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Resumen

La “Hipotesis de la Higiene” sugiere que exposicion a los helmintos intestinales
promueven un ambiente inmuno-regulador reduciendo las reacciones inflamatorias
exacerbadas. Aunque hay hallazgos a favor de la terapia con los helmintos para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, factores éticos, psicolégicos y la
posibilidad de que los parasitos invadan otros tejidos, previenen su uso comun como
un tratamiento. La identificacion de proteinas de helmitos purificadas con capacidad
inmunomoduladora representa una estrategia para inducir redes de inmunoregulacion
sin la necesidad de infectar con los parasitos. La calreticulina es una proteina
multifuncional, se ha identificado en diferentes helmintos y en sus productos de
excrecion/secrecion y se ha demostrado, entre otras funciones, un papel en la
inmunomodulacion de la respuesta inmune. La calreticulina de Taenia solium
recombinante (rTsCRT) administrada oralmente en un modelo de teniosis
experimental en hamsteres redujo el dafio genotoxico causado por la tenia. En el
presente proyecto se investigd la capacidad de la rTsCRT de reducir el dafio
genotéxico producido por el acido sulfénico de trinibenceno (TNBS) en un modelo de
colitis murino, ademas de confirmar que rTsCRT no es genotdxica. La deteccion del
dafo al DNA se estudio a través de la medicion de frecuencia de micronucleos (MN),
que son biomarcadores del dafo, mediante dos técnicas: microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo. Ambas técnicas demostraron concordancia con los
valores altos de MN obtenidos en los ratones tratados con TNBS. Ademas, se
encontré que la rTsCRT no es genotdxica y su administracion oral previene el dafio al
DNA, reflejado como la reduccion de la frecuencia de MN en los ratones tratados con

rTsCRT.



Abstract

The "hygiene hypothesis" suggests that exposure to intestinal helminths promotes an
immuno-regulatory environment by reducing exacerbated inflammatory reactions.
Although there are findings in favor of helminth therapy for the treatment of
inflammatory diseases, some aspects may restrict its use, such as ethical and
psychological factors, as well as the possibility that parasites might invade other
tissues. The identification of purified helminth proteins with immunomodulatory
capacity represents a strategy to induce immunoregulatory networks without the need
of iatrogenic infection. Calreticulin is a multifunctional protein that had been identified
in different helminths and in their excretion/secretion products. Among other functions,
CRT has a role in immunomodulation, modifying the immune inflammatory response.
Oral administration of recombinant Taenia solium calreticulin (rTsCRT) in an
experimental model of teniosis, reduced the genotoxic damage caused by the
tapeworm. In this project, we investigated the ability of rTsCRT to reduce the
genotoxicity produced by administration of trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS), to
induce colitis in a mice model. Detection of DNA damage was studied by measuring
the frequency of micronuclei (MN) as biomarkers of damage by two different
techniques: fluorescence microscopy and flow cytometry. We found a positive
correlation between disease severity and the frequency of MN using both techniques;
the highest values of MN were present in mice treated with TNBS. Furthermore, we
showed that rTsCRT is not genotoxic and that oral administration of this protein
confers protection against DNA damage, as reflected in the reduced frequency of MN

in rTsCRT treated mice.



Introduccién

Los estudios epidemioldgicos en los ultimos afios han demostrado que en los paises
desarrollados hay un incremento en las enfermedades inflamatorias, como alergias y
enfermedades inflamatorias intestinales (IBD, por sus siglas en inglés), comparado
con los paises en desarrollo (1). La “Hipotesis de la Higiene” sugiere que exposicion a
los helmintos intestinales promueven un ambiente inmuno-regulador reduciendo las
reacciones inflamatorias exacerbadas (2). En modelos experimentales de colitis se ha
demostrado que los helmintos intestinales o sus productos de excrecidén/secrecion
(E/S) reducen la inflamacién caracterizada por la produccion de citocinas
proinflamatorias, aumentando la secrecion de citocinas reguladoras como IL-10 y
TGF-B (3). Aunque hay hallazgos a favor de la terapia con helmintos como
Hymenolepis nana, Trichuris trichiura y Ascaris lumbricoides en las enfermedades
inflamatorias como esclerosis multiple (4), alergias (5) y IBD (6), existen factores que
impiden su uso, incluyendo el factor ético. Los parasitos pueden invadir otros tejidos e
influir en la motilidad gastrointestinal (7). Por otro lado, para un paciente es dificil;
psicolégicamente aceptar este tipo de tratamiento, por lo que la identificacion de
proteinas purificadas con capacidad inmunomoduladora representa una estrategia
para inducir redes de inmunoregulacion sin la necesidad de infectar con los parasitos

para tratar trastornos inflamatorios.

Modelo murino de colitis inducido por TNBS

Las IBD que incluyen la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa, son producidas
por un conjunto de trastornos crénicos, inmunolédgicos y ambientales que ocurren en
el tracto digestivo. Es de interés estudiar las IBD ya que afectan a las masas de casi

todas las edades, incluyendo la poblacién pediatrica. Varios estudios demuestran que



los factores etioldgicos de las IBD incluyen, la predisposicion genética, anormalidades
inmunoldgicas como una respuesta autoinmune desregulada contra la microbiota
intestinal y los factores ambientales como dieta, estilo de vida y estrés (8). El acido
sulfonico de trinibenceno (TNBS) es ampliamente utilizado en modelos
experimentales de colitis en ratones, ademas, se sabe que es un agente genotdxico
(9). EI TNBS se aplica diluido en 50% de etanol, que rompe la barrera de la mucosa,
de tal modo que permite que el TNBS penetre y haptenice las proteinas autdlogas. La
inflamacién es una consecuencia de la hipersensibilidad provocada por Ila
haptenizacion de las proteinas autélogas/microbiales convirtiéndolas en
inmunogeénicas (8). El modelo de colitis con TNBS simula la enfermedad de Crohn
(10) con una respuesta proinflamatoria de tipo Th1, infiltracion de linfocitos y
neutrdéfilos, liberacidn de factores proinflamatorios como factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, interferon (INF)-y, la IL-12 , asi como la activaciéon de la enzima inducible
que sintetiza el 6xido nitrico (iNOS) (8, 11). El TNF-a tiene un papel primordial en el
desarrollo de la inflamacion (12, 13) ya que regula la expresién de las moléculas de
adhesion y citocinas de las células endoteliales como MAdCAM-1 (mucosal addressin
cell adhesién molecule-1), ICAM-1 (intercelular adhesion molecule-1), VCAM-1
(vascular cell adhesién molecule-1, E-selectina, P- selectina (13, 14), que tienen un
efecto en el aumento de la permeabilidad vascular y en la infiltracion de los leucocitos
como neutrdfilos y macrofagos (9, 14). Ademas, en los sitios de inflamacion intestinal
se puede detectar una sobreexpresion de INOS por practicamente cualquier célula del
tracto intestinal, regulada entre otros componentes por el factor de transcripcion NF-
kB. Una vez estimulada, la enzima iNOS sintetiza grandes cantidades de 6xido nitrico
(NO) incrementando la posibilidad de que éste dafie el DNA (14, 15). EI NO tiene un

electron libre, o que lo convierte en un radical libre, que puede captar un superdxido



(O2-) y producir un oxidante téxico llamado peroxinitrato (ONOO-) (16), que es capaz
de reaccionar directamente con el DNA causando rompimientos de la doble cadena
resultando en la formacién de micronucleos (MN)(14, 17). En estudios donde se
inducen colitis en modelos murinos con TNBS como en el de Du et al.,2011 (18)
tratan de prevenir el desarrollo de la colitis inyectando previamente la proteina del
parasito Trichinella spiralis. En el caso de Ruyssers et al., 2010 (19) posteriormente
aplican un tratamiento con proteinas de helminto Schistosoma mansoni via
intraperitoneal. Estos dos estudios demuestran que hay un decremento en la
patologia de la enfermedad y un aceleramiento en su curacién en el segundo caso e
incluso prevencion de la colitis en el primero (al tratar previamente). Este fenomeno
se explica en ambos casos a través de la induccion de la respuesta inmune Th2 con
predominancia de las citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL- 13, y la inhibicion de la respuesta
proinflamatoria de tipo Th1 por parte de los productos de los helmintos. En nuestro
estudio, se decidio tratar la colitis inducida por TNBS con la calreticulina recombinante
de Taenia solium (rTsCRT), mediante la administracién previa por via oral, y con la
finalidad de evaluar si se previene el dafio al DNA mediante el tratamiento con la

rTsCRT a pesar de la presencia de TNBS, un agente getdxico (9).

Calreticulina

La calreticulina (CRT) es una proteina multifuncional, ubicua y muy conservada, que
se descubrido en el reticulo sarcoplasmico de células de musculo esquelético de
conejo y que tiene la capacidad de unir Ca?* en 1974 (20), por lo que tiene un papel
importante en la regulacion de la homeostasis del Ca?* intracelular pero también
participa en el plegamiento correcto de las glicoproteinas (21). El analisis de la

secuencia de amino acidos de la CRT demostré que posee una estructura



conservada que consta de tres dominios: 1) Dominio N terminal, presenta secuencias
de amino acidos que le confieren funcion de chaperona y una secuencia sefial que
marca las proteinas que se transportan al reticulo endoplasmico (RE); 2) Dominio P
caracterizado por la riqueza del amino acido prolina y presenta alta afinidad a Ca++.
Contiene un sitio que le confiere funcion de lectina permitiendo interactiar con
glicoproteinas y es necesario para su funciéon de chaperona involucrada en el correcto
plegamiento de las mismas; 3) Dominio C que se encuentra en el extremo carboxilo
terminal y tiene alta capacidad de unién a Ca?*. La CRT se ubica en el lumen del RE
donde participa en el plegamiento correcto de las glicoproteinas y regula la
homeostasis de Ca?* intracelular actuando como sensor de este ion. Ademas
participa en secrecidon, expresion génica, diferenciacion, sintesis de proteinas y
organogenesis (22, 23). En los ultimos afios, la CRT se ha identificado en diferentes
helmintos y en sus productos E/S (24, 25). También, se ha demostrado que la CRT
puede tener propiedades inmunomoduladoras. Por ejemplo, la CRT del nematodo
Heligmosomoides polygyrus, esta presente en los productos de E/S e y se ha
demostrado que induce una respuesta Th2, acompanada de la producién de las
citocinas IL-4 e IL-10, en ratones infectados, sugieriendo que posee funcion de
inmunomodulacion (25). Ademas de su funcidbn como proteina anti-inflamatoria, la
CRT ha demostrado propiedades de antioxidante. De acuerdo con la informacion
descrita en el articulo de Xiang et al., 2015 (26) donde inducen estrés oxidativo
mediante el uso de una solucidn hipertdénica en el modelo de planta tabaco que
conduce a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y dafio oxidativo, la
sobreexpresion de la CRT confiere tolerancia contra la produccion de los ROS (26).
La CRT de tabaco posee los tres dominios conocidos de ésta, asi como la funcién en

la regulacién de la homeostasis de Ca?* intracelular y en el plegamiento de las



glicoproteinas como todas las CRT estudiadas en mamiferos. Los autores
demuestran que hay una relacion entre la sobreexpresion de CRT, que incrementa el
nivel de Ca?' intracelular, desencadenando una cascada de sefalizacion y la
activacion de la expresion de genes como el de la cinasa de calcineurina B (CIPK
genes), que a su vez regulan la actividad de enzimas antioxidantes como dimutasa de
superéxido (SOD), una de las enzimas que cataliza los ROS y previene el estrés
oxidativo (26). Este estudio sugiere que la secuencia genética de la CRT, constituida
por los tres dominios y su funcién en la homeostasis del Ca?*, tienen un papel
relacionado, entre otras funciones, con el mecanismo que podria tener esta proteina

en el proceso de antioxidacion.

Genotoxicidad

La genotoxicidad es un dafo genético que sugiere la presencia de aberraciones
cromosomicas y mutaciones genéticas en la célula y su evaluacion tiene gran
importancia para la salud humana por su asociacion con cancer y enfermedades
cronicas degenerativas (27). Sindromes de inestabilidad cromosémica son el
resultado de aberraciones a nivel de DNA como: deleciones, translocaciones e
inversiones. Por ejemplo, la translocacion entre los loci de los cromosomas 14 y 18
conducen a la sobreexpresion de la proteina BCL2 que inhibe la apoptosis de las
células germinales, incrementa la proliferacion y la sobreviviencia celular resultando
en linfoma folicular (28). Las aberraciones cromosdmicas sirven como biomarcadores
para predecir el riesgo de cancer, asi como de enfermedades cronicas degenerativas
como artritis reumatoide (29). Otro tipo de biomarcador son los micronucleos (MN),
que son fragmentos de DNA de los cromosomas o cromosomas completos que no se

unieron al huso acromatico y pueden ser detectadas a través de varias tinciones



como con la naranja de acridina. Estos fragmentos de DNA provienen de un dafio
producido por un agente exdgeno como radiacion o agente enddégeno, como fallas en

el mecanismo de reparacion de DNA (30).

Mecanismos de induccidon de genotoxicidad

Un agente genotéxico es aquel que capaz de lesionar la integridad del material
genético y/o sus componentes asociados. El dafo producido al DNA que conlleva a
una mutacion puede ser directo, por ejemplo, la intercalacién del agente téxico en las
hebras del DNA o indirecto, a través de la secrecion de las citocinas proinflamatorias
que generan un aumento de radicales libres no controlado que dafa el DNA. Una
mutacidon es un cambio permanente y heredable al nivel de DNA. Existen varios tipos
de mutaciones: i) mutaciones espontaneas que se generan por agentes propios del
organismo como errores en la replicacion, alteraciones en el DNA que provienen de
los metabolitos celulares, como la oxidacion de los acidos grasos o fosforilacion
oxidativa en la mitocondria (30, 31); ii) mutaciones inducidas por agentes fisicos,
quimicos y bioldgicos, por ejemplo agentes alquilantes como el N-nitrosodimetilamino,
agente quimico que genera por el consumo de alimentos o cigarro y que se intercala
en el DNA, en el enlace de las bases nitrogenadas y la desoxirribosa formando
enlaces covalentes con el DNA conduciendo a la formacion de un sitio apirimidinico o
apurinico que se llama sitio AP. La insercion no correcta de una base en este sitio
conduce a una mutacion (32);. iii) mutaciones teratogénicas que es cuando el dafo se
produce durante la embriogénesis y afecta el tejido que se forma a partir de la célula
mutada(30); iv) mutaciones heredables a la descendencia que ocurren en los
gametos: o6vulos o espermatozoides, como por ejemplo fibrosis quistica y

enfermedad de Tay-Sachs (33).



Biomarcadores de daro al DNA

Las alteraciones de DNA pueden ser detectadas mediante varios marcadores como,
aberraciones cromosomales en metafase, que incluyen inter/intra cambios del
material genético del mismo cromosoma, como el cromosoma dicéntrico (con dos
centrdmeros) o cambios numéricos de los cromosomas que conducen a las
aneuploidias incluyendo monosomias, trisomias etc. Se evaluan las aberraciones
después de la primera division mitética para que no se reduzca el efecto del
tratamiento a través del tiempo. Se requiere una tincidon especifica para poder
identificar partes faltantes o duplicadas del cromosoma y no confundir el tamafio
pequeio del cromosoma con un material perdido de otro. Esta técnica tiene el
beneficio de que permite ver a nivel cormosémico los cambios en el numero de
cromosomas o las translocaciones y deleciones dentro del mismo cromosoma, pero
es limitada porque se requiere del conocimiento previo del cariotipo, es una técnica
laboriosa y demanda tiempo y experiencia, ademas el dafio se detecta a través de
una tincion y las partes no tefiidas no se reconocen, por eso hay que tener suficiente
informacion genética sobre este tipo celular (30).

Existe otro método, el ensayo cometa, el cual se basa en la medicién de la longitud
de la cola de DNA. En esta técnica se mezclan las células en agarosa derretida, se
colocan en una laminilla que también esta cubierta con agarosa y se incuban en una
solucion alcalina de lisis para disociar de DNA y destruir el RNA. Se someten a
electroforesis donde el DNA migra, dejando una cola en forma de cometa, que
posteriormente se tifie con el bromuro de etidio y se mide su longitud en un
microscopio de fluorescencia (33). Entre mayor dafio genotoxico, la cola es mas

larga.



Adicionalmente existe la determinacién de micronucleos (MN) como biomarcadores
del dafio genético. Los MN son fragmentos de DNA o de cromosomas completos que
provienen de la falta de union al huso mitético (acromatico) en metafase/anafase
como resultado de un proceso de division celular aberrante. Cuando ocurre una
ruptura en el DNA en uno o dos puntos por un agente genotoxico y no hay una
reparacion adecuada, este fragmento se pierde en la siguiente division celular.
Existen dos mecanismos dependiendo del dafio producido al DNA, por los cuales se
forman los MN durante la division celular: 1) Pérdida mitdética de fragmentos
acéntricos en donde cualquier fragmento que no posee centrobmero no se incorpora al
nucleo por falta de su union al huso mitético. Posteriormente los cromosomas
normales completos se incorporan en los nucleos de las células hijas y los fragmentos
rezagados quedan incluidos en el citoplasma de las células hijas y se convierten en
los MN. 2) Pérdida mitética de cromosomas completos, cuando se dafa el
funcionamiento del aparato mitético de tal modo que hay una pérdida de un
cromosoma completo que da origen a MN mas grandes debido al tamafio del
cromosoma (34). Ademas del dafo del DNA que se refleja en la formacion de MN, el
tamafo de éstos da informacion sobre el tipo de agente genotdxico. Existen agentes
genotoxicos clastogénicos, como radiaciones ionizantes incluyendo rayos X, gammay
alfa, donde se dana el DNA del cromosoma de manera directa, que pueden interferir
en la sintesis de DNA provocando lesiones (30) y agentes aneuploidogénicos, como
por ejemplo el uso de colchicina, que afecta el huso acromatico de tal manera que
hay una pérdida total de un cromosoma completo y el MN causado por un agente
aneuploidogénico se observa mas grande (34, 35). Se pueden diferenciar uno de otro
por la presencia de centrémero/cinetocoro mediante la técnica de FISH (flourescence

in situ hybridization, por sus siglas en inglés) donde se utilizan unas secuencias de
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DNA fluorescentes que hibridan con las secuencias complementarias del cromosoma
tinéndolo y se puede analizar por microscopia de fluorescencia. Los MN producidos
por el agente clastogénico no tiene el cinetocoro en contraste con los MN inducidos
por el agente aneuploidogénico (36).

Los MN pueden ser detectados con técnicas in vitro e in vivo. El analisis in vitro
requiere que las células se expongan a un agente tdxico, en la mayoria de los casos
se usan linfocitos, pero se puede utilizar las células epiteliales de la mucosa bucal o
de la piel. Se utiliza citocalasina B que bloquea la citoquinesis y las células se quedan
en metafase, resultando en la formacién de células binucleadas o multinucleadas. Se
hace un conteo de 1000 células binucleadas mediante un microscopio de luz (37).
Este tipo de ensayo es muy simple y rapido, evitando la invasividad a los tejidos
interiores como la médula 6sea para adquirir una muestra y sirve para evaluar
diferentes dosis o varios agentes genotdxicos. Se puede medir en los siguientes
tejidos: linfocitos, hepatocitos, en células de mucosa bucal, en eritrocitos de médula
Osea y en sangre periférica (27, 38, 39)

La prueba de MN in vivo en eritrocitos de sangre periférica es un método
ampliamente usado por su simplicidad. Los modelos mas comunes son los roedores
que incluyen los hamsteres, ratas y ratones ademas se usa la sangre de los seres
humanos (38, 40, 41), pero también se puede utilizar modelo experimental de gato,
peces y raiz de las plantas (27, 42-44). El raton representa un buen modelo para
medir el dafio genotoxico a través de MN porque no elimina de manera tan rapida los
eritrocitos micronucleados comparado con las ratas o el humano (38, 45). La
frecuencia de RET en la sangre periférica es de 0.5 %-2.5 % en el humano (46) y de

1-3% en el raton (47) del total de la masa eritrocitica circulante.
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En nuestro trabajo se decidié trabajar con el biomarcador de MN por varias razones:
1. Su reconocimiento es muy simple, que se hace a través de una sola tincion. 2. No
hay necesidad de bloquear metafase celular. 3. El propdsito de nuestro estudio fue
evaluar el efecto protector de una proteina con propiedades antinflamatorias que se
refleja como una disminucién del biomarcador genotdxico, por lo que evaluar la
frecuencia de MN en reticulocitos de sangre periférica es una herramienta que facilita

este propdsito.

Ciclo de vida de los eritrocitos v sus precursoras

Para entender el origen de los MN en los eritrocitos/ reticulocitos es necesario
entender el proceso de eritropoyesis. Los eritroblastos son los precursores nucleados
de los eritrocitos que se encuentran en la médula ésea. Durante la primera semana
de la produccion de eritrocitos se forma la unidad formadora de eritrocitos (burst
forming unit eritroid, BFU, por sus siglas en inglés) la cual se convierte después de
una semana a un ramillete llamado UFC-E unidades formadoras de colonias
eritroides, que con la maduracion se convierten en los pronormoblastos. El
pronormoblasto se presenta soélo en la médula 6sea, produce las proteinas y enzimas
necesarias para la captacion de hierro, tienen nucleo y uno o dos nucléolos.
Aproximadamente su duracion en este estado es de 24 horas, después se convierte
en un normoblasto basofilo. Ahi comienza la condensacién de la cromatina, el
nucléolo desaparece, la relacion nucleo/citoplasma (N/C) disminuye 6:1 y se produce
la sintesis de hemoglobina. Esta fase dura aproximadamente 24 horas. La siguiente
fase de maduracion del eritrocito es el normoblasto policromatico, donde la relacién
N/C se reduce a 4:1, no hay presencia de nucléolo, se observa por la primera vez la

tincion roja del citoplasma asociado a la presencia de hemoglobina. Policromatico
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significa afinidad por muchos colores. Aun hay presencia de ribosomas que aportan la
basofilia pero cada vez hay una mayor acumulacién de hemoglobina que da un color
rojizo. Es el ultimo estado en el que la célula puede pasar por el proceso de mitosis y
dura 24 horas. El normoblasto policromatico se convierte en un normoblasto
ortocromatico con un nucleo completamente condensado (picnético), la célula no se
puede dividir debido a la condensacién maxima de la cromatina y sélo se presenta en
la médula ésea. La produccidn de la hemoglobina continua en los ribosomas
restantes que utilizan RNA mensajero producido en los estados anteriores. Al final de
este estado el nucleo se expulsa de las células. La célula desarrolla proyecciones
similares a pseuddpodos en los cuales queda el nucleo y posteriormente estas
proyecciones se separan de la célula con el nucleo envuelto por la membrana celular.
El nucleo extruido es fagocitado por los macréfagos esplénicos. Esta etapa dura 48
horas después de la cual aparece el eritrocito policromatico o reticulocito (RET). Los
RET ya no poseen nucleo, reside en la médula ésea aproximadamente 1 dia y luego
pasa a la sangre periférica donde circula y madura durante los siguientes dos dias.
Los ribosomas restantes aparecen como una malla de pequefios filamentos azules en
cuando son tefiidos con azul de metileno y sirven para la produccion de hemoglobina.
Finalmente, los RET se convierten en eritrocitos que circulan en forma de un disco
biconcavo y miden de 7 a 8 micras de diametro. Los eritrocitos no se dividen,
permanecen activos durante 80-120 dias en los mamiferos, proveen oxigeno a los
tejidos y su envejecimiento conduce a su eliminacion por el bazo. Aproximadamente 1
% de eritrocitos muere cada dia y se reemplaza (46).

Aun no se sabe la razén de por qué se queda en MN en el reticulocito/ eritrocito pero

hay dos hipoétesis que pueden explicar este fendmeno:
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1. Se ha mencionado que los RET desarrollan proyecciones similares a pseudoépodos
envolviendo el nucleo principal del eritrocito que posteriormente se separa de la célula
y es fagocitado por los macrofagos. En el momento en que la envoltura nuclear debe
cubrir los fragmentos de DNA que son los MN, esto no sucede y los MN se quedan en
el citoplasma como resultado del dafio que se provoco en las etapas anteriores de la
division celular (46).

2. El normoblasto ortocromatico pierde el nucleo al pasar de la médula 6sea al
torrente circulatorio via los poros del citoplasma endotelial donde el nucleo queda

atrapado por su tamafo y los MN si pasan ya que son mas pequefos (48).

Métodos de determinacion de MN

1. Analisis de MN por microscopia de fluorescencia

En esta técnica se utilizan los reticulocitos (RET) de la médula 6sea o sangre
periférica, que son las células precursoras de los eritrocitos que contienen grandes
cantidades de RNA y se hace un frotis de sangre fijado con metanol, tiiendo con
naranja de acridina (AO) que interactua con el material genético. EI RNA en presencia
de AO emite un color naranja y tifie todos los RET, mientras que el DNA emite un
color verde-amarillo y tifie los MN. Mediante un microscopio de fluorescencia, se hace
el conteo de MN en 1000 RET(35). Existe una produccion basal de los MN que no se
considera genotdxica ya que los MN provienen de la divisién mitdtica de las células
sanas (47). Sin embargo, cuando hay un aumento en los MN y su frecuencia rebasa
el limite basal de su produccidn, es una indicacion de genotoxicidad producida por
algun agente téxico. Ademas, se hace un conteo de RET en 2000 eritrocitos maduros
o normocromaticos (NC) que refleja el parametro de citotoxicidad, informacion sobre

el estado fisiolégoco de la célula, refleja que las células se reproducen de manera
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normal y no se eliminan por apoptosis. Es importante tener informacion de
citotoxicidad para confirmar que el dafio aberrante proviene del agente téxico y no de
otros factores como el pH u osmolidad (en ensayos in vitro) (30) o el estado de salud
del hospedero (in vivo) previo al tratamiento. Al final hay que confirmar que el
parametro de citotoxicidad no sobrepase el nivel de genotoxicidad producido por la
dosis introducida a las células/hospedero, de Ilo contrario la evaluaciéon de
genotoxicidad no sera confiable y correcta ya que el dafio se genero a través de
factores independientes del tratamiento, de los factores interiores de modelo
experimental, por ejemplo: en leucemia mieloide se produciria mas eritrocitos por su
escasez cronica en la sangre periférica. Esta técnica es muy practica, poco invasiva,
facil y barata, ademas, el hecho de que se maneja in vivo permite evaluar el efecto
general del agente genotodxico, incluyendo el metabolismo de éste. Aun asi, es un
método muy laborioso, consume mucho tiempo, requiere una tincién de la muestra
muy clara, experiencia en el conteo ya que el conteo esta limitado a 1000/2000
células en total. Por estas y otras razones han buscado alternativas para poder
evaluar los MN de manera mas automatizada y rapida y la citometria de flujo es una

de ellas.

2. Determinacion de MN por la citometria de flujo

En esta técnica se usa menos cantidad de sangre y se hace una tincidn con
anticuerpo anti-CD71, el cual reconoce los RET dentro de toda la poblacién de células
en sangre, donde la mayoria son eritrocitos y los MN se tifien con ioduro de propidio
(P1) usando una RNAsa previamente para evitar el pegado de Pl al RNA presente en
los RET. El anticuerpo anti-CD71 reconoce al receptor de transferrina que se une al

hierro para la sintesis de hemoglobina y se encuentra en cantidades altas en las
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células eritropoyéticas inmaduras. El anticuerpo esta acoplado al fluorocromo FITC y
se excita con laser azul de 488 nm y emite en 520 nm, es decir que la fluorescencia
de este flourocromo se detecta en el fotomultiplicador de 520 nm. EIl ioduro de
propidio también se excita con laser azul de 488 nm (luz visible de color azul) y emite
en 620 nm. Existe una pequeina area donde se sobrelapan los espectros de emision
de los fluorocromos y se detectan errbneamente en los fotomultiplicadores de FITC y
de PI, por lo que es indispensable hacer la compensacion para asegurar que las
senales reales de FITC y de Pl sean detectadas y evitar que haya una deteccién de
sefal de Pl en el detector, de FITC y viceversa. Las células tefidas se leen en un
citometro de flujo y se separan las poblaciones positivas y negativas. La poblacion
positiva a ambos marcadores, CD71 y Pl nos da la frecuencia de los MN en los RET.
De preferencia hay que llegar a 10,000 eventos de los RET dentro de la poblacién
total (47, 49). El uso de citometria de flujo tiene una ventaja muy clara, se pueden
evaluar numerosos eventos/células en poco tiempo (segundos a minutos) sin la
necesidad del conteo por el microscopio, lo que la hace una técnica mas sensible y

rapida, ademas ser un método reproducible.
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Objetivos

Objetivo General
Determinar si la inmunizacién oral con rTsCRT reduce el dafio genotdxico producido

por TNBS en un modelo de colitis murino.

Objetivos especificos

1. Evaluar la frecuencia de MN en muestras de sangre periférica mediante el conteo
de MN por microscopia de fluorescencia.

2. Estandarizar la técnica de citoemtria de flujo.

3. Evaluar la frecuencia de MN en muestras de sangre periférica mediante citometria
de flujo.

4. Confirmar que el TNBS aumenta la frecuencia de MN.

5. Analizar si la rTsCRT induce formacién de MN y si disminuye los MN que se elevan
con el tratamiento de TNBS.

6.Comparar los resultados obtenidos del conteo de MN por microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo.

7. Verificar si existe la correlacién entre el grado de enfermedad y el aumento en MN
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Antecedentes

En nuestro laboratorio identificamos la CRT del céstodo Taenia solium (TsCRT), la
clonamos y expresamos como proteina recombinante (rTsCRT) y demostramos que
es capaz de unir Ca%* en un ensayo in vitro (24). Ademas, demostramos que se
expresa diferencialmente en todos los estados de maduracion del parasito T. Solium,
especialmente durante la gametogénesis y embriogénesis, sugiriendo su funciéon en
esos procesos, y que forma parte de los productos de E/S de este helminto (23).
Adicionalmente, la rTsCRT administrada oralmente en un modelo de ratén (50) y en
hamster (51) fue capaz de inducir una respuesta inmune de tipo Th2 caracterizada
por la induccion de IL-10 e IL-4, confirmando su funcién en inmunomodulacion. Estos
hallazgos sugieren el uso de la rTSCRT como una proteina inmunomoduladora con
un potencial para disminuir la inflamacion en enfermedades de etiologia inflamatorias.
A pesar de los trabajos previos se sabe poco sobre los efectos secundarios como el
dafo al DNA que podria producir la rTsCRT. En el modelo de teniosis experimental
en hamsteres (40), administracion oral de la rTsCRT redujo el dafio genotdxico
causado por el parasito adulto de T. solium demostrando el efecto protector contra el
dafio de DNA. Sin embargo el potencial genotoxico de la rTsCRT en ratones y
especialmente en el modelo de colitis inducido por sulfato de trinitrobenceno (TNBS)

no ha sido investigado.
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Metodologia

Inmunizacién con calreticulina recombinante de Taenia solium (rTsCRT) e induccién

de colitis

Se utilizaron ratones hembras Balb/c de 6-8 semanas de edad, 5-6 ratones por cada
grupo. Los animales se mantuvieron en un bioterio bajo condiciones libres de
patdogenos, con agua y alimento estériles ad libitum. Los grupos experimentales se

dividieron en el siguiente orden:

. Grupo 1 - Buffer de bicarbonato (BBC)
. Grupo 2 - 50 ug de rTsCRT (rTsCRT)
. Grupo 3 -4 mg de TNBS

. Grupo 4 - 50 ug de rTsCRT+4 mg TNBS

Los ratones recibieron 4 dosis de 50 ug de rTsCRT en 200 pl de buffer bicarbonato
(BBC) o BBC unicamente, con intervalos de 1 semana a través de un catéter flexible
por via oral segun lo reportado por (50). La colitis se indujo 4 dias después de la
ultima inmunizaciéon mediante la administracion intra-rectal de 150ul de una solucién
de 50% etanol con 4mg de TNBS (Sigma) utilizando un catéter flexible de 3.2 cm de
largo (52). Los grupos control recibieron 150 ul buffer de fosfatos salina (PBS). Los
animales se sacrificaron 72 horas post administracion del TNBS con una sobredosis

de sevoflorano de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (53) para el Cuidado y Uso
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de Animales de Laboratorio. Se realizaron dos experimentos independientes. Se

colectaron 25 pl de sangre de cada ratdén en tubos eppendorf con 25ul de heparina.

Determinacioén clinica del grado de enfermedad

Previo a la necropsia se les asigno a los ratones una escala de indice de enfermedad
de 0 a 8 de acuerdo a parametros reportados en la literatura: pérdida de peso,
piloereccion, inmobilidad, conjuntivitis y consistencia de las heces/sangrado. Cada
parametro se consideré en una escala numerica de 0 a 2, donde O=ausente,
1=moderado, 2=severo (54). En el caso de peso, una pérdida <10% tiene un valor de
1, mientras que en el caso de pérdidad de peso >10% corresponde a 2 (estado
severo). El estado de salud se evalué durante los 3 dias consecutivos desde el
momento de la inducidbn con TNBS y se hizo una correlacion de Spearman y
comparaciéon en el programa de GraphPad utilizando los datos de los MN de ambas
técnicas y el promedio de la escala de enfermedad de los tres dias posteriores al

tratamiento con TNBS.

Analisis de MN por microscopia de fluorescencia

Se realizaron frotis de la sangre periférica por duplicado, utilizando 5-7 ul de sangre
por cada laminilla, obtenida de los diferentes grupos y se fijaron en metanol absoluto
durante 10 min. Laminillas se limpiaron previamente con etanol al 70%, se tifieron con
naranja de acridina a concentracion de 1Tmg/ml (AO, Sigma—Aldrich) y se evaluaron
por microscopia de fluorescencia de manera cegada (55). Para la determinacién de
citotoxicidad se tomaron en cuenta el numero de reticulocitos (RET) por 2000
eritrocitos maduros/normocromaticos (NC) (RET/2000 NC), que refleja el nivel basal

de la produccion de RET en médula dsea. Si la cuenta final de RET/NC pasaba mas
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de 2000 NC se utilizaba la regla de tres, por ejemplo, si el conteo llegaba al 35 RET
en 2030 NC, aplicando la formula seria 35 x 2000 / 2030 = 34.48 RET/2000 NC. La
misma regla se aplicaba para el parametro de genotoxicidad donde se contaba el

numero de MN en 1000 RET (MN/RET).

Determinacion de MN mediante citometria de flujo

En la fase preanalitica (previa a la adquisicion en el citdmetro de flujo), se fijaron 15 pl
de sangre de los ratones de cada grupo con 500 ul de metanol a -20C mediante un
vortexeo para su fijacion homogénea durante 1 minuto y se guardaron a -70 ° C
durante 24 h como minimo. Para la tincion de los MN, las muestras se descongelaron
y se lavaron con 1000 ul de Buffer de bicarbonato (BBC, pH 7.5) dos veces para
eliminar la heparina y el metanol. Después de quitar el sobrenadante (SN) con la
pipeta se afnadieron 1000 pl de BBC, se tomaron 10 ul de la suspensién celular y se
agregaron 990 ul de BBC (dilucién 1:100) para contar el numero de células en la
camara de neubauer y se ajusté a la cantidad de células a 4 x 108 por cada muestra,
llevando el volumen final a 100 pl de BBC. Las células se centrifugaron a 3000 rpm
durante 8 minutos a 4°C. El SN se retird y las células se incubaron con 25 pl de
RNAsa a una concentracion de 1.2 mg/ml (10mg/ml, Thermo scientific) a una
concentracion de 1.2 mg/ml a 37 °C durante 50 minutos (56) para eliminar del RNA.
Posteriormente las células se resuspendieron manualmente, se afiadieron 100 ul de
BBC se centrifugaron en las mismas condiciones descritas anteriormente para
eliminar la RNAsa restante. Se retiré el SN, se afiadieron 1 ug/100 pl de anticuerpo
anti-CD71-FITC (BioLegend) y se incubaron durante 30 min a 4 °C agitando
levemente para asegurar una reaccion homogénea del anticuerpo con su receptor. El
grupo control recibi6 100 yl de BBC. Después, se anadieron 50 ul de loduro de

Propidio (Pl Sigma Aldrich) a una concentracion de 50 ug/ml (49) y se incub6 a 4°C
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durante 25 minutos. Posteriormente las células se lavaron con 150 ul de BBC,
centrifugaron y se afadieron 500 yl de BBC. Las células tratadas se trasladaron a los
tubos de citmetria para la lectura. Una vez finalizada la etapa preanalitica, se
procedié a la adquisicion de las muestras en el citdmetro FACS Canto Il de BD
Biociencias (San Jose California, USA) con el software FACS Diva Version 6.1.

Los parametros de adquisicion se calibraron con las perlas de calibracion (Miltelnyi
Biotec) y perlas de compensacion (MACS Comp Bead Kit I) y se detectaron los
voltajes adecuados para la mejor visualizacion de la poblacion. Antes de adquirir las
muestras de compensacion de FITC y Pl por el citbmetro se pasé una muestra
control, sin tincion, para poder estandarizar los voltajes de tamafio (FSC) y
granularidad (SSC) y de autofluorescencia celular de FITC y de PIl. Para la
compensacion de fluorocromo FITC, se tom6 una gota de las perlas de compensacion
de FITC en 500 pl de buffer BBC, para la compensacion de Pl se tomé la muestra con
las células tefiidas solo con PI. Al terminar la compensacion de FITC, Pl y de la
autoflouroscencia (células sin la tincidon), se construyd la matriz de compensacion
automatizada, la cual se aplico para todas las muestras experimentales. De cada tubo
se adquirieron al menos 10,000 eventos positivos a CD71 y a PI, que se ha reportado
corresponden a los RET (38). Esto equivalid, en la mayoria de las muestras a adquirir

aproximadamente 520,000 eventos totales.

Algoritmo de interpretacion de datos de criometria de flujo

Se utilizé el programa Flowjo version 10.1, se selecciond la mayor poblacion segun la
distribucion del tamafio (FSC, forward scatter por sus siglas en inglés) y granularidad
(SSC, side scatter, por sus siglas en inglés) en un dot plot (grafica de puntos) y se

nombré como la ventana P1, que representa a los eritrocitos (Fig. 1A). Los analisis de
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los dot plots donde no se ve claramente el area de P1 no se tomaron en cuenta ya
que la muestra de sangre estaba degradada. La muestra tefida con Pl se usé para la
generacion de ventanas (gating) y posicion de las coordenadas para descartar la
sefial de autofluorescencia (47).

Una vez que se selecciono el area de P1, se hace la eliminacion de dobletes, células
pegadas que pasaron por la celda de flujo y su sefal es falsa, esto se realiza
mediante la seleccion de parametro de altura contra el area (Fig. 1B). El tercer paso
de la generacion de las ventanas es para determinar el criterio de la autofluorescencia
que aumenta por la penetracion de Pl. Los parametros usados en este gating P3 son
el canal de Pl contra la granularidad (SSC), donde aparece la poblacidon celular con
baja fluorescencia en la parte inferior del dot plot, considerada como el area de
autofluorescencia y es negativa al Pl. Las células positivas al Pl con fluorescencia
alta, que se encuentran en la parte superior del dot plot son células con DNA dafado,
que contienen los MN, en donde el Pl se une especificamente, por lo que éstas brillan
mas y se separan de la poblacion con autofluorescencia; estas células son eritrocitos
y reticulocitos micronucleados (Fig. 1C). Finalmente, teniendo las ventanas P1, P2 y
P3, se genera la ventana P4 con los parametros de ambos canales FITC y Pl y se
aplican las coordinadas al dot plot dividiendo la poblacion celular en las cuatro
ventanas que representan lo siguiente: 1) NCE: células negativas a anti-CD71-FITC y
Pl, son eritrocitos maduros; 2) MN-NCE: células negativas a la sefnal de anti-CD71-
FITC y positivas a PI, son eritrocitos que tienen MN; 3) RET: células positivas a anti-
CD71-FITC, son RET; 4) MN-RET: células positivas a ambas senales, anti-CD71-
FITC y Pl que son los RET con MN (Fig 1D). El dato de la frecuencia de los MN-RET

se reporta en porcentaje, a partir del numero absoluto de eventos en cada ventana
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del dot plot obtenido del programa FlowdJo y se utiliza la siguiente formula: %MN-RET

= (MN-RET/ (RET+MN-RET)) x 100 (47).
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Figura 1. Esquema del algoritmo para determinacion de MN. (A) Grafica de
puntos de tamano (FSC) contra la granulidad (SSC) de los eritrocitos. (B) Grafica de
puntos de tamafno sefal integral (FSC-A) vs senal pico (FSC-H) de donde se
seleccionan eventos sencillos (sin agregados). (C) Grafica de puntos que muestra las
células con alta o baja fluorescencia correspondiente al Pl. (D) Grafica de puntos que
muestra las cuatro poblaciones celulares: NCE- eritrocitos normocromaticos maduros
negativos al Pl y anti CD71, MN-NCE- eritrocitos normocromaticos micronucleados
negativos a anti-CD71 y positivos a Pl, RET- reticulocitos positivos al anti-CD71 vy
negativos a Pl y MN-RET- reticulocitos micronucleados positivos a ambos

marcadores(anti-CD71yPl).
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Resultados

Determinacion de los MN por la técnica de microscopia de fluorescencia

Se determind el numero de MN como marcador de genotoxicidad en los diferentes
grupos de ratones y se confirmé que el TNBS aumenta la frecuencia de MN
(5MN/1000RET) y que la inmunizacion oral con la rTsCRT previene la formacién de
los mismos en los ratones a los que se les indujo colitis mediante la administracion
intra-rectal de TNBS que fueron previamente tratados con rTSCRT oral
(TMN/1000RET). Ademas, se verificd que la rTsCRT por si sola no es genotoxica, ya
que los ratones que recibieron rTsCRT sola no demostraron producciéon alta de MN
(<3,5) (Fig 2A). Otro parametro que se verificd en la técnica, es la de citotoxicidad,
que mide la produccion basal de RET en médula 6sea con el fin de descartar dafo
citotoxico. Se verificd que los RET se producen de manera normal en la médula ésea
y se determind que el porcentaje de la producciéon de los RET varia entre 1.2 a 2.5%

(Fig 2B), lo que coincide con la produccién basal que se reporta en la literatura.
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Figura 2. Evaluacion de la genotoxicidad y citotoxicidad en el modelo murino de
colitis mediante microscopia de fluorescencia. (A) Conteo de los MN en 1000 RET
muestra el aumento estadisticamente significativo en la frecuencia de MN producidos
por TNBS vy el efecto protector de la rTsCRT (*p<0.05; ** p<0.01: Kruskal wallis). (B)
Evaluacion del numero de RET en 2000 NC que muestra la citotoxicidad e indica que
los RET se estan produciendo normalmente y que la rTsCRT y el TNBS no afectan el

nivel de la produccion de los RET.

Determinacion de los MN por la técnica de citometria de flujo

Para la estandarizacion de la técnica, primero se hizo la titulacion de anticuerpo anti-
CD71-FITC. Se probaron 5 concentraciones de anti-CD71-FITC: 0.0625 ng, 0.125 ng,
0.25 pg, 0.5 pg y 1 pg en 100 pl de buffer usando 4 millones de células. Para
determinar el pegado especifico entre el anticuerpo y su receptor se usa la relacién
del factor de intensidad mediana de fluorescencia (MFI) positiva entre la negativa. Es
decir, si existe en la muestra células que al unirse con el anticuerpo acoplado al
fluorocromo brillan mas y otras brillan menos (porque tienen menos receptores del
anticuerpo), este factor toma en cuenta la mayoria de la poblacién celular que
interactua con el anticuerpo de manera homogénea. Entre mas alta es la relacién de
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MFI positiva contra negativa (MFI+/MFI-), el pegado de anticuerpo es mas especifico.
En la figura 3 se muestra la gréafica de la relacién de MFI+/MFI- usando las diferentes
concentraciones de anti-CD71-FITC. Se observa que el punto mas alto se obtiene
cuando se utiliza 1ug/100ul de anticuerpo. En la figura 4 se muestran las graficas de
puntos y los histogramas del grupo control muestra no marcada (A, C) y la muestra
tratada con anti-CD71-FITC (B, D). En el cuadrante de RET del dot plot B, de la
muestra tefiida con anti- CD-71-FITC aparecen 1.84% de RET y en el cuadrante de
NCE 98.2%, estos datos corresponden al resultado de la produccion normal de los

RET entre 1-3 % de RET en el ratén.
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Figura 3. La relacion entre el MFI positivo y negativo en la muestra teiida con
diferentes concentraciones de anti-CD71-FITC. Se hicieron 5 diluciones seriadas
de anti-CD71- FITC de 0.0625 ug a 1 ug/100 pl de buffer de carbonatos. El punto mas
alto del pegado especifico de anti-CD71-FITC con su receptor se observa con 1 ug de

anticuerpo.
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Figura 4. Titulacién del anticuerpo anti-CD71-FITC. Grafica de puntos del grupo
control sin el marcaje con anti-CD71-FITC. (A) Grafica de puntos donde aparecen
el 100% de (NCE-eritrocitos

normocromaticos). (B) Histograma del mismo grupo donde se ve la divisién entre toda

los eritrocitos maduros en el cuadrante
la poblacidn negativa a partir de cual va aparecer la poblacién positiva en caso de la
tincion. (C) Grafica de puntos de la muestra tefiida con anti CD-71-FITC donde en el
cuadrante de RET aparecen 1.84% de RET y en el cuadrante de NCE 98.2 %. (D)
Histograma con la poblaciéon negativa al CD 71-FITC de 97.2 % y 2.78% anti CD71-

FITC positiva.
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También se realizaron las titulaciones con RNAsa y Pl para determinar la
concentracion adecuada de RNAsa, se tomaron 3 concentraciones diferentes de
RNAsa: 0.3 mg/ml; 0.6 mg/ml y 1.2 mg/ml con la misma concentracion de Pl (25u) y
se determind que con 1.2 mg/ml de RNAsa es suficiente para destruir toda la RNAsa
celular. Los datos se muestran en el cuadro 1, donde se observa que con el aumento
de la concentracién de RNAsa, hay una disminucion de las células Pl positivas, lo que
refleja la destruccion de RNA presente en los NC y RET. En figura 5 se observa la
disminucién de 3.52% de MN en normocromaticos (MN-NCE) en una muestra tefida
s6lo con Pl sin RNAsa (A), comparado con la muestra tefiida con Pl en presencia de
1.2 mg RNAsa (B), donde se observa el efecto de la disminuciéon de MN-NC a 0.45%

MN-NC.

Cuadro 1. Frecuencia de MN-NC con las diferentes concentraciones de RNAsa

RNAsa 0 mg/ml 0.3 mg/ml 0.6 mg/ml 1.2 mg/ml
Frecuencia de 3.51% 0.81% 0.75% 0.45%
(MN-NC)
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Figura 5. Grafica de puntos del marcaje con loduro de propidio (Pl) y RNAsa. (A)
Tincién solo con PI. (B) Tincidon con 1.2 mg/ml de RNAsa y con PI, el porcentaje de

MN-NC disminuye con el tratamiento de RNAsa.

Ya que se determiné la concentracién 6ptima de RNAsa y de anti-CD71-FITC, se
verifico el efecto de la concentracion de Pl para optimizar la deteccion de MN en RET.
Se tomaron 3 concentraciones diferentes de PI: 25 pyg/ml; 50 pg/mly 100 pg/ml. En la
figura 6 se muestran los dot plots de las tres concentraciones de Pl en una muestra
de sangre de raton del grupo control. Usando 100 ug/ml de PI (Fig. 6C) se observa
una amplia expansion de la poblacion negativa en el cuadrante NC, que también se
refleja en los RET, comparado con las concentraciones de 50 ug/ml (Fig. 6B) y 25
pug/ml (Fig. 6A) donde la poblacion de NC y de RET es mas compacta. Para
determinar la mejor concentracion de Pl lo que se busca es la mejor deteccion de los
MN en RET. El dato de la frecuencia de los MN-RET se reporta a partir del numero
absoluto de cada dot plot usando el programa FlowJo y se utiliza férmula de la

siguiente manera: %MN-RET = (MN-RET/ (RET+MN-RET)) x 100 (47). En el cuadro
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2 aparece el resumen de las frecuencias de MN calculadas por la férmula de Balmus
donde el resultado mas alto aparece con 50 ug/ml de PI, con una deteccién de 2.78%

de MN.

Coanp-FITC- 4

EllTs - hiE
i 955 0,48

Figura 6. Grafica de puntos de las muestras tenidas con anti-CD71-FITC, RNAsa
y diferentes concentraciones de Pl. (A) Células tenidas con 25 ug/ml de PI. (B)

Células tenidas con 50 ug/ml de Ply (C) células tefiidas con 100 ug/ml de PI.

Cuadro 2. Frecuencias de los MN-RET con concentraciones diferentes de Pl

[C]1 Pl % % MN- RET
100 ug Pl + RNAsa 1.22
50 ug Pl + RNAsa 2.78
25 ug Pl + Rnasa 1.34
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Ya estandarizadas todas las condiciones, se realizaron 5 experimentos con las
muestras de los cuatro grupos: 1) grupo control; 2) grupo con la rTsCRT; 3) grupo con
TNBS y 4) grupo con rTsCRT y TNBS. En cada experimento se utilizé la misma
plantilla de adquisiciéon en el citbmetro, con la compensacién adecuada y con la
muestra control sin tincion, muestra control de Pl solo, muestra de PI+RNAsa y
muestra con anti-CD71-FITC para tener controles del experimento. Tanto para la
técnica de microscopia de fluorescencia como para la de citometria de flujo se tomé
la sangre de mismos ratones y resultado de cual fue comparado entre ambas
técnicas. Para la determinacion final de los MN-RET se usé la formula de Balmus
(47). El dot plot de tamariio (FSC) contra la granularidad (SSC) se utilizé para verificar
la distribucién apropiada de las poblaciones. Si no se reconocia bien una poblacién
de eritrocitos, la muestra no se incluia en el analisis. Los resultados se muestran en la
figura 7. En la grafica de genotoxicidad (Fig. 7A) se observa que hubo un incremento
significativo en la produccién de los MN en el grupo con TNBS comparado con el
grupo control. En los ratones tratados con rTsCRT el dafio genotéxico causado por el
TNBS no es significativo, sin embargo, hubo una tendencia de disminucion. Ademas,
se confirmd el efecto no genotodxico de la rTsCRT porque no se encontré aumento de
la frecuencia de MN. En la grafica de citotoxicidad (Fig. 7B) se muestra la produccion
normal de los RET sobre todo en los grupos control y rTsCRT. En los grupos TNBS y
rTsCRT se observd una disminucion de RET que puede representar el efecto
citotéxico producido por el TNBS, sin embargo, éste no alcanza significancia

estadistica.
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Figura 7. Frecuencia de MN en RET (genotoxicidad) y porcentaje de RET
(citotoxicidad) por citometria de flujo. (A) Grafica de genotoxicidad que ilustra la
frecuencia de MN en los diferentes grupos experimentales. La rTsCRT no aumenta la
produccion de MN (n=6). En el grupo de TNBS (n=7) hay una mayor frecuencia de
MN estadisticamente significativa comparada con el grupo control (n=5) (* P< 0.05:
Kruskal-Wallis). (B) Grafica de citotoxicidad que ilustra la frecuencia de RET en 2000
NC.

Correlacion de la frecuencia de MN con el indice de enfermedad

Para averiguar la relacion que puede tener el tratamiento de TNBS y los datos de
enfermedad con el aumento de MN, se hizo una correlacion entre el estado de salud y
la frecuencia de los MN por ambas técnicas. En la figura 8 se observa que hay una
correlacion positiva entre indice de enfermedad y mayor frecuencia de MN
determinada con ambas técnicas (microscopia r=0.558 con p< 0.05; citometria r=

0.613 con p< 0.01). Se observa que la frecuencia de MN analizada por citometria de
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flujo es mas alta que la frecuencia obtenida mediante microscopia de fluorescencia.

Sin embargo, ambas técnicas correlacionaron con el indice de enfermedad.

4 Citometria A
A r=0.613
p<0.0014
3-

% MN-RET

Microscopia @
r=0.558
p<0.016

0 | 1 L]

1
0 2 4 6 8
Indice de enfermedad

Figura 8. Correlacion entre el estado de salud/indice de enfermedad y
frecuencia de MN evaluadas por las dos técnicas. Grafica de correlacion de
Spearman entre la frecuencia de MN por la microscopia de fluorescencia de cada
ratén (n=18, p< 0.05) y por la citometria de flujo (n=25, p< 0.001) versus el indice de

enfermedad de cada raton.
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Discusién

En este trabajo se estudio el efecto genotoxico de la rTsCRT en un modelo de colitis
murino inducido por TNBS. Se encontré que la administracion previa de la rTsCRT en
el grupo de TNBS protegiéo contra el dano de DNA causado por la inflamacion
intestinal, reflejado como el aumento de MN producido por el agente genotoxico.
Ademas, se demostré6 que los ratones que recibieron unicamente rTsCRT no
mostraron numeros altos de MN, sino que su frecuencia era muy parecida al grupo
control, por lo que se demostré que la rTsCRT no es genotdxica. Adicionalmente, se
observd que no se afectd la produccion de los eritrocitos/reticulocitos en todos los
grupos experimentales, incluyendo el de TNBS, lo que sugiere que no hay dafio
citotoxico estadisticamente significativo y descarta la posibilidad de un dafio celular
previo. Ademas, se demostrd y se confirmé el dafio al DNA producido por el TNBS
mediante la técnica de citometria de flujo, lo que implica que la estandarizacion de la
técnica fue exitosa. Este trabajo, por lo tanto, demuestra el potencial preventivo de la
rTsCRT contra la colitis y el dafio genotéxico, ademas de que el dafio al DNA puede
ser evaluado por la técnica citometria de flujo que es mas reciente, rapida y objetiva
comparada con la microscopia de fluorescencia. Estos resultados estan en acuerdo
con un trabajo previo sobre la genotoxicidad en modelo de teniosis en hamsteres, en
donde la administracion de la rTsCRT redujo la produciéon de los MN en la sangre
periférica de animales con teniosis (40).

Como se habia mencionado previamente, el TNBS se aplica diluido en etanol al 50%,
penetra la mucosa y hapteniza las proteinas de la lamina propia, lo que resulta en una
infiltracién de los neutréfilos, macréfagos y liberacion de citocinas proinflamatorias
(15). Los macrofagos juegan un papel importante en la patologia de la enfermedad

secretando mediadores inflamatorios como IL-6, TNF-a, acido nitrico (NO) vy
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prostaglandinas (9). La inflamacion intestinal crénica, producida a través de estos
mediadores proinflamatorios conduce a un dafio irreversible del tejido intestinal
lesionandolo y conduciendo a las IBD, que se caracterizan por un aumento de los
radicales libres (57, 58). Los radicales libres como el anién de supedxido (O2°) o el
radical de hidroxilo (OH®) pueden reaccionar con el DNA causando rompimientos de
la doble hélice aumentando la posibilidad de la produccién de los MN que son
biomarcadores del dafio genético (59). Probablemente, ratones que recibieron
unicamente TNBS tenian un aumento significativo de radicales libres los cuales
condujeron al rompimiento del DNA. El dafio causado no se pudo reparar por las
enzimas antioxidantes como SOD (dimutasa de superoxido) o por los mecanismos de
reparacion de DNA como NER (nucleotide excision repair, por sus siglas en inglés)
(30) y pudo resultar en la producién de los MN cuyo aumento se observa en este
grupo. Seria muy interesante medir el estrés oxidante a través de la medicién de H20:2
0 enzimas relacionadas con el estrés oxidativo como la mieloperoxidasa para poder
probar esta hipétesis. Por otra parte, a los ratones que se les administré la rTsCRT
previamente y se indujo colitis no hubo un aumento significativo en MN demostrando
el efecto protector de la rTsCRT contra el dafio al DNA. Interesantemente, en el
estudio de Sener y colaboradores (60), donde utilizan modelo de colitis inducido por
TNBS en ratas, demostraron que el uso de erdosteina, un farmaco antioxidante,
disminuyo la generacion de radicales libres y el dafio al DNA preservando del dafio al
intestino. En otro estudio utilizaron flavonoides, que tienen propiedades antioxidantes
después de la induccion de colitis con TNBS y también demostraron una reduccién en
la genotoxicidad y ademas la disminucion en la expresion de citocinas
proinflamatorias, lo que indica una relacién entre la presencia de citocinas

proinflamatorias y el dafio genotéxico (9). Nuestros resultados de ambas técnicas
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sugieren que la rTsCRT podria tener potencial como un antioxidante reduciendo la
acumulacion de radicales libres y preveniendo la formacion de MN, sin
embargo,habria que demostrarlo.

Se ha documentado el papel del NO en la patologia de las enfermedades intestinales
inflamatorias (IBD) y en especial en el modelo de colitis producido por TNBS (9, 11).
En el intestino existe una enzima que sintetiza éxido nitrico, la 6xido nitrico sintasa
(NOS) y se presenta en dos isoformas: una calcio dependiente que se llama c-NOS,
que cataliza la produccion minima y constitutiva de NO para mantener las funciones
fisiolégicas basicas del intestino, como motilidad, absorcion y secrecién; la segunda
isoforma es iINOS, que es calcio independiente, sintetiza NO de manera inducible, la
cual una vez estimulada, produce cantidades excesivas de NO, conduciendo a la
lesion intestinal (61). En varios estudios sobre los inhibidores de iINOS, como el L-N6
(1-iminoethyl) lisine dihydrocloride (L-NIL), han reportado el decremento en la
produccion de las citocinas proinflamatorias y radicales libres (9, 11, 57). Ademas,
usando productos con propiedades de antioxidantes en el modelo de colitis en ratas y
ratones como un método preventivo o como tratamiento, se demostré la importancia
del prevenir la produccion de los radicales libres que dafian el DNA y su papel en la
patologia de la inflamacion intestinal (11) (9, 60). La rTsCRT es una proteina que une
Ca?*, lo que abre una posibilidad de que en presencia de la rTsCRT haya
funcionamiento de la enzima c-NOS dependiente de calcio e inhibicion de la INOS
que produce NO en cantidades elevadas y afecta al dafio de DNA. En el trabajo de
Liu y colaboradores (62) donde analizaron el potencial de la CRT asociado a la
regulacién de Ca?* en una linea células epiteliales renales de cerdo, se demuestra un
papel fundamental de la CRT en la prevencion del estrés oxidativo causado por el

toxico iodoacetamida alcalina, ya que mantiene los niveles adecuados del calcio

37



intracelular. Las bombas de flujo i6nico de las membranas de ER y de la mitocondria
trabajan en forma conjunta para mantener el Ca?* intracelular, cuyo aumento en el
citosol conduce, entre varias consecuencias, al colapso del potencial de la membrana
mitocondrial, lo que en cosecuencia causa estrés oxidativo; la CRT secuestra el Ca?*
y previene el estrés oxidativo (62). El estrés oxidativo puede resultar en dafio al DNA
y por consiguiente en la formacion de MN (35). Asimismo, en un estudio diferente, se
demostré que la sobreexpresion de CRT recombinante con capacidad de unir a Ca?*
en la planta de tabaco, disminuye los ROS producidos a través del estrés oxidativo
(26). Estos estudios sugieren que la CRT tiene un papel como antioxidante por lo que
seria de gran interés analizar si la rTsCRT tiene esa propiedad, ya que seria un
posible mecanismo por el que la rTsCRT esta disminuyendo la formacion de MN en el
presente estudio.

Se sabe que la infeccion con helmintos o sus productos de secrecidon/excrecion son
capaces de polarizar la respuesta inmune hacia una respuesta inmunomodulada, anti-
inflamatoria que presenta perfil de tipo Th2 o reguladora, donde se producen, entre
varias citocinas, la IL-4 y niveles altos de IL-10 (1, 7, 63). La IL-10 tiene un papel
esencial en el control de la respuesta adaptativa en la inflamaciéon contribuyendo al
balance entre la inflamacion y la inmunorregulacion, favoreciendo respuestas
reguladas. Recientemente en el laboratorio se demostré que la rTsCRT induce la
expresion de las citocinas IL-10 y la IL-4 en los 6rganos linfoides de hamsteres, que
contribuyen al mantenimiento de la respuesta anti-inflamatoria de tipo Th2 e inhibicion
de la respuesta inflamatoria de tipo Th1 (63). La rTsCRT podria provocar el
decremento de MN a través del decremento de los radicales libres inducidos por la
respuesta de tipo Th1 como resultado del tratamiento con TNBS, ya que la rTsCRT

induce la expresion de IL-4 y IL-10 e inhibe la respuesta tipo Th1 conduciendo a la
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disminucion del TNF-a y otras citocinas proinflamatorias que conducen a la
acumulacion de estrés oxidativo que dafia al DNA. Al respecto, en nuestro grupo de
trabajo hemos observado que el tratamiento con rTsCRT disminuye las citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6 inducidas por el tratamiento con TNBS
(Mendlovic et al, datos no publicados), por lo que seria necesario demostrar ademas
que el tratamiento con rTsCRT en el grupo con TNBS, produce menos radicales libres
comparado con el grupo con TNBS solo.

En varios trabajos sobre la deteccidon de MN como marcadores del dafio genotoxico
se ha hecho la comparacion y correlacion entre las técnicas de analisis de MN por
microscopia de fluorescencia y de citometria de flujo, donde se confirman resultados
comparables entre ambas (64, 65). En nuestro estudio se traté obtener la grafica de
correlacion con los datos de mismos ratones evaluados por ambas técnicas, pero no
hubo una correlacién significativa. Una de las explicaciones es que probablemente no
fueron reportados suficientes datos de los ratones evaluados por ambas técnicas. El
analisis mediante microscopia se realizé de manera cegada y solo se evaluaron tres
ratones por grupo, dentro de cuales habian muestras que no se tomaron en cuenta
por tener un valor menor a 700 RET. Por otra parte, se pudo evaluar mas ratones por
citometria de flujo, pero la mayoria de éstos no fueron los mismos que se evaluaron
por la miscroscopia, por lo que se sugiere evaluar las laminillas restantes para poder

hacer el analisis de correlacion de las dos técnicas.
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En la gréafica de correlacién del indice de enfermedad y frecuencia de MN por ambas
técnicas, los resultados por la técnica de citometria de flujo son mas altos
comparados con la técnica de microscopia. En trabajos previos de correlacion de los
MN entre ambas técnicas frecuentemente se evaluan diferentes concentraciones y
tipos de genotoxicos (35, 66). Los resultados varian dependiendo de la concentracion
de genotdxico; hay dosis en las cuales la frecuencia de MN por la técnica de
microscopia resulta ser mas baja que por la técnica de citometria (como en
nuestro caso) y hay dosis del mismo genotéxico, donde la frecuencia de MN por
microscopia es mayor (67). Tomando en cuenta estos resultados se puede sugerir
que habria que analizar las dosis mas bajas y altas de TNBS para ver su impacto en
la produccién de los MN por ambas técnicas. Cabe destacar que a pesar de que en el
presente proyecto se observaron diferencias en la frecuencia de MN entre las dos
técnicas, ambas confirman que el tratamiento con TNBS se correlaciona con un
indice de enfermedad mayor, mientras que el tratamiento con rTsCRT previene la
formacion de MN, por lo que la presencia o ausencia de genotoxicidad se confirma
por ambas técnicas .

La citometria de flujo tiene varias ventajas con respecto a la microscopia, como una
alta sensibilidad debido a que es posible evaluar muchos eventos en un tiempo corto,
de manera automatizada y se requiere una muestra pequefia de sangre. En nuestro
trabajo se evalu6 la frecuencia de MN, tanto por la técnica de microscopia de
fluorescencia, como por la citometria de flujo y se demostré el efecto protector de la
rTsCRT al administrarla previamente en el grupo de TNBS comparado con los
ratones que recibieron unicamente TNBS y que se refleja en una frecuencia baja de
MN. Por la técnica de microscopia, el resultado alcanzé diferencias estadisticamente

significativas, sin embargo por la técnica de citometria de flujo sélo se ve una
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tendencia de la disminucién de los MN en el grupo con la rTsCRT+TNBS. En
ocasiones no se tomaron en cuenta algunas muestras por varias razones, como la
distribucion homogénea de la poblacion de eritrocitos/reticulocitos, reflejada en los dot
plots de tamafo (FSC) contra la granularidad (SSC). En otras ocasiones la muestra
se desviaba mucho hacia la derecha, requiriendo mover las coordinadas de los ejes
del dot plot demasiado. Para poder obtener resultados objetivos y confiables, estas
muestras se excluyeron del analisis final de la técnica de citometria de flujo. El
parametro de la sensibilidad de cada técnica tiene mucha importancia en los valores
que se obtienen de ellas. Por ejemplo, en la técnica de miscroscopia de
flourescencia, es necesario contar al menos 1000 RET por laminilla. Frecuentemente
hay situaciones, donde después de leer toda la laminilla el investigador no llega a
contar 1000 RET, sino 700-800 RET, esto ocurre por varias razones,como por
ejemplo, la produccion de los RET en este raton. En este caso, el investigador aplica
una regla de tres (explicada en la seccion de Material y Métodos) y solo toma el
resultado de conteo arriba de 700 RET para poder acercarse a la norma del ensayo
que son 1000 RET y saca la frecuencia aproximada de MN en 1000 RET,
disminuyendo la sensibildad de esta técnica. En caso de no llegar al menos de 700
RET el resultado no se toma en cuenta. En contraste, en la técnica de citometria de
flujo, donde se pueden contar un mayor numero de células (hasta aproximadamente
520,000 de los eritrocitos y 16,000 eventos de los RET) el ensayo permite sacar la
frecuencia de MN de mayor numero de muestras, lo que aporta una informacion mas
sensible y objetiva. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el
grupo de TNBS y el grupo de TNBS + rTsCRT, aunque si se observa la tendencia de

disminucién en la frecuencia de MN en el grupo tratado con rTsCRT, por lo que
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aumentar el numero de ratones en todos los grupos podria disminuir la desviacion
estandar para alcanzar la significancia estadistica (68).

Respecto al parametro de genotoxicidad, tanto el grupo control como el de rTsCRT
dieron resultados muy parecidos por las dos técnicas, lo que confirma que la rTsCRT
no es genotodxica. En cuanto a la citotoxicidad, entre las dos técnicas en los grupos
control y rTsCRT el resultado de la produccion de los RET coincide con los valores
reportados en la literatura que es entre 1-3% (47), lo que confirma que la rTsCRT no
es citotoxica.

Desde el inicio de la induccion de colitis con TNBS se observé una diferencia en los
sintomas de colitis entre los ratones que recibieron rTsCRT y los que no, por lo que
se sugirio la posibilidad de que existiera una correlacion entre el dafo fisico causado
por la colitis y el dafio genotdxico evaluado mediante la frecuencia de MN, es decir, si
los valores de MN por la técnica de microscopia seria mas altos en los grupos donde
aparecieran los sintomas mas severos (los que fueron tratados con TNBS). La
mayoria de los ratones tratados solamente con TNBS fisicamente se veian mal,
pesaban menos y en éstos se encontrd (por ambas técnicas) que la produccion de los
MN también era mas alta comparado con otros grupos. La r de la correlacién indica
posible relacion entre dos parametros, que se aumenta al acercarse al 1 (69). En
nuestro caso ambas r (de la técnica de microscopia y de citometria) fueron altas e
indican la existencia de una correlacion positiva de moderada a fuerte con un grado
alto de asociacién entre las variables con valores de p estadisticamente significativos
(70). Este analisis sugiere una asociacion entre la frecuencia de MN obtenida por las
dos técnicas y el deterioro del estado fisico de los animales tratados con TNBS. De
aqui se puede concluir dos cosas: 1. Que los ratones tradatos con TNBS en la

mayoria de los casos tienen un numero alto de MN comparado con los otros grupos.
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2. Los resultados de los MN por la técnica de microscopia de fluorescencia
demuestran un partdn parecido con los valores de MN por citometria de flujo, lo que
indica que la técnica de citometria de flujo se puede usar en los siguientes estudios
de investigacion sobre la genotoxicidad sin la necesidad de trabajar con la

microscopia de fluorescencia.
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Conclusiones

En conclusién, en este estudio se evalu6 el dafio genotdxico producido por el TNBS y
se utilizaron dos técnicas de medicion de MN como un biomarcador de genotoxicidad.
En ambas técnicas se demostraron resultados similares, lo que indica que el uso de
la técnica de citometria de flujo puede ser utilizada en los siguientes trabajos sin la
necesidad de utilizar la técnica de microscopia de fluorescencia. Ademas, este
estudio demuestra que la administracion de la rTsCRT no induce dafio al DNA y
puede aplicarse sin el riesgo de dafno genotoxico. Este proyecto abre una nueva linea
de investigacion para estudiar la posible funcion como antioxidante de la rTsCRT para
profundizar sobre los posibles mecanismos involucrados en su capacidad para

disminuir los MN.
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