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RESUMEN

Las infecciones por parasitos helmintos inducen una respuesta inmune tipo Th2, la cual se
caracteriza por eosinofilia y mastocitosis, asi como niveles elevados de IL-4, IL-5, IL-13, [gG1
e IgE; que se han asociado a efectos inmuno-reguladores, tales como una inhibicién de la
respuesta proliferativa antigeno-especifica, polarizacién de la respuesta inmune hacia un
perfil Th2 con otros antigenos, parasitos o vacunas. Estas infecciones también inducen una
poblacién de macréfagos alternativamente activados (MAA) con la capacidad de suprimir la
respuesta proliferativa y secreciéon de citocinas de células T activadas de una manera
dependiente de la expresién de las moléculas PD-L1 y PD-L2. Estos mecanismos son
utilizados por estos pardsitos para evadir la respuesta inmune de su hospedero con el
propdsito de sobrevivir y asi completar su ciclo de vida. Dichos mecanismos son tan fuertes
que no sdélo permiten el crecimiento de estos parasitos de manera exitosa, sino que también
pueden regular o inhibir el desarrollo de enfermedades autoinmunes y/6 alérgicas. La colitis
ulcerativa es una patologia de caracter inflamatorio que se caracteriza por una fuerte
respuesta tipo Th1 afectando principalmente la mucosa del colon y recto. Recientemente se ha
encontrado que antigenos de Taenia crassiceps pueden modular la activaciéon y maduracién de
las células dendriticas. En el presente trabajo se determing el efecto inmuno-regulador de los
antigenos excretados/secretados de Taenia crassiceps (TcES) durante el desarrollo de la
colitis experimental inducida con dextran sulfato de sodio (DSS). Se utilizaron ratones
hembras de la cepa BALB/c de ocho a nueve semanas de edad, a los cuales se les indujo colitis
experimental mediante la administracién oral de DSS al 4%; posteriormente se les inoculd
diariamente 200 pg de TcES via intra-peritoneal durante nueve dias. Los resultados muestran
que la administracién del TcES durante el desarrollo de la colitis experimental, reduce los
signos caracteristicos de la enfermedad, como son la pérdida de peso, el sangrado rectal y la
diarrea; ademas se mantiene la longitud del colon y ciego. A nivel histologico se observé un
menor infiltrado celular en el grupo tratado con TcES, pero se mantuvo la arquitectura del
colon, a diferencia del grupo con DSS. No se observaron diferencias marcadas en depésitos de
colagena entre los grupos TcES y el grupo control; mientras que se observd una disminucién
de células caliciformes en el grupo DSS. Lo anterior se asocié a una disminucién de las
citocinas pro inflamatorias TNF-a e IL-13 en el grupo DSS+TcES; ademds se detectd un
aumento significativo en la produccion de IL-4 en este mismo grupo de animales, comparado

con el grupo control y grupo DSS. Encontramos que el tratamiento con TcES disminuy¢ el



infiltrado de neutréfilos y de monocitos en el colon. La presencia de MAA se determind por
los marcadores Arg-1y Ym-1, los cuales fueron detectados por RT-PCR en el tejido del colon
del grupo DSS+TCcES, ademas en este grupo se expresé también el marcador IL-10 (Th2). Se
concluye que la administracion del TcES durante la inducciéon de la colitis experimental
modula su desarrollo mediante la inhibicion de una respuesta inflamatoria hacia una anti-
inflamatoria o tipo Th2, asi como la activacidn de ciertas poblaciones celulares como los MAA,
mientras que disminuye el infiltrado de otras poblaciones celulares como los monocitos y

neutrofilos, todo esto como parte de un conjunto de mecanismos de inmuno-regulacion.



INTRODUCCION

Respuesta inmune en el intestino

El sistema inmune del intestino comprende una parte importante del sistema inmune
general, ya que se encarga de distinguir entre patégenos invasivos y antigenos inocuos
de la dieta y de las bacterias comensales, permitiendo la entrada de nutrientes y a su

vez bloqueando el paso a agentes patégenos (Ramiro-Puig et al; 2008).

Debido a que el intestino se encuentra en una continua interaccion con diferentes
antigenos, inocuos o no, cuenta con varios mecanismos de defensa para bloquear el

paso a agentes dafiinos para el organismo.

El principal mecanismo de defensa, es la barrera intestinal, compuesta por una
membrana llamada mucosa intestinal, principal barrera mecanica que separa al
organismo del ambiente luminal, colonizada por la microbiota bacteriana. Estas
bacterias, junto con las células locales del sistema inmune desempefian un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis intestinal estableciendo una
interaccion molecular constante; la cual es importante ya que evita una respuesta
exacerbada por parte del huésped en contra de antigenos propios de la dieta o de la
microbiota, lo cual podria ocasionar procesos de respuesta inmune descontrolados,
tales como las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) (Guarner, 2007; Maloy y

Powrie, 2011).

El mantenimiento de una respuesta inmune equilibrada depende tanto de células del
sistema inmune innato como del adaptativo. Dentro de las células que participan
durante la respuesta inmune innata se encuentran principalmente macréfagos, células
dendriticas y neutréfilos, asi como diferentes tipos de células epiteliales intestinales
(CEI), como enterocitos, células caliciformes, células entero-endocrinas y células de
Paneth, respondiendo de manera coordinada para mantener una respuesta
equilibrada hacia la microbiota del huésped (Harrison y Maloy, 2011; Maloy y Powrie,
2011).



Esta respuesta, al estar mediada por un conjunto de células especializadas puede
distinguir entre las bacterias comensales del tracto gastrointestinal y los patégenos,
siendo capaz de inducir una respuesta pro-inflamatoria en contra de estos sin dejar de
ser sensibles a la microbiota y a los antigenos propios de la dieta (Kayama et al,

2013).

La mucosa intestinal consiste en una capa de células epiteliales intestinales, las cuales
se encuentran cubiertas por una capa espesa de moco, la cual comprende una capa
exterior de mucinas y una capa interna llamada glicocaliz, que son mucinas ancladas a

la membrana, ambas secretadas por las células caliciformes (Fig.1).
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Figura 1. Mucosa intestinal. Consiste en una monocapa de CEI, que incluyen las células de Paneth,
células de absorcidn, células endocrinas, células M y células caliciformes, estas tultimas secretan
mucinas que recubren al epitelio intestinal.



La capa de mucinas (moco), en conjunto con la actina presente en la superficie de las
microvellosidades de las CEIl, sirve para lubricar al epitelio gastrointestinal que
recubre, protegiéndolo contra el dafio mecanico y contra los efectos nocivos del acido

estomacal, ademas de aislar la carga bacteriana del intestino.

La mucosa intestinal contiene altos niveles de péptidos antimicrobianos secretados
por las células de Paneth, asi como niveles elevados de inmunoglobulina A (Ig A),
secretada por las células plasmaticas sub-epiteliales y traslocada hacia el lumen

intestinal por el epitelio intestinal (Harrison y Maloy, 2011).

Ademas de la barrera intestinal que separa los componentes del lumen intestinal de
las células del sistema inmune del huésped, es decir, que aisla al organismo del
microambiente luminal, existen otros mecanismos de proteccién importantes para
mantener este equilibrio inmunolégico, como el constante patrullaje inmune o
inmuno-vigilancia por parte de las CEIl, las cuales funcionan como células no
profesionales presentadoras de antigeno, muestreando de manera parcial el
microambiente, tanto a poblaciones comensales como patégenas, procesando los
antigenos desde el lumen y presentandolos a las células T que se encuentran en la

lamina propia (Mayer, 2005).

Para poder brindarle proteccion al huésped, las CEI expresan receptores de
reconocimiento de patrones moleculares (RRP), los cuales clasicamente inducen una
respuesta pro-inflamatoria contra el patégeno. También expresan receptores de tipo
toll (TLR’s) para diferenciar entre lo propio y lo extrafio, ya que reconocen patrones

moleculares asociados a patdgenos (PMAP).

Otra poblacion celular presente en la mucosa, son los macréfagos (M®’s), los cuales
regulan la respuesta inmune en el tracto gastrointestinal, se encuentran localizados
en la lamina propia, y regulan la respuesta inflamatoria contra agentes ajenos al

organismo (Smith et al., 2005).

Todos estos mecanismos confieren al organismo proteccién contra respuestas

agresivas frente a la microbiota y los antigenos provenientes de la dieta; mediando la
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relacién simbidtica entre los organismos de la microbiota y el huésped. Si este
equilibrio se pierde pueden producirse desordenes en la respuesta inmune,

provocando patologias de caracter inflamatorio como las EII.

Enfermedades inflamatorias intestinales

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) son un grupo de patologias
multifactoriales de caracter inflamatorio que engloban la enfermedad de Crohn (EC) y
la colitis ulcerativa (CU); las cuales afectan principalmente el revestimiento interno
del tracto gastrointestinal, lo cual provoca una desregulacion inmune y en

consecuencia los signos y sintomas intestinales (Karlinger et al., 2000; Dotson et al.,

2010).

Aunque se conoce mucho sobre la fisiopatologia de estas enfermedades, la etiologia
directa aun es desconocida, se cree que es el resultado de un desequilibrio del sistema
inmune intestinal causado por la flora intestinal, provocando respuestas exacerbadas,
las cuales se ven facilitadas por dafios del epitelio y del sistema inmune de la mucosa

(Podolsky, 2002).

Existen hipotesis que explican la posible etiopatogenia de las EIl, una de ellas sostiene
que la desregulacion del sistema inmune de la mucosa provocada por defectos
geneticos en IL-2 e [L-10, provoca una respuesta inmune exacerbada hacia la flora
intestinal; y otra sugiere que los cambios en la composicion de la microbiota, asi como
alteraciones a la barrera epitelial provocan respuestas del sistema inmune hacia la
mucosa. Por lo que ambas teorias sugieren que una respuesta inmune exacerbada de
la mucosa es una caracteristica diacritica de las Ell, y que los factores microbianos, asi
como los trastornos del epitelio contribuyen a dicha respuesta (Strober et al., 2007;

Kostic et al,, 2014).

La etiologia de estas anomalias aun es incierta, sin embargo, estudios epidemiologicos
demuestran diferencias en la incidencia de las EIl en cuanto a la edad, el sexo, el

tiempo, la zona geografica y la relacion étnico-racial; lo cual sugiere que factores
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ambientales como la dieta, el tabaquismo, el uso de ciertas drogas y hormonas,
influyen de manera significativa en el desarrollo de estas patologias, también los
factores genéticos e inmunoldgicos son de gran relevancia, sin dejar a un lado las
infecciones microbianas (Karlinger et al., 2000; Edward y Loftus, 2004; D'Haens et al,,

2014).

En lo que se refiere a los factores genéticos, estudios epidemioldgicos sugieren que
las EIl comprenden un grupo de desérdenes inflamatorios altamente relacionados a
susceptibilidad genética, sin embargo, al tratarse de una enfermedad tan compleja, es
dificil predecirla genéticamente. Existen ciertos genes relacionados a las EII, como el
NOD2/CARD15 (nucleotide-binding oligomerization domain/caspase activating
recruitment domain) y los genes SLC22A4 y SLC22A5, el gen DLGS5, el gen MDR1, y los
receptores activados por peroxisomas (RAPP) (Strober et al., 2007).

Estos diferentes genes se han relacionado a estas patologias a través de estudios de
ligamiento genético y de asociacion, ademas que pacientes con EIl generalmente
presentan familiares con antecedentes clinicos similares. Respecto al gen
NOD2/CARD15, localizado en el cromosoma 16q2, se ha reportado una correlacion
entre ciertas mutaciones y las caracteristicas fenotipicas de la EC, mas que en su
susceptibilidad, sin embargo, no presenta mucha asociacién con la CU (Economou et

al., 2005; Ogura et al., 2001).

Aunque ambas patologias son muy similares, tanto en manifestaciones clinicas
digestivas como extra digestivas, pueden diferenciarse en la mayoria de los casos, ya
que la CU es una inflamacion difusa de la mucosa y submucosa del colon, que se
extiende de forma continua y proximal, afectando principalmente el colon y el recto; y
la EC se caracteriza por ser una inflamacién crénica y trans-mural que afecta la
mucosa, submucosa, muscular y serosa, que puede afectar cualquier zona del tracto
digestivo, comprometiendo el {leon terminal, colon y regién perianal ( Afiez et al,

2012 ; Ortigosa, 2005).
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En cuanto a la incidencia y prevalencia de las EIl, a pesar de que las tasas varian
anualmente segun la region geografica, existen reportes que indican una mayor tasa
en el norte de Europa, Reino Unido y América del Norte, ademas se ha registrado un
aumento de estas patologias en diferentes regiones del mundo como el centro y sur de

Europa, Asia, Africa y América latina (Loftus, 2004; Molodecky et al., 2012).

Colitis ulcerativa

La colitis ulcerativa (CU) es una enfermedad inflamatoria intestinal que se caracteriza
por afectar principalmente la mucosa del colon, se extiende de forma proximal y
continua comprometiendo el recto, presenta un infiltrado celular en la lamina propia,
asi como pérdida total de la estructura de las criptas (Ortigosa,2005; Monstad et al,

2014).

Los sintomas pueden comenzar de forma repentina o gradualmente, ademdas pueden
ser variados, dentro de los mas caracteristicos se encuentran la diarrea, la cual puede
presentarse con sangrado, fiebre, dolor abdominal, sindrome rectal (tenesmo,
urgencia deposicional, esputo rectal de sangre y moco) y pérdida de peso (Carter et

al., 2004 ).

Un estudio realizado en la base de datos de pacientes con EIl sometidos a colectomia
en México entre 1990 y 2006 demostré que la prevalencia de la colitis indeterminada
(CI) en nuestra poblacién es de 8.7 %, asociando una temprana edad y la presencia de
megacolon téxico como los principales factores en pacientes con CI (Yamamoto-

Furusho et al, 2010).

La colitis ulcerativa se caracteriza por ser una enfermedad con una respuesta inmune

tipo Th1 con una alta produccién de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-1f3.

La evidencia acumulada de diversos estudios demuestra que la colitis ulcerativa
comprende un grupo heterogéneo de patologias inflamatorias, que son el resultado de
diferentes mecanismos patogénicos, y en conjunto muestran una expresion comun de

sintomas, asi como un fenotipo caracteristico.
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La exposiciéon de la mucosa intestinal a antigenos microbianos, desde la iniciacién,
perpetuacion y la amplificacion de la enfermedad es de suma importancia ya que se
promueve la generaciéon de anticuerpos hacia estos antigenos, y por consiguiente se
produce el dafo al tejido, ya que la respuesta que se da es atipica, sin embargo adn se
desconoce la forma en que esta respuesta afecta la cascada final de eventos

inflamatorios (Targan y Karp, 2005).

Existen diferentes modelos murinos de induccién de la colitis experimental, estos
modelos se pueden dividir en: modelos espontdaneos, modelos modificados
genéticamente, modelos de transferencia adoptiva de células y modelos inducibles

(Elson et al., 2005).

Dentro de los modelos inducibles, existen aquellos que se inducen a través de ciertos
compuestos quimicos, los cuales provocan un dafio a la mucosa intestinal, es decir,
rompen esta barrera, permitiendo la entrada de patégenos que causan una respuesta
inmune exacerbada. Algunos de estos modelos son el tratamientos con acido acético,
oxazalona, acido dinitrobenceno-sulfénico (DNBS), acido trinitrobenceno- sulfénico
(TNBS) y dextran sulfato de sodio (DSS), entre otros (Yamada et al., 1993; Boirivant et
al., 1998; Itoh et al., 1999; Neurath et al., 2000).

Modelo de colitis experimental inducida por DSS

Los modelos experimentales de las EII realizados en ratones son de suma importancia
ya que ayudan a comprender la complejidad de estas enfermedades, asi como a
delimitar los mecanismos moleculares que abarcan, y a evaluar posibles terapias para

aplicarlas en humanos (Chassaing y Darfeuille-Michaud, 2011)

Dentro de los modelos inducibles, el mas utilizado para la induccién de la colitis
experimental es el tratamiento con Dextran Sulfato de Sodio (DSS), el cual se realiza
por medio de la administraciéon oral de este compuesto quimico durante cierto
periodo de tiempo, este modelo es muy reproducible y se caracteriza por la apariciéon

de diarrea acompafiada de sangre, ulceraciones e infiltrado celular. El DSS es un
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polisacarido sulfatado sintetizado, compuesto de dextran y unidades de
anhidroglucosa sulfatada. Es claramente téxico para las células epiteliales del colon,
por lo que la integridad de la barrera de la mucosa se ve afectada (Wirtz y Neurath,

2007).

Debido a que la barrera epitelial es dafada, se pierde esa proteccion fisica e
inmunolégica, aumentando asi la permeabilidad de 1a mucosa del colon y permitiendo
la entrada de las moléculas del DSS, ademas se facilita la interaccién de las células del
sistema inmune del intestino con la microbiota del lumen. Esto provoca un infiltrado
masivo de células inflamatorias a la lamina propia y submucosa del colon, y con ello
un aumento en la produccién de citocinas inflamatorias como IFN-¥, TNF-a, IL-12, IL-
1, IL-6, IL-17, asi como quimiocinas, y un aumento en la actividad de iNOS y la sintesis

de ON.

Este modelo es utilizado con frecuencia para imitar la colitis en humanos,

presentando varias caracteristicas morfoldgicas y fisiopatoldgicas similares.

La severidad de la colitis dependera no so6lo de la concentracidn, el peso molecular y
la duracién de la exposicion al quimico, sino también de la cepa de ratones utilizada y

la microbiota (Perse y Cerar, 2012; Hakansson et al.,, 2015).

Hipotesis de la higiene

Debido a que existe una diferencia marcada en la incidencia y prevalencia de las EII
entre paises desarrollados y en vias de desarrollo, surgié la “hipétesis de la higiene”, la
cual sugiere que una exposiciéon disminuida a agentes infecciosos o a condiciones
insalubres, es decir, menos infecciones durante la infancia, asi como el uso de
antibiodticos, afecta de forma negativa el desarrollo del sistema inmune, generando un
mayor numero de células inmunes auto-reactivas en los seres humanos, y por lo tanto
la aparicion de enfermedades inflamatorias autoinmunes e idiopaticas (Yazdanbakhsh

et al., 2002; Hewitson et al., 2009).
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Por otra parte se ha propuesto que la ausencia de parasitos helmintos es un factor
ambiental de gran importancia para el desarrollo de las Ell, ya que estos organismos
tienen la capacidad de regular el sistema inmune de su hospedero y evitar las

respuestas exacerbadas (Weinstock et al., 2005).

En el caso de las infecciones con helmintos existen datos que muestran la capacidad
de estos organismos para modular la respuesta inmune en sus huéspedes, la infeccién
con estos organismos induce una respuesta tipo Th2, la cual tiene la capacidad de
antagonizar o inhibir enfermedades en las que la inmuno-patologia es impulsada por

una respuesta tipo Th1 o inflamatoria como la colitis ulcerativa (Melon et al., 2009).

Inmunomodulacidn por parasitos helmintos
Los parasitos helmintos son un grupo no taxonémico que engloba una gran variedad
de gusanos que parasitan a todo tipo de animales, como artrépodos, peces, reptiles,

aves, mamiferos, entre estos al ser humano.

Evolutivamente estos animales se adaptaron al tipo de vida parasitaria, por lo que la
mayoria carece de ciertos sistemas como el circulatorio, en el caso de los cestodos,
estos animales carecen del aparato digestivo. El ciclo de vida de la mayoria de los
helmintos es complejo, ya que incluyen estadios de vida libre y estadios de vida

parasitaria y muchas veces se albergan en mas de un hospedero.

La respuesta inmune hacia los parasitos helmintos engloba todos los componentes del
sistema inmune, tanto la inmunidad humoral, como la inmunidad celular, ademas del
complemento. Dependiendo del tipo de parasito, es decir, su morfofisiologia, asi como

su nicho dentro del organismo huésped, va a depender el tipo de respuesta inmune.

Las infecciones por parasitos helmintos inducen una respuesta inmune tipo Th2 como
parte de ciertos mecanismos de evasion del sistema inmune de sus respectivos
hospederos, con el propdsito de sobrevivir y completar su ciclo de vida. Esta respuesta

tipo Th2 se caracteriza por una alta produccién de interleucinas como IL-4, IL-5, IL-
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13, inmunoglobulinas del tipo IgG1 e IgE, asi como una marcada eosinofilia, basofilia y

la presencia elevada de mastocitos (Maizels et al., 2004, Anthony et al., 2007).

Esta respuesta inmune presenta componentes efectores para la eliminacion del
parasito, como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o no fagocitica,
formacién de granuloma para la evitar la migracién del parasito y asi su desarrollo,
anafilaxia intestinal y la neutralizacion de enzimas liberadas por el parasito (Fundora

etal, 2013).

Dentro de los mecanismos de evasion del sistema inmune por parte del parasito, esta
el mimetismo antigénico, que consiste en cubrir su superficie con moléculas que
presentan reaccion cruzada; ademas la produccion de variantes antigénicas de
membrana, o la reclusion, localizdndose en lugares con dificil acceso; entre otros

(Fundora et al., 2013).

También se ha descrito el reclutamiento de poblaciones con capacidad reguladora
como las Treg'’s, células B con alta capacidad de secretar IL-10 (Breg’s) y macro6fagos

alternativamente activados (MAA) (Reyes y Terrazas, 2007).

Recientemente se ha descrito que estos mecanismos de evasién inmune son tan
fuertes que no sélo permiten el crecimiento de estos parasitos de manera exitosa, sino
que ademas impiden el desarrollo de enfermedades autoinmunes y alérgicas

(Yazdanbakhsh et al.,, 2001; Reyes et al., 2011).

La regulacion cruzada entre células Th1l y Th2, también sugiere que la infeccion por
helmintos puede prevenir o reducir los efectos de algunas enfermedades
caracterizadas por respuestas tipo Thl (produccién de IL-12, INF gamma y TNF
alpha), de hecho algunos datos sugieren que la infeccién con algunos parasitos
helmintos como Trichinella spiralis, Trichuris suis, Hymenolepis diminuta, Schistosoma
mansoni, Heligmosomoides polygyrus y Trichuris muris reducen la patologia de la
colitis experimental en ratones (Khan et al., 2002; Summers et al., 2005 ;Melon et al.,
2009; Reardon et al., 2001; Smith et al, 2007; Hang et al.,2010). En el caso de S.

mansoni y de H. diminuta reportes previos sugieren que las células responsables de
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este fendmeno son una poblacién de macroéfagos alternativamente activados (Smith et

al., 2007; Hunter et al., 2010).

Taenia crassiceps

Taenia crassiceps es un parasito helminto de la clase Cestoda, se desarrolla como
gusano adulto en el intestino de canidos mientras que en su etapa larval
(metacestodo) se encuentra en los roedores. Su morfologia no es tan compleja, ya que
presenta un cuerpo alargado y aplanado dorso-ventralmente, el cual se divide en tres

regiones: escolex, cuello y estrébilo.

El escélex es un oOrgano de fijacién, que también tiene funciones de nutricién y
sensoriales, el cuello es una region de tejido diferenciado que separa el escélex del
estrobilo, este ultimo estd compuesto por una serie de segmentos llamados
progléotidos. Cada proglétido cuenta con uno o mas juegos de organos de
reproduccion. Existen tres tipos de proglétidos, los inmaduros que son los mas
cercanos al cuello, los maduros sexualmente que son los que se encuentran en la parte
central y los gravidos que son aquellos llenos de huevecillos que estan en el extremo

posterior.

El ciclo de vida consiste en la liberacion de los proglotidos gravidos junto con las
heces de los canidos (hospedero definitivo), las cuales son ingeridas por el hospedero
intermediario, en este caso los roedores, donde se desarrolla la fase larvaria o
metacestodo, y a su vez cuando el roedor es devorado por otro canido, el cisticerco o
larva invagina en el intestino donde se ancla y se desarrolla como adulto, cerrando asi

el ciclo de vida de este parasito (Fig.2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Taenia crassiceps. Durante su etapa larvaria parasita a los roedores,

mientras que en su etapa adulta se encuentra en canidos.

Una de las ventajas de este parasito es que ademas de crecer, también se reproduce de
forma asexual por gemacién dentro de las cavidades corporales o subcutaneamente
en roedores, por lo que ha sido utilizado ampliamente como un modelo experimental
que ayuda a estudiar a fondo la biologia de la cisticercosis, asi como la interaccion

huésped-parasito (Maillard et al,, 1998; Willms y Zurabian, 2010).

Ademas este modelo es util para el inmuno-diagndstico en humanos infectados por
Taenia solium, ya que se ha comprobado la similitud antigénica con Taenia crassiceps,
debido a que los sueros de humanos con neurocisticercosis reconocen de forma

positiva los antigenos de Taenia crassiceps (Terrazas et al., 1998).

Inmunomodulacién por Taenia crassiceps

Se ha observado que la infeccion con Taenia crassiceps induce una respuesta tipo Th1
rapida y transitoria durante las dos primeras semanas, que conforme avanza el
tiempo se vuelva mas dificil de detectar; mientras que a partir de la semana cuatro

genera una respuesta tipo Th2 (Terrazas et al., 1998).
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La infeccidn con Taenia crassiceps puede intervenir en la respuesta de su hospedero,
volviéndolo mas resistente o mas susceptible a una infecciéon secundaria, en el caso de
la infecciébn con Trypanosoma cruzi, se ha reportado mayor susceptibilidad

(Rodriguez-Sosa et al., 1999).

Durante la etapa aguda de la infeccién con Taenia crassiceps se recluta una poblacion
de macro6fagos alternativamente activados (MAA), los macro6fagos son células del
sistema inmune innato con gran capacidad pleiotrépica, dentro de sus funciones se
encuentran: fagocitosis, presentacion de antigenos y reparacion de tejidos entre otras.
Se denominan alternativamente activados ya que se inducen por citocinas distintas a

las que inducen a los macréfagos de manera clasica, como la IL-4 y la [L-13.

Los macrofagos clasicamente activados (MCA) son inducidos por citocinas pro
inflamatorias como IFN y, TNF a, asi como por moléculas microbianas como
lipopolisacaridos (LPS), se caracterizan por su capacidad de producir 6xido nitrico

(ON) a partir de la L-arginina.

Los MCA que se reclutan en la cavidad peritoneal durante la infeccién con T.
crassiceps, sufren alteraciones en el transcurso de la infeccidn, ya que durante la etapa
aguda producen niveles elevados de IL-12 y ON, y escasa IL-6 y prostaglandina
E2(PGE2), y tienen la capacidad de inducir mayor proliferacion de células T CD4+;
mientras que durante la etapa crénica de infeccion modifican su perfil al de MAA,
produciendo un patrén distinto de citocinas y quimiocinas, como un aumento en la
expresion de MHCII,CD40,CD86,CD32 y CCR5, ademas de una baja produccién de IL-
12 tanto en respuestas a LPS y en co-cultivos con células T CD4+ mas antigeno

(Rodriguez-Sosa et al.,, 2002).

Estos MAA juegan un papel importante en la inmuno-modulacién por parte de Taenia
crassiceps, ya que se ha reportado la presencia de esta poblacién celular en cepas
susceptibles a la infeccién, mientras que en cepas resistentes el perfil cambia a los

MCA (Reyes et al., 2009).
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Los MAA secretan niveles bajos de citocinas pro-inflamatorias y niveles elevados de
IL-10 y TGF-B, también expresan la enzima Arg-1, la cual compite con mayor afinidad
que iNOS por el sustrato en comun L-arginina y produce urea, poliamidas y L-ornitina.
También expresan Ym-1, RELMq, Ligando 1 de muerte programada (PD-L1), PD-L2 y
juegan un papel en diferentes aspectos de las inmuno-respuestas tales como la
diferenciacion de linfocitos Th2, el reclutamiento de IL-4, e induccién primaria de

bajas respuestas proliferativas de células T.

Ademas se ha reportado otro grupo de marcadores moleculares elevados en la
poblacién de MAA provenientes de ratones infectados con Taenia crassiceps como
MMR, mMGL1, y mMGL2, Argl, Fizz1, Ym1 y TREM-2, lo cual confirma que estos M®’

se encuentran alternativamente activados (Raes et al., 2005).

Estos M®’s tienen capacidad supresora ya que inhiben la respuesta proliferativa de
las células T CD4+, al parecer este efecto es contacto dependiente y es causado

principalmente por la interaccién PD-1/PD-L’s (Terrazas et al., 2005).

Todos estos cambios que se producen durante la infeccién con Taenia crassiceps asi
como con otros parasitos helmintos, son considerados como mecanismos para
sobrevivir dentro de su hospedero, sin embargo, esta modulacion del sistema inmune

tiene efectos protectores contra ciertas patologias inflamatorias y autoinmunes.

En el caso de Taenia crassiceps, se ha reportado que la infeccién crénica de este
organismo modifica la incidencia y el desarrollo de la diabetes autoinmune inducida
con MLDS (multiples dosis bajas de streptozotocina), mostrando bajos niveles de
glucosa en sangre, y un aumento de la poblacién de MAA, asi como niveles elevados de
IL-4 y niveles disminuidos de TNF-q, y finalmente un menor dafio en las células del

islote pancratico (Espinoza-Jiménez et al., 2010).

Datos similares se observaron en la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE),
donde se encontr6 que la inmuno-modulacién inducida por Taenia crassiceps
disminuye la severidad de la EAE mediante la reduccion de la activacion de las células

T, su proliferacidon y migracion al sistema nervioso central (Reyes et al., 2011).
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Mientras que recientemente se observé que la infecciéon con Taenia crassiceps modula
el desarrollo de la colitis ulcerativa experimental, observandose una disminucién de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-17, y un aumento de citocinas anti-
inflamatorias como IL-4 e IL-10, ademas de observarse un menor infiltrado celular en
la submucosa y lamina propia del colon, conservandose la estructura normal (Callejas,

2013).

Regulacion por antigenos excretados/secretados de Taenia

crassiceps

Se ha reportado que las infecciones con parasitos helmintos polarizan la respuesta
inmune hacia un perfil tipo Th2 (anti-inflamatorio), como parte de ciertos
mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedero; el perfil Th2 se caracteriza
por la produccién de altos niveles de citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 e
IL-13 asi como el reclutamiento de diversas poblaciones celulares (MAA, MDSC, CDi,

Treg’s).

Esta infeccion conlleva la produccién de antigenos excretados/secretados por parte
del parasito, los cuales intervienen en la regulaciéon de la respuesta inmune para
propiciar la permanencia del parasito dentro del hospedero (Gémez-Garcia et al.,

2006, Hewitson et al., 2009).

Para determinar el efecto que tienen estos antigenos sobre las poblaciones celulares
del sistema inmune, se han realizado estudios in vitro, tanto de este parasito helminto

como de otros.

Respecto a Taenia crassiceps se ha reportado el reclutamiento de células mieloides
supresoras (MDSC) después de la inoculacion via i.p del TcES (18 h post-inoculacién),
con capacidad de inhibir la proliferacidon de células T activadas (Gomez- Garcia et al,

2005).
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También se ha observado que células dendriticas expuestas a TcES mostraron
respuestas deficientes a diversos agonistas de los TLRS (LPS, CPG y Ag de Toxoplasma
gondii), conocidos por inducir citocinas pro-inflamatorias en estas células. Este efecto

es dependiente de carbohidratos presentes en el TcES (Terrazas et al., 2010).

Por otro lado, la estimulacion con el TcES de este cestodo modula la activacién y
maduracioén de las células dendriticas humanas, induciendo un fenotipo tolerogénico,
ademas, estos antigenos son capaces de alterar la respuesta pro-inflamatoria de estas
células ante estimulos con LPS, modulando su maduracién y con ello la secrecién de

citocinas inflamatorias (Terrazas et al., 2011).

Es decir, que estos antigenos tienen importantes efectos inmuno-reguladores sobre el
organismo hospedero y especificamente sobre ciertas poblaciones celulares del

sistema inmune.

Diversos estudios sugieren que la principal actividad inductora del perfil Th2 por la
inoculacién de antigenos depende de la estructura intacta de los carbohidratos en el
antigeno (Okano et al., 1999). Por lo cual se sugiere que estas glicoproteinas inmuno-
reguladoras son de gran importancia para la induccién de un perfil tipo Th2 durante
la infeccion con helmintos. Esta idea ha sido comprobada usando diferentes tipos de
antigenos helminticos, tales como Brugia, Echinococcus, Ascaris, Caenorhabditis,

Hymenolepis y Taenia crassiceps (Thomas y Harn, 2004).

En el caso de Taenia crassiceps se ha demostrado que las glicoproteinas presentes en
el TcES juegan un papel critico en la inmuno-modulacién por parte de este parasito, ya
que al modificar su estructura pierden la capacidad de reclutar MDSCs y de modular la

maduracion de las CD (Terrazas et al., 2010).
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HIPOTESIS

La administracion de antigenos excretados/secretados de Taenia crassiceps modulara
el desarrollo de la colitis experimental inducida por DSS (dextran sulfato de sodio) al
inducir una respuesta anti-inflamatoria, disminuyendo de manera significativa la

severidad de la enfermedad.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si la administracion de antigenos excretados/secretados de Taenia
crassiceps (TcES) disminuye el desarrollo o la severidad de la colitis experimental

inducida con dextran sulfato de sodio (DSS).

Objetivos particulares

e Inducir la colitis experimental a través del compuesto quimico Dextran Sulfato
de Sodio (DSS).

e Evaluar el desarrollo de la colitis experimental en presencia y ausencia del
antigeno excretado/secretado de Taenia crassiceps (Tc ES).

e Determinar el perfil de citocinas presentes durante el desarrollo la colitis
experimental, tanto en el grupo tratado con Tc ES como en el grupo que recibe
DSS tnicamente.

e Valorar y comparar el dafo histopatolégico en los diferentes grupos
experimentales.

e Determinar la presencia de macroéfagos alternativamente activados (MAA) a
nivel sistémico y en muestras de colon por RT-PCR.
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico de Referencia

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de 8 a 9 semanas de edad, los cuales
se dividieron en cuatro grupos experimentales: Control, DSS (administracién con DSS
al 4%), DSS+TcES (administracion con DSS al 4% e inoculacién del TcES (200ug)) y
TcES (inoculacién con el TcES (200ug)).

Induccion de la colitis experimental

Para la induccion de la colitis experimental se utilizé el compuesto quimico Dextran
Sulfato de Sodio (DSS) previamente reportado (P.M. 35000-50000 kD, MP
Biomedicals), el cual se colocé al 4% en los bebederos con agua estéril para beber

durante un periodo de 10 dias, administrado via oral.

Obtencion y administracion del antigeno TcES

Se obtuvieron en condiciones estériles metacestodos de la cavidad peritoneal de
ratones con 8 semanas de infeccion, los cuales se lavaron con solucion salina estéril.
Posteriormente se incubaron por 24 h en solucion salina y se recuperd el
sobrenadante con las excreciones y secreciones de los parasitos. Posteriormente se
filtré en tubos de corte Merck Millipore de 50 kDa, se le agreg6 inhibidor de proteasas
y se pasoé a través de un filtro de 0,22 micras. Para cuantificar la cantidad de proteina

se utiliz6 el método Bradford.

Los ratones del grupo DSS+TcES y TcES fueron inyectados via i.p. con 200 pg de TcES

diariamente durante el periodo de induccién de la colitis experimental.

Evaluaciéon del modelo de colitis experimental

Para determinar la severidad de la colitis experimental, diariamente se registro el
peso por raton de cada grupo, y se realizo el indice de actividad de la enfermedad
(IAE) para lo cual se utilizaron los siguientes criterios: pérdida de peso, consistencia

de las heces/diarrea y sangrado rectal (siendo 12 el valor maximo del IAE), ademas se
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les extrajo el colon, registrando su longitud asi como la longitud del ciego intestinal,

finalmente se realizaron cortes histologicos de la porcion distal del colon.

Analisis histologico

Transcurrido el periodo de induccion de la colitis experimental, se sacrificaron los
ratones de cada grupo y se les extrajo el colon y el ciego intestinal, los cuales se
midieron longitudinalmente. Posterior a esto, fueron lavados con solucién salina
estéril (PISA) y se cortaron porciones distales del colon de aproximadamente 1 cm,,
las cuales se fijaron en paraformaldehido y se mantuvieron a 4°C durante 24 h. Una
vez transcurrido el tiempo, los tejidos se incluyeron en parafina y se realizaron cortes
histolégicos de 5um de grosor, las cuales se montaron en laminillas, para que el tejido

se extendiera, se utilizo Ruyter.

Para quitar el exceso de parafina, las laminillas se incubaron a 60°C durante 24 h, lo

cual ayud6 a una mejor adherencia del tejido.

Se realiz6 la tincion Hematoxilina-Eosina (H&E), con la cual se determind la
arquitectura del colon, observandose el infiltrado celular, el grosor de la lamina

propia, la estructura de las criptas, las vellosidades y microvellosidades.

También se hizo la tincion Tricromica de Masson (Sigma) la cual distingue los
depésitos de colagena como un producto de reaccién azul y la tincién Alcian Blue para

observar las células caliciformes.

Las laminillas se montaron con Entellan (Baker) y se observaron en el microscopio
optico (Zeiss), se utilizo el programa Axio Vision Rel 4.6n (Zeiss) y las fotos se

tomaron con camara Axiocam ICc3 (Zeiss).

Cuantificacion de citocinas en suero

Para la obtencion del suero, los ratones fueron sangrados al finalizar la administracion
del DSS, las muestras se centrifugaron a 6500 rpm durante 10 minutos, el suero
obtenido se mantuvo en congelacion a -70°C hasta su posterior uso. Para la
cuantificacion de citocinas en suero (TNF-a, IL-1f eIL-4) se aplic6é el método de ELISA

sandwich.
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Citometria de flujo de células de exudado peritoneal

Se aislaron células de la cavidad peritoneal para determinar la presencia de MAA, las
cuales se incubaron durante 10 minutos a 4 °C para bloquear los receptores FC,
posteriormente se marcaron con anti-F4/80 (APC), anti-PDL-2 (PE) y anti-MMR
(FITC) y se incubaron durante 20 minutos a 4°C. Ademdas se marcaron células de
exudado peritoneal con CD11b y Grl para observar la presencia de células mieloides
supresoras las cuales pueden dar origen a la formacién de MAA. Estas poblaciones de

células se analizaron utilizando el citémetro de flujo FACS Calibur.

Analisis moleculares

Se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR de la porcion distal del colon después de los 10
dias de administracion del DSS, para lo cual se cortaron porciones de aprox. 1 cm. y se
maceraron en 1 ml de trizol (Invitrogen). El RNA total se obtuvo con el método de
Fenol-cloroformo y se cuantificd en un espectrofotometro utilizando una dilucién
1:1000. Posteriormente se obtuvo el cDNA utilizando 5mg de RNA total y el kit II
superstrand synthesis (Invitrogen), una vez obtenido el cDNA se cuantific6 con una
diluciéon 1:100 y se realizaron los ensayos de PCR para la identificacion de los
siguientes genes: citocinas: TNF-a, e IL-10, marcadores de activacion alternativa:Arg-
1, Ym-1 y Fizz-1. Se utiliz6 un termociclador Corbett Research y las siguientes

concentraciones:

Mezcla de Reaccion

Buffer 10x 2.5ul
MgCl 20x 1.25ul
dNTP mix 10mM 1ul
Primer F 50pM *ul
Primer R 50pM *ul

Taq Polimerasa 5U/ul 0.3ul
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*Los pl de Primer variaron segtin el marcador

A cada mezcla se le agreg6 la cantidad de cDNA segin los datos obtenidos en la cuantificacion, y se

llevaron a un volumen final de 25 pl con agua molecular.

Electroforesis

Para observar los productos de los ensayos de RT-PCR se llevaron a cabo
electroforesis en gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X y Midori Green en una
camara molde. Una vez que gelifico, se agregd 1ul de amortiguador de carga juice
(Invitrogen) por cada 5 pl de DNA y se colocaron 10 pl de la dilucién a partir del
segundo pozo, ya que al primero se le agregaron 8 pl de marcador de peso molecular
100pb (Invitrogen). Las muestras se corrieron durante a 20 minutos a 100 volts,
finalmente se observaron en un trans-iluminador con luz UV y las imagenes se

capturaron con el programa BioSens SC 645.

Citometria de flujo de células de lamina propia (monocitos y neutrofilos)

Para aislar las células de la lamina propia se obtuvo una porcién distal del colon de los
diferentes grupos experimentales la cual se lavé con solucidén salina, posteriormente
se abri6 longitudinalmente y se lavaron con DMEM, se cortaron en pequeiias
porciones y se incubaron durante 30 minutos a 37°C en agitacién a 50 g. con HBSS,
con 2% de SFB y 2mM de EDTA, para eliminar las células epiteliales y el moco. Lo
siguiente fue disgregar el tejido, para lo cual se incub6 durante 2 horas a 37°C en
agitacion a 250 rpm con medio DMEM que contenia 2mg/ml de colagenasa (Sigma) y
40ug/ml de DNase (Invitogen). Transcurridas las dos horas, la suspension se lavé con
DMEM con 10% de SFB y se filtr6 en coladores de 100 y 40 micras respectivamente.
Posteriormente se centrifugd durante 10 minutos y las células precipitadas se

separaron mediante un gradiente de Percoll.

Las células obtenidas se marcaron con CCR-2(FITC) y Ly6C (PERcP) para determinar
la presencia de monocitos y con CD11b (APC) y Ly6G (Cy7) para marcar a los

neutrofilos.
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Analisis Estadistico

Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA seguido de la prueba de Tukey
para determinar las diferencias significativas entre los grupos experimentales. Se us6

el programa GraphPad Prisma 6.
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RESULTADOS

Pérdida de peso (%)

Se registro el peso de cada grupo experimental diariamente durante el periodo de
induccidon de la colitis experimental (8-9 dias), determinando asi el porcentaje de
pérdida o ganancia de peso. Se observd que a partir del tercer y cuarto dia de la
administracion del DSS, el grupo DSS comenz6 a bajar de peso de manera significativa,
mientras que el grupo de animales que recibié6 DSS mas el tratamiento diario con
+TcES no present6 una pérdida de peso considerable. Los resultados mostrados

corresponden a cuatro experimentos independientes (Fig.3).

1209
=&~ Control
110+ === DSS
i’\i 100 =#= DSS+TcE/S
8 == TcCE/S
(0] 90+
a
80+
70 L] L] | | | |
0 2 4 6 8 10
Dias

Figura 3.Pérdida de peso. Los ratones de los diferentes grupos experimentales se pesaron
diariamente durante la induccién de la colitis experimental (8-9 dias). El grupo DSS+TcES no mostré
pérdida de peso, mientras que el grupo de DSS mostré una pérdida de peso significativa comparado con
el grupo control. Analisis estadistico por ANOVA y prueba Tukey para determinar las diferencias
significativas entre los grupos experimentales. * < P 0.05
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indice de actividad de la enfermedad (IAE)
El indice de actividad de la enfermedad se determiné mediante la puntuaciéon de
ciertos parametros caracteristicos de la enfermedad en humanos (Cooper et al., 1993).

Los parametros fueron los siguientes:

-Pérdida de peso: (0 puntos =0 % de pérdida de peso, 1 punto =1 a 5% de pérdida de
peso, 2 puntos =5 a 10 % de pérdida de peso, 3 puntos = 10 a 15% de pérdida de peso
y 4 puntos =mas del 15% de pérdida de peso).

-Consistencia de las heces/diarrea: (0 puntos =consistencia normal, 2 puntos = heces

sueltas, 4 puntos = diarrea acuosa).
-Sangrado:(0 puntos = sin sangrado, 2 = sangrado leve y 4 puntos = sangrado severo).

La suma de estos parametros nos indica el Indice de Actividad de la Enfermedad,
siendo 12 la puntuacién maxima, lo cual nos indica una colitis severa (Philip et al.,

2009). El grupo DSS comenzo6 a presentar un mayor [AE a partir del sexto dia (Fig.4).

Indice de Actividad de la Enfermedad

CONTROL

DSS

DSS+TcE/S
TcE/S

Ftoee

IAE

Figura 4. indice de Actividad de la Enfermedad (IAE). Se determiné el indice de actividad de la
enfermedad mediante los siguientes parametros: pérdida de peso, consistencia de las heces y sangrado
rectal, evaluando diariamente los grupos experimentales. Se observo que el grupo DSS presenté un
mayor indice de enfermedad comparado con el grupo DSS+TcES, por lo que la presencia del TcES
promueve el mantenimiento de estos parametros dentro de un rango normal durante la colitis
experimental. * < P 0.05, n=4
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Longitud de colon

Un aspecto importante para evaluar el dafio provocado por la colitis experimental es
la alteracion de la longitud del colon; en este caso se observo que al término del
periodo de administracién del DSS los colon extraidos sufrieron cambios en cuanto
apariencia y tamafio, ya que el grupo DSS mostré una reduccién significativa en el
tamafio del colon comparado con el grupo DSS+TcES, ademds se observaron

diferencias entre el grupo DSS respecto al grupo Control y al grupo TcES (Fig. 5).

B)
A)

Longitud de colon (cm)

Figura 5. Longitud de colon. A) Comparacidn de los diferentes grupos experimentales, se observa una
diferencia significativa entre el grupo Control y el grupo DSS, asi como entre el grupo DSS y el grupo
DSS/TcES. * < P 0.05 B) Imagen representativa del colon de los diferentes grupos experimentales:
a)Control, b)DSS, c)DSS+TcES y d)TcES.
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Analisis histologico (H&E y Alcian Blue)

Para determinar el dafio producido a nivel histolégico asi como el infiltrado celular, se
realizaron cortes de la parte distal del colon y se tifieron con H&E. El grupo control, asi
como el grupo TcES mostraron un colon aparentemente sano, sin alteraciéon en la
estructura, sin embargo el grupo con colitis experimental (DSS) presenté una
alteracion de la estructura del colon, perdiéndose la barrera que protege de la entrada
de la microbiota al colon, ademas se muestra un infiltrado celular de caracter
inflamatorio, ya que se observd un engrosamiento de la submucosa y lamina propia.
Respecto al grupo DSS+TcES, no se observo pérdida de la estructura del colon, ya que

se distinguen las estructuras con facilidad (Fig.6 A)

En relacién a la tincion Alcian Blue, la cual se realizé para determinar la presencia de
las células caliciformes, observamos una disminucion de estas células en el grupo DSS,
mientras que el grupo DSS+TcES no presenta alteracion alguna, comparado con el

grupo Control (Fig.6 By C).
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Figura 6. Histologia del tejido de colon. A. Tincién con H&E a 10X y 20X, donde se muestra la
inflamacion del colon del grupo DSS, mientras que el grupo DSS+TcES conserva una estructura
aparentemente sana. B. Células caliciformes tefiidas con Alcian Blue a 20X, donde se observa una
disminucidn de estas células en el grupo DSS. C. Células caliciformes cuantificadas en cinco campos.
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Niveles de citocinas en suero

Debido a que se observ6 un dafio en el colon a nivel histologico en el grupo DSS,
decidimos medir TNF-a e IL-1f, la primera a nivel sistémico y la segunda en el tejido
(colon), ambas citocinas pro-inflamatorias, de las cuales se han reportado niveles
elevados en biopsias intestinales de pacientes con colitis ulcerativa, asi como en
modelos de colitis experimental (Strober y Fuss 2011; Kwon, et al, 2005). Como se
puede observar en la figura 7A y 7B, en el grupo que recibié s6lo DSS hubo un
aumento significativo en la produccion de estas citocinas, sin embargo, el tratamiento

con TcES disminuy6 la produccion de estas citocinas pro-inflamatorias.

Ademas de estas citocinas pro-inflamatorias, también decidimos medir la produccién
de IL-4, una citocina anti-inflamatoria, la cual es importante en nuestro modelo, ya
que se ha observado expresada en la infeccion con Taenia crassiceps y en este caso se
trata del TcES, que proviene de este parasito. Se observé que el TcES indujo la
produccién de IL-4, ya que se encontr6 mas elevada en el suero de los animales

tratados con DSS mas TcES respecto a los otros grupos (Fig.7C).
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Figura 7. Niveles de citocinas en suero (TNF-a e IL-4) y en colon (IL-1f). El grupo DSS muestra un
incremento de las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1f), mientras que en presencia del TcES
estos niveles disminuyen y aumenta la citocina anti-inflamatoria IL-4. * < P 0.05

Citometria de flujo de células de exudado peritoneal

La infeccion con Taenia crassiceps induce la produccion de IL-4 asi como de IL-13,
estas citocinas son importantes para la induccion de MAA. Los macro6fagos
alternativamente activados cuentan con un fenotipo de tipo Th2, que se caracteriza
por tener efectos anti-inflamatorios y supresores (capacidad de suprimir la
proliferacion de linfocitos T por la presencia de PDL’s), ademas se han relacionado

con la reparacion de tejidos (Correa y Lopez, 2007).

Por lo tanto, al observar que el TcES, aumentaba la produccién de IL-4 a nivel
sistémico, decidimos determinar si era capaz de generar una poblacion de MAA, para
esto realizamos la Citometria de flujo de células de exudado peritoneal, midiendo la
poblacion de MAA mediante la expresién de sus marcadores (F4/80+, PDL-2+,
MMR+). Observamos que el grupo DSS, respecto al grupo Control no mostré diferencia
significativa, sélo cierta tendencia a disminuir esta poblacién celular, sin embargo, en
el grupo DSS+TcES se encontré un aumento en el porcentaje de los MAA. Ademas

observamos que la inyeccién de TcES recluté un porcentaje mayor de células
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mieloides supresoras (CD11b+, Gr1+) las cuales pueden dar origen a la formacién de

MAA (Fig.8 A-C).
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Figura 8. Citometria de flujo de células de exudado peritoneal. Se determiné la presencia de MAA
mediante sus marcadores (F4/80+, PDL2+ y MMR+), asi como la presencia de Células mieloides

(CD11b, Gr1).
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Presencia de MAA por RT-PCR

Al observar la presencia de MAA en cavidad peritoneal, decidimos determinar la
expresion de ciertos genes asociados a esta poblacion de células en el tejido del colon,
que es donde se lleva a cabo el daio tisular producido por el DSS. Para esto realizamos
la técnica de RT-PCR en el colon de los diferentes grupos experimentales, usando la
porcion distal del colon previamente lavado, el cual posteriormente se trat6 con
Trisure para extraer el RNA y constituir el cDNA. Se determind la presencia de Arg-1y
Ym-1, marcadores especificos de MAA (Fig. 9 B y C), asi como TNFa e IL-10 (Fig. 9 Dy
E). Se observd la expresién de Arg-1 y Ym-1 en el grupo DSS+TcES, asi como la
expresion de IL-10; mientras que el grupo DSS se observé una mayor expresion de

TNF-q, a diferencia del grupo DSS+TcES (Fig. 9 A).
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Figura 9. Presencia de MAA por RT-PCR. Se determind la presencia de dos marcadores especificos de

MAA (Arg-1y Ym-1). * < P0.05

Presencia de monocitos y neutroéfilos en intestino por Citometria de flujo

Con base a que se observé un aumento de la presencia de MAA a nivel del peritoneo
en el grupo DSS+TcES, asi como la expresion de genes de esta poblacion en el intestino
(colon), decidimos medir también en el intestino, poblaciones de precursores de

macrofagos, como son los monocitos, mediante Citometria de flujo.

Encontramos un aumento en el porcentaje de la poblaciéon de monocitos inflamatorios
en el grupo DSS, comparado con el grupo Control, mientras que en el grupo DSS+TcES

disminuyo este porcentaje (Fig. 10 A)

Otra poblacion de células importantes durante el proceso inflamatorio son los
neutrofilos, los cudles son una fuente importante de TNF-a. Como habiamos visto en la
grafica de produccion de citocinas en suero, esta citocina se ve elevada en el grupo
DSS y disminuida en el grupo DSS+TcES, asi que los neutroéfilos podrian ser una de las

fuentes importantes de TNF-a. Por lo tanto decidimos evaluar esta poblacién en el
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intestino y efectivamente encontramos que se ven aumentados en el grupo DSS,

mientras que en presencia del TcES disminuyen (Fig. 10 B).

A)
Control BALBC D55 Balbc
10 4 10°
< 45 3.3% )
< 40 ;
= B
w w
& 4t B
5 g
10° W< /
9.6% 0.12%
102 T T T T
0 10t 10t 1% 10f
Ly5C PERCP-A Ly6C PERCP-A
B)
Control BALBC D55 Balbc
£ 5
10 106 +
i 103% 36.6%
< - L -
S 10 & 10
4] 4]
9]
g g
g 10 4 o 10* o
= 5
10° 4 10° 4
102 T T ™ g 1{!2 a1 T T T
1 100 10t 1w0® 10b 0 w0 w0t o1 1

CD11b APC-A

CD11b APC-A

CCR2 FITC-A

LYEG APC Cy7-A

DSS+AG BALBC ANTIGENO BALBC
106 1 !Uﬁ 4
5
10° 4 $10
=
i
& 10t 1
10* 4 g
10 10 4 AN N1%
15.3%
10° . . ; .
10° .
107 1{33 1[1:‘ 1[;5 10 w1 w0t w0
LY6C PERCP-A CIEA
DSS+AG BALEC ANTIGENO BALEC
1 4 R4 10° R4
22.5% 9.6%
=
10° 4 & 10°
g
4 a 10°
10* 4
=
10° 4 10
102 — ; . 10 ; SECEW
107 100 10t 1w0f 10 100 100 10t 100 10

CD11b APC-A

CD11b APC-A

Figura 10. Presencia de monocitos (A) y neutréfilos B) en la l1dmina propia. Se aislaron células de la

lamina propia, las cuales se marcaron con Ly6C (PercP) y CCR-2 (Fitc) para determinar la presencia de

monocitos y con Ly6G (Cy7) y CD11b (APC) para neutrofilos.
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Deposito de colagena

Debido a que encontramos que los MAA aumentaban en presencia del TcES, y estos
macréfagos se encuentran relacionados con procesos de reparacion de tejidos,
decidimos observar si la presencia de estos inducia algun tipo de fibrosis, que en lugar
de beneficiar al tejido, lo dafiara. Para esto se realiz6 la tinciéon con Tricrémica de
Masson para observar las fibras de colagena del tejido muscular, las cuales se tifien de
color azul, se observé que no existen depoésitos de coldgena fuera de lo normal, en los

grupos DSS+TcES y TcES, comparados con el grupo Control (Fig. 11).

Figura 11. Depésito de colagena (Tricrémica de Masson). El grupo DSS+TcES no muestra depdsitos de

colagena, lo que indica que el TcES no induce ningtn tipo de fibrosis.
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DISCUSION

Las infecciones por parasitos helmintos inducen una respuesta inmune tipo THZ, la
cual se caracteriza por la producciéon de interleucinas como IL-4, IL-5, IL-13,
inmunoglobulinas de tipo IgGl e IgE, asi como una eosinofilia y basofilia muy
marcadas y la presencia elevada de mastocitos (Maizels et al., 2004, Anthony et al.,

2007).

Esta respuesta es utilizada por el parasito como un mecanismo de evasidn del sistema
inmune del hospedero para lograr su supervivencia, sin embargo, estos mecanismos
son tan fuertes que no sélo permiten el crecimiento y permanencia de estos parasitos
de manera exitosa, sino que también impiden el desarrollo de enfermedades

autoinmunes y alérgicas (Reyes et al., 2011; Yazdanbakhsh et al., 2001).

Existen reportes sobre el aumento en la incidencia de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias tales como diabetes tipo I, esclerosis multiple, enfermedades celiacas,
asma, rinitis alérgica y EII en paises en desarrollo (Weinstock et al., 2005). Lo cual,
segln la hipétesis de la higiene, puede deberse a una menor exposicién a agentes
patégenos durante la infancia, ya que en estos paises existen mejores condiciones de
higiene y saneamiento, asi como mejores medidas por parte del sector de salud y por

lo tanto menos infecciones y parasitosis.

La colitis ulcerativa es una enfermedad inflamatoria intestinal multifactorial que

afecta el revestimiento interno del colon y el recto (Monstand et al., 2014).

Se ha reportado que las infecciones con helmintos protegen o disminuyen los efectos
de algunas enfermedades caracterizadas por respuestas tipo Th1 (produccién de IL-
12, IFN gamma y TNF alpha), y algunos datos sugieren que la infecciéon con algunos
parasitos helmintos como Trichinella spiralis, Trichuris suis, Hymenolepis diminuta,
Schistosoma mansoni, Heligmosomoides polygyrus 'y Trichurismuris disminuyen la
patologia de la colitis murina experimental (Khan et al., 2002; Summers et al., 2005 ;

Melon et al,, 2009; Reardon et al., 2001; Smith et al., 2007; Hanget al.,2010). En el caso
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de S. mansoni y de H. diminuta reportes previos sugieren que las células responsables
de este fendmeno es una poblacién de macro6fagos alternativamente activados (Smith

etal, 2007; Hunter et al., 2010).

Otro reporte reciente sugiere que la infecciéon con Taenia crassiceps inhibe el
desarrollo de la colitis experimental en ratones, ya que disminuye la produccién de
citocinas pro-inflamatorias y promueve el aumento de citocinas anti-inflamatorias,
ademas de que reduce el dafio a nivel histolégico y la induccién de MAA en el colon

(Callejas, 2013, Ledesma-Soto, Y., et al 2015).

Debido a que varios parasitos helmintos liberan antigenos en su huésped y que éstas
moléculas pueden tener efectos moduladores in vitro e in vivo, en el presente trabajo
se plante6é determinar el efecto modulador del TcES sobre el desarrollo de la colitis
experimental inducida con DSS, ya que probablemente los efectos inmuno-
reguladores que se observan en la infeccion pueden ser mimetizados por los

productos que excreta y/o secreta el parasito.

Existen diferentes modelos experimentales para inducir el desarrollo de la colitis
experimental, sin embargo, el mas utilizado es el que emplea Dextran Sulfato de Sodio
(DSS), un polisacarido sulfatado sintetizado compuesto de dextran y unidades de

anhidroglucosa sulfatada. (Chassaing et al., 2014)

Este modelo experimental esta basado en el dafio causado a la mucosa intestinal a
través del compuesto quimico DSS, ya que es claramente téxico para las células
epiteliales del colon (Perse y Cerar, 2012). Por lo que la integridad de la barrera de la
mucosa se ve afectada (Wirtz y Neurath, 2007). Esto provoca un desequilibrio en la
homeostasis intestinal, la entrada de ciertos antigenos y la exposicion a la microbiota

y por lo tanto una respuesta inflamatoria exacerbada.

La colitis experimental inducida con DSS muestra un cuadro clinico similar a la colitis
ulcerativa en humanos, ya que se presentan signos como la diarrea, el sangrado rectal
y la pérdida de peso, asi como una reduccién en la movilidad como resultado de la

diarrea y la anemia (Okayasu et al., 1990, Chassaing, 2014). En este trabajo se logr6
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montar este modelo de colitis experimental inducido con DSS, ya que observamos los
signos clinicos ya mencionados, los cuales corresponden al IAE realizado por Alex en

20009.

A nivel histoldgico, al igual que reporto6 Perse y Cerar en 2012 (referencia), se observd
pérdida de la estructura del colon, causada por el dafio a la barrera epitelial, asi como
un engrosamiento de la ldmina propia y deformacidn de las criptas, lo cual se asoci6 a

un intenso infiltrado celular.

Este dafio producido por el DSS conlleva dafio a la mucosa intestinal la cual es una
barrera que protege al organismo del ambiente luminal, ya que en este no sélo se
encuentran nutrientes sino que también existen agentes patdgenos para el organismo.
Esta barrera contribuye al mantenimiento de la homeostasis intestinal (Zangh, et al.,

2015).

Dentro de las células que conforman esta barrera se encuentran las células
caliciformes, las cuales se encargan de secretar mucina, uno de los principales
componentes estructurales de la capa de moco, la cual contribuye a la proteccién de la
mucosa intestinal, ya que contiene abundantes carbohidratos que enlazan a las
bacterias, previniendo una colonizacion en el epitelio. Ademas de ser una de las
primeras lineas de defensas que protege al organismo de una gran variedad de

patégenos (Dharmani, et al, 2009).

Por lo tanto estas células son relevantes en el mantenimiento de la homeostasis
intestinal, ya que si las células caliciformes son dafiadas o se encuentran disminuidas,
se perderia parte de esta barrera intestinal permitiendo la entrada de agentes

patégenos al organismo y generando un desequilibrio en la respuesta inmune.

En nuestro modelo de colitis inducida con DSS, al realizar la tincién con Alcian Blue la
cual tifie tejidos que contienen grupos anionicos tales como mucinas con acido y otros
carbohidratos acidos, observamos una disminucién de las células caliciformes en el
grupo de DSS, comparado con el grupo Control, lo cual sugiere que durante la colitis

experimental, la ausencia de estas células productoras de mucina contribuye al
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deterioro del colon generando un mayor dafio tisular. Sin embargo, al tratar a los
animales con DSS+TcES, observamos que la presencia de mucina secretada por las
células caliciformes se mantuvo practicamente a niveles normales lo que sugiere que
el TcES induce la produccion de mucina por parte de estas células para mantener esa

barrera de proteccién frente a posibles dafios.

Como se mencioné anteriormente el modelo de la colitis experimental mostr6 ademas
de la disrupcidén de la mucosa, un engrosamiento de la lamina propia y deformacion de
las criptas, esto se debe a la inflamacién causada por el infiltrado celular hacia el tejido

dafiado (Qin, 2012).

Estas diferencias a nivel histolégico posiblemente se encuentran asociadas con algin
mediador inflamatorio, asi que decidimos medir dos citocinas en suero que son
importantes para determinar las diferencias presentes en los diferentes grupos, la
primera fue TNF-a ya que existen reportes que confirman la presencia de esta citocina
en niveles elevados en biopsias intestinales de pacientes con colitis ulcerativa, asi
como en modelos de colitis experimental (Strober y Fuss 2011). La segunda citocina
que medimos fue IL-4, ya que al tratarse de una citocina anti-inflamatoria podriamos
determinar el contraste respecto a TNF-a. Ademas, esta citocina al encontrarse
elevada durante la infeccion con Taenia crassiceps es importante para determinar si la
presencia del antigeno de este parasito también la aumenta. Ademas la citocina IL-4 es
un factor que promueve la activacion alternativa de los macréfagos (Van Dyken y

Locksley, 2013).

Al analizar los resultados encontramos que en el grupo DSS hubo un aumento de TNF-
a respecto al grupo Control, tal como lo reportaron Strober y Fuss en el 2011, este
aumento se correlaciona al dafio histopatoldgico causado durante la colitis ulcerativa
(Akazawa, 2002). En contraste en el grupo DSS+TcES no existi6 un aumento
significativo de esta citocina, lo que sugiere que la presencia del TcES inhibe la
producciéon de citocinas pro-inflamatorias, evitando una inflamacién exacerbada; en

cuanto a los niveles en la produccion de IL-4, encontramos niveles elevados de ésta
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citocina en el grupo DSS+TcES respecto al grupo DSS, lo cual indica que el TcES

promueve la produccién de IL-4.

Otra citocina que medimos fue IL-1(, ya que se trata de una citocina pro-inflamatoria
asociada con las EIl, producida principalmente por los macréfagos y otras células
presentadoras de antigenos. Se sabe que la estimulacién con IL-1f promueve las
funciones de activacion y efectoras de las células dendriticas, macréfagos y neutroéfilos
(Dinarello, 1996). Ademas esta citocina es capaz de promover neutrofilia asi como la

migracion de los neutrdfilos al sitio de inflamacién (Dinarello, 2009).

En nuestro modelo experimental se observo un aumento de esta citocina en el tejido
del colon, tal como lo reporto Autschbach y colaboradores en el 2002. Esta citocina se
encuentra presente de forma activa durante las EIl aumentando el grado de afectacion

de la mucosa del colon.

Como se mencion6 anteriormente, el TcES induce la produccién de IL-4 la cual es una
citocina de gran importancia ya que ademds de promover la diferenciacién de
linfocitos hacia un perfil de tipo th2 y la proliferacion y diferenciacién de linfocitos B,
promueven la presencia de MAA (Stein et al 1992). Ademas, Taenia crassiceps y sus
antigenos, al igual que otros parasitos helmintos tienen la capacidad de modular las
respuestas inmunes de sus hospederos, generalmente polarizando hacia una

respuesta tipo Th2 (Pedn, Espinoza-Jiménez, y Terrazas, 2012).

Por lo tanto decidimos determinar la presencia de esta poblacién en muestras de
exudado peritoneal, observando la presencia de MAA de manera elevada en el grupo
DSS+TcES y posiblemente la concentracion elevada de IL-4 sea una de la principales

causas.

Otra poblacién que encontramos aumentada en comparaciéon con el grupo control
fueron las células mieloides supresoras, por lo que el TcES tiene la capacidad de
inducir la presencia de estas células, las cuales a su vez pudieran estar dando origen a
los MAA que como mencionamos anteriormente, se encontraron elevados en el grupo

DSS+TcES.
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Debido a que esto fue a nivel sistémico, y el principal dafio se produce en el tejido del
colon, decidimos determinar si los MAA estaban presentes in situ, midiendo la
expresion de ciertos genes asociados a estos macroéfagos en el colon (Arg-1 y Ym-1)
mediante la técnica de RT-PCR con tejido del colon, ya que se ha reportado la
presencia de esta poblacion celular en la respuesta inmune tipo Th2 (Rodriguez-Sosa,
et al 2002, Kreider. T, et al, 2007, Reyes ]J.L. Terrazas L.I. 2007). El hecho que los
niveles de Arg-1 y Ym-1 se encontraran elevados es un indicio de que el tratamiento
con TcES induce la diferenciacion y reclutamiento de MAA al sitio de dafo
inflamatorio, donde probablemente el papel de éstas células sea el de reparar
rapidamente el tejido y evitar la proliferacion celular dafiina para el colon, estos datos

concuerdan con lo reportado por Melon en el 2009.

Sin embargo, no se sabe si los TcES reclutan a estas células hacia el tejido dafiado o
actia de forma directa sobre los macréfagos que ahi se encuentran (residentes),

modificando su perfil hacia uno de tipo alternativo.

La presencia de estos macro6fagos juega un papel importante en la regulacién de la
respuesta inmune por parte del hospedero, ya que se ha reportado su capacidad de
inhibir la respuesta proliferativa de las células TCD4+, este efecto es contacto
dependiente y es causado principalmente por la interaccion PD-1/PD-L’s (Terrazas et
al., 2005). Por lo tanto estos MAA al tener una capacidad supresora, influyen de
manera significativa en la regulacion de sucesos inmunoldgicos pro-inflamatorios,
suprimiendo estas respuestas. Estos macrofagos ademas de tener capacidad
supresora, estan relacionadas en el proceso de reparacién de tejidos y cicatrizacion

(Rodero y Khosrotehrani, 2010).

Otros marcadores que decidimos medir en el colon fueron TNF-a e IL-10, la primera
ya que estaba aumentada en el suero del grupo DSS, por tratarse de una citocina pro-
inflamatoria; y la segunda por tratarse de una citocina reguladora importante, que
actua de forma directa sobre la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T.
Ademas se ha reportado en la regulacion inmune de ciertos helmintos, protegiendo a

su vez al huésped (Melon 2009).
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La primera se encontré elevada, como era de esperarse por tratarse de una citocina
pro-inflamatoria, en el grupo de DSS, mientras que en el grupo DSS+TcES se encontr6
disminuida. Con respecto a IL-10, se encontré disminuida en el grupo DSS y elevada
en el grupo DSS+TCcES, al igual que lo report6 Callejas en el 2013, con la infeccidn, sin
embargo al tratarse del mismo parasito, podemos deducir que sus antigenos

excretados/secretados son los responsables de dicha regulaciéon inmune.

Otras poblaciones de importancia para nuestro modelo experimental, son los
monocitos y los neutréfilos, los primeros por tratarse de los precursores de los
macréfagos y los segundos por ser una poblacién importante en los procesos
inflamatorios, como la inflamacién del colon durante la colitis experimental, ademas
de ser una fuente importante de TNF-q, la cual encontramos elevada en los animales

con colitis.

Dentro de los monocitos, existen dos sub-poblaciones, los llamados monocitos
inflamatorios (Ly6C) y los monocitos anti-inflamatorios (Ly6G) (Bain y Mowat 2014).
Se ha reportado que los monocitos inflamatorios se encuentran presentes cuando
existe algin dafio, contribuyendo a la eliminacién de los patégenos que originan dicho
dafio. Sin embargo, no en todos los modelos ocurre lo mismo, ya que en las EII esta
poblacion al estar elevada favorece a un mayor dafio en el tejido, produciendo una

inflamacion exacerbada.

En este trabajo encontramos niveles elevados de monocitos inflamatorios en el grupo
DSS, mientras que en el grupo de DSS+TcES esta poblacién se redujo de manera
significativa, lo cual nos indica que la presencia del Tc ES favorece a la modulacién de

estas células durante la colitis experimental, reduciendo el dafio ocasionado.

Por otro lado, los neutrdéfilos se encontraron aumentados en el grupo DSS (colitis
experimental), comparados con el grupo DSS+TcES, lo cual sugiere que el TcES

inhibe el reclutamiento de esta poblacién.

Por ultimo decidimos medir los depdsitos de colagena presentes en el colon, ya que se

ha reportado que los MAA se encuentran relacionados con procesos de reparacion de
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tejidos, y al encontrarse elevados en el grupo DSS+TcES decidimos observar si esta
poblaciéon pudiera estar causando algin tipo de fibrosis en el colon. Para esto
realizamos la tincién Tricrémica de Masson, la cual tifie los depoésitos de colagena, sin
embargo observamos que no existen caracteristicas en el tejido que indiquen fibrosis,
ni exceso de colagena, lo cual nos indica que la inoculacién repetida de TcES no tiene

efectos secundarios como una posible fibrosis.

En conjunto estos datos apoyan la idea que las moléculas liberadas o excretadas por
la fase larvaria de T. crassiceps promueven una proteccién frente al dafio causado por
el DSS, induciendo una poblacién de macréfagos activados de manera alternativas y
disminuyendo a los monocitos inflamatorios los cuales favorecen una inflamacion
exacerbada en el colon. Estos mecanismos de regulacién inmune por TcES, estan
acompafiados con la regulacion de citocinas presentes durante la patogenia, ya que se
presenta un aumento de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e II-10, inhibiendo la
produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-1f3, lo cual contribuye al
proceso de modulacion del desarrollo de la colitis experimental; ademas
comprobamos que TNF-a es un factor importante que promueve el inicio y desarrollo

de la inflamacion en la colitis experimental.

Todas estas observaciones indican el potencial que tiene el TcES como un modulador
sobre la respuesta inmune inflamatoria del huésped, polarizando esta respuesta hacia
un perfil tipo Th2 y su vez evitando una respuesta inmune inflamatoria exacerbada

ayudando a prevenir y a controlar una patologia como la colitis experimental.
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CONCLUSIONES

El tratamiento con TcES disminuye los signos asociados a la colitis experimental.

En presencia del TcES existe un menor infiltrado inflamatorio en el colon, tanto en la

submucosa como en la lamina propia.

La inyeccion continua de TcES promueve el mantenimiento de las células caliciformes

durante la colitis experimental.

El TcES disminuye los niveles de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-f,
mientras que aumenta el de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-10, a nivel

RNA mensajero y proteina.

La exposicion constante a TcES recluta una poblacion de MAA, incrementa el
porcentaje de células mieloides supresoras, y reduce el infiltrado de neutroéfilos y de

monocitos inflamatorios en el colon.
La inoculacion del TcES no genera fibrosis en el colon.

La aplicacién diaria de TcES inhibe el desarrollo de la colitis experimental.
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ANEXOS

Tincion Hematoxilina-Eosina (H&E)

Xilol 10

Alcohol-Xilol 3'

OH 100% 3'

OH 90%?2'

OH 80% 2'

OH70% 1'
Hematoxilina de Harris 10"
Agua corriente-enjuague
Eosina alcohélica 30"
Agua corriente-enjuague
OH70% 1'

OH 80%1"

OH90% 1'

OH 100% 2'

Xilol 5'

Tincion Alcian Blue
Xilol 10°
Alcohol-Xilol 3’

OH 100% 3’
OH90% 2’

OH 80% 2’

OH 70% 2’

Agua corriente 3’
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Alcian blue 30”

Agua corriente (lavar)
Hematoxilina 3’ 30”

Agua corriente (Lavado)
HCL 0.25% 5”

Agua corriente (Lavado)
Agua amoniacal 0.25% 3”
Agua corriente (Lavado)
OH70% 1’

Eosina 30” (sumergir y sacar constantemente)
OH95% 1’

OH 100% 1’

Xilol 5

Montar con Entellan y dejar secar

Extraccion de RNA por la técnica Fenol-Cloroformo
Agregar 200 pl de cloroformo

Agitar en vortex 30"

Dejar reposar durante 5' a temperatura ambiente
Centrifugar a 13500 rpm durante 15’

Recuperar la fase transparente en tubos de 1.5 ml

Agregar 500ul de Isopropanol

Invertir y meter durante 15 'a -20°C

Agitar levemente en vortex
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Centrifugar a 13500 rpm durante 15’
Retirar exceso de Isopropanol
Agregar 1 ml de etanol al75%
Centrifugar a 10000 rpm durante 10
Decantar etanol

Dejar secar durante 5-10’

Hidratar con 25 pl de agua inyectable
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