD40, pero no en la manera en que la expresan las CD:LPS. Esta



molécula es necesaria en CDs expuestas a antigenos secretados/excretados por S.
mansoni para la polarizacion a Th2 (Jenkins and Mountford, 2005). Ademas en la
infeccién con T. crassiceps los ratones deficientes en CD40 no generan citocinas Th1 o
Th2 (Rodriguez-Sosa et al., 2003). Finalmente las CDs expuestas a TcES expresan
mayores niveles de MHCII lo cual es una sefal de maduracién (Sher et al., 2003). Los
resultados muestran que los TcES alteran la maduraciéon de las células dendriticas y
ademas pueden modular la expresion de moléculas co-estimuladoras inducidas por LPS.

Las células dendriticas expuestas a TcES no inducen la produccion de citocinas
pro-inflamatorias e inhiben su produccion en respuesta a antigenos TLR
dependientes.

La polarizacién de una respuesta Th2 por medio de CDs expuestas a antigenos
de helmintos se ha atribuido a la deficiencia en la produccion de IL-12. Para estudiar la
produccion de IL-12 de CDs expuestas a TcES se analizaron por RT-PCR en tiempo real

las diferentes subunidades de la familia IL-12.
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Figura 10. RT-PCR en tiempo real de células dendriticas 24 horas después de los
estimulos antigénicos. Los TcES no inducen la expresion de ninguna de las subunidades
para conformar IL-12 o IL-23 (a). La expresiéon de subunidades de IL-12 inducida por LPS

y TSA es regulada en presencia de TcES (b,d).



Las CDs estimuladas con antigenos de Taenia disminuyen la sintesis de mRNA
de las diferentes unidades de IL-12 (p19, p35 y p40). El ligando para TLR4 (LPS) y el
antigeno MyD88 dependiente (TSA), amplifican la sintesis de IL-12p19, la cual forma con
IL-12p40 la molécula IL-23, una citocina conocida por inducir linfocitos Th17 (McKenzie et
al., 2006; Yen et al., 2006); también aumenta la sintesis de IL-12p35 la cual se asocia con
IL-12p40 para formar la citocina inductora de Th1, IL-12p70 y sobre-expresan IL-12p40.
De manera interesante, los antigenos de Taenia suprimen la sintesis de IL-12p40, IL-
12p35 e IL-12p19 inducida por los antigenos TLR dependientes en las CDs. Estos datos
demuestran que los antigenos de Taenia pueden interactuar con las CDs para inhibir
respuestas inflamatorias dafinas para el parasito, como lo seria una respuesta Th1.

Investigaciones recientes muestran que la secrecion de IL-12 es dependiente de
la secrecién temprana de IL-15 en las CDs ya que IL-15 puede actuar de manera
autédcrina para estimular a las CDs a producir IL-12 (Ohteki et al., 2006). Por esta razén
analizamos la presencia de IL-15 en los sobrenadantes de cultivos de CDs por el método
de ELISA.
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Figura 11. Analisis de IL-15 e IL-12p70 en sobrenadantes de cultivos de CDs 24 horas
después de la estimulacién con los antigenos TLR dependientes (LPS 1, TSA 2.5 0 CpG 1
ug/ml) solos o en combinacion con antigenos de Taenia (20 ug/ml). *, p<0.02, **,
p<0.005, ***, p<0.001.

En los cultivos de CDs tratadas con TcES los niveles de IL-15 e IL-12p70 no
muestran diferencias significativas en comparacion con las CDs sin estimular. La
secrecién de IL-15 inducida por LPS o TSA es inhibida en presencia de TcES, indicando
que posiblemente la ausencia temprana de IL-15 resulte en una menor secrecién de IL-
12.



Los resultados de la prueba de ELISA son consistentes con los resultados
obtenidos en el andlisis por RT-PCR, donde los TcES no estimulan la produccion de IL-12
por las CDs e interfieren, en cambio, con la secrecion de IL-12 en respuesta a LPS, CpG y
TSA. Esto sugiere que el parasito selectivamente inhibe moléculas que estan
relacionadas con la eliminacién de T. crassiceps, posiblemente la carencia de IL-12 sea
un factor en el desarrollo de una respuesta Th2.

La sefalizacién por medio de diferentes ligandos para TLRs, tiene como
resultado una cascada de senalizacién intracelular que finaliza con la activacion del factor
nuclear kB (NFkB) y su subsecuente translocacién al nudcleo, lo cual permite la
transcripcién de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IFN-y. Para probar si los
antigenos de T. crassiceps alteran la respuesta de los TLRs en respuesta a LPS o TSA,
analizamos sobrenadantes de cultivos de CDs por método de ELISA para TNF-a e IFN-y.
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Figura 12. Los sobrenadantes de cultivos de CD:TcES muestran niveles basales de
produccion de TNF-a e IFN-y. Los niveles de citocinas pro-inflamatorias inducidos por los
antigenos TLR dependientes son reducidos significativamente en presencia de TcES o
TcAg. Los sobrenadantes fueron analizados 24 horas después de los estimulos con TCES
(20 pg/ml) solo o en combinacién con LPS (1 pug/ml), TSA (5 pg/ml) o CpG (1 pg/ml) por la
técnica de ELISA sandwich. *, p<0.02, ***, p<0.001.

Los antigenos de T. crassiceps no inducen la secrecién de citocinas mediadas
por la activacion de NFkB, esto sugiere que los antigenos de T. crassiceps no son
reconocidos por TLRs. Por otro lado, la presencia de TcES inhiben la produccion de TNF-

a e IFN-y inducidos por LPS y TSA, lo que sugiere una alteracién en la via de



sefalizaciéon de los TLRs en presencia de TcES e indican que los antigenos de Taenia
son reconocidos por las CDs y pueden alterar de alguna forma su funcionamiento,

principalmente inhibiendo la secrecion de citocinas pro-inflamatorias.

Los antigenos de Taenia no inducen expresion significativa de IL-10

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina involucrada en la regulacién del
sistema inmune, funciona inhibiendo la proliferacién celular de células del sistema inmune
y puede suprimir la sintesis de citocinas pro-inflamatorias. Por ello decidimos investigar el
efecto de los antigenos de Taenia sobre la produccién de esta citocina en las CDs. Sin
embargo, no se detectaron niveles de IL-10 por la técnica de ELISA, por lo cual
evaluamos la expresion de IL-10 por RT-PCR.

Medio TSA LPS TcAg
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Figura 13. RT-PCR de IL-10 de células dendriticas 24 horas después de los diferentes
estimulos antigénicos. TcAg aumenta la expresion de IL-10 de manera similar que lo hace

el estimulo con LPS.

Los niveles de expresion detectados por RT-PCR muestran un incremento en la
expresion de IL-10 en las CDs cultivadas en presencias de TcAg comparadas con CDs sin
estimulo. Por otro lado, los niveles de expresion inducidos por TcAg son similares a los
inducidos por LPS, el cual es un antigeno pro inflamatorio. Estos datos muestran que la
expresion de IL-10 no es exclusiva de las CDs expuestas a TcAg y posiblemente el papel
de IL-10 en la inhibicién de la secrecion de citocinas pro inflamatorias es limitado.



La presencia de un tercer antigeno no altera el efecto de los antigenos de Taenia
sobre las células dendriticas.

El siguiente paso en nuestra investigacién fue estudiar los efectos que tienen las
CDs expuestas a los antigenos de Taenia sobre los linfocitos T, para ello utilizamos
ratones transgénicos para ovoalbimina (OVA). Pero antes de iniciar los experimentos

determinamos si el efecto de los antigenos se mantenia en las CDs en presencia de OVA.
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Figura 14. Determinacion de concentracion de citocinas en sobrenadantes de CDs 24
horas después de los estimulos. TcES (20 pg/ml ), TSA (2.5 pg/ml ), CpG (1 pg/ml )y
OVA (5 pg/ml). *, p>0.05, **, p>0.005, ***, p>0.0002 . El efecto modulador de los
antigenos de Taenia sobre la secrecion de citocinas pro-inflamatorias en respuesta a

antigenos TLR dependientes se conserva cuando se estimulan con ovoalbimina.



Los antigenos de T. crassiceps modifican la proliferacién celular inducida por
antigenos heterologos.

Debido a las diferencias en la secrecidon de citocinas y en la expresién de
moléculas co-estimuladoras en respuesta a los diferentes estimulos en las CDs,
investigamos si esas diferencias influian en la proliferacién celular de linfocitos CD4+. Las
CDs fueron cultivadas durante 24 horas con los diferentes estimulos, después fueron
lavadas y cultivadas con células CD4+ purificadas de bazo de ratones transgénicos para
OVA. Las células CD4+ fueron marcadas con CFSE previamente. Después de 5 dias los

cultivos fueron analizados por citometria de flujo.
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Figura 15. Proliferacion celular determinada por marcaje de células CD4+ con CFSE. Las
CDs fueron estimuladas durante 24 horas, posteriormente se agregé al cultivo células
CD4+ purificadas de bazo de ratones DO11.10, 4 dias después se analiz6 la proliferacién

celular por citometria de flujo. Linea sombreada isotipo.

Conforme a lo esperado, las CDs cultivadas en presencia de OVA fueron
eficientes presentadoras de antigeno ya que las células CD4+ poseen un TCR
transgénico que reconoce péptidos de OVA y esa afinidad resulta en la proliferacién
celular de los linfocitos CD4+, la proliferacion celular la podemos observar por la pérdida
de fluorescencia de las células CD4+, ya que la fluorescencia se pierde en cada divisién
debido a que el CFSE se une al citoesqueleto de la célula. Las CDs estimuladas con LPS
y OVA aumentaron su capacidad de presentacion de antigeno reflejado en el aumento de
proliferacién y debido a las citocinas presentes en los cultivos como IL-12 y a la alta



expresion de moléculas co-estimuladoras como CD86. Las CDs expuestas a los
antigenos de T. crassiceps disminuyeron la presentacién de antigeno (Fig. 13 b). De
manera interesante los TcES interfieren con la capacidad de presentacion de antigeno de
las CDs estimuladas con LPS (Fig. 13 a). Estos resultados se asocian con la baja
expresion de moléculas co-estimuladoras en los TcES y con la caracteristica de estos
antigenos para modular la expresion de moléculas co-estimuladoras y citocinas en
respuesta a LPS.

Las células dendriticas expuestas a los antigenos de Taenia inhiben la produccion
de IFN-y y TNF-a pero mantienen la produccién de IL-4 e IL-5 en linfocitos CD4+.

El estado de activacién y las citocinas secretadas por las células dendriticas
puede determinar el tipo de respuesta de linfocitos T. Para investigar si las caracteristicas
de las CDs expuestas a los antigenos de Taenia tienen la capacidad de polarizar la
respuesta de los linfocitos T, utilizamos linfocitos T con TCR transgénico para reconocer
OVA. Cuando estas células CD4+ virgenes fueron cultivadas en presencia de CDs
derivadas de médula 6sea en presencia del péptido OVA, ellas secretan IFN-y e IL-4
(Hosken et al., 1995). Esto refleja la capacidad de estas células para generar una
respuesta Th1 o Th2 y esto nos proporciona un modelo de inmunoregulacién.
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Figura 16. Deteccién de citocinas en sobrenadantes de co-cultivos de CD:CD4+ (1:4). Las
CDs fueron estimuladas durante 24 horas, fueron lavadas 3 veces y sembradas con
células CD4+ obtenidas de ratones DO11.10. Los sobrenadantes fueron recuperados
después de 4 dias de co cultivo y analizados por ELISA.



Las CDs cultivadas en presencia de TcES disminuyen la secrecion de IFN-y
inducida por OVA, LPS y TSA. Por otro lado son capaces de estimular a las células CD4+
para la produccién de IL-4. Estos resultados muestran que las caracteristicas inducidas
por TCcES en las CDs son suficientes para polarizar una respuesta Th2 in vitro, ademas
estas senales son suficientes para inhibir la polarizacién a una respuesta Th1 mediada
por estimulos inflamatorios como LPS.

La respuesta Th1 implica la secrecién de otras citocinas ademas de IFN-y, para
probar si otras citocinas pro-inflamatorias son alteradas por la presencia de TcES,
evaluamos la presencia de TNF-a, una citocina inducida por la ligaciéon de TLRs (Fig. 17).
Por otro lado la activacién de linfocitos Th1 conlleva a la expresién de CD40L y a la
produccion principalmente de IFN-y, estos dos factores resultan en un aumento de la
activacion de las células presentadoras de antigeno (APC), y subsecuente a ello las APCs
secretan cantidades mayores de IL-12. Finalmente estudiamos si IL-5, una citocina
caracteristica de linfocitos Th2, puede ser inducida por las CDs expuestas a los antigenos
de Taeniay co-cultivadas con células CD4+ DO11.10 (Fig. 17).
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Figura 17. Deteccion de citocinas en sobrenadantes de co-cultivos CD:CD4+ (1:4). Las
CDs fueron estimuladas durante 24 horas con los diferentes antigenos con la adicién de 5
pg de OVA. Fueron lavadas 3 veces y cultivadas con células CD4+ de ratones DO11.10 4
dias después los sobrenadantes se analizaron por ELISA. *, p>0.01, **, p>0.007,
***p>0.0001.

Las CDs expuestas a los antigenos de Taenia no inducen la produccion de TNF-
a en las células CD4+. Por otro lado las CDs:Taenia inducen la producciéon de IL-5, una
citocina caracteristica en las infecciones por helmintos e involucrada en la activacién de
eosinofilos. Las CDs expuestas a Taenia y a TSA o LPS no inducen produccién
significativa de citocinas caracteristicas de Th2 o Th1. Los nulos niveles de IL-12 en los

co-cultivos se pueden atribuir a la carencia de IFN-y en los cultivos en presencia de



antigenos de Taenia. Sin embargo, la ligacién CD40:CD40L puede inducir la produccién
de IL-12 en las CDs, esto sugiere que las células CD4+ activadas en presencia de los
antigenos de Taenia no expresan los niveles adecuados de CD40L para inducir la
secrecién de IL-12 en las CDs.

Una de las preguntas para el inicio de una respuesta Th2 dirigida por las células
dendriticas, es si necesitan una fuente temprana de IL-4 para inducir la diferenciacion de
linfocitos T virgenes a Th2. Las células que produce IL-4 de manera temprana pueden ser
las células asesinas naturales T (NK-T). Si la IL-4 puede inducir el fenotipo de células
dendriticas para iniciar una respuesta Th2 aun esta en duda. Para probar si las CDs
estimuladas con antigenos de Taenia necesitan un estimulo temprano de IL-4, utilizamos
ratones con fondo genético BALB/c deficientes en la molécula STAT 6, la cual funciona en
la senalizacion intracelular del receptor de IL-4, las células que no poseen esta molécula
no responden al estimulo con IL-4.
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Figura 18. Deteccion de IFN-y e IL-4 en sobrenadantes de co-cultivos de CD:CD4. Las
CDs fueron diferenciadas a partir de médula 6sea de ratones deficientes en STAT 6.
Fueron estimuladas durante 24 horas, lavadas exhaustivamente y sembradas con células
CD4+ de ratones DO11.10. Después de 72 horas los sobrenadantes fueron recuperados y
analizados por la técnica de ELISA. *, p<0.05.



Para investigar la funcionalidad de las CDs diferenciadas in vitro, y para observar
si la polarizacion a una respuesta Th2 dirigida por las CDs expuestas a antigenos de
Taenia se mantienen in vivo, realizamos transferencia adoptiva de CDs estimuladas con
OVA y LPS o TcAg a ratones transgénicos para OVA.
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Figura 19. Determinacion de citocinas en suero de ratones DO11.10 después de 5 dias

de recibir células dendriticas estimuladas con OVA (5) y LPS(1) o TcAg (20). *, p>0.02,
** p>0.005.



Los ratones que recibieron CDs estimuladas con TcAg muestran niveles
elevados de IL-4 e IL-5 en suero después de 5 dias de la transferencia. Por otro lado, los
niveles de IFN-y no muestran cambios respecto al grupo control. Los ratones que
recibieron CDs estimuladas con LPS muestran niveles elevados de IFN-y pero no de IL-4
o IL-5. Estos resultados demuestran que los antigenos de Taenia activan de manera
diferente a las CDs, este estado de activacion resulta en la activacion de linfocitos T a un
fenotipo Th2 in vitro e in vivo.

Los carbohidratos presentes en los antigenos de Taenia son necesarios para la
induccion de Th2 y para regular las citocinas pro-inflamatorias inducidas por
estimulos TLR dependientes por las células dendriticas.

La presencia de carbohidratos en los antigenos de helmintos como Schistosoma
mansoni y Taenia crassiceps son esenciales para el desarrollo de una respuesta Th2 in
vivo (Okano et al., 1999; Gomez-Garcia et al., 2006). Sin embargo, hasta el momento no
es claro cuales son las células que reconocen esos carbohidratos y que células influyen
en la polarizacién a una respuesta Th2. Es probable que las células que reconocen los
glicanos estén involucradas en la polarizaciéon a una respuesta Th2. Las CDs cuentan con
diferentes tipos de receptores, entre los mas estudiados estan los TLRs, en
investigaciones recientes se ha demostrado que TLR4 puede funcionar como receptor
para carbohidratos de S. mansoni (Thomas et al., 2003). Las CDs cuentan también con
receptores tipo lectinas (CLRs), en experimentos con CDs derivadas de monocitos
humanos, las CDs pueden reconocer moléculas de S. mansoni, principalmente a través
de DC-SIGN, MR y MGL (van Liempt et al., 2007). Para probar si los carbohidratos tienen
un papel en la modulacién de la funcién de las CDs, utilizamos antigeno soluble de T.
crassiceps intacto (TcAg), y TcAg tratado con metaperyodato (pTcAg), el cual altera la
estructura conformacional de los glicanos sin afectar las proteinas (Okano et al., 1999).
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Figura 20. Determinacién de IL-12 en sobrenadantes de CDs expuestas a antigenos pro-
inflamatorios y/o de T. crassiceps. Las células dendriticas tratadas con los antigenos de T.
crassiceps no son capaces de producir IL-12 en respuesta al estimulo pro-inflamatorio (a
y b), Los carbohidratos presentes en los antigenos de Taenia son necesarios para inhibir
la produccién de IL-12 en respuesta a los antigenos pro-inflamatorios. *, p>0.05.
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Figura 21. Determinacion de concentracion de TNF-a en sobrenadantes de CDs
expuestas a antigenos pro-inflamatorios y/o de T. crassiceps. Las células dendriticas
tratadas con TSA o LPS no producen TNF-a en presencia de antigenos de T. crassiceps.
Los antigenos deglicosilados no interfieren con la produccion de TNF-a por LPS (a) pero
si interfieren con la produccién de TNF-a por TSA (b). ***p>0.001



Los glicanos presentes en los antigenos de Taenia son necesarios para la
inhibicion de IL-12 y TNF-a inducido por LPS. Sin embargo solo pueden inhibir la
produccién de IL-12 en las células dendriticas expuestas a TSA y no interfieren con la
produccién de TNF-a. Los carbohidratos presentes en antigenos de T. crassiceps reclutan
células con actividad supresora en el sitio del in6culo (Gomez-Garcia et al., 2006),
decidimos probar si los carbohidratos presentes en los antigenos de Taenia tienen efecto
sobre las células dendriticas para inducir o inhibir la proliferacion celular de células CD4+
de ratones DO11.10.

eventos

Figura 22. Histograma que muestra la proliferacion celular de células CD4+ de ratones
DO11.10 cultivadas con células dendriticas durante 72 horas. Las CDs fueron estimuladas
24 horas antes del co-cultivo de la siguiente manera, en presencia de OVA (5 uyg/ml) y en
presencia de TcAg o pTcAg.

Debido a que los carbohidratos son necesarios para inhibir la produccion de
citocinas inducidas por LPS en las CDs, investigamos si este efecto se mantiene en co-

cultivos con células CD4+.
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Figura 23. Determinacion de concentracion de TNF-a en co-cultivos CD:CD4+. Las CDs
cargadas con OVA (1 upg/ml) fueron estimuladas durante 24 horas con los diferentes
antigenos, los linfocitos CD4+ fueron obtenidos de bazo de ratones DO11.10 y purificados
por microbeads. El co-cultivo se realizé en proporcion 1:4 (CD:CD4), después de 72 horas
los sobrenadantes fueron analizados por ELISA sandwich. p*** > 0.001 comparando el
efecto de los antigenos deglicosilados pTcAg con el antigeno intacto TcAg sobre la
produccion inducida por LPS (a) y TSA (b). ***, p>0.001
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Figura 24. Deteccion de IL-4 en sobrenadantes de co-cultivos CD:CD4+ (1:4). Los
glicanos presentes en los antigenos de Taenia son necesarios para mantener los niveles
de IL-4 producidos por las células CD4+. Los antigenos TLR dependientes inhiben la
induccién de IL-4 por los antigenos de Taenia. *, p>0.01, **,p>0.002, ***, p>0.0001.



Las CDs estimuladas con pTcAg no inducen la produccién de TNF-a en células
CD4+. Por otro lado los carbohidratos presentes en los TcAg son necesarios para
mantener la produccién de IL-4 y para inhibir la produccion TNF-a inducidas por LPS vy
TSA. Los antigenos tratados con metaperyodato inhibieron la produccién de IL-4 de
células CD4 D110.10 estimuladas con OVA. Estos experimentos demuestran que los
glicanos presentes en T. crassiceps confieren las sefales necesarias a las CDs para
estimular a las células CD4+ y favorecer la produccion de IL-4. Sin embargo otros
componentes del antigeno de Taenia funcionan como inhibidores de respuestas Thi y
Th2, ya que las CDs que fueron expuestas a los antigenos de Taenia sin los glicanos
(pTcAg) reducen los niveles de IL-4 y TNF-a. Por otro lado, las CDs tratadas con pTcAg
no inhibieron la produccion de TNF-a por LPS, probablemente es necesaria la presencia
de los glicanos para interferir con la produccién de TNF-a. Estos resultados muestran que
diferentes componentes de los antigenos de Taenia pueden actuar de manera sinérgica
para modular el sistema inmune, preferencialmente inhibiendo respuestas pro-

inflamatorias y probablemente polarizando la respuesta inmune a un tipo Th2.



8. Discusidn

Durante los dltimos anos, numerosas investigaciones se han enfocado a estudiar
la respuesta inmune que provocan los parasitos helmintos en diferentes hospederos
(Maizels et al., 2004). La manera interesante en la cual los helmintos pueden modificar la
RI del huésped es un punto en el cual el interés de los investigadores ha incrementado
(Rook, 2007). Las investigaciones se realizan con el interés de desarrollar nuevos
farmacos o vacunas para el tratamiento o prevencion de las helmintiosis (Flisser and
Gyorkos, 2007). Investigaciones recientes enfocan su interés a los mecanismos por los
cuales los helmintos pueden modificar la Rl inmune del huésped, a sus antigenos y
ademas a antigenos no relacionados, el conocimiento generado es de gran interés para
los inmundlogos, ya que aporta informacién esencial del funcionamiento del sistema
inmune (Maizels et al., 2004). Este conocimiento puede ser aplicado en el campo clinico,
para el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, las cuales se caracterizan por respuestas inflamatorias exacerbadas (Rook,
2007). Las células dendriticas, las cuales forman parte del sistema inmune adaptativo y
unen la inmunidad innata y adaptativa por medio de la activacion de linfocitos T, son
claves en el reconocimiento de antigenos y en el inicio de una RI adecuada, en los
Ultimos afos nuevas investigaciones se han enfocado a su estudio y se ha probado su
capacidad de inducir inmunidad y tolerancia (Sher et al., 2003). Las CDs tienen diferentes
receptores, los cuales reconocen principalmente moléculas compartidas por patégenos
(PAMPs), ademas las CDs pueden expresar altos niveles de moléculas co-estimuladoras,
las cuales son necesarias para la activacion adecuada de los linfocitos T, y para dirigir
una respuesta eficiente contra el patégeno (Medzhitov and Janeway, 2000). Esto nos
indica que las CDs pueden decodificar sefiales en su medio y traducirlas para la
activacion adecuada del S| (Banchereau and Steinman, 1998). Las CDs son capaces de
iniciar una respuesta tipo Th1, Th2 y Treg, hasta el momento no se ha demostrado cuales
son las senales presentes en las CDs para la diferenciacion del linfocito a un fenotipo Th2
(Diaz and Allen, 2007).

Los helmintos paréasitos provocan generalmente una respuesta Th2 en el
hospedero (Maizels et al., 2004), el origen de esta respuesta y el papel que tienen las
células dendriticas en este tipo de respuesta aun se encuentra en investigacion
(MacDonald and Maizels, 2008). Las investigaciones a la fecha difieren en el fenotipo
resultante de la exposicion a diferentes antigenos de helmintos. CDs expuestas a los
antigenos de S. mansoni mantiene un fenotipo inmaduro (Cervi et al., 2004) esto



contrasta con la caracteristica de los antigenos de N. brasiliensis, los cuales aumentan la
expresion de CD80, CD86 y CD40 (Balic et al., 2004), en ambos casos las CDs expuestas
a los antigenos son capaces de polarizar una respuesta Th2 in vitro. La cisticercosis
experimental causada por el céstodo Taenia crassiceps, al igual que otras infecciones por
helmintos, se caracteriza por inducir una respuesta Th2 con las citocinas IL-4, IL-5 e IL-
13 (Terrazas et al., 1998). Los antigenos solubles de Taenia crassiceps pueden también
inducir este tipo de respuesta in vivo, sin necesidad de infeccion, lo que sugiere que
moléculas derivadas de éste parasito podrian interactuar con las células presentadoras de
antigeno e influir en el desarrollo de una respuesta tipo Th2 (Gomez-Garcia et al., 2006).
Para investigar si las CDs pueden reconocer antigenos de Taenia, y para estudiar su
fenotipo y respuesta al entrar en contacto con los antigenos, decidimos en estudios in
vitro, exponer CDs derivadas de médula ésea con antigenos solubles (TcAg) o
secretados/excretados (TcES) de Taenia crassiceps.

Las CDs expuestas a los TCES o TcAg aumentan la expresién de MHCII lo que
sugiere que los antigenos de T. crassiceps pueden ser presentados de manera eficiente,
ademas la expresion de MHCII es considerada como una caracteristica de las CDs
maduras (Kelsall et al., 2002). Por otro lado, los resultados muestran niveles basales de
expresion de moléculas co-estimuladoras como CD86, una molécula implicada en
activacion celular y proliferacién (Tan and O'Neill, 2005).

En infecciones crénicas con T. crassiceps se ha demostrado que los macréfagos
expresan CD40, y que la deficiencia de CD40 se asocia con mayor resistencia a la
infeccién por T. crassiceps (Rodriguez-Sosa et al., 2003), esto sugiere que la presencia
de CD40 es necesaria en una respuesta Th2. Sin embargo nuestros resultados muestran
que los antigenos de Taenia no inducen alta expresibn de CD40 en las células
dendriticas, esto coincide con recientes investigaciones con el antigeno SEA de S.
mansoni en el cual las células dendriticas no expresan CD40 (MacDonald et al., 2002), de
manera interesante el bloqueo de CD40 con anticuerpos en las CDs expuestas a SEA
inhibe la capacidad de las CDs de inducir una respuesta Th2 en co-cultivos con células
CD4+ (MacDonald et al., 2002), por ello no descartamos una participacién de CD40 en la
induccién de un perfil de citocinas Th2 en los co-cultivos de CDs tratadas con antigenos
de Taenia.

Por otro lado la exposicion de las CDs a LPS lleva a la expresion de CD40, y ha
sido demostrado que participa principalmente en el desarrollo de una respuesta Thi,
después de la senalizacién a través de TLRs (Akira and Takeda, 2004). De manera



interesante la expresién de CD40 inducida por LPS es regulada en presencia de los
antigenos de Taenia. Esto sugiere que CD40 esta implicada en ambas respuestas y que
una alta expresién en las CDs puede asociarse a una respuesta Th1 y una baja expresion
de CD40 puede estar involucrada en el desarrollo de una respuesta Th2, tomando esto en
cuenta la modulacién de esta molécula puede resultar en el establecimiento o eliminacién
de T. crassiceps. Otro punto que se debe considerar es que la unién de CD40 a su
ligando (CD40L) incrementa la produccién de IL-12 en las APCs (MacDonald et al., 2002),
es posible que las CDs expuestas a los antigenos de T. crassiceps no estimulen la
expresion de CD40L en las células CD4+ y por ello no se pueda llevar a cabo una
senalizacion reversa que resultaria en la secrecién de IL-12 en las CDs. La deficiencia en
la produccién de IL-12 en la CDs puede ser un factor que promueva el desarrollo de una
respuesta Th2, ya que en ratones deficientes en IL-12p35 los niveles de IL-4, IL-5 e IL-13
son mas altos que en ratones silvestres, y esta polarizacién al perfil Th2 se asocia con
alta susceptibilidad a la infeccion por T. crassiceps (Rodriguez-Sosa et al., 2003).
Investigamos si la expresion de OX40L una molécula asociada con Th2 (Blazquez and
Berin, 2008), se modificaba en las CDs expuestas a los antigenos de Taenia. Los
resultados muestran baja expresion de OX40L comparada con CDs sin estimulo, las CDs
expuestas a LPS aumentan la expresion de OX40L y dicha expresién esta disminuida en
presencia de los antigenos de Taenia. Finalmente investigamos la expresién de CCR7 en
las CDs, el cual es un receptor de la quimiocinas CCL19 y CCL21 producidas en los
organos linfaticos (Ohl et al., 2004). De manera interesante los antigenos de Taenia
inducen baja expresion de CCR7 y la presencia de los antigenos de Taenia modula la
expresion de este receptor en CDs tratadas con LPS. Se ha demostrado que la presencia
de CCR7 es necesaria para la migracién de la dermis a los ganglios linfaticos de CDs en
estado maduro e inmaduro (Ohl et al., 2004), la modulaciéon de este receptor puede ser
otro mecanismo por el cual Taenia crassiceps puede afectar la respuesta inmune del
huésped, previniendo la migracién adecuada de las CDs a los ganglios linfaticos y a las
zonas de presentacién de antigeno donde pueden activar y presentar antigeno a los
linfocitos T, afectando su activaciéon y subsecuente proliferaciéon. En resumen, las CDs
expuestas a los antigenos de Taenia no expresan moléculas co-estimuladoras, con
excepcion de TcAg el cual aumenta la expresién de CD40 pero sin alcanzar los niveles
inducidos por LPS. Ambos antigenos tienen la caracteristica de aumentar la expresion de
MHCII. Los antigenos de Taenia selectivamente regulan la expresion de moléculas de



membrana en las CDs; sin embargo no podemos concluir la asociacién de estos
marcadores con la polarizacién a un perfil Th2 en los co-cultivos.

La activacién de las CDs esta ligada a produccién de citocinas, hasta ahora se
ha estudiado principalmente la produccién de citocinas pro-inflamatorias, por otro lado no
se han identificado factores solubles que promuevan el desarrollo de una respuesta Th2
inducida por las CDs (MacDonald and Maizels, 2008). En este proyecto investigamos si
los antigenos de Taenia pueden inducir la secrecién de citocinas en las CDs, los
resultados muestran que las CDs expuestas a los antigenos de Taenia no secretan
niveles detectables de IL-15, IL-12, IFN-y y TNF-a, sélo detectamos la expresion de
mRNA de IL-10, de manera interesante los niveles de mRNA de IL-10 de las CDs
expuestas a los antigenos de Taenia son similares a los inducidos por LPS. Por otro lado
los antigenos de Taenia tienen la capacidad de inhibir la secrecién de IL-15, IL-12, IFN-y y
TNF-a en respuesta a antigenos TLR dependientes, esto demuestra que T. crassiceps
puede modular la respuesta de las CDs, inhibiendo una respuesta pro-inflamatoria contra
antigenos no relacionados, principalmente de ligandos para TLRs. Estos resultados
pueden explicar la susceptibilidad de ratones infectados con T. crassiceps a una
subsecuente infeccidn con el protozoario intracelular Trypanosoma cruzi (Rodriguez et al.,
1999). En tripanosomiosis la respuesta asociada con resistencia es un perfil tipo Th1, y se
ha demostrado que las CDs pueden reconocer antigenos de T. cruzi por medio de TLR2 y
TLR9 (Bafica et al., 2006), activando una respuesta pro-inflamatoria con altos niveles de
IL-12p70 lo cual es necesario para la produccion de IFN-y. Por otro lado en esta
investigacion mostramos que la presencia de T. crassiceps puede inhibir la secrecién de
citocinas pro-inflamatorias inducidas por la ligacién de TLR9 en las CDs, esto resultaria en
una baja respuesta inflamatoria contra T. cruziy en el aumento de parasitemia comparado
con ratones infectados solo con T. cruzi (Rodriguez et al., 1999). Finalmente el conjunto
de senales que se llevan a cabo durante la presentacion de antigeno por las CDs
determina la diferenciacién de las células T hacia las diferentes poblaciones. Para
investigar si los antigenos de Taenia pueden conferir las caracteristicas necesarias para
la diferenciacion de las células T, realizamos estudios in vitro con co-cultivos con células
CD4+. Las CDs estimuladas con los antigenos de Taenia tienen la capacidad de inducir
un fenotipo Th2 en las células CD4+ virgenes, de manera interesante la modulaciéon de
los antigenos de Taenia en las CDs expuestas a antigenos TLR dependientes se
mantiene en los co-cultivos, demostrando que los antigenos de Taenia pueden controlar

la respuesta inmune modulando la actividad de las células dendriticas. Estos efecto son



dependientes de los carbohidratos y coincide con los experimentos in vivo en los cuales
los carbohidratos presentes en los antigenos de Taenia son necesarios para una
respuesta Th2 (Gomez-Garcia et al., 2006). Por otro lado esta respuesta es independiente
de STAT 6, ya que CDs de ratones STAT6 -/- responden de manera similar a los
antigenos de Taenia, esto sugiere que las CDs no necesitan un estimulo temprano de IL-4
para ser inductoras de una respuesta Th2 y que posiblemente la alta resistencia de
ratones STAT6 -/- a la infeccién por T. crassiceps (Rodriguez-Sosa et al., 2004) se deba
a la deficiencia en la transduccion de senales de IL-4 en las células T, inhibiendo un
efecto autdcrino de la IL-4 y en consecuencia inhibiendo la amplificacién de una respuesta
Th2. Finalmente la funcionalidad de las CDs fue probada in vivo, donde las CDs
expuestas a los antigenos de Taenia inducen una respuesta Th2 in vivo, mientras que las
tratadas con LPS inducen una respuesta Th1. Esto demuestra que las caracteristicas
inducidas por los antigenos de Taenia en las CDs son suficientes para el inicio de una
respuesta Th2 in vivo.

La posibilidad de que los antigenos secretados/excretados (TcES) de T.
crassiceps puedan entrar en contacto con las CDs es mayor que la de los antigenos
estructurales, ya que las CDs permanecen en los tejidos periféricos donde muestrean el
ambiente, en este proyecto mostramos que ambos antigenos pueden alterar el
funcionamiento de las CDs, principalmente disminuyendo la expresion de moléculas co-
estimuladoras, expresando de manera modulada CD40 y aumentando la expresién de
MHCII, por otro lado solo observamos mRNA de IL-10, pero no descartamos la presencia
de factores que pueden inducir una respuesta Th2 como TGFB o IL-6. Este fenotipo de
CD es capaz de inducir una respuesta Th2 in vivo e in vitro, y es independiente de STAT
6-/-. Las moléculas presentes en los antigenos de Taenia de las cuales dependen la
modulaciéon de las CDs y la respuesta Th2 son los carbohidratos. Esto coincide con
recientes investigaciones donde los carbohidratos de S. mansoni pueden ser reconocidos
por las CDs, principalmente a través de los CLRs (van Liempt et al., 2007). Debido a que
los carbohidratos son las moléculas responsables de la regulacién de la respuesta de las
CDs es posible que receptores tipo lectinas puedan estar involucradas en su
reconocimiento, en los Ultimos afos ha surgido evidencia que estos receptores pueden
ser moduladores de la respuesta inmune (van Vliet et al., 2007). Por otro lado existe la
posibilidad que los antigenos de Taenia puedan ser reconocidos por TLRs, hasta ahora
no es claro que la sefalizacion a través de los TLRs pueda inducir una respuesta Th2. Sin
embargo ha sido propuesto que los carbohidratos de T. crassiceps pueden sefializar a



través de TLR4 y estimular la secrecion de IL-6 en macréfagos peritoneales (Dissanayake
et al., 2004). Este proyecto demuestra que los antigenos de Taenia pueden ser
reconocidos por las CDs, inducir una respuesta Th2 mediada por las CDs e inhibir
estimulos TLR dependientes.

Para probar si las caracteristicas conferidas por los antigenos de Taenia a las
CDs son suficientes para polarizar una respuesta Th2, cultivamos las CDs tratadas con
células CD4+ de ratones DO11.10 los cuales poseen un TCR transgénico que reconoce el
péptido OVA. Nuestros resultados indican que la polarizacion a un perfil Th2 se obtiene en
los co-cultivos con CDs tratadas con los antigenos de Taenia aumentando la
concentracion de IL-4 y disminucién de IFN-y en los sobrenadantes. Las CDs tratadas con
LPS muestran un perfil Th1 con el aumento de la concentracién de IFN-y y disminucién de
IL-4. De manera similar cuando transferimos CDs tratadas con el antigeno de Taenia a
ratones DO11.10 observamos el aumento de IL-4 en suero, en contraste con las CDs
tratadas con LPS en donde los niveles de IFN-y son predominantes. Estos resultados
demuestran que las CDs son capaces de iniciar una respuesta Th2 después de la
exposicion a antigenos de T. crassiceps.

Finalmente analizamos la capacidad de estimulaciéon de las CDs a linfocitos
CD4+, midiendo la proliferacion de linfocitos CD4+ por la pérdida de CFSE. La baja
expresion de CD86 puede influir en la baja induccién de proliferacion que indujeron las
CDs expuestas a los antigenos de Taenia cuando fueron cultivadas con células CD4+
DO11.10. Por otro lado, la proliferacion inducida por CDs sin estimulo en los co-cultivos
es mayor comparada con la inducida por las CDs expuestas a los antigenos de Taenia.
Ya que las CDs inmaduras muestran también niveles basales de CD86, y la proliferacién
que inducen es debido a la afinidad del TCR por el péptido de OVA (Hosken et al., 1995),
existe la probabilidad de que los antigenos de Taenia puedan inducir la expresién de
moléculas asociadas a la inhibicion de la proliferacion celular. De acuerdo con esto, las
CDs estimuladas con LPS aumentan la proliferacion celular, pero cuando estas CDs son
estimuladas con LPS y antigeno de Taenia, la proliferacion celular es inhibida. Sin
embargo, las moléculas asociadas con la inhibicion de proliferacién celular PD-L1 y PD-
L2, las cuales son inducidas en macréfagos durante la infeccién con T. crassiceps
(Terrazas et al., 2005) no son inducidas por los antigenos de Taenia en las CDs, esto
puede deberse al tiempo de exposicién con los antigenos, ya que los macréfagos que
expresan PD-L1 y PD-L2 aparecen a partir de la semana 4 post-infeccion (Terrazas et al.,
2005). Por otro lado la inhibicion de CD86 que resulta en las CDs tratadas con LPS y



expuestas a los antigenos de Taenia puede resultar en la disminucion de una adecuada
estimulacion afectando la proliferacion celular en los co-cultivos con células CD4+
DO11.10. De manera interesante las CDs tratadas con los antigenos de Taenia muestran
niveles inferiores a las CDs cultivadas sin tratamiento. Estos resultados sugieren que la
presencia de los antigenos de Taenia selectivamente interfiere con la expresion de
moléculas co-estimuladoras en las CDs. Este mecanismo de inhibicion de expresion de
CD86 en las CDs puede explicar la baja proliferaciéon de células de ratones DO11.10
cultivadas con CDs expuestas a LPS y antigenos de Taenia, ya que la exposicion de las
CDs a LPS resulta en alta expresién de CD86, y en presencia de los antigenos de Taenia
la expresion de CD86 se reduce significativamente.

Por otro lado la estimulacién mediante anti CD3/CD28 resulta en baja
proliferacién de células de bazo de ratones infectados con T. crassiceps (Terrazas et al.,
1998), esto demuestra que en presencia de sehales co-estimuladoras adecuadas, la
proliferacién celular aun se encuentra suprimida. Esto abre la posibilidad que las CDs
tratadas con los antigenos de Taenia puedan expresar moléculas inhibidoras de
proliferacién celular.

En conjunto nuestros resultados demuestran una activacion no clasica de las
CDs como resultado de la exposicion a los antigenos de Taenia, la cual tiene como
caracteristica la expresion modulada de moléculas co-estimuladoras y sé6lo la secrecién
de IL-10. De manera interesante los antigenos de Taenia pueden disminuir la respuesta
pro-inflamatoria a estimulos TLR dependientes, lo cual sugiere receptores antagénicos
para la sefalizacion a través de TLRs. Y finalmente demostramos que las CDs son
capaces de iniciar una respuesta Th2 in vivo e in vitro al ser expuestas a los antigenos de
T. crassiceps. Estos resultados abren nuevas lineas investigacién para la elucidacién de
los mecanismos implicados que llevan a la diferenciacion a linfocitos Th2 inducida por
CDs, a la inhibicion de respuestas pro-inflamatorias mediadas por TLRs y a la
investigacion de moléculas contenidas en los antigenos de Taenia responsables de los
efectos en las CDs asi como receptores involucrados en este reconocimiento. Estos
resultados son importantes ya que hasta el momento se desconocen moduladores de la
activacion de las CDs mediante TLRs, por otro lado los TLRs se han usado como
adyuvantes en la generacion de nuevas vacunas, sin embargo un punto importante a
considerar es que las poblaciones expuestas a infecciones por helmintos pueden

responder de manera ineficiente a estas vacunas.
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Figura 25. Efecto de la interaccion entre antigenos de Taenia crassiceps y células
dendriticas.

Aln desconocemos los receptores implicados en el reconocimiento de los
antigenos de Taenia, debido a la pérdida de las caracteristicas moduladoras del TcAg al
ser modificados los carbohidratos es posible que puedan ser reconocidos por receptores
tipo lectinas (CLRs) pero no descartamos la participacién de otro receptor como los TLRs.
Un punto importante es la modulacion por los antigenos de Taenia de citocinas pro-
inflamatorias en respuesta a antigenos TLR dependientes, hasta el momento
desconocemos los mecanismos implicados en esta regulacion pero podria estar
implicados la deficiencia en fosforilaciones en la cascada de senalizacion para activar
NFkB. Finalmente la baja expresion de moléculas co-estimuladoras y la produccién de IL-
10 por CDs expuestas a antigenos de Taenia llevan a la diferenciacion hacia Th2, el
ambiente de citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13) generado y los antigenos presentes en la
cavidad peritoneal podrian llevar a la activacion alternativa de los macréfagos, presentes
durante la infeccion crénica de cisticercosis experimental e importantes en supresién de

proliferacién celular.



9. Conclusiones

Los antigenos solubles derivados de Taenia crassiceps modulan el fenotipo de las
células dendriticas, disminuyen la expresién de CD86 y CCR7, expresan de manera
modulada CD40 mientras aumentan la expresién de MHC-II.

Los antigenos excretados/secretados de T. crassiceps modifican el fenotipo de las
células dendriticas, disminuyen la expresion de CD86, CCR7, CD40 y aumentan la
expresion de MHCII.

Las células dendriticas expuestas a los antigenos del cestodo T. crassiceps, aumentan
los transcritos de RNAm de IL-10.

Los antigenos de T. crassiceps inhiben la produccion de IL-15, IL-12, TNF-a e IFN-y
inducidas por ligandos TLR dependientes en las células dendriticas.

Las células dendriticas expuestas a los antigenos de T. crassiceps promueven la
diferenciacién a un tipo Th2 de células CD4+.

Los carbohidratos presentes en los antigenos de T. crassiceps tienen un papel
fundamental en la modulacion de la respuesta de las células dendriticas y son
fundamentales para la induccion de una respuesta Th2.

Los efectos de los antigenos de T. crassiceps son independientes de la presencia de
STAT 6 en las células dendriticas.

Las células dendriticas expuestas a los antigenos de T. crassiceps pueden favorecer
un perfil Th2 en respuesta a antigenos heterélogos in vivo.
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Apéndice |

Medio de cultivo de células dendriticas R10:
RPMI 1640 (Gibco)

10% Suero fetal bovino

1% Antibidticos

10 ng/ml GM-CSF (Preprotech)

Buffer de solucién salina amortiguadora con fosfatos (PBS) 1x :

10L,pH7.4

8049 NaCl (J.T. Baker)

1169 Na,HPO, (J.T. Baker)

29 KCI (ICN Biomedicals Inc.)
PBS/Tween:

0.5 ml Tween 20 (Promega Co.)

1L PBS 1x.

Solucidn de bloqueo:
1x PBS
1% BSA (ICN Biomedicals Inc.)

Solucion hemolizante

Tris base 0.17 M (ICN Biomedicals Inc.)
NH,CI 0.16 M (J.T. Baker)

Para 300 ml

Sustrato ABTS (ELISA):

Agregar 150 mg de 2,2- Azino-bis- (3-ethilbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ICN
Biomedicals Inc.) en 500 ml de acido citrico 0.1 M (Teqcsiquim) en agua destilada y con
NaOH (Monterrey) llevar a pH 4.35. Alicuotas de 11 ml mantenidos a -70° C.

Solucion de H,0; 3%:
Agregar 10 ml de 30% H.O, a 90 ml de H,O. Proteger de la exposicién de la luz.



Buffer de Separacion:
PBS 1x suplementado con 2 mM EDTA y 0.5% BSA.

Buffer para FACs
0.1% de azida de sodio NaN; (Sigma Chemicals), 1% de suero fetal bovino SFB (Gibco)
en 11t PBS.

Buffer TBE 10x

Tris base (890mM) (Sigma Chemicals)

Acido bérico  (890mM) (J.T. Baker)

40 ml de 0.5 M Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA) disédico (J.T. Baker)
Ajustar a pH 8 y aforar a 500 ml con agua destilada.

Solucion de poliacrilamida 100ml
Acrilamida 30g
Bisacrilamida 0.8¢g

Disolver en agua bidestilada y aforar, almacenar en frasco ambar 4°C.

Solucion Tris Base (1.57M) pH 8.8 100ml
Tris base 18.15¢g
Disolver en agua bidestilada y aforar, almacenar a 4 °C.

Solucidn Tris Base (0.5M) pH 6.8 100ml
Tris Base 69
Disolver en agua bidestilada y aforar, almacenar a 4 °C.

SDS 20%

SDS 1g
Persulfato de NH, (APS) 10%
Agua bidestilada 1ml

Disolver y aforar a 50 ml con agua bidestilada.



Buffer de muestra 10ml

Tris pH 6.8 1.2 ml
SDS 10% 2 ml
Glicerol 1ml
2 mercaptoetanol 0.1 ml
Azul bromofenol .05¢

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. Dividir en alicuotas de

1mly almacenar a -4°C.

Solucién destenidora
5% metanol

7% éacido acético
Agua bidestilada.
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CFSE

La tincion con CFSE permite hacer un seguimiento de la proliferacion celular
(Parish, 1999). EI CFDASE (carboxifluoresceindiacetato succinimidil éster) es una
molécula no fluorescente que atraviesa la membrana plasmatica por transporte pasivo y
se acumula en el citoplasma. Las esterasas citoplasmaticas presentes en las células
procesan los grupos carboxilo del CFDASE, convirtiéndolo en CFSE (carboxifluorescein
succimidil éster) que es una molécula fluorescente por la accién de las esterasas
intracelulares. EI CFSE es una molécula fluorescente que no puede atravesar la
membrana plasmatica, permaneciendo en el interior de la célula. Cuando las células
tefidas con CFSE se dividen, el colorante es heredado de manera equitativa a las células
hijas, por lo que, la intensidad de fluorescencia se reduce a la mitad en cada generacion
como consecuencia de la proliferacién celular, asi es posible analizar la fluorescencia en

un citémetro de flujo.



Avances preliminares de este proyecto fueron presentados en los siguientes congresos:

Impaired pro-inflammatory cytokine production and Th1 biased ability of DCs exposed to
Taenia antigens. LI. Terrazas, CA. Terrazas, |. Rivera and M. Rodriguez. Immunology
2007, 94" Annual Meeting, Miami Beach, FL May 18-22, 2007.

Impaired pro-inflammatory cytokine production and Th1 biased ability of DCs exposed to
Taenia antigens. LI. Terrazas, CA. Terrazas, |. Rivera and M. Rodriguez. From Alaska to
Chiapas: The First North American Parasitology Congress, Mérida, México Junio 21-25,
2007.

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis el autor cont6 con beca otorgada por:

*Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) proyecto 49812
*PAPIIT IN20870



Abreviaturas

Acm

Ag

APC
BCR
BMDC
CD11c
CD40
CD86
CD80
CLR
CSFE
DC-SIGN
DO11.10
Dx-FITC
FITC
FSC
GM-CSF
IFN-y

IL

LPS
MAA
MFI
MHC
MR
MyD88
NES

NFkB
OVA
PAMPs
PE
PRRs

Anticuerpo monoclonal

Antigeno

Célula presentadora de antigeno

Receptor de célula B

Células dendriticas derivadas de médula ésea

Integrina ax

Proteina integral de membrana ligando para CD40L
Molécula co-estimuladora B7-2 ligando para CD28/CTLA-4
Molécula co-estimuladora B7-1 ligando para CD28/CTLA-4
Receptor lectina tipo C

Carboxifluorescein succimidil éster

CD209

Ratones con TCR transgénico para reconocer OVA
Dextran conjugado a ficoeritrina

Isocianato de ficoeritrina

Tamarfo

Factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos
Interferbn gamma

Interleucina

Lipopolisacarido

Macréfagos alternativamente activados

Intensidad media de fluorescencia

Complejo principal de histocompatibilidad

Receptor de manosa

Proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide
Antigeno secretado/excretado de Nippostrongylus
brasiliensis

Factor nuclear k B

Ovoalbumina

Patrones moleculares asociados a patbégenos

Ficoeritrina

Receptores de reconocimiento de patrones



RI
SEA
SFB
Sl
SSC
STAT
TCR
TcAg
pTcAg

TcES
Th
Treg
TLR
TNF-a
TSA

Respuesta inmune

Antigeno soluble de huevo de Schistosoma mansoni
Suero fetal bovino

Sistema inmune

Granularidad

Senal transductora y activadora de transcripcién
Receptor de célula T.

Antigenos solubles de Taenia crassiceps

Antigenos solubles de T. crassiceps tratados con
metaperyodato

Antigenos secretados/excretados de Taenia crassiceps
Linfocitos T cooperadores

Linfocitos T reguladores

Receptor tipo toll

Factor de necrosis tumoral alfa

Antigeno soluble de Toxoplasma gondii
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