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RESUMEN

Giardia lamblia es un parasito intestinal causante de diarrea y sindrome de mala absorcidn,
principalmente en la poblacion infantil. La giardiosis es de considerable importancia en México y
en paises en vias de desarrollo. El control de la infeccion se basa en el tratamiento
farmacoldgico sin embargo, existe falla terapéutica ocasionada por un lado por el abandono del
tratamiento, debido a sus efectos secundarios severos y por otro lado, por la existencia de cepas
de Giardia resistentes. Una alternativa es el empleo de vacunas, pero se desconocen los
mecanismos inmunes precisos del control de la infeccidn, asi como las moléculas del pardsito
gue inducen una respuesta inmunitaria protectora. D iferentes estudios in vivo en ratones,
demostraron que las células cebadas, la IL-6 y el TNF-a tienen un papel importante en el control
temprano de la infeccién con G. lamblia. Recientemente, se demostré que las células cebadas
de peritoneo de rata y de la linea celular HRMC estimuladas con G. lamblia o con un extracto
soluble de este parasito, se activan y producen mediadores de respuesta innata como son
histamina, triptasa, IL-6 y TNF-a (Mufioz, et al., 2010). Se identificd una fraccidn del extracto
soluble de G. lamblia con capacidad de estimular dichas células cebadas. Sin embargo, los
receptores en las células cebadas y las moléculas del pardsito involucrados en esta respuesta

todavia no han sido dilucidados (Gémez, et al., 2011).

En cuanto a los receptores de las células cebadas a través de los cuales interaccionan con
patégenos, se encuentran los “Toll like receptors” (TLR), que tienen un papel primordial en la
respuesta inmunolégica innata y en la resistencia a las enfermedades, mediante el
reconocimiento de un amplio grupo de moléculas caracteristicas de patégenos y la activacién de
vias de sefalizacidon que inducen la produccién de citocinas y quimiocinas necesarias para el
desarrollo de una respuesta inmunitaria protectora. Por lo anterior, en este trabajo se realizé un
analisis por citometria de flujo de la expresion de TLR2, 4 y 6 en una linea celular de células
cebadas de rata (HRMC) y en una linea celular de células cebadas de humano (LAD2)
estimuladas con la fraccion proteinica que indujo la activacion de las células cebadas y se
compard con la expresidon de estos receptores en células cebadas sin estimulo, para determinar

si los TLR tienen participacion o no en el reconocimiento de moléculas de Giardia lamblia.




1 INTRODUCCION

1.1 Giardia lamblia y patogenia.
Giardia lamblia, es un protozoo patégeno intestinal de distribucidn mundial, que se encuentra
con mayor incidencia en zonas tropicales y subtropicales (Fraser et al., 2000). Se encuentra
clasificado dentro de la clase Zoomastigophorea, es decir, tiene flagelos como medios de
locomocién y estd Incluido dentro del orden Diplomaida y familia Hexamitidae; rubro que
caracteriza a protozoos que presentan axostilo, dos nucleos y simetria bilateral (Vazquez y
Campos., 2009). Este protozoo se ubica dentro del género Giardia. Las especies de este
protozoo han representado un problema en su clasificacién. Tomando en cuenta la variacién
morfoldgica, la posicidon de cuerpos mediales, la forma del pardsito y la relacién del disco ventral
con el tamafio total del trofozoito, se ha dividido al género en tres grupos: Giardia agilis
(anfibios), Giardia muris (roedores y aves), Giardia lamblia (mamiferos como el perro, el gato, el
ganado y el ser humano). Dentro del tercer grupo, Giardia lamblia es de manera morfoldgica
indistinguible de otras especies comunes a muchos mamiferos. En la naturaleza tiene la
capacidad de adoptar dos formas: trofozoito o forma movil y quiste o forma infectante. Fue
observado por primera vez en el afo 1681 por el microscopista Antonie van Leeuwenhoek
(1632-1723), pero no fue hasta 1859 que el médico checo Vilem Lambl (1824-1895) hizo una
completa caracterizacidon del género. La nomenclatura lamblia, con que se designd la especie
gue afecta a los humanos y otros mamiferos, fue dada por Blanchard en 1888 (Faubert et al.,

2000).

La giardiosis causada por Giardia lamblia es una enfermedad parasitaria de distribucién
geografica cosmopolita, frecuente en nifios, que se caracteriza por cuadros enterales agudos y
crénicos, de intensidad variable y que puede ocasionar sindrome de mala absorciéon. En los
adultos la giardiosis es comunmente asintomatica (Vazquez y Campos, 2009). El hombre es el
principal reservorio de G. lamblia, pero se conocen multiples reservorios animales,
especialmente los domésticos (perros, gatos y cerdos), que pueden funcionar como

transmisores (Adam et al., 2001).




La infeccidn con este protozoario puede ocasionar un espectro de anomalias en la arquitectura
de las vellosidades intestinales que van desde un acortamiento ligero de las mismas y un
aumento en la profundidad de las criptas, hasta una atrofia parcial o total (Thompson et al.,
1994). Las anormalidades morfoldgicas traen consigo una reduccidn en la actividad enzimatica

de la membrana de las micro-vellosidades.

1.2 Morfologia y ciclo biolégico.

Su ciclo de vida se caracteriza por la existencia de dos formas, el trofozoito y el quiste (Figura 1).
El trofozoito mide 12-15 um de longitud por 5-9 um de ancho, posee una superficie dorsal
convexa y una superficie ventral plana en la que se encuentra el disco ventral que le facilita la
adhesién a la mucosa del intestino delgado. Cuenta con 2 nucleos y 4 pares de flagelos. El quiste
es de forma ovalada, mide aproximadamente 10 um de largo y su superficie es lisa y su pared es

doble y altamente resistente (Adam et al., 2001).

Los quistes constituyen la forma infectante de este protozoario. Acceden a los hospederos al ser
ingeridos con el agua de consumo, los alimentos, o directamente de persona a persona por
practicas sexuales oro-anales. Una vez ingeridos los quistes, el proceso de desenquistamiento
se inicia en las primeras porciones del intestino delgado con la liberacién de los trofozoitos. La
influencia del cambio de pH entre el estémago unido a la participacidon de enzimas digestivas
son elementos favorecedores para este proceso (Lauwaet et al., 2007). Como resultado
aparecen dos nuevos trofozoitos que viven y se multiplican asexualmente en la superficie de la

mucosa del intestino delgado (Figura 2).

Por otro lado, el enquistamiento es un proceso de diferenciacion que resulta de la
transformacion del trofozoito mévil a un quiste infectivo inmévil (Ankarklev et al., 2010). Este es
inducido en respuesta a ciertos factores especificos del hospedero tales como altos niveles de
bilis, bajos niveles de colesterol y un pH basico. Los quistes son eliminados al exterior y pueden,
potencialmente, infectar un nuevo hospedero inmediatamente después de haber sido

excretados. Esta forma de resistencia en el medio exterior tiene la capacidad de mantenerse

————————————
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con vida varios meses a bajas temperaturas. Experimentalmente se ha desarrollado la infeccidn
con la ingestién de 10 quistes del parasito, pero diferentes autores refieren que uno sélo es

suficiente para desencadenar el proceso infeccioso (Thompson et al., 2000).
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Figura 1. Esquema de trofozoito y quiste de Giardia sp. a) El trofozoito de Giardia mide de
12-15 um de longitud y de 5 a 9 um de ancho. El trofozoito es mostrado aqui dorsalmente.
Tiene 8 flagelos distribuidos en 4 pares: los flagelos anteriores, flagelos ventrales, flagelos
laterales/posteriores y flagelos caudales, las lineas punteadas indican su ubicacion interna.
Los cuerpos basales son los sitios en donde cada flagelo tiene su origen. El cuerpo medio es
una estructura microtubular de la cual no se sabe su funcién. El disco adhesivo es largo, y
anclado a una estructura rigida compuesta por microtibulos. Existen muchos mitosomas en
la periferia y el centro de la célula. b) Los quistes de Giardia son inmoviles y ovalados, mide
de 8-12 um de longitud por 7 a 10 um de ancho. La pared exterior del quiste es de 0.3 a 0.5
um y esta compuesta por una red de filamentos que miden entre 7 y 20 nm de diametro.
Esta pared estd compuesta mayoritariamente de N-acetilgalactosamina y tres diferentes
proteinas de la pared (CWP1, CWP2 y CWP3). El disco adhesivo y los flagelos son
desensamblados y almacenados en el quiste. Los quistes tienen cuatro nucleos tetraploides
(Ankarklev et al., 2010).




Contaminacion de agua. alimenios)
manos/fomites con quistes
infectantes

Los trofczoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el
medio ambiente

A = Forma infectante
A = Forma diagndstica

Quiste ; Trofozoitos\ 6
Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. .- Los quistes son responsables de la

transmisién de la giardiosis y pueden sobrevivir varios meses en el ambiente.e'..- La
infeccion se inicia con la ingestion de quistes presentes en el agua contaminada, los

alimentos, o por contaminacién de manos o fomites. 6-.— En el intestino delgado, se
presenta el desenquistamiento y se liberan los trofozoitos (cada quiste produce dos
trofozoitos). 0-.— Los trofozoitos se multiplican por fisién longitudinal binaria en el lumen
del intestino delgado donde pueden estar libres o adheridos a la mucosa. El enquistamiento
ocurre durante el transito de los parasitos hacia el colon. o .- Los quistes son excretados en
las heces y son infecciosos, por lo que la transmisién de persona a persona es posible.
(Tomado de: http://www.cdc.gov/parasites/giardia/biology.html).




1.3 Epidemiologia de la giardiosis.

Las enfermedades parasitarias contindan ocasionando importantes problemas de salud publica
en todo el mundo. Las infecciones parasitarias estan ampliamente difundidas y en la actualidad
su prevalencia en muchas regiones del mundo es similar a la que existia hace 50 aiflos o mas
(Botero 2003). Las razones para esto se derivan de la complejidad de los factores que las
condicionan y de la dificultad para controlar o eliminar estos factores. En la literatura se han
propuesto numerosos factores relacionados con las parasitosis intestinales, entre los cuales
cabe citar: deficiencia en higiene (Faubert., 2000), bajo nivel educativo, contaminacion de
alimentos y agua (Adam, 2001;), desnutricion (Newman et al., 2001), la vivienda y el medio
residencial (presencia de roedores y/o vectores, inadecuada disposicion de aguas para el
consumo humano, inadecuada disposicién de basura, saneamiento ambiental insuficiente y
falta de servicios sanitarios, asi como las condiciones socioeconédmicas (Thompson, 2000).
También son considerados la ausencia de conocimiento sobre transmisién y prevencién de las
enfermedades parasitarias y los antecedentes de parasitosis en familiares (Fraser, 2000). G.
lamblia es el protozoo mas comun en el humano, presentando una distribucién mundial que va
desde los trépicos hasta el Artico. Es el protozoo que con mayor frecuencia se encuentra en
examenes coproparasitoscopicos y a nivel mundial se ha estimado una frecuencia de
200,000,000 de individuos infectados, de los cuales 500,000 presentan sintomas (Vazquez y
Campos, 2009).

La tasa de seroprevalencia en México fue estimada en 55 % a través de un estudio en el que se
tomoé como base el indice de desarrollo regional del pais (en éste se incluyen factores como
nivel de educacién, caracteristicas del hogar, tasa de mortalidad infantil y maternal, tasa de
mortalidad asociada a enfermedades transmisibles y no transmisibles, nimero de médicos en la
poblacién y proporcién de la poblacién econdémicamente activa en comunidades urbanas
comparada con las comunidades rurales) (ver figura 3) (Cedillo et al., 2009). En el 2010 la
Secretaria de Salud (SSA) reportd 12,563 casos nuevos de giardiosis, con mayor incidencia en
estados con climas calidos y templados como Sinaloa, Estado de México, Chiapas, Veracruz y

Distrito Federal (Boletin Vigilancia Epidemioldgica 2010).
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Figura 3. Seroprevalencia de Giardia lamblia en México basada en la clasificacién regional
de desarrollo econémico. El porcentaje en cada caso representa las muestras seropositivas
para Giardia lamblia de acuerdo al total de la poblacidn perteneciente a cada regién segun el
indice de desarrollo. Tomado y editado de Cedillo et al., 2009.

La hipoacidez, la gastrectomia, la pancreatitis cronica, asi como las dietas ricas en carbohidratos,

hierro y colesterol, constituyen factores predisponentes a la infeccion (Adam et al., 2001).

1.4 Manifestaciones clinicas.

Las manifestaciones clinicas varian desde cuadros asintomaticos hasta casos graves que en raras
ocasiones causan la muerte (Fraser et al., 2000). El espectro clinico de la infeccion por G.
lamblia varia de acuerdo a la intensidad de la infeccién, la cepa del pardsito y el estado
inmunolégico del paciente. Oscila desde casos asintomdaticos hasta casos con diarrea severa y
persistente asociada con mala absorcién (Buret et al., 2011). La forma aguda se caracteriza por
tener un inicio brusco, con diarreas malolientes y acuosas que tienden a flotar en el agua. Es
frecuente la apariciéon de nauseas, vémitos y distension abdominal, asi como dolor en regién
epigdstrica. No aparecen signos de invasion de la mucosa como sangre en las heces o fiebre. La

presencia de moco en las heces no suele reportarse, a no ser por la existencia de otras
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parasitosis o enfermedades que asi lo justifiquen. La giardiosis aguda suele ser autolimitada en
un periodo de 2 a 7 dias; sin embargo, puede prolongarse y desarrollar cuadros diarreicos
subagudos o crénicos (Goldsmith, 2000). La forma crénica de la infeccidn se caracteriza por
periodos diarreicos con heces pastosas y espumosas acompafiadas de flatulencia y meteorismo

gue alternan con periodos en que las deposiciones son aparentemente normales.

1.5 Respuesta inmunitaria frente a Giardia lamblia.

La respuesta inmunoldgica contra Giardia, depende de diversos factores, y dentro de los mas
importantes se encuentra el estado inmunolégico del hospedero. Debido a lo anterior, se ha
investigado la participacién de la respuesta innata y adaptativa en los mecanismos de
eliminacidon de la infeccién, tanto en humanos como en modelos animales de experimentacion.
La respuesta inmunitaria frente a G. lamblia esta relacionada con la localizacién del parasito en
el lumen del intestino delgado y la carencia de procesos inflamatorios de la mucosa después de
la infeccion (Eckman, 2003). Diversos estudios han demostrado que la inmunidad a Giardia en el
modelo experimental en ratones se da en dos fases distintas: una primera fase que tiene lugar
durante las dos primeras semanas después de la infeccion y es independiente de células B,
seguido de una fase que se correlaciona con la presencia de inmunoglobulina A (IgA), especifica

anti-parasito (Li et al., 2004) (Ver Figura 4).
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Figura 4. Interaccion de Giardia lamblia con el intestino humano. La infeccion del intestino
comienza con la ingestidn de quistes del parasito. La dosis infectiva es baja, y son suficientes de 10
a 100 quistes de Giardia para establecer una infeccion. Se muestran los diferentes mecanismos del
sistema iunmunitario que participan en la infeccidén con Giardia. El nimero de trofozoitos en el
intestino durante la infeccidn esta representada por la zona en azul. A nivel local, el nimero de
trofozoitos puede ser alto y un paciente con giardiosis puede arrojar 1x10°® quistes viables por
gramo de materia fecal (Roxstrom-Lindquist et al., 2006).

1.5.1 Respuesta inmunitaria innata frente a G. lamblia

Los primeros mecanismos involucrados en la respuesta inmunitaria contra Giardia, pertenecen a
elementos de la inmunidad innata. Sin embargo, debido a las caracteristicas bioldgicas de
Giardia, es muy probable que también participen factores no inmunolégicos en la
susceptibilidad a la infeccién, o en la duracidn y severidad de la misma. En el intestino humano,
el parasito interacciona con la primera linea de defensa que se inicia a través de barreras

naturales que incluyen: la secrecién de moco intestinal que dificulta la adhesividad del parasito,




la secrecion de enzimas digestivas pancreaticas y el peristaltismo intestinal (Roxstrom vy
Lindquist, 2006). Adicionalmente, en ratones se ha observado que las células de Paneth
eliminan a Giardia, probablemente mediante la produccidon de defensinas, ya que éstas han
demostrado tener actividad anti-Giardia “in vitro” (Shewy y Eid, 2005). Se demostré que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y o6xido nitrico (NO) son citotéxicos para G. lamblia “in
vitro”, el NO inhibe el crecimiento, el enquistamiento y desenquistamiento de G. lamblia; pero
no tiene efecto sobre la viabilidad (Eckmann, 2003). Ademas, la microbiota normal puede inhibir
la infeccion por G. lamblia a través diferentes mecanismos que incluyen la competencia por
recursos alimenticios, toxicidad e induccién de respuestas inmunoldgicas cruzadas. Dichos
efectos son observados en ratones carentes de respuestas inmunitarias adaptativas (Singer y

Nash, 2000).

Los mecanismos celulares inespecificos relacionados con el control de la giardiasis estdn
gobernados por la secrecién de moléculas relacionadas con procesos inflamatorios y de
hipersensibilidad llamadas interleucinas. Estas moléculas, han sido relacionadas con procesos
inflamatorios y de diferenciacién de linfocitos B, como lo es la interleucina 6 (IL-6), que es una
proteina multifuncional producida por un gran numero de células, incluyendo linfocitos T,
macroéfagos y células cebadas. En ratones deficientes de IL-6 infectados con trofozoitos de G.
lamblia no fue posible el control de la fase aguda de la infeccién (Bienz, 2003). De igual manera
se han evaluado las interleucinas IL-2, IL-4 e IL-10 en pacientes con giardiosis, observandose que
la interleucina con mayor titulo fue la IL-2, seguida de la IL-4, mientras que la IL-10 no mostrd
elevacién. Por lo cual, los autores concluyen que la respuesta inmunolégica Thl es una via
predominante en la eliminacién de la infeccién, la IL-2 es un factor de crecimiento para
linfocitos T estimulados por el antigeno, asi como la expansion clonal de los mismos (Bayraktar

etal., 2005).

Se ha estudiado la respuesta inflamatoria de Giardia en el hospedero y la relacién que presenta
con algunas proteinas indicadoras de procesos inflamatorios como lo es el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). El TNF-a juega un papel importante en el control de la giardiosis, ya que

ratones tratados con anticuerpos neutralizantes de TNF-a o deficientes de TNF-a, e infectados




con trofozoitos de Giardia, presentan un gran numero de pardsitos en el intestino delgado,
comparados con ratones normales, indicando que el TNF-a es importante para el control de la

infeccién (Zhou et al., 2007).

1.5.2 Respuesta inmunitaria humoral contra G. lamblia.

En contraparte, existen mecanismos inmunoldgicos adaptativos capaces de eliminar la infeccién
como lo es la respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos. G. lamblia se adhiere y duplica en
la parte superior del intestino delgado, en donde el Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (MALT)
se encuentra involucrado en los procesos de eliminacion de la infeccién (Fagarasan y Honjo,
2003). La importancia funcional de este tejido se debe a la presencia de un gran niumero de

células plasmaticas, reconocidas por ser grandes productoras y secretoras de anticuerpos IgA.

Diversos reportes de investigacién describen a los linfocitos B como células infalibles para la
erradicacidon de la giardiosis, ya que durante esta infeccién se observa una elevacién en los
titulos de anticuerpos (IgA en mucosas, IgM e IgE en suero) relacionados con respuestas contra
agentes infecciosos que afectan el tracto intestinal. Sin embargo, en estudios recientes se ha
dilucidado que los anticuerpos no son eficientes para la eliminacién del protozoario, se sabe por
ejemplo que los trofozoitos de Giardia lamblia pueden evadir este tipo de respuesta inmune a
través de la secrecion de tiol-proteasas que tienen la capacidad de unirse a la IgA humana e

inactivarla (Buret et al., 2011).

1.5.3 Respuesta inmunitaria celular contra G. lamblia.

Se sabe que la inmunidad mediada por células (linfocitos T) juega un papel importante en la
eliminacion de la infeccion. Se ha reportado la proliferacion de linfocitos T a nivel de mucosas y
sangre periférica en individuos infectados con Giardia, observandose titulos altos de moléculas
como IFN-y (Ebert, 1999). En contraparte se ha estudiado que las atrofias en el intestino del
hospedero son desarrolladas por la accién de los Linfocitos T CD8+ (citotoxicos) (Scott et al.,

2004).
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En individuos con giardiasis sintomdtica se observaron grandes infiltrados linfociticos (CD8+),
especialmente en aquellos que presentaban diarrea y flatulencia. Los autores sugieren que los
linfocitos T CD8+ estdn relacionados con las patologias desarrolladas durante la infeccidn. A este
respecto, se ha encontrado que ratones atimicos (carentes de linfocitos T) infectados
presentaron disminucion en dafios a nivel de microvellosidades y en la reduccién de la actividad

de ciertas enzimas disacaridasas (El- Shazly et al., 2003).

1.6 Células cebadas.

Las células cebadas (referidas en general como MC por su :
nombre en inglés: mast cells), fueron descritas por primera
vez por Paul Ehrlich en 1872. Este tipo celular es el
responsable de las reacciones de hipersensibilidad tipo |,
mas comunmente conocidas como reacciones alérgicas.

Las MC se originan de progenitores hematopoyéticos

multipotenciales en la médula ésea, y migran a través de la

sangre hacia virtualmente todos los tejidos vascularizados, | Figura 5. Micrografia

electronica de una célula

cebada tipica. Se aprecia su
Las MC maduras residen normalmente cerca de los | citoplasma con los granulos

donde completan su maduracién (Metcalfe et al., 1997).

donde se almacena histamina,

proteasas y diversos
respiratorias y tracto gastrointestinal, cerca de células de | mediadores quimicos.

epitelios, los vasos sanguineos, los nervios, las vias

musculo liso y de las glandulas productoras de moco.

Microscépicamente se identifican facilmente, porque presentan en su citosol un nimero grande
de granulos electrodensos (ver Figura 5) que contienen diversos mediadores como la histamina,
la heparina, diversas proteasas y citocinas como el factor de necrosis tumoral tipo a (TNF-a). Las
MC estan localizadas en los tejidos vascularizados y cavidades serosas donde constituyen una
de las primeras lineas de defensa del sistema inmunoldgico habilitadas para interactuar con

alérgenos y antigenos (Galli et al., 2008). Dentro de los tejidos del cuerpo, el microambiente
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estimula el control del perfil fenotipico de las MC, de esta forma se da una subdiferenciacion a
partir de un progenitor en comun (Moon et al., 2010). Histéricamente la clasificacion de MC en
roedores ha sido basada en las diferencias fenotipicas de ellas, asi pues se tienen a las células
cebadas de tejido conectivo (CTMC), encontradas en la piel y la cavidad peritoneal y a las MC de
mucosas (MMC) que estan presentes en la lamina propia del intestino. Sin embargo, ademas de
las diferentes caracteristicas fenotipicas entre estas dos poblaciones hay también diferencias
funcionales, tales como el contenido de proteasas, propiedades histoquimicas y la reactividad
para liberar agentes anti-alérgicos. De esta forma las MMC expresan las proteasas de MC
(MMCP) 1y 2, en cambio CTMC son positivas para MMCP-4, -5, -6 y carboxipeptidasa A. Las
MMC se expresan notablemente durante las respuestas inmunolégicas dependientes de células
T dirigidas a ciertos parasitos, por otro lado las CTMC exhiben poca o ninguna dependencia con

células T (Moon et al., 2010).

Las células cebadas de humanos también exhiben heterogenicidad y ellas se clasifican de

acuerdo a su contenido de serina-proteasas:

e MC productoras de triptasa (MCy), las cuales predominan en los alvéolos y en la mucosa
del intestino delgado.

e MC productoras de quimasa (MC¢), presentes en tejido sinovial.

e MC productoras de quimasa y de triptasa (MCyc), que se localizan en la piel, amigdalas y

en la mucosa del intestino delgado (Irani y Schwartz., 1994).

Los mediadores producidos por las MC pueden dividirse en dos grupos:

a) Mediadores preformados y almacenados en sus granulos, como histamina,
proteoglicanos, proteasas neutrales, ciertas citocinas, particularmente el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) que son rapida e instantaneamente liberados tras la
activacion de las MC.

b) Productos sintetizados de novo, como mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas,

factores angiogénicos, entre otros.
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Todos estos productos (Cuadro 1), son importantes tanto en la inmunidad innata como en la
adquirida, la liberacion rapida de estos mediadores de MC es crucial para la iniciaciéon de la
respuesta inmunitaria en el sitio de la infeccidén ya que ellos modulan el trafico inmune-celular y
proveen de sefiales co-estimulatorias para la activacion celular. Particularmente, la histamina es
el mediador mdas abundante almacenado en las MC y tiene receptores especificos en varios
tipos de células como células del musculo liso y células gastrointestinales, induciendo
contraccion y vasosespasmos. Adicionalmente, se sabe que la histamina puede mediar la
activacion y migracion de células dendriticas (Caron et al.,, 2001). Otro de los productos
liberados tempranamente después de la activacion de MC es el TNF-a, una citocina preformada
que induce el flujo de neutrdfilos lo cual promueve la eliminacién de los patégenos (Henz et al.,

2001).

Cuadro 1. Mediadores derivados de MC.

Clase Mediador Efectos fisioldgicos
PREFORMADOS
I Aminas Histamina Vasodilatacion

biogénicas

5-Hidroxitriptamina Regulacion leucocitaria,
dolor, vasoconstriccion.

Proteoglicanos Heparina, sulfato de heparina Angiogénesis, coagulacion.

Sulfato de condroitina Remodelado tisular.

Proteasas Triptasa Inflamacién, dolor, dafio tisular

Quimasa Inflamacidn, dolor, dafio tisular.

MC-CPA-/Carboxipeptidasa A Degradacién enzimatica.

Catepsina B,C,D, E, G, L, Sb Muerte de patégeno, remodelado
tisular.

MCP5/6 Patogénesis del asma y otros
desérdenes alérgicos.

Enzimas B-hexosaminidasa, B-glucuronidasa, - | Remodelado de matriz
lisosomales galactosidasa, aril-sulfatasa A extracelular.

Otros Oxido nitrico sintasa Produccion de NO

Endotelina Sepsis

Quininas Inflamacién, dolor, vasodilatacion,
efectos anti-inflamatorios.
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SINTETIZADOS DE novo

Derivados LTBy4, LTC,4, PGD,, PAF Inflamacion, reclutamiento de
lipidicos leucocitos, adhesion endotelial,
contracciones del musculo liso,
permeabilidad vascular.

Citocinas IL-10°, IL-1B%, IL-2°, IL-3,IL-4,IL-5,IL-6,IL8%, | Inflamacidn, proliferacion
IL-9,IL-10,1L-11°, 1L-12,1L-13,1L-14°, IL-15°, IL | leucocitaria y activacion,
16,IL-17,IL-18%,  1L-22°,  IL-25°,  1L-33°, | inmunoregulacion.

MIF, TNFa, IFNa, IFNB®, IFNy®

Quimiocinas CCL1, CCL2, CCL3™", CCL4%, CCL5%, CCL7* °, | Quimiotaxis de leucocitos.
CCL8%, CCL11% CCL13% CCL16°, CCL17,
CCL19%, CCL20°, CCL22*°, CCL25°, CXCL1?,
CXCL2, CXCL3% CXCL4, CXCL5, CXCLS8®
CXCL10% CX3CL

Factores TGFB, SCF®, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, VEGF, | Factores de crecimiento de varios
crecimiento NGFB, LIF*° FGF tipos de células.

Especies Péptidos antimicrobianos, NO, Superéxido, | Muerte de los patégenos.
antimicrobianas ROS.

Algunos mediadores han sido detectados en MC sélo en estudios en humanos® o en ratones® o no se ha

dilucidado si existen en ambas especies™. Referencias generales: Chen et al., 2005.

1.7 Participacion de las células cebadas en la infeccion con Giardia lamblia.

Diversos estudios han demostrado que las células cebadas juegan un papel importante en el
control de la infecciédn con Giardia sp., es este rubro se han utilizado modelos murinos y se ha
observado un aumento y acumulacion de células cebadas en el intestino delgado de animales
infectados con G. lamblia y G. muris (Erlich et al., 1983; Hardin et al., 1997), adicionalmente se
ha determinado que ratones deficientes en células cebadas son incapaces de controlar la
infeccion por Giardia sp (Li et al., 2004). Asi mismo, se ha sugerido que la histamina el mediador
quimico preformado presente en mayor cantidad de las células cebadas (Gri et al., 2012), puede
estar involucrado en la inmunidad contra Giardia (Venkatesan, 1997). A este respecto se
observé que la liberacién de histamina por parte de células cebadas de peritoneo de rata
estimuladas con G. lamblia ocurre a través de una via independiente de IgE. Por otro lado, se ha

documentado que un extracto de proteinas solubles de Giardia lamblia (que incluyen proteinas

14



de citosol, citoesqueleto y membrana celular) induce la liberacion de histamina y citocinas

proinflamatorias en células cebadas de peritoneo de rata (Muioz et al., 2010).

De igual forma se ha determinado que la IL-6 y el TNF-a tienen un papel importante en el
control temprano de la infeccion con Giardia sp. en ratones, (Li et al., 2004). Aunado a esto se
ha sugerido que las células cebadas pueden ser una fuente importante de IL-6 y de TNF- a, ya
gue se ha observado un aumento en el mMRNA de ambas citocinas en células cebadas después
de 6 horas de estimulacidn con un extracto soluble de trofozoitos G. lamblia (Mufioz et al.,
2010), y la liberacién maxima de estas citocinas ocurrid a las 24 horas, por lo que se sugiere una
relacién directa entre la produccidn de estas citocinas por las células cebadas y la eliminacién

temprana de la infeccién con G. lamblia.

Adicionalmente, se ha identificado una fraccion del extracto total soluble de G. lamblia

(denominada F2) con mayor capacidad de activar a las células cebadas (Gémez, 2011).

1.7.1 Células cebadasy TLR.

Como uno de los protagonistas del sistema inmunitario innato, las células cebadas juegan un
papel “pivote” en la accidn anti-infeccion. Se sabe que los TLR son expresados ampliamente en
células cebadas de ratén a través de la medicion de los niveles de mRNA (Li et al., 2009), sin
embargo la expresion de TLR5 no ha sido demostrada en células cebadas de modelos murinos
(Matsushima et al., 2004). La expresion de TLR1-10 con excepcion de TLR8 ha sido demostrada
en células cebadas de humano (Yoshioka et al., 2007). La sefalizacion via TLR involucra tanto a
la molécula ITAM vy a la fosforilacién de DAP12, lo que activa a syk, molécula critica relacionada

en la activacién de las células cebadas (Smrz et al., 2010) (Ver figura 6).
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Figura 6. Respuesta secretora de las células cebadas a ligandos de TLR: el diagrama muestra las
moléculas secretadas tras la activacion de las células cebadas por un ligando de TLR. Las citocinas,
guimiocinas y mediadores lipidicos liberados tras la estimulacion de TLR han sido resumidos para
ratones en células cebadas derivadas de médula ésea (BMMC) ), células derivadas de peritoneo
(PCDMC), células derivadas de piel fetal (FSDMC) y en humanos, en células cebadas de pulmdn,
células derivadas de cordén umbilical (CBMC) y derivadas de sangre periférica (PBDMC). *Indica
instancias en las que ha sido demostrado con el uso de células deficientes en TLR o con anticuerpos
bloqueadores que el ligando es activado a través del receptor indicado. Tomado de Sanding y
Bulfone, 2012.

1.8 Receptores tipo Toll: generalidades.

La invasiéon al hospedero por parte de agentes infecciosos patdgenos activa una bateria de
respuestas inmunitarias a través de interacciones entre factores de virulencia del patégeno y los
mecanismos inmunoldgicos del hospedero, dichas interacciones son generalmente iniciadas a
través del reconocimiento de moléculas asociadas a patogenos (PAMP: pathogen-associated
molecular patterns) (Janeway, 2001) que son esenciales para el ciclo de vida del patégeno,
estas moléculas son reconocidas a través de receptores reconocedores de patdgenos (PRR). Los

PRR se expresan fundamentalmente en la superficie de las células que primero entran en
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contacto con el patdgeno de infeccidn y en células presentadoras de antigeno, como células
dendriticas, monocitos y macréfagos; también se encuentran presentes en compartimentos

intracelulares, en el torrente circulatorio y en fluidos tisulares (Zhang, 2001).

Entre los principales PAMP que actuan como blanco para la activacion del sistema inmunitario
innato se encuentran el lipopolisacarido, acidos teicoicos, secuencias de DNA CpG no metiladas,
manosa y RNA bicatenario caracteristico de virus (Moreno, 2003). Estos patrones moleculares

presentes en los microorganismos patégenos muestran una serie de propiedades comunes:

1. Son caracteristicos de los microorganismos y no se encuentran presentes en las células
del hospedero, caracteristica que permite al sistema inmune innato distinguir entre
antigenos propios y extranos (Moreno, 2003).

2. Son invariables, lo que permite que con un numero limitado de PRR se detecte la
presencia de cualquier patédgeno (Moreno, 2003).

3. Son esenciales para la supervivencia o patogenicidad del patégeno por lo que sus
mutaciones son letales para el microorganismo y por tanto permanecen invariables

pudiendo ser reconocidos por los PRR (Moreno, 2003).

Hay distintos tipos de proteinas que presentan caracteristicas de PRR capaces de reconocer los
patrones moleculares asociados a patdgenos. En los mamiferos, incluyendo al ser humano,
existe un sistema de receptores de reconocimiento de PAMP que por su semejanza en
estructura y funcién con el sistema Toll de Drosophila se denominan receptores semejantes a
Toll (TLRs: Tolll ike Receptors). Los macrofagos y las células dendriticas pueden usar sus TLR para
clasificar al patégeno invasor y responder de forma personalizada. La activacion de los TLR a

través de los PAMP conlleva una doble funcion:

1. Activar distintos procesos caracteristicos del sistema inmunitario innato, como puede ser
la fagocitosis, opsonizacién, produccién de mediadores de la inflamacidon, entre otros,
con el fin de impedir la diseminacién del patdégeno antes de que se desarrolle la
inmunidad adquirida (Moreno, 2003).

2. Establecer una conexién entre la inmunidad innata y la adquirida (Moreno, 2003).

————————————
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En 1996 se describidé el primer TLR en humanos, al que se denomind TIL y que corresponde a

TLR1 (Tagushi et al., 1996). En 1997 se identificd la segunda molécula, que se denomind hToll

(actualmente TLR4) y se demostrd que inducia la activacién del factor nuclear kappa B (NF-kB) y

la cascada de sintesis de citocinas proinflamatorias (West, 2006). La importancia de este

descubrimiento fue que se confirmd que los TLR estdn involucrados en la respuesta inmunitaria

innata en el humano. A la fecha, se han descrito 10 TLR en humanos (TLR1-10), los cuales son

proteinas transmembranales con un dominio extracelular de segmentos repetidos ricos en

leucina (N- terminal), un dominio transmembranal y uno intracelular denominado TIR (C-

terminal), el cual es similar al dominio intracelular receptor de interleucina 1 (Akira, 2001).

Cuadro 2. Caracteristicas generales de los TLR

TR Exprresnon eE\ cfelulas PAMP Molécula Produccién
inmunoloégicas adaptadora
TLR1+ Superficie celular L'pOp;Ce’ti'izaos Itirc'zﬁits'ladas' TIRAP, MyD88, o
TLR2 Mo, M®, DC, B eptidoglicanos, Mal
Lipopolisacdridos
TLR2+ Superficie celular Lipoproteinas diacetiladas TIRAP, MyD88, C
TLR6 Mo, M®, MC, B (FSL-1) Mal
Endosomas dsRNA (poly (I:C)) Cl,
TLR3 B, T, NK, DC TRIF IFN Tipo 1
Superficie celular/ . o TRAM, TRIF
TLR4 endosomas Lipopolisacarido(LPS) TIRAP. MvD8S8 Cl,
Mo, M®, DC, MC, Paclitaxel s VY IFN Tipo 1
Mal
El
TLRS Superficie celular Flagelina MyD88 cl
Mo, M®, DC, IE & y
SSRNA
Endosomas Imidazoquinolinas (R848) cl,
TLR7 Mo, MO, DC. B Analogos de Guanosina MyDg8 IFN Tipo 1
(Loxoribine)
Endosomas SsSRNA, Cl,
TLR8 Mo, MO, DC, MC Imidazoquinolinas (R848) MyD88 IFN Tipo 1
Endosomas CpG DNA cl,
L D
TLR Mo, MO, DC, B,T CpGODNs MyD88 IFN Tipo 1
TLR10 Endosomas
, , - b
Mo, M®, DC Proteinas parecidas a porfilina MyD88 Cl

Acotaciones: Mo: Monocitos; M®: Macréfagos; DC: células dendriticas; MC: Células cebadas; B: Células

B, T:

Células T; EI

Epitelio

Intestinal;  Cl:

Citocinas

inflamatorias.

(Tomado de

http://www.invivogen.com/review-tlr)
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1.9 TLRysus ligandos.

1.9.1 PAMP bacterianos reconocidos por TLR.

De los TLR, el TLR1, 2, 4, 5, 6, son dedicados primariamente al reconocimiento de componentes
bacterianos. El LPS (Lipopolisacarido) es el mayor componente de las paredes celulares de las
bacterias gram-negativas y es reconocido primordialmente por el TLR4 asociado con una
molécula conocida como MD2. Por otro lado, TLR2 reconoce al peptidoglicano de la pared
celular de las bacterias Gram-positivas. Las micobacterias, ricas en lipoarabinomanano (LAM)
son, de igual forma, reconocidas por TLR2. TLR2 en conjunto con TLR1 o TLR6, detectan diacil o
triacillipopéptidos respectivamente en micobacterias y micoplasmas (Kumar et al., 2009). TLR5
reconoce la flagelina, proteina expresada por bacterias flageladas y TLR9 DNA gendmico

bacteriano o viral rico en CpG desmetiladas (Kumar et al., 2009).

El RNA de los estreptococos del grupo B, que residen dentro del fagosoma, son reconocidos por
TLR7, de igual forma TLR7 se ve involucrado en el reconocimiento de RNA bacteriano producido
en los compatimentos lisosomales. El recoconocimiento de PAMP por TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y
TLR6 induce principalmente la produccion de citocinas inflamatorias, por otro lado, TLR7 y TLR9

inducen Interferones Tipo 1 (Kumar, 2011).

1.9.2 PAMP virales reconocidos por TLR.

Los acidos nucleicos de cadena sencilla (ss) o de doble cadena (ds) de RNA o ss/ds DNA)
derivados de virus son reconocidos por varios TLR. El DNA de Virus Herpes simple (HSV),
citomegalovirus murino (MCMV) asi como islas CpG y oligonucledtidos sintéticos que contienen
DNA CpGdesmetiladas son reconocidas por TLR9, induciendo la produccion de interferones tipo
1, probablemente por células dentriticas plasmaticas (Kumar et al, 2009). El RNA de virus es
detectado por TLR7 y TLR8 (la funcidon del TLR8 murino no es conocida). Adicionalmente,
compuestos sintéticos antivirales como R848, imiquimod y loxoribina son reconocidos por TLR7
y TLR8. Ademas, el analogo sintético de dsRNA, conocido como poly IC, es detectado por TLR3 y

también activa la inmunidad adaptativa cuando es usado como adyuvante de vacuna. Otro
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PAMP derivado de virus es la proteina de cubierta del virus respiratorio sincicial (RSV) y el virus
del tumor mamario de ratones (MMTV) los cuales son reconocidos por TLR4, sin embargo,
estudios in vivo muestran que TLR2 y TLR6 juegan un papel esencial en el control de la infeccién
por RSV. Las proteinas de cubierta de otros virus, como la proteina hemaglutinina del sarampién
son también reconocidas por TLR2. Notablemente, el reconocimiento induce la produccion de

Interferdn tipo 1 por monocitos inflamatorios (Kumar, 2011).

1.9.3 PAMP fungicos reconocidos por TLR.

Muchos hongos, como Candida albicans y Aspergillus fumigatus, son reconocidos por varios
TLRs induciendo respuestas inflamatorias. Sin embargo, este reconocimiento requiere de
receptores adicionales tales como dectinas, CD14, receptores de manosa, y DC-SIGN. Los B-
glucanos son el componente principal de la mayoria de las paredes celulares de los hongos,
estos B-glucanos son reconocidos por TLR2 en asociacion con dectina-1. Los
glucuronoxylomananos, otros componentes fungicos son detectados por CD14 y TLR4,

induciendo respuestas inflamatorias (Kumar, 2011).

1.9.4 PAMP de protozoarios reconocidos por TLR.

Las infecciones por protozoarios son un grave problema en muchos paises y causan
enfermedades como Toxoplasmosis (Toxoplasma gondii), malaria (especies de Plasmodium),
leishmaniasis (especies de Leishmania), y la enfermedad del sueno (Trypanosoma brucei). A la
fecha, se han descrito diferentes PAMP de protozoarios que son reconocidos por los TLRs. El
alquilacilglicerol insaturado y el lipofosfoglicano (LPG) de especies de Trypanosoma y de
Leishmania respectivamente, son reconocidos por TLR2, los glicoinositolfosfolipidos y los
anclajes de glicosilfosfatidilinositol de especies de Tripanosoma, P. falciparumy T. gondii son
reconocidos a través de TLR2 junto con TLR4. La proteina parecida a profilina de T. gondii es
detectada por TLR11 murino. EI DNA gendmico y los cristales de hematina de especies de

Trypanosoma y Plasmodium respectivamente son detectados por TLR9 (Kumar, 2011).
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1.9.5 Via de seinalizacion de TLR.

La via de sefializacion de TLR consiste en dos distintas vias: una dependiente de MyD88 que se
relaciona con la produccion de citocinas inflamatorias y una via independiente de MyD88
asociada con la estimulacién de IFN-B y la maduracion de las células dendriticas. La via MyD88
dependiente es comun en todos los TLR exceptuando al TLR 13. Después de la activacion con
PAMP o ligandos endoégenos, los heterodimeros y homodimeros de TLR inducen el
reclutamiento de proteinas adaptadoras via el dominio citoplasmatico TIR. Entre estos
adaptadores se incluyen: MyD88, TIRAP, Mal, TRIF y TRAM. El reclutamiento de MyD88 se da a
través de IRAK1 e IRAK4. IRAK 4 subsecuentemente activa a IRAK1 por fosforilacién. Tanto IRAK
1 e IRAK4 dejan el complejo TLR-MyD88 y se asocian temporalmente con TRAF6 conduciendo a
su ubiquitinacion. Se demostré que IRAK 2 juega un papel central en la ubiquitinacion de TRAF6.
Después de su ubiquitinacion, TRAF6 forma un complejo con TAB2/TAB3/TAK1 induciendo la
activacion de TAK1. TAK1 se acopla al complejo IKK que incluye a la proteina NEMO,
conduciendo a la fosforilacién del complejo IKB y la subsecuente translocaciéon al nicleo de NF-
KB. La activacién de NF-KB activa la produccién de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-1
e IL-12 (Kumar, 2011). Algunos TLR inducen diferentes vias de sefializacién a través del uso de
diferentes adaptadores moleculares. TLR4 y TLR2 en su via de senalizacidon requieren el
adaptador TIRAP/Mal, que se ve involucrado en la via dependiente de MyD88. TLR3 activa la
produccién de IFN-B en respuesta a ds-RNA en una via independiente a MyD88 a través del
adaptador TRIF/TICAM-1. TRAM/TICAM es otro adaptador molecular relacionado en la via
independiente de MyD88 cuya funcién esta restringida sélo a la via de TLR4. TLR3, TLR7, TLR8 y
TLR9 reconocen acidos nucleicos virales e inducen la produccidn de IFN tipo 1. Los mecanismos
de sefializacién que conducen a la induccién de IFN tipo 1 difieren dependiendo del TLR
activado. Entre dichos mecanismos se encuentran factores de regulacion de interferdn, IRF, una
familia de factores de transcripcién conocidos por tomar un papel critico en la actividad de
defensa antiviral, proliferaciéon celular y regulacién inmunitaria. Tres IRF (IRF3, IRF5 e IRF7)
funcionan como transductores de vias de sefalizacion mediadas por TLR contra virus. TLR3 y

TLR4 activan IRF3 e IRF7, por otro lado, TLR7 y TLR8 activan IRF5 e IRF7 (Kumar et al., 2011).
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Figura 7. Vias de sefnalizacion de los TLR. Los TLR inician una serie de distintas vias de sefalizacidn en varios
tipos de células tales como macrdfagos (MP), células dendriticas convencionales (cDC) (), plasmaticas (pDC),
de lamina propia DC (LPDC) y monocitos inflamatorios (iMO). Los PAMP inducen cambios conformacionales
en los TLR lo que los incita a formar interacciones homo-heterofilicas y se reclutan adaptadores moleculares
tales como MyD88, TIRAP, TRIF, y TRAM. TLR5, que es altamente expresado en la superficie celular de LPDC,
usa MyD88 y activa NF-kB a través de IRAK, TRAF6, TAK1 Y el complejo IKK resultando en la induccion de
citocinas inflamatorias. Los heterodimeros de TLR1-TLR2 y TLR2-TLR6 son expresados en la superficie celular
e inducen la activacién de NF-xB a través del reclutamiento de TIRAP y MyD88 en macréfagos y cDCs. En
iMO, TLR2 se ha encontrado que se expresa dentro de endosomas e induce IFN tipo 1 via IRF3 e IRF7 en
respuesta a virus. TLR4, que es expresado en la superficie celular inicialmente transmite sefiales para la fase
temprana de la activacion de NF-kB por el reclutamiento de TIRAP y MyD88. TLR4 es entonces transportado
dentro de fagosomas positivos a Rab11 que contienen a las bacterias donde es reclutado TRAM y TRIF y se
activa el eje TRAF3-TBK1-IRF3 en la fase tardia activando a NF-kB y la subsecuente induccion de IFN tipo 1.
TLR3, TLR7 y TLR9 se encuentran localizados principalmente en el Reticulo Endoplasmico (ER) y son
transportados al compartimiento endosomal donde son unidos con sus ligandos. La molécula UNC93B2 que
interacciona con estos TLR en el ER se encarga de regular esta migracién. La translocacion de TLR7 y TLR9
desde el RE hacia los endosomas esta regulada por PRAT4A que también ayuda en la translocacién de TLR4 y
TLR1 a la superficie celular. TLR3 activa por la via dependiente de TRIF la induccién de IFN tipo 1 y citocinas
inflamatorias en macréfagos y cDCs. En pDCs, TLR7 y TLR9 activan NF-kB y IRF7 a través de la via MyD88
para inducir citocinas inflamatorias e IFN tipo 1 respectivamente. Tomado de Kawai et al., 2011.
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2. JUSTIFICACION

Un estudio previo demostré que la interaccidén de células cebadas con trofozoitos de Giardia
lamblia, asi como un extracto total soluble y una fraccion de este extracto (F2), induce la
activacion de estas células por una via independiente de anticuerpos. Sin embargo, los
receptores de células cebadas involucrados en el reconocimiento de este parasito no han sido
dilucidados. Las células cebadas expresan receptores tipo Toll (TLR), los cuales reconocen un
amplio grupo de moléculas caracteristicas y constantes en patdgenos. Los TLR juegan un papel
primordial en la activaciéon de diferentes células del sistema inmunolégico por pardsitos
protozoarios. Por lo anterior se propone investigar la participacion de estos receptores en la

activacion de células cebadas por moléculas de G. lamblia.

La identificacion de las moléculas presentes en la fraccidn 2, en conjunto con la identificacion de
los receptores que participan en el reconocimiento de este pardsito, contribuirdn a generar un
mejor conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares de la respuesta inmunitaria

contra este parasito.

3. HIPOTESIS

El Extracto Total soluble de trofozoitos de G. lamblia y la fraccién proteinica 2 (F2) obtenida a

partir de este extracto, activard a las células cebadas provocando un cambio en la expresidn de

los receptores tipo Toll.

4. OBJETIVO GENERAL

<> Determinar la participacion de TLR en la activacion de células cebadas por moléculas de

G. lamblia.
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5. OBJETIVOS PARTICULARES

<> Realizar un fraccionamiento de las proteinas de G. lamblia contenidas en el extracto

total soluble para obtener la fraccién 2.

<> Identificar por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-

MS/MS) las proteinas presentes en la fraccion 2.
<> Determinar mediante citometria de flujo la expresién de TLR2, TLR4 y TLR6 en células
cebadas HRMC y LAD2 sin estimulo y estimuladas con un Extracto total soluble de G.

lamblia asi como con la fraccidn 2.

6. METODOLOGIA

ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Cultivo axenico de

‘ Cultivo celular ‘

G. lamblia
Obtencién de Extracto | Celulas cebadas Células cebadas LAD?
Total Soluble (ETS). HRIMC
(Chaudhuri, 1997)
- Estimulacion de lineas
Obtencion de Fracdion " celulares con ETS (a 100

N ng/mL} y F2 (a 50 ng/mL

proteinica 2 (F2) | y 100 ng/mL) a 6 horas y

Maodificado de | 4 a 24 horas de incubacién.
{Astiazaran-Garcia, 2009) —
1 < 7

Analisis de la expresion
de TLRZ, 4 v 6 por
citometria de flujo.

Identificacion de
proteinas mediante LC-
MS/MS

Figura 8. Esquema de trabajo para la obtencion de ETS y F2 vy la identificacion de
proteinas de esta uUltima y el analisis de la expresién de TLR2, 4 y 6 al estimular
las lineas celular HRMC y LAD?2.
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6.1 Cultivo axénico de Giardia lamblia.

En este trabajo se usaron trofozoitos de G. lamblia, de la cepa de referencia WB (ATCC 30957),
que se cultivaron axénicamente a 37 °C en medio TYI-S-33 modificado, suplementado con 10%
de suero fetal de ternera descomplementado y una mezcla de antibidtico-antimicético

(penicilina/estreptomicina 10000U/ g/mL), efectuando subcultivos tres veces por semana.

6.2 Obtencion de Extracto Total Soluble (ETS) de Giardia lamblia.

La obtencidn del extracto total soluble se realizdé haciendo un lisado de cultivo de trofozoitos en
fase logaritmica. Se colocaron los tubos con los trofozoitos de Giardia lamblia en un bafio de
hielo por 40 minutos con el fin de despegarlos de las paredes del tubo. Se obtuvo un paquete
celular por centrifugacién a 4000 rpm por 20 minutos y se lavé 6 veces con PBS. El paquete
celular de trofozoitos fue lisado mediante 7 ciclos de congelamiento (Nitrégeno liquido, 5 min)-
descongelamiento (37°C, 5 min), ademds de 5 ciclos de sonicacién de 5 min cada uno, con
frecuencia de pulsacion de 99 kHz. Se realizé otra centrifugacién a 8000 rpm, 20 min a 4°Cy el
sobrenadante obtenido se congelé a —70°C para su analisis (Astiazaran, 2009). La fraccidon
proteica soluble se analizé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y la
concentracion de proteinas se determind de acuerdo al método modificado de Lowry descrito

en el Kit Bio-Rad DC ASSAY Reagents Package.

6.3 Fraccionamiento del ETS y obtencion de la Fraccion 2 (F2).

Para obtener la Fraccidn 2 el ETS se separd por electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-
PAGE (tamano del gel: 10cm x 6cm x 1.5mm) en condiciones no desnaturalizantes (nativas) y
posteriormente se cortaron los geles resultantes en 3 partes iguales. La parte intermedia de los
geles fue la que se dividié en pequefios cuadros con ayuda de pinzas y navajas estériles y se
macerd en jeringas sin aguja en 6 ocasiones, se colocé en tubos de 1.5 mL para dejar eluir 24
horas en 1 mL de agua desionizada estéril. Después se centrifugaron dichos tubos a 12,000 rpm

por 10 minutos, el sobrenadante obtenido se concentrd utilizando tubos centricon 10 y
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nuevamente se centrifugaron 1 minuto a impulso para eliminar posibles rastros de acrilamida,
se congelé el sobrenadante resultante a -70°C para su analisis (Aztiazaran, 2009).
Posteriormente se realizd la cuantificacidn proteinica de la F, por el método de Lowry descrito
en el Kit Bio-Rad DC ASSAY Reagents Package y se realizd un corrimiento electroforético en SDS-

PAGE al 12%.

6.4 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-

MS/MS).

Las bandas de interés fueron cortadas del gel y llevadas para su identificacion por LC-MS/MS a
la unidad de protedmica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Ahi, las muestras fueron
previamente reducidas con ditiotreitol (DTT), alquiladas con iodo acetamida y digerida “in gel”
con tripsina. Los péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS constituido de un
cromatégrafo liquido de micro-flujo Accela (Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) y un
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San Jose, CA) con sistema de
ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). Objective Inc., Woburn, MA). Para la fragmentacion de
los péptidos se utilizaron los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High
energy Collision Dissociation). Todos los espectros fueron adquiridos en modo de deteccion
positivo. Los datos espectrométricos fueron sometidos a la busqueda contra la base de datos
del NBCInr a través del programa Matrixscience (Mascot Search Result) y Protein Prospector

(Batch-Tag Web).

6.5 Cultivo de células cebadas.

Se usaron células cebadas de la linea HRMC (Hybrid Rat Mast Cells) que provienen de una linea
celular derivada de células cebadas de rata, que presentan fenotipo de mucosa y que han sido
ampliamente usadas para estudiar la biologia de las células cebadas. Esta linea celular
representa el mejor modelo de células cebadas de mucosa, que asemeja al fenotipo de la
poblacidn presente en el intestino. Estas células fueron cultivadas en medio RPMI adicionado

con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y se les suplementé con 1 ul de antibidtico-antimicético
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100x por cada 10 mL de medio RPMI, fueron incubadas a 37° Cy a 5% de CO,. Ademas, se
utilizaron células cebadas de humano (LAD2) cultivadas en medio libre de suero (StemPro-34
SFM; Life Technologies) y fueron suplementadas con 2mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina y 100 ng/mL de factor de crecimiento celular (SCF). La
suspension celular fue mantenida a una densidad de 10° células/mL a 37°C y 5% CO,. Las células
cebadas se estimularon con el ETS y con la F, para posteriormente analizar, mediante

citometria de flujo, la expresién de TLR.

6.6 Estimulacion de células cebadas y analisis de la expresion de TLR por citometria

de flujo.

La estimulacidn de las células de la linea HRMC se llevé a cabo colocando 50,000 células en cada
pozo de una placa de 24 pozos. Las células se dividieron en dos grupos (6 y 24 horas de
activacion) en cada uno de ellos se usaron las siguientes condiciones: Control negativo células
sin tratamiento incubadas en medio RPMI. Células tratadas con el extracto total soluble a una
concentracion de 100 ng/mL y células tratadas con la F2 a dos concentraciones distintas: 50
ng/mL y 100 ng/mL. Transcurridos los tiempos de incubacion, a cada una de estas condiciones
se les adicionaron los anticuerpos anti-TLR2 (Mouse Anti-Human mAb-APC Life technologies ®),
anti-TLR4 (mouse, anti-human TLR4, FITC invivogen ®) y anti-TLR6 (PE anti-human, anti-mouse
CD286 Biolegend®) a las concentraciones recomendadas segun los insertos de los reactivos
(estas concentraciones fueron corroboradas a través de la titulacién de los anticuerpos con el
fin de dilucidar la concentracidon a la cual éstos muestran una sefial de actividad éptima),
llevando a cabo una incubacién de 20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente, se lavaron
las células con 0.1% de BSA en PBS e inmediatamente se analizaron en el citométro FACScanto
Il (Becton, Dickinson). Asi mismo se hicieron duplicados de cada una de las condiciones
anteriormente mencionadas omitiendo la adiciéon de los anticuerpos anti-TLR, con el fin de
utilizar estos sistemas como testigos de autofluorescencia. Para las células LAD2 se siguio el
esquema de trabajo anteriormente descrito pero se colocaron en cada pozo 80,000 células para
asegurar su supervivencia al momento de analizarlas en el citdmetro. Los datos obtenidos

fueron analizados con el software Infinicyt® Version 1.
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7. RESULTADOS

7.1  Cultivo de células HRMCy LAD2

Las células cebadas de la linea HRMC presentan en su punto de confluencia (que se alcanza,
bajo las condiciones descritas en la metodologia, al tercer o cuarto dia de incubacién) forma de
hoz y tienden a formar conglomerados una vez que se alcanza la sobrepoblacién en el cultivo,
ademads son adherentes y tienden a formar una monocapa, es necesario la accién de
tripsina/EDTA al 0.25% para realizar el pase celular. Por otro lado las células de la linea celular
LAD2 son semiadherentes, ovaladas y refringentes y su punto dptimo para la utilizacién de ellas
en los experimentos se realiza mediante una prueba de viabilidad celular adicionando a una
alicuota de éstas azul de tripano. La confluencia del cultivo se alcanza a las dos o tres semanas

de incubacidn siendo necesaria la adicidn de factor de crecimiento celular.

Figura 9. Lineas celulares empleadas en la estimulacion con moléculas de G. lamblia. a) Células
de la linea HRMC observadas a 10x. b) Células de la linea LAD2 observadas a 40x.

7.2 Patrén proteinico del extracto total soluble y de la fraccion 2 de G. lamblia

Se obtuvo el ETS y la fraccidon 2 a través de la metodologia descrita en el correspondiente
apartado. En el perfil electroforético del ETS usando tincién de azul de Coomassie se observaron
mas de 25 bandas proteinicas de intensidad variable, con pesos moleculares de entre 10 y 120

kDa. Mientras que en la fraccidn 2 se observaron aproximadamente 20 bandas, quince de ellas

——————
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de mayor intensidad y el rango de pesos moleculares observado con esta tincion fue de 10 a 70
kDa (Figura 10). Se observd la presencia de algunas bandas en comun en los dos sistemas,

aunque la intensidad de las bandas tuvo variacién entre cada uno.

Marcador de
peso molecular

-
e —
'S x

-

Extracto total ~ Fraccion 2

Figura 10. SDS-PAGE del extracto total soluble de Giardia lamblia y de la fraccién 2. Patrones
electroforéticos observados en un gel de poliacrilamida al 12%, la imagen fue obtenida con el
fotodocumentador de Chemidoc XRS, el marcador de peso molecular utilizado fue Bio-Rad SDS-
PAGE lowrange.

7.3 Identificacion de las moléculas de G. lamblia presentes en la fraccidon F2 del ETS

que activa a las células cebadas.

Se identificaron por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas 16 moléculas de
G. lamblia, presentes en la fraccion 2, que probablemente estén participando en la activacidn de
las células cebadas. Entre estas, se encontraron proteinas del citosol, proteinas de superficie y

enzimas (Ver cuadro 3).
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Cuadro 3. Proteinas identificadas en la fraccidn proteinica 2 del ETS de G. lamblia, a través de
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas.

Proteina identificada (NUmero NCBI) Masa molecular (kDa)

Dipeptidil-aminopeptidasa (AAK97082) 87.64

Proteina 21.1 (XP_001709481) 87.61

Proteina hipotética (XP_001707722) 74.59

BIP (XP_001709475) 74.36

Proteina 21.1 (XP_001708927) 66.23

Proteina hibrida lateral (XP_001706319) 62.54

Cinasa NEK (XP_001707030) 57

Xaa-Pro dipeptidasa (XP_001706477) 49.67

Enolasa (AAL73509) 48.22

Alfa-2 giardina (AAA29150) 34.37

Alfa-1 giardina (P17063) 33.9

Proteina 14-3-3 (AAZ91664) 28.67

Peroxirredoxina 1 (XP_001704199) 22.54

Antigeno de trofozoito de Giardia GTA-1 (AAN73278) 20.73

FixW proteina putativa (XP_001707531) 15

Proteina disulfito isomerasa 5 (PDI5) (XP_001709021) 14.59

7.4 Expresion de TLR2, TLR4 y TLR6 en células cebadas (HRMC) y en células cebadas

de humano (LAD2), sin estimulo y estimuladas con el ETS y la F2 de G. lamblia.

Se realizd el analisis por citometria de flujo de las células estimuladas con el extracto total
soluble y la fracciéon 2 en la linea celular HRMC (proveniente de peritoneo de ratas) y la linea
LAD 2 (células cebadas humanas) a 6 horas y 24 horas con el fin de dilucidar la participacién de
los TLRs 2, 4 y 6 en el probable reconocimiento de moléculas de Giardia lamblia por parte de las
lineas celulares de células cebadas. En el caso de la linea HRMC (ver figura 11) se observo que a
las 6 horas de estimulo no hubo cambio en la expresidn de los receptores con respecto a la
expresiéon basal, en cambio a las 24 horas de incubacion se observd un aumento
aproximadamente del 20% en la intensidad media de fluorescencia (IMF) para la expresién de
TLR2 y TLR4 en las células estimuladas con la fraccién 2 a 50 ng/mLy a 100 ng/mL, y, en menor

medida en las células estimuladas con el extracto total.
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Ademas, se realizaron ensayos con células cebadas de humano (LAD2) con el fin de comparar
resultados con respecto a la expresion de TLR observada con las HRMC. De esta forma se
obtuvieron los histogramas presentes en la figura 12, donde se observd que tanto a las 6 horas
de incubacién como a las 24 horas con el ETS y la F2 no hubo cambios en la expresion de

ninguno de los tres TLR estudiados.
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Figura 11. Perfiles de expresion de TLR 2, 4 y 6 en la linea celular HRMC. Histogramas que
muestran de manera comparativa la expresién de TLR a las distintas condiciones de estudio.
Area roja: Células cebadas sin estimular, linea azul: células cebadas estimuladas con Extracto
total a 100 ng/mL; linea verde: células cebadas estimuladas con Fraccion 2 a 50 ng/mL; linea
negra: células cebadas estimuladas con Fraccion 2 a 100 ng/mL. En el inciso a) se muestran los
histogramas obtenidos a las 6 horas de estimulacién, en el inciso b) se observan los histogramas
de las condiciones analizadas a las 24 horas de incubacion (histogramas representativos de 3
experimentos independientes).
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Figura 12. Perfiles de expresion de TLR 2, 4 y 6 en la linea celular LAD2. Histogramas que
muestran de manera comparativa la expresion de TLR a las distintas condiciones de estudio
(area roja; Células cebadas sin estimular, linea azul; células cebadas estimuladas con Extracto
total a 100 ng/mL, linea verde; células cebadas estimuladas con Fraccién 2 a 50 ng/mL, linea
negra; células cebadas estimuladas con Fraccion 2 a 100 ng/mL). En el inciso a) se muestran los
histogramas obtenidos a las 6 horas de estimulacién, en el inciso b) se observan los histogramas
de las condiciones analizadas a las 24 horas de incubacidn (histogramas representativos de 3
experimentos independientes).
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8. DISCUSION

Se ha documentado en diversos estudios que las células cebadas participan en el control de
infecciones tempranas con Giardia lamblia (Li et al., 2004; Mufioz et al., 2010; Buret et al., 2011)
a través de la induccion de la liberacidon de mediadores presentes en éstas tales como histamina
y las citocinas TNF-a e IL-6. Sin embargo, no se han identificado las moléculas del parasito
involucradas en la activacidon de las células cebadas ni el mecanismo de reconocimiento por

parte del hospedero de las moléculas del parasito.

Por lo anterior en el presente trabajo de investigacion se llevé a cabo la identificacion de las
proteinas de G. lamblia presentes en la fraccion (F2) con capacidad de activar a las células
cebadas y el andlisis de la expresion de receptores tipo Toll (2, 4 y 6) en células cebadas de rata
HRMC y de humano LAD2 estimuladas con un extracto total soluble de G. lamblia y con la
fraccién proteica F2, la cual en estudios previos, se ha observado que provoca la liberacién de

mediadores de células cebadas (Muioz et al., 2010).

El andlisis electroforético del ETS y de la F2 demostré diferencias en la presencia de ciertas
bandas lo cual, tomando como referencia los estudios previos realizados con respecto a la
actividad de esta fraccidn, hace pensar que en la fraccidon 2 se encuentran enriquecidas ciertas
moléculas que aumentan su capacidad activadora de las células cebadas. Para discernir la
identidad de dichas bandas en la F2 se recurrié a la cromatografia liquida acoplada a masas
(realizada en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM) obteniéndose un perfil de 16 proteinas
identificadas con pesos moleculares que van desde los 14 KDa hasta los 87 KDa, de las cuales
cabe resaltar a la enolasa, relacionada con el metabolismo del parasito y que es secretada in
vivo e in vitro, cuando el parasito estd en contacto con células del hospedador (Ringqvist et al.,
2008); a la a-1 Giardina y a-2 Giardina, proteinas especificas de Giardia; y al antigeno de
trofozoito de G. lamblia (GTA-1), ya que todas estas proteinas han sido previamente reportadas
con actividad inmunogénica en pacientes durante giardiosis aguda (Palm y Svard., 2003).
Interesantemente, la a-1 Giardina tiene el potencial de unirse a glicosilaminoglicanos (GAG)

presentes en las células intestinales, particularmente las del epitelio intestinal, pero también se
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sabe que se une a otras células ricas en GAG, como las células cebadas (Weiland et al., 2003).
Dado que la a-1 Giardina se localiza en la superficie de los trofozoitos recién desenquistados y
tiene la habilidad de unirse al epitelio intestinal, donde la acumulacién de células cebadas es
comun durante la giardiosis y dado que previamente se ha reportado que esta proteina se une a
los GAG presentes en las células cebadas (Weiland et al., 2003), es muy probable que esta
proteina sea una de las moléculas que actia como activadora de las células cebadas durante la

infeccion con Giardia sp.

Del resto de las proteinas identificadas en la F2, seis son proteinas de funcién desconocida y que
no han sido caracterizadas, como la proteina hipotética, las proteinas 21.1, la proteina hibrida
lateral, FixW y el antigeno GTA1. Cuatro fueron enzimas, como la Xaa-Pro dipeptidasa, la PDI5
(Proteina bisulfito isomerasa 5), la cinasa NEK y la peroxirredoxina, involucradas en la hidrdlisis
de péptidos, el transporte de proteinas y en resistencia a estrés oxidativo, respectivamente (Mc
Arthur et al., 2001; Vicente et al., 2009). También se identificaron proteinas con funciones
importantes en el ciclo celular y en el proceso de diferenciacién del pardsito, como son la
proteina BIP, proteina 14-3-3 y la Dipeptidil-aminopeptidasa (Lujan et al., 1996; Lalle et al.,,
2009; Touz et al., 2002).

Por otro lado, se realizdé un analisis por citometria de flujo con el fin de dilucidar la participacion
de los receptores tipo Toll 2, 4 y 6 en el reconocimiento de las moléculas presentes en la
fraccién 2 y en el extracto total soluble por parte de células cebadas de peritoneo de rata
(HRMC) y una linea celular de células cebadas de humano (LAD2); se ha determinado la
participacién significativa de las células cebadas en el reconocimiento de moléculas de
patdgenos a través de TLR dando lugar a la liberaciéon de mediadores quimicos importantes en la
respuesta inflamatoria del hospedero lo que conlleva a un mejor control de la enfermedad en
cuestion (Gri et al., 2012), tomando como base este hecho se analizé la expresién de los
receptores TLR2, 4 y 6 bajo las condiciones planteadas en la metodologia, de esta forma se
obtuvo un ligero aumento en la expresién de TLR2 a las 24 horas y en menor medida TLR4 y
TLR6 a este mismo tiempo de estimulacién con la F2 en células HRMC, sin embargo en las

células cebadas humanas LAD2 no se observd cambio en la expresion para ninguno de los TLR,
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esto puede ser explicado a través del hecho de que estos TLR, al igual que otros mas, presentan
diferencias en humanos y roedores en la expresidon, transcripcién, concentracion tisular y
regulacion (Rheli, 2002), lo anterior sugiere que éstos TLR no estan involucrados en el
reconocimiento de las moléculas de G. lamblia o que ademas de estos receptores otros mas de
la inmunidad innata pudieran estar actuando de manera sinérgica en el reconocimiento de las
moléculas de G. lamblia, como ocurre en el reconocimiento de moléculas de otros

microorganismos (Kawai et al., 2011).

9. CONCLUSIONES

e Fue posible identificar las moléculas de G. lamblia presentes en la Fraccién 2 mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, se observd la presencia
de moléculas importantes en el metabolismo de G. lamblia (tales como la enolasa) y
otras mas reportadas previamente como inmunogénicas (a-1 Giardina, a-2 Giardina y

GAT-1 (antigeno de trofozoito de G. lamblia).

e La fraccién proteica 2 de G. lamblia indujo un ligero incremento en la expresion de los
TLR en células HRMC, mientras que en células LAD2 no se observd ningin cambio en la
expresion de estos receptores. Por lo tanto es probable que el reconocimiento de las
moléculas presentes en la F2 de G. lamblia ocurra a través de otros receptores de células

cebadas.

10. SUGERENCIAS Y PERSPECTIVAS

Analizar la actividad especifica de las proteinas presentes en la F2 con potencial para activar a

las células cebadas, para definir cual o cudles son las responsables de la induccién de una

respuesta protectora.
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