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Resumen

La mucosa intestinal es la superficie de mayor contacto antigénico del organismo, asi como el
sitio donde los agentes patdgenos penetran mas frecuentemente al organismo. En el
mantenimiento de la homeostasis del intestino participan diversas citocinas, entre ellas, las
citocinas APRIL y TGF-B, por sus siglas en inglés “A Proliferation Inducing Ligand” y
“Transforming Growth Factor-Beta”. APRIL y TGF-B son dos proteinas multifuncionales que se

han asociado con diversos procesos inmunoldgicos en el intestino.

Los patogrupos de Escherichia coli son la principal causa de diarrea bacteriana en nifios
menores de 5 aflos en México y en el mundo, E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli
enteropatogena (EPEC) se encuentran entre los patogrupos mas prevalentes asociados a
diarrea, ademas EAEC es la segunda causa de la diarrea del viajero. En nuestro grupo de
trabajo se han desarrollado modelos murinos de infeccién con EAEC y de Citrobacter rodentium.
C. rodentium es uno de los principales agentes de diarrea en ratones neonatos y contiene una
isla de patogenicidad denominada LEE (“Locus of enterocyte effacement”) similar a la de EPEC,
por lo cual esta bacteria se ha utilizado como un modelo subrogado de este patogrupo para su
estudio en modelos animales. Tanto EAEC como C. rodentium son patégenos que ingresan al
organismo por via oral y ambos microorganismos son capaces de colonizar el intestino. Hasta
el momento se desconoce si las citocinas APRIL y TGF-$ son inducidas ante la infeccion oral
por EAEC y C. rodentium. Por lo que se inocularon ratones C57BL/6 oralmente. Un grupo con
EAEC, otro grupo con C. rodentium y un grupo control con solucién salina. A los cuatro dias se
sacrificaron los ratones y se identificé la presencia de APRIL y TGF-B en el ileon de los ratones
infectados mediante técnicas inmunohistoquimicas, en contraste con los ratones control en los

que no se detectaron las citocinas.

Se observo e identifico la expresion de APRIL y TGF-B y se identificé las zonas de expresion
de las citocinas estudiadas en el ileon de ratones que recibieron un estimulo bacteriano (EAEC
o C. rodentium) encontrando una distribucién similar a lo largo del tejido, pero observando
diferencia en la intensidad de la expresién, en cambio no se observo expresion de estas
citocinas en sus respectivos controles negativos (solucidn salina), los cuales fueron evaluados
al mismo tiempo con los cortes de los ratones inoculados con bacterias. Esto nos permite
suponer que la expresion de APRIL y TGF-B y la deteccidn de las mismas en diversas zonas

del ileon fueron inducidas por la estimulacion bacteriana de EAEC o C.rodentium.
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Abreviaturas

AA: Adherencia agregativa

AAF: Fimbria de Adherencia Agregada

Ac: Anti-cuerpo

A/E: Adherencia y Esfacelamiento

AggR: Aggregative Regulator

ALK: Activin receptor like kinases

APRIL: A Proliferation Inducing Ligand

BAFF: B cell-activation factor of the TNF family
BAFF-R: Transforming Growth Factor-Beta Receptor
BCMA: B-cell maturation antigen

CAML: Calcium modulating Cyclophilin Ligando
CSR: Cambio de Isotipo

DC: Celulas Dendriticas

DV: Diarrea del viajero

EAEC: Escherichia coli enteroagregativa

EHEC: Escherichia coli enterohemorragica

EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva

EPEC: Escherichia coli enteropatogena

ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica

FAE: Follicle associated epithelium

GALT: Tejido Linfoide Asociado al intestino

Gl: Tracto Gastrointestinal

IEL: Intraepithelial Lymphocytes

Ig: Inmunoglobulina

iINOS: Nitric oxide synthase

LAP: Latency Associated Peptide

LB: Linfocito B

LEE: Locus of enterocyte effacement

LLC: Large Latent Complex

LP: Lamina propia

LPL: Lamina Propia Lymphocytes

LT: Linfocito T

LTGF-B: Latent Transforming Growth Factor-Beta
MHC: Mayor Histocompatibility Complex

NK: Natural Killer

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patogenos
PMN: Polimorfo nucleares

PRR: Receptores de reconocimiento de Patrones
SED: Subepithelial Dome

SHET: Enterotoxin Of Shigella

SMAD: union de los acrénimos MAD (mothers againts decantaplegic) y de la proteina SMA de Caenorabditis
elegans

SST3: Sistema de secrecion tipo 3

TACI: Transmembrane activator and CAML interactor
TGF-B: Transforming Growth Factor-Beta

Th: Linfocitos T Helper

TLR: Toll-Like receptors

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

TMCH: Hiperplasia del colon transmisible murina
TSLP: Thymic Stromal Lymphopoietin

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana



Introduccién
Sistema Inmune

El sistema inmune de los mamiferos estd conformado por el sistema inmune
adaptativo y el sistema inmune innato. El sistema inmune innato es capaz de dar
respuestas protectoras rapidas para hacer frente a los patdgenos invasores. El
sistema inmune innato incluye células dendriticas (DC), macrofagos, granulocitos
y células asesinas naturales (NK), las cuales participan en respuestas rapidas
pero inespecificas al reconocer estructuras microbianas a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés), los cuales incluyen
los receptores Toll-like (TLR, por sus siglas en inglés). Por otro lado, el sistema
inmune adaptativo incluye linfocitos T y B, los cuales son capaces de mediar
respuestas especificas, pero temporalmente mas lentas. Estos linfocitos son
capaces de reconocer epitopos a través de receptores altamente diversos. En los
linfocitos B, la interaccion de estos receptores con el epitopo, induce la produccién
de anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas (lg), los cuales son
capaces de reconocer antigenos a través de dominios de unién que pueden ser de

baja o alta afinidad.(Pugga etal. 2014)

Los animales vertebrados se encuentran en contacto con el medio que los rodea a
través de los epitelios presentes en la piel, el epitelio gastrointestinal, el
respiratorio y el genitourinario. Estos epitelios llevan a cabo funciones de gran
importancia como: la proteccion, la vigilancia y el mantenimiento de la
homeostasis del organismo, evitando la penetracion de los antigenos con los que
estamos en contacto diariamente. La mucosa intestinal comprende la superficie de
contacto antigénico mas amplia del organismo. En el humano, la mucosa digestiva
del organismo comprende una superficie aproximadamente de 400 m2, 200 veces

mayor que la de la piel. (Ve9a2007)

El sistema inmune intestinal constituye la parte mas extensa y compleja del
sistema inmune. Recibe diariamente una carga antigénica enorme y es capaz de
distinguir entre patdgenos, bacterias comensales y antigenos procedentes de los

alimentos. El intestino posee mecanismos de defensa que limitan el acceso
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desustancias nocivas o de microorganismos patdégenos al organismo. Esta barrera
intestinal estd integrada por diversos elementos como el epitelio intestinal,
enzimas digestivas y las bacterias que constituyen la microbiota intestinal. Ademas
posee también otra barrera constituida por el tejido linfoide asociado al intestino o
GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue). (Vega 2007)

Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT)
El GALT se divide en dos grupos:

a) El GALT organizado, en donde se lleva a cabo la induccion de la respuesta
inmune intestinal, el cual esta constituido por los foliculos linfoides asociados o
placas de Peyer, los ganglios linfaticos mesentéricos y los foliculos linfoides

aislados. (Kanamori et. al, 1996) (Figura 1)

Las placas de Peyer, estan formadas por agregados linfoides macroscopicos
situados en la cara anti mesentérica de la mucosa intestinal. El tejido linfoide esta
separado del lumen intestinal por una mono capa de células (FAE, follicle-
associated epithelium) constituida por células epiteliales columnares, células M,
leucocitos intraepiteliales (IEL, intraepithelial lymphocytes) y algunas células
secretoras de moco. Las células M son enterocitos especializados en la captacion
de antigenos, carecen de glicocdalix y en su superficie luminal presentan pliegues
en lugar de las micro vellosidades caracteristicas del resto de los enterocitos que
estan recubiertos por el glicocalix. Por debajo del FAE se encuentra una region
difusa denominada cupula o domo subepitelial (SED, subepithelial dome),
integrada por DC y algunos macrdfagos. (Puig et al. 2008) Inmersos en la placa de
Peyer se encuentran los foliculos linfoides aislados, los cuales estan constituidos
por linfocitos B, precursores de células plasmaticas productoras de IgA y en los

centros germinales de estos foliculos es donde se generan linfocitos B de
memoria.(Debard et. al. 2001)

Los ganglios linfaticos mesentéricos se dividen estructuralmente en tres regiones
las cuales contienen una composicion y proporcion celular diferente: corteza,
paracorteza y médula. La corteza contiene foliculos primarios y secundarios ricos

en linfocitos B y DC. La paracorteza se caracteriza por una elevada proporcion de
2



linfocitos T y DC. La médula, que es la region mas interna del ganglio, esta

integrada por células plasmaticas, linfocitos T y B. (Abbas and Lichtman, 2004)

b) EI GALT difuso, es el sitio efector de la respuesta inmune intestinal, integrado
por poblaciones de linfocitos dispersos en la ldmina propia intestinal (LPL, lamina
propia lymphocytes) y los linfocitos que se encuentran entre las células epiteliales
(IEL, intraepithelial lymphocytes). (Ramiro-Puig et al. 2008) (Figura 1)

La lamina propia (LP), comprendida entre el epitelio y la mucosa muscular,
contiene células plasméticas maduras productoras de inmunoglobulinas, linfocitos
T (principalmente Th (linfocitos T helper o cooperadores) y otros tipos celulares
como macrofagos, DC y mastocitos. Estas poblaciones celulares se encuentran en

estado continuo de migracion, diferenciacion y renovacion. (Ramiro-Puig et al. 2008)

GALT DIFUSO |
9 o —IEL GALT ORGANIZADO |
o (olo/ G Célula M
Wl o / FAE
\ola Cupula
\or o/ Placa de P subepitelial
ba . Placa de Peyer.
LPL Foliculo

Area interfolicuar

LAMINA Vaso Imfat/ic'o
PROPRIA

Figura 1. Representacion de los elementos que integran el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal
(GALT): GALT organizado o inductor de la respuesta inmune y GALT difuso o efector, (Ramiro-Puig et al. 2008)

En la LP del intestino las células del sistema inmune estan organizados en nichos
particulares, lo que indica que la estructura esta directamente relacionada con la
funcién en la mucosa intestinal, existen cuatro compartimientos principales en la
mucosa intestinal: el epitelio, la LP de las vellosidades, LP de las criptas y la
submucosa. En cada uno de ellos se alojan varios tipos de células de manera
caracteristica. En el epitelio es posible observar una gran cantidad de linfocitos,
llamados por esta razon intraepiteliales (IEL); la mayoria tiene fenotipo CD2+CD4-

CD8-, con una importante heterogeneidad morfolégica y posiblemente también
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funcional. (Vega-Lopez et al 2001) | 5 mayoria de esas células estd conformada por
linfocitos NK citotoxicos, los cuales participan en la defensa contra células
infectadas por agentes patdgenos intracelulares o como células centinela, son
células productoras de citocinas tempranas con perfil Thl (IL-1, IL-2, IL6, IL-7) que
modulan la respuesta inmune citotoxica local. En la zona de la membrana basal
del epitelio del intestino delgado se encuentran tanto las DC, gran expresion de
moléculas MHC-II (Complejo principal de histocompatibilidad II) y linfocitos T CD8+
(citotoxicos), que también podrian participar en la respuesta inmune contra células
infectadas intracelularmente. (Ve922007) En |a LP de las vellosidades se encuentran
principalmente los linfocitos T CD4+ (cooperadores), que al activarse con el
antigeno presentado por las DC, secretan citocinas con perfil Th2 (IL-4, IL-10, IL-
13) las cuales participan en la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B, los
cuales en el intestino producen principalmente anticuerpos de isotipo IgA. (Baonetal
2009 En la LP también se encuentran numerosos mastocitos y eosindfilos; los
cuales al contacto con el antigeno, son capaces de liberar citocinas con perfil Th2,

ademas de participar en el proceso inflamatorio. (V¢922007) (Figura 2)
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Figura 2. Funciones efectoras de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ (Th1 y Th2). (Abbas et. al. 2004)

Las vellosidades constituyen la zona de absorcion del intestino, asi que la
presencia de los elementos del sistema inmune que reconocen a los antigenos

(células presentadoras de antigeno (APC), linfocitos cooperadores (Th) y
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citotoxicos (Tc)) en esta zona permite inducir respuestas rapidas y oportunas
contra antigenos y microorganismos. Mientras que en las criptas intestinales es la
region secretora de agua y de las enzimas para la digestion y es ahi donde se
encuentra los elementos de la respuesta inmune adaptativa en respuesta a los
microorganismos, ya que se encuentran un gran numero de células plasmaticas
(PC) productoras de anticuerpos (Ab), que son secretados a la luz intestinal a
través de las glandulas de Brinner. También en esta regidn se encuentran los
macrofagos “scavenger’, que no expresan moléculas del MHC-II, que realizan
labores de limpieza de células envejecidas y apoptoticas. (Vega-Lopez et al 2001) Agj
como abundantes mastocitos y eosindfilos, implicados en la defensa del intestino.
Finalmente, en la submucosa intestinal hay mastocitos y DC. (Ve922007) (Figura 3)

Distribucién de células en el intestino delgado

Moco [@ CD24CD4-CD8-
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ojjend3y
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Figura 3. Distribucion de células en el sistema inmune intestinal. MB= membrana basal, Villi=
vellosidades, CD2+= linfocito NK, CD4+= linfocito T cooperador, CD8+= linfocito T citotoxico, SNC=

sistema nervioso central, DC= célula dendritica. (V€92 2007)

Citocinas en respuesta a patdogenos en el intestino

Las citocinas son glicoproteinas de bajo peso molecular (15-50 KDa), poseen la
capacidad de modular las actividades funcionales de células individuales y de

tejidos tanto en condiciones fisiologicas como patoldgicas.



Las citocinas son una de las primeras respuestas que se inducen ante una
infeccion microbiana inician la respuesta inflamatoria, promueven la quimiotaxis, la
adhesidn, asi como la activacion de poblaciones celulares. Ejercen sus efectos en
forma autocrina y paracrina, y en menor proporcion endocrina. Las principales
fuentes de citocinas son los linfocitos T y B, las DC, los macrofagos, los
neutrdfilos, linfocitos NK, células endoteliales y algunas células epiteliales. Las
citocinas producidas activan las células por su reconocimiento a través de los
receptores presentes en la superficie celular, los cuales son expresados por
muchos tipos de células. Por lo tanto la secrecion de una citocina puede ser
inducida, potenciada o inhibida por otra citocina que a su vez puede incrementar o
inhibir la expresion de sus receptores por lo tanto la citocinas definen la magnitud

y la naturaleza de la respuesta inmune especifica. (Gayo et. al. 2000)

TLR (Toll-like receptors).

La inmunidad innata se considera de gran importancia para la eliminacién de los
microorganismos invasores del tracto gastrointestinal (Gl) asi como para evitar la

diseminacion sistémica. (Chaudhary et. al. 1998)

Los TLR son receptores transmembranales que juegan un papel central en la
iniciacidon de la respuesta inmune innata, ya que reconocen y se unen a un amplio
espectro de patrones moleculares asociados a patégenos (“PAMP”, por sus siglas
en inglés), los cuales tienen funciones importantes para la supervivencia del
patbgeno y la subsecuente respuesta inmune adaptativa ante patdégenos
microbianos. (Chaudnary et. al 1998) | 5 gctivacion de los TLR permite la expresion de
numerosos genes que participan en la defensa del hospedero, incluyendo genes
de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, moléculas presentadoras de antigeno
y coestimuladores. (Furie et. al 2005 Hasta el momento se han reportado varios TLR
gue reconocen una gran variedad de ligandos (Figura 4) y los cuales se han
identificado en diversas células como: Células epiteliales intestinales, monaocitos,

linfocitos B y T, neutrdfilos, basofilos, eosinofilos, células NK, DC y macréfagos.
(Chaudhary et. al 1998)



Se ha reportado que el reconocimiento de las estructuras bacterianas por medio
de los TLR es importante para que las citocinas sean expresadas por las células
presentes en el intestino. (Macpherson et. al. 2007; Pugga et. al. 2014) Por |g tanto los TLR juegan
un papel importante en la respuesta inmune, ya que son capaces de identificar

estructuras bacterianas como: LPS, peptidoglicano, flagelina, lipoproteinas, etc.

(Hayashi et. al. 2001)

El intestino estd recubierto por una capa de células epiteliales, las cuales
participan como una barrera protectora y pueden expresar TLR. Las superficies
apicales de las células epiteliales estan en un continuo contacto con bacterias.
Estas células epiteliales no inducen una respuesta inflamatoria ante bacterias
comensales, pero son capaces de producir una respuesta inflamatoria en
presencia de bacterias patdégenas. Esto se debe por la deteccién de las regiones
estructurales de las bacterias mediante la ubicacion de los TLR, por ejemplo el
TLR5 (Flagelina) que se expresa solo del lado basolateral de las células epiteliales
intestinales, mientras que el TLR4 (LPS) se puede expresar en niveles bajos en

las células epiteliales del intestino. (Abreu et al. 2003)

Recientemente se ha mostrado el papel de TLR4, en el reconocimiento de
bacterias comensales, en el reclutamiento de linfocitos B y el CSR IgA, esto fue
descrito utilizando animales transgénicos que expresaban constitutivamente sobre
células epiteliales a TLR4. (Wells et. al. 2011) por otro lado los TLR pueden participar en
respuestas inflamatorias. Como ya se mencioné las células epiteliales secretan
APRIL por la sefalizacion de TLR asi como por el TSLP (por sus siglas en inglés

thymic stromal lymphopoietin) que estimula la produccién de APRIL por DC. Wells et.
al. 2011)
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Figura 4. Ligandos especificos de los TLR. Los receptores tipo Toll (TLR) reconocen una gran
variedad de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). (Medzhitov, et. al. 1995)

Citocina inductora de proliferaciéon (APRIL) y factor activador de células B
(BAFF).

Como se mencion6 anteriormente el reconocimiento de los PAMP por medio de
los TLR induce la expresion de citocinas entre ellas se encuentra la citocina APRIL
(“A Proliferation-Inducing Ligand”) y BAFF (“B cell-activation factor of the TNF
family”). (Macpherson and McCoy 2007) Estas moléculas pertenecen a la superfamilia del
factor de necrosis tumoral (TNF) y estan implicadas en diversos procesos
inmunolégicos como la supervivencia de las células B periféricas, en la produccién
de anticuerpos (Ac) independientes de CD40L, cooperan con los ligandos de TLR
para inducir cambio de isotipo (CSR) en linfocitos B de mucosa del intestino y se
ha demostrado que APRIL y BAFF pueden inducir la expresion de la molécula
citidina desaminasa (AID), indispensable para inducir el cambio de isotipo (CSR).
BAFF es producido por monocitos y DC, mientras que APRIL es producido por

monocitos, macréfagos, DC y células T activadas. (Romeroet. al. 2009) (Figura 5).

BAFF en células B tienen tres receptores BCMA (“B-cell maturation antigen”),
BAFF-R (“B cell-activation factor of the TNF family Receptor’) y TACI
(transmembrane activator and CAML (Calcium-Modulating Cyclophilin Ligando)

interactor”), mientras que APRIL solo puede ser reconocido por BCMA 'y TACI.

BAFF puede ser expresado en la superficie celular o ser secretado, mientras que

APRIL sélo es secretado. (Romero et. al. 2009)
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Figura 5. Representacion de la deteccion de bacterias en el lumen por los TLR localizados en las IEC
(Intestinal epitelial cells). Al unirse los PAMP a los TLR pueden inducir dos eventos A) La secrecion de APRIL
y BAFF por las IEC, las cuales inducen directamente a las células B a un cambio de isotipo (CRS) a IgA al
interactuar con sus respectivos receptores. B) IEC puede inducir a las células B a un cambio de isotipo a
través de la secrecion de TSLP (thymic stromal lymphopoietin). La TSLP es una citocina perteneciente a la
familia de la IL-7 e induce la produccion de BAFF y APRIL en las DC que hayan sido estimuladas a su vez a
través de los TLR. (Macpherson et. al. 2007)

Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B)

El TGF-B es una superfamilia de proteinas, que regulan una gran cantidad de

actividades  biolégicas como proliferacion, migracion, apoptosis y homeostasis
celular. (Spom 1999)

Hasta el momento se han descrito en diferentes organismos cinco isoformas del
TGF-B. También se ha descrito, un heterodimero del TGF-B (TGF-B 1.2) en
plaguetas porcinas. Particularmente en mamifero se han descrito tres isoformas
del TGF-B (B1, B2 y B3) que poseen una identidad del 80%, las otras dos
isoformas 4 y 5 se han identificado en aves y anfibios, respectivamente. Entre las
citocinas que conforman a la familia del TGF-B, el TGF-B1 es la isoforma prototipo
utilizada en los estudios de activacion a partir de la induccién a través de su
ligando. (Heldin and Moustakas 2012) TGF-B se secreta como una molécula precursora,
conocida como LTGF-B (Latent TGF-B, por sus siglas en inglés), que esta
conformado por dos péptidos asociados, denominados LAP (Latency Associated
Peptide por sus siglas en inglés) y un dimero maduro de TGF-B1. El LTGF-B se
asocia con una proteina de union llamada LTBP, que le confiere la capacidad para

unirse a la matriz extracelular (ECM), formando asi el LLC (Large latent complex,
9



por sus siglas en inglés). (avelaud and Mauviel, 2004)  (Figyra 6). Finalmente para generar
el TGF-B activo, primero se escinde el LLC de la ECM, mediante actividad de la
citocinaplasmina, después se escinde el dominio LAP por medio la de diferentes
proteasas, para finalmente dejar libre y activo a TGF-B1, el cual es capaz de

unirse a sus receptoreS. (Biernacka and DObaCZeWSki, 2001)

i Plasmina -
Fé (uPA, calaina, transglutaminasa)

:: ‘“::; i ﬂ

——  Unién al receptor

uPA: activador de plasminogeno tipo urocinasa
MEC: matriz extracelular

L-TBP: péptido asociado a TGF-§ latente

LAP: péptido asociado a la latencia

Figura 6. Estructura y activacion del TGF-B. Es sintetizado como una molécula inactiva, unida a
una secuencia de aminoécidos, conocida como Péptido Asociado a la Latencia (LAP, Latency
Associated Peptide), que esta anclada a la matriz extracelular mediante una proteina denominada
proteina de unién al TGF-§ latente (L-TBP), que tiene que ser proteoliticamente cortada para que
el TG F_B pueda ser Secretado_(GaIvez—GasteIum et. al. 2004)

Receptores y sefializacién del TGF-B

La sefalizacion intracelular producida por la familia del TGF-§ inicia cuando estas
se unen a receptores especificos que se encuentran en la superficie celular,
formando complejos con sus receptores de tipo | y Il. Uniéndose directamente al

receptor tipo Il. (Figura 7)

Se han descrito en mamiferos 5 receptores de TGF-B tipo Il y 7 receptores tipo |
los receptores tipo Il incluyen al receptor TGF-B tipo I(TGF-BR-II), el receptor de
proteina morfogenica de hueso tipo || BMP (BMPR-II), el receptor de la hormona
antimuleriana (AMHR) y los receptores tipo Il y tipo 1IB de activina (ActR-1l y 1IB).
Mientras que los receptores tipo | son los denominados ALK 1-7 (Activin receptor-
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like kinases) y el receptor ALK5 es especifico para los ligandos TGF-f de

Una vez que TGF-B se une al complejo receptor se inicia una cascada de
sefializacion de la familia SMAD (por la unién de las frases (MAD “Mothers against
decantaplegic” y SMA “Small Body Size”)) en las vias de transduccion inducidas
por TGF-B. Las proteinas SMAD tienen funciones tanto inhibidoras y activadores
las cuales modulan los efectos bioldégicos del TGF-B1; ya que tienen gran

importancia en la sefializacion de TGF-p. (Lonn et. al. 2009)
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Figura 7. Esquema de la via de transduccién de sefales inducida por el TGF-B1. TGF-B1 se une a
TBRII para formar un complejo con el receptor tipo | (TBRI). Este complejo induce la fosforilacién de
SMAD 2 y 3, las cuales se unen con SMAD 4. El complejo SMAD 2-3-4 activo es translocado al
ndcleo donde funciona como un coactivador transcripcional de genes de respuesta al TGF-f1. Las
SMAD 6 y 7 pueden interactuar con TRRI y TBRII e impedir que se fosforilen las SMAD 2 y 3
inactivando la sefializacion de TGF-p. (Peralta-Zaragoza, 2001)
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TGF-B y el sistema inmune

TGF- es sintetizado por todas las células del sistema inmunoldgico, ademas de
otras células, como las células epiteliales. Dentro del sistema inmune, el TGF-
tiene un papel importante en inducir un estado de tolerancia, puesto que regula la
proliferacion de los linfocitos, su diferenciacion y su supervivencia. (Godlewski et al 2007)
Ademas, TGF-f participa de manera importante en la respuesta inflamatoria a
través de la regulacion entre otras de la quimiotaxis, asi como la activacion de los
linfocitos, las DC, las células NK y los granulocitos. Por otro lado TGF- también
tiene funciones opresoras ya que suprime la diferenciacion y la actividad citolitica
de las células NK y T asi como de linfocitos B. (tomo et al. 1995) Qtrg efecto supresor
del TGF-B es que inhibe la expresion de las moléculas clase Il del MHC sobre la
superficie de los macrofagos y también puede inhibir la produccion de IL-4. Por lo
tanto el equilibrio de la expresion de TGF-f durante la infeccibn y el proceso
inflamatorio sera relevante para determinar que la respuesta inmunoldgica sea
adecuada. (Halovaetal. 2012) (Figyra 8)
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Figura 8. Efectos de la citocina TGF-B en diversas células del sistema inmunitario. (i etal- 2006)

Marcador de macréfagos F4/80

Con el fin de identificar que células estan expresando a APRIL se utilizo este
marcador para identificar los macréfagos ya que son de las principales células que

pueden expresar a la citocina APRIL a lo largo del ileon.
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Los macrofagos son células fagociticas que son importantes tanto para el sistema
inmune innato como para el sistema inmune adaptativo, puesto que los
macréfagos desempefian un papel importante en la presentacién y procesamiento
de los antigenos, en la produccion de moléculas con actividad bioldgica, tales
como citocinas, proteasas y factores de crecimiento. Muchas de sus funciones
importantes son realizadas por proteinas de superficie celular, tales como los
receptores del complemento, receptores de manosa y los receptores scavenger.
F4/80, también conocido como EMR1 o Ly71, que es una glicoproteina de 160
kDa es uno de los marcadores mas especificos de la superficie celular de los
macréfagos murinos. F4/80 se expresa altamente y constitutivamente en la
mayoria de los macréfagos, incluyendo los macréfagos de la pulpa roja del bazo,
de la microglia en el cerebro, de las células de Kupffer en el higado y ademas en
las células de Langerhans en la piel. Por otro lado la expresién de F4/80 esta
estrechamente regulada de acuerdo al estado fisiol6gico de las células. Por lo
tanto, los precursores de los macréfagos, como los monocitos, tienen una menor

expresion de F4/80 que los macréfagos. (Lin et.al. 2005)
Participacion de las citocinas implicadas en la homeostasis intestinal

En el tracto gastrointestinal hay numerosas células inmunitarias, efectoras y
reguladoras que juegan un papel critico en la defensa del hospedero contra las
infecciones entéricas. La funcion de estas células es regulada para favorecer una
respuesta inmune tolerogénica contra productos de la digestion y de la flora
normal. El equilibrio entre las funciones de la defensa del huésped y la tolerancia
en el sistema inmune del intestino estd mediado en parte por la produccion de

citocinas reguladoras producidas por las células del tejido linfoide asociado al
intestino. (Malstrom y James 1998)

-Inmunoglobulina A

En la mucosa intestinal habitan grandes comunidades de bacterias comensales,
las cuales se mantienen separadas del resto del sistema inmune intestinal a través
de distintas estrategias, generando proteccion sin causar inflamacion. Una de las

estrategias principales para conseguir un estado no inflamatorio incluye la
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produccion de manera T Independiente (TI, regulacion del CSR a IgA, induciendo
la transcripcion del gen AID independientemente de la interaccion CD40/CD40L)
de anticuerpos IgA por los linfocitos B residentes en los foliculos de la mucosa, por
ejemplo en las placas de Peyer o en las zonas extrafoliculares. (Oullaers et. al. 2009) | 5
inmunoglobulina IgA neutraliza toxinas, bacterias patégenas y moléculas
inflamatorias de origen microbiano, por ejemplo el LPS. IgA impide tanto la unién
de las bacterias comensales a la superficie epitelial por impedimento estérico,
como las interacciones con la capa de moco a través del componente secretor de

la IgA e induce aglutinacion bacteriana. (ullaers et. al. 2009)

En las mucosas la IgA es el anticuerpo mas abundante, ya que representa
aproximadamente el 80% de las inmunoglobulinas producidas en estas. En el
intestino existen diferentes células que participan en la sintesis de IgA tanto por un

mecanismo T dependiente como T independiente. (Pullaers et. al. 2009)
-Células Dendriticas (DC)

Las DC, después de recibir un estimulo a través de sus TLR liberan BAFF y
APRIL, asi como acido retinoico, esto conlleva a la activacion de otras DC y de
otras células del sistema inmune innato, tales como macrofagos, granulocitos y
células epiteliales del intestino, las cuales también a su vez son capaces de liberar
BAFF y APRIL. (Suzukiet. al. 2010)

Por otro lado, las DC de la placa de Peyer liberan otras citocinas como TGF- que
pueden inducir la produccién de grandes cantidades de IgA. Las DC pueden
promover la produccién de anticuerpos IgA contra antigenos T-independiente

presentando estos antigenos intactos a los linfocitos B. (Pullaers et. al. 2009)
-Los Linfocitos B (LB)

En los linfocitos B de las placas de Peyer y de los ganglios linfaticos mesentéricos
se lleva acabo el CSR de manera T-dependiente, pero el CSR también puede ser
inducido de una forma Tl en respuesta a sefiales emergentes (deteccién de Ag por
TLR ubicados en las IEC o por las DC). Cuando el Ag es detectado por las IEC o

por las DC se liberan grandes cantidades de BAFF y APRIL, que en conjunto con
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otras citocinas (IL-5, IL-6, IL-10) inducen el CSR. También se puede inducir el
CSR en los linfocitos B de los foliculos linfoides aislados. Este tipo particular de
foliculos contienen células inductoras del tejido linfoide, caracterizadas por liberar
otra molécula de la familia del TNF linfotoxina-, después de recibir sefiales via
TLR de las bacterias comensales. La funcion de la linfotoxina-g en DC es la de
estimular la produccién de TGF-B, una citocina capaz de inducir CSR a IgA de
forma T-dependiente pero también de forma T-independiente, en cooperacion con
BAFF y APRIL, ambos también liberados por DC activadas por ligandos
especificos de los TLR. (Tezukaet. al. 2011) (Figura 9).

-Lamina Propia (LP)

La lamina propia intestinal, es un sitio donde los linfocitos B se encuentran de
forma dispersa y sin formar estructuras foliculares, pero también es un sitio
inductor para la producciéon de IgA de manera T independiente. La produccion de
IgA en esta zona especifica del intestino se lleva a cabo mediante el apoyo de
multiples subtipos de DC residentes, las cuales aportan sefiales activadoras a los
linfocitos B de manera TI. Un subtipo de DC que participa activamente en este tipo
de procesos producen iNOS (nitric oxide synthase) después de recibir sefiales de
las citocinas BAFF y APRIL, esto conlleva a incrementar la expresion del receptor
de TGF-B en los linfocitos B via Oxido nitrico, de manera que los linfocitos B se
sensibilizan a sefales inducibles provenientes de TGF- para empezar a producir
IgA. Sefiales microbianas a través de los TLR activan a las DC y su propia
produccion de BAFF y APRIL. Otro subtipo de DC residente en la lamina propia
son las que constitutivamente expresan el receptor de flagelina (TLR5). Estas DC
tienen una expresion de TLR4 muy baja o no detectable y se ha demostrado que
son capaces de inducir el CSR a IgA de forma TI al liberar acido retinoico e IL-6.
La flagelina de las bacterias activa a los TLR5 de este tipo de DC?# (Ueda et. al. 2007)
(Figura 9).

-Células Epiteliales

Las células epiteliales intestinales pueden liberar citocinas como BAFF y APRIL
que inducen el CSR a IgA, al reconocer a las bacterias mediante los TLR.
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Ademas, las células epiteliales pueden ampliar las funciones de activacion de las
DC colindantes liberando la citocina TSLP (thymic stromal lymphopoietin). La
TSLP es una citocina perteneciente a la familia de la IL-7, que induce, la
produccion de BAFF y APRIL en DC que han sido estimuladas a su vez a través

de los TLR. (He et. al. 2007; Xu et. al. 2007) (Figura 9)_

Secretory IgA
(with secretory component)
Human
¥./ )
] \ . '/'
"'« Bactcna ! .‘LL‘ ',
RN o
‘/ 0 Mecell & . !
' \*-0 i’ 4| . !

EC . IgA “..n. . /,“.

lbLP 'b Subepnhehdl dome
>J\

“./,- he“v, e
P
i TGF B '."s
APRIL, BAFFIL-10 |\
\\ Tcell .

~

ia bl S CD40-CO40L
Via blocd S Bcell

Interfollicular region Peyer's patch

Figura 9. Cambio de isotipo por un mecanismo Tl. En la ldmina propia los linfocitos B con
isotipolgM+ IgD+ pueden llevar a cabo el cambio de isotipo directo de IgM a IgA en respuesta a la

presencia de BAFF, APRIL, IL-5, IL-6 e IL-10. XU et. al. 2007

Escherichia coli

Es una bacteria anaerobia facultativa de la microbiota intestinal de los animales de
sangre caliente. El hospedero se coloniza desde el nacimiento con E. coli, la
cual reside de manera permanente en el intestino, estableciendo una relacién
simbidtica con el hospedero. E. coli y otras bacterias son necesarias para el
funcionamiento adecuado del proceso digestivo, ademas de ser responsables de
producir las vitaminas B y K. El tamafio promedio de los bacilos es de 0.5 um de
ancho por 3 pm de largo. E. coli es un bacilo Gram negativo, movil (por flagelos
peritricos), no esporulado, fermenta glucosa y lactosa, son catalasa positivos,
oxidasa negativos y reducen nitratos a nitritos. Sin embargo, existen cepas que

por mecanismos de transferencia horizontal han adquirido genes de patogenicidad
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y pueden causar dafo produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea.

(Rodriguez-Angeles et. al 2002)

Las cepas de Escherichia coli causantes de diarrea se han agrupado en seis
grupos, cada uno definido por sus mecanismos de patogenicidad: E. coli
enterotoxigénica (ETEC); E. coli entero patégena tipica y atipica (tEPEC, aEPEC);
E. coli Enteroinvasive (EIEC); E. coli enteroaggregative (EAEC); E. coli con
adherencia difusa (DAEC) y E. coli entero hemorragica (EHEC). Cada uno de los
grupos patogenos de E. coli presenta caracteristicas distintivas relacionadas con

su epidemiologia, patogénesis, manifestaciones clinicas y tratamiento. (Rodriguez-Angeles

et. al 2002)

EAEC

E. coli Enteroaggregative (EAEC) es un patdgeno emergente identificado por
primera vez durante la década de 1980 cuando las cepas de EAEC fueron
aisladas de casos de diarrea aguda y persistente en infantes de paises en vias de
desarrollo y en casos de la denominada diarrea del viajero (DV). (Mathew et al. 1985) | 5
DV es la enfermedad que mas comunmente afecta a individuos que viajan desde

paises industrializados a zonas menos desarrolladas del mundo.

La caracteristica distintiva de las cepas de la EAEC es su capacidad para producir
un patron de adherencia agregativa “ladrillos apilados” sobre células HEp-2 o
sobre superficies como el vidrio (Cravioto et al 1979)  tjlizando el protocolo de
adherencia (Cravioo 1979) ' simultaneamente dos grupos independientes (Mathew et al. 1985;
Nataro et al 1987) pyblicaron que cepas de E. coli aisladas de pacientes con diarrea,
adultos y de infantes ambos con enfermedad diarreica se adhirieron a las hep-2 en
forma de ladrillos apilados. Los autores del trabajo de diarrea en adultos utilizaron
el término "adherencia agregativa" (AA) para describir estas cepas de E. coli, y el
grupo del trabajo en nifios las denomind “Entero agregativas”. De estos estudios
se obtuvieron dos cepas de referencia, en la actualidad contamos con dos cepas
de referencia de cada uno de estos estudios JM221 y 042, (Mathew et al. 1985; Nataro et al
1987) Estos aislamientos de EAEC y otros fueron probados en un estudio con
voluntarios adultos en el que se observo que la cepa 042 provoco diarrea en la
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mayoria de los voluntarios, mientras que las otras cepas de EAEC no lo hicieron
(Nataro et al. 1995) FEstos primeros estudios proporcionan evidencia de la gran
heterogeneidad de las cepas de EAEC, asi como las respuestas del hospedero a
estas. De tal manera la cepa 042 es considerada el arquetipo de las cepas EAEC,
con esta cepa se han realizado la mayoria de los estudios de factores de

virulencia, los estudios genéticos y para el desarrollo de modelos en animales.

(Estrada Garcia T. and Navarro-Garcia E. 2012; Morin et al 2013)

Importancia de Escherichia coli entero agregativa (EAEC)

EAEC se ha asociado a casos de diarrea aguda entre lactantes y nifios pequefios
gue residen en todas las regiones del mundo y de personas que viajan de paises
industrializados a regiones menos desarrolladas, también se ha relacionado con
diarrea aguda y persistente en nifios de regiones sub desarrolladas y por otro lado
varios estudios han mostrado que EAEC es un importante agente causal de
diarrea aguda y persistente en nifios menores de 5 afios de regiones menos

desarrolladas asi como de pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (V|H)_(Estrada Garcia T. and Navarro-Garcia E. 2012; Garcia et al 2010)

Los nifios con deficiencias nutricionales o inmunocomprometidos presentan mayor
riesgo de enfermedades diarreicas potencialmente mortales. La presencia de
infecciones de EAEC asintomaticas o con diarrea en nifios menores de 5 afios
estd asociada con el retraso en el crecimiento y la diarrea recurrente con el

retraso en el desarrollo cognoscitivo. (Limaand Guerrant, 1992)

Como ya se mencion6 EAEC es la segunda causa de diarrea del viajero
solamente detrds de ETEC de personas de paises industrializado que han visitado
América Latina y del sudeste asiatico. (Paredes-Paredes et al 201; Ahn JY et al 2011) | 5 DV se
presenta en 15 al 50% de los visitantes de paises industrializados a regiones de
bajos y medianos ingresos, y se reportan anualmente hasta 40 millones de casos
de DV. Dependiendo de la duracion de la estancia, la DV puede afectar hasta el
80% de los viajeros a destinos de alto riesgo (OMS). Ademas, se conoce que una
parte de los pacientes con DC desarrollado sindrome de intestino irritable (IBS) y
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Las caracteristicas clinicas producidas por EAEC se han descrito en estudios en
voluntarios, en brotes y en casos esporadicos. El cuadro clinico caracteristico
producido por EAEC incluye la diarrea acuosa asociada con la presencia de moco,
con o sin sangre, fiebre baja, dolor abdominal, nduseas y vomitos. También se ha

asociado con PMN (Polimorfo nucleares) y lactoferrina en heces. (Nataro JP et al 1995,

Bhan et al 1989)

Patogénesis

Datos acumulados de varios estudios han sugerido tres caracteristicas
importantes de la patogénesis de EAEC: 1) la adherencia a la mucosa intestinal y
formacion del biofilm sobre la superficie del enterocito, 2) la produccion de
enterotoxinas y citotoxinas y 3) la inducciéon de una respuesta inflamatoria de la
mucosa, incremento de secrecién intestinal y dafio. (Estada Garcia T. and Navarro-Garcia E.
2012; Croxen et al 2013) | 3 Adhesion de EAEC se ha caracterizado por producir un
biofilm compuesto por agregados “ladrillos apilados”, embebida en una capa de
moco espeso. Se considera que el patron de AA (Adherencia Agregativa) depende
de la presencia de las fimbrias de adherencia agregaria. EAEC codifica un factor
transcripcional denominado AggR (aggregative Regulator). AggR es considerado
el regulador maestro ya que regula la biogénesis de la fimbria de adherencia
agregada (AAF/I, AAF/Il y AAF/Ill)asi como una gran variedad de factores de
virulencia ente ellas la produccion de varias toxinas incluyendo E.
colienteroagregatival (EAST1) que activa los canales de cloruro; Pet (plasmid-
encoded toxin), una proteina que altera la estructura del citoesqueleto;
Enterotoxinl de Shigella (SHET1) que también induce la secrecion intestinal; y la
proteina implicada en la colonizacién intestinal (pic) que también tiene una

actlvidad proteasa. (NaVarrO'GarCia etal 2011)

Otra molécula implicada en la patogénesis de la EAEC es la dispersina, una
proteina secretada y codificada por el gen aap. La dispersina es translocada por
AaT (antiaggregative transporter system), actia disminuyendo la autoagregacion

bacteriana y permite la dispersion de la EAEC a lo largo de la mucosa intestinal.
(Mohamed et al 2007; Sheikh et al 2002)
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Hasta el momento no existe un modelo murino de infeccion con EAEC que nos
permita reproducir y caracterizar los eventos que induce esta bacteria sobre el
epitelio intestinal. En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo muri6 de

infeccion con EAEC que estamos valorando en la actualidad.

Citrobacter rodentium

Citrobacter rodentium es un patdogeno de la mucosa intestinal murina. Es una
bacteria Gram negativa que causa diarrea en ratones lactantes asi como, en
adultos, hiperplasia del colon transmisible murina (TMCH). La infeccion de C.
rodentium puede ser mortal en ratones lactantes, sin embargo en ratones adultos

la infeccién normalmente no es letal. (Collins etal. 2014)

En modelos murinos se ha observado que la infeccidon por esta bacteria comienza
pocas horas después de su inoculacion oral. La lesion (hiperplasia) es visible entre
los dias 5 y 14 post-inoculacién y entre los dias 21-28 post-inoculacion deja de ser
detectable en heces y a las 7 semanas post-inoculacion las lesiones desaparecen.
Si estos ratones vuelven a ser inoculados con C. rodentium ya no desarrolla la
infeccion sugiriendo que los animales han generado inmunidad ante este

patogeno, (Mundy etal. 2005)
Importancia de C. rodentium

C. rodentium esta relacionada genéticamente con E. coli en particular con E. coli
entero patégena (EPEC) y E. coli entero hemorragica (EHEC) estas Ultimas
bacterias son patdgenos gastrointestinales clinicamente importantes en humanos.
En su conjunto estas tres bacterias se caracterizan por producir la lesion
Adherencia y Esfacelamiento (A/E) en el tracto gastrointestinal del hospedero
(Mundy et al 2005) | 3 formacion de lesiones A/E distingue a EPEC y EHEC de otras
cepas de E. coli patégenas y comensales. EPEC es una causa importante de
diarrea infantil, que conduce a altas tasas de morbilidad y mortalidad en paises en
desarrollo. Mientras que la infeccion por EHEC causa diarrea sin sangre, colitis
hemorragica y el sindrome urémico hemolitico (este ultimo causado por la

produccion de la toxina Shiga (Stx)). C. rodentium comparte el 67% de sus genes
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con EPEC y EHEC, por lo tanto se ha utilizado como modelo para entender las

bases moleculares de la infecciéon por EPEC y EHEC. (Coliins etal. 2014)
Patogénesis

La lesion A/E es esencial para la patogenicidad de estas bacterias la cual se
caracteriza por la adherencia intima de la bacteria a la membrana de las células
epiteliales, el esfacelamiento de las micro vellosidades y la formacion de un
pedestal localizado por debajo de la bacteria. La formacion de esta lesion ocurre
cuando la bacteria transloca hacia el citoplasma de la célula hospedera, una serie
de proteinas efectoras a través de un Sistema de Secrecion Tipo 3 (SST3) entre
las cuales se encuentra el receptor translocado de intimina (Tir) y otras moléculas
involucradas en el rearreglo del citoesqueleto. (Figura 10) Tir es una proteina
producida por la bacteria que se integra en la membrana de la célula eucarionte
donde actia como un receptor de una proteina de la membrana externa de la
bacteria denominada intimina, una vez anclada Tir interactda con proteinas de la
célula hospedera. El reclutamiento de proteinas mediado por Tir en el interior de la
célula eucarionte, provoca la modificacion del citoesqueleto de actina que induce

la formacion de la estructura del pedestal. (Wales etal. 2005; Mundy et al 2005)
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senales

Figura 10. Fases de la infeccidén por C. rodentium y formacion de la lesién A/E (Adherencia y
esfacelamiento). (Strynadka and Ness. 2002)

Los elementos que participan para que se lleve a cabo la lesion A/E estan
contenidos dentro de una isla de patogenicidad LEE (Locus of enterocyte

effacement, por sus siglas en inglés). La isla de patogenicidad LEE consta de 41
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genes gue se agrupan en cinco operones: LEE1, LEE2 y LEE3, LEE4 y LEES que
codifican para varias proteinas, entre ellas las del SST3, las proteinas de adhesion
Tir e intimina y otros efectoras, asi como para el regulador maestro ler (Mundy et al
2005; Barba J. et al 2005) (Figura 11) La organizacion de los genes de la isla de
patogenicidad LEE es casi idéntica en EPEC, EHEC y C. rodentium, sin embargo

su localizacion dentro del cromosoma es diferente. (Wales A.D. et al 2005)
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Figura 11. Representacion esquematica de la isla de patogenicidad LEE de C. rodentium en los
cuales se muestran algunos genes representativos. La isla de patogenicidad LEE consta de 41
genes gue se agrupan en cinco operones denominados LEE1 a LEES. Los operones LEE1 a LEE3
contienen los genes que codifican para el SST3, LEE4 contiene la mayoria de los genes que
codifican para proteinas efectoras y el operon LEE5codifica las proteinas necesarias para las
proteinas de adherencia intima. (Mundy etal 2005)
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Justificacion:

Escherichia coli entero agregativa (EAEC) es uno de los principales causante de
diarrea en el mundo y C. rodentium es el principal causante de diarrea en ratones
neonatos. La via natural de entrada de EAEC y de C. rodentium es oral y

colonizan principalmente el intestino delgado y grueso respectivamente.

En la respuesta inmune intestinal la citocina TGF-3 juega un papel importante en
regular la respuesta ante patdgenos intestinales, mientras que la citocina APRIL
es un elemento clave para permitir el CSR hacia la IgA contra moléculas

especificas del patégeno e impidiendo asi la posterior colonizacion de estos.
Hipotesis
La infeccion por Escherichia coli entero agregativa o Citrobacter rodentium de

ratones C57BL/6 induce un incremento de la expresion de las citocinas APRIL y
TGF-B en el intestino delgado.
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Objetivo General

Caracterizar la expresion de las citocinas APRIL y TGF-B en cortes histolégicos

de ileon de ratones C57BL/6 infectados y controles.
Objetivos particulares

1. Estandarizar una técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de la
citocina APRIL in vivo e in situ en cortes histolégicos de ileon de ratones
C57BL/6 incluidos en parafina.

2. Estandarizar una técnica de inmunohistoquimica para la detecciéon de la
citocina TGF-B in vivo e in situ en cortes histoldgicos de ileon de ratones
C57BL/6 incluidos en parafina.

3. Evaluar y compararla expresiéon de APRIL in vivo e in situ en cortes de ileon

de ratones infectados y controles con C. rodentium o con EAEC.

3.1.1dentificar las células productoras de APRIL en ileon de ratones C57BL/6

con C. rodentium.

4. Comparar la expresiéon de APRIL y TGF-B in vivo e in situ en cortes de ileon

de ratones infectados y controles con C. rodentium o con EAEC.
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Materiales y Métodos
A) Cepa murina
Ratones C57BL/6

Los ratones C57BLACK®G, abreviada como C57BL/6 o0 black 6, es la cepa de ratén
de laboratorio mas usada para ser manipulada genéticamente en el estudio de las
enfermedades humanas. Su aspecto corresponde a un pelaje de color marrén
oscuro, casi hegro, son mas sensibles al ruido, mas propensos a morder y buenos
criadores. Esta cepa de raton se utiliza en diversas lineas de investigacion como

por ejemplo: la genética, la inmunologia, la neurobiologia y la microbiologia.

Para realizar este proyecto se utilizaron 7 ratones de los cuales: a 3 ratones se les
administro solucion salina, 2 ratones fueron inoculados con EAEC y por ultimo 2
ratones fueron inoculados con C. rodentium, los ratones utilizados fueron

sacrificados a los 4 dias post-inoculacion.

Los experimentos realizados para el presente trabajo se llevaron a cabo en
ratones C57BL/6 machos y ratones C57BL/6 hembras de 4 semanas, libres de
patégenos. Los pies de cria (Laboratorios Jackson) son mantenidos en el bioterio
del CINVESTAV bajo el cuidado personalizado de nuestro laboratorio. Se
reprodujeron y criaron en cajas estériles con filtro, asi como con aserrin, alimento
y agua estéril. Durante toda la fase experimental los ratones fueron mantenidos
bajo las condiciones antes mencionadas asi como con alimentacion y agua ad
libitum; el aserrin fue cambiado diariamente y al final de los experimentos los
animales fueron sacrificados por dislocacién cervical. Todos los procedimientos
experimentales fueron revisados y aprobados por el comité interno para el cuidado
y uso de animales de laboratorio del CINVESTAV (CICUAL-CINVESTAV).

Determinacién de enterobacterias en las heces de los ratones

Previo a cada experimento se tomaron las heces de los ratones (1 a 3 “pallets”),
se resuspendieron en 1 mL de solucién salina estéril al 0.85 % y se sembraron en
agar McConkey. Se utilizaron aquellos ratones en donde no se obtuvo ningdn

crecimiento en las placas de agar McConkey. Cabe mencionar que no eran
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ratones genotobiontes, ya que en medios ricos como el agar soya tripticasa, hubo

crecimiento de cocos Gram (+) y algunos bacilos Gram (+).
B) Cepas bacterianas

Se utilizé la cepa 042 de Escherichia coli entero agregativa para inoculacion de

ratones, mientras que para C. rodentium utilizamos la cepa BS 100.
Preparacion del in6culo bacteriano

Las cepas de EAEC y C. rodentium se sembraron por estria cruzada en una placa
de agar McConkey (McDLab) y se incubaron a 37°C durante 18-24 h. Del cultivo
se seleccion6 una colonia, la mitad de la colonia se resuspendi6é en 5 mL de caldo
de soya tripticasa estéril (McDLab) y se incub6 a 37°C durante 18-24 h. La otra
mitad se colocdé en 1 mL de agua MilliQ para realizar el ensayo de PCR para
identificar el gen eaeB que codifica para la intimina B de C. rodentium, y los genes
aatA (que codifica para el translocador de la dispersina AaT antiaggregative
transporte system), AggR (codifica para el regulon maestro) y aap codifica para la
dispersina, estos tres ultimos genes se utilizan para la identificacion de EAEC. Del
cultivo en caldo de 24 h se tomd 1 mL de la suspension bacteriana y se colocé en
un matraz con 50 mL de caldo soya tripticasa fresco y se incub6 a 37°C por
aproximadamente 4 h para C. rodentium y 5 h para EAEC, con agitacion constante
de 180 rpm en un agitador digital (Digital Shaker). Posteriormente se colocé 1 mL
de cada suspension bacteriana en tubos de microcentrifuga y se centrifugd a
13,000 rpm se retird el sobrenadante y la pastilla se lavé 2 veces con solucion
salina al 0.85 %. Una vez lavada la pastilla bacteriana se resuspendié en 1 mL de
solucion salina estéril al 0.85 %, se leydo la densidad Optica en un
espectrofotometro (Smartspec 3000, Bio-Rad) a una A de 600 nm (1 O.D=5X108
UFC/mL), se determiné la concentracion bacteriana y se realizaron los calculos y

las diluciones necesarias para obtener la dosis para los experimentos.
Inoculacion de los ratones

Los ratones se inocularon via oral utilizando una sonda intraesofagica. A un grupo

de ratones se les inoculé con una dosis de 9.5 X 10° UFC de EAEC y otro grupo
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con una dosis de 5 X 108 UFC de C. rodentium. En el caso de C. rodentium el
alimento fue retirado 6 h antes de la inoculacion bacteriana y sélo se les dejo con
agua. A los ratones control se les administrd6 50 puL de solucién salina estéril. El

peso de cada raton fue registrado diariamente.
C) Inclusion del ileon de los ratones C57BL/6

Los ratones inoculados con C. rodentium o EAEC y controles se colocaron en una
camara con cloroformo, para posteriormente ser sacrificados por dislocacion
cervical para su diseccion. A cada raton se le extrajo el intestino desde el duodeno
hasta el recto, posteriormente se selecciond y se realizaron cortes de 1 cm al
ileon. A estos cortes de ileon se les realizo un corte longitudinal y se colocaron
extendidos como una lamina sobre cera dental. El tejido se sumergié en etanol
absoluto durante 24 horas para fijarlo. Posteriormente cada corte del ileon fue
colocado en un sobre de papel filtro para poder ser lavado con agua durante 12
horas, el cual fue deshidratado utilizando diferentes diluciones de etanol y Xilol
durante 1 hr cada reactivo (Etanol 70%, Etanol 96 % I, Etanol 96 % II, Etanol
Absoluto |, Etanol Absoluto IlI, Etanol- Xilol I (Vol-Vol), Etanol-Xilol Il (Vol-Vol) y
Xilol).

Posteriormente las muestras fueron incluidas en parafina (Parafina | durante 90

min y Parafina Il durante 120 min).

Por ultimo a las muestra se les retiro el sobre de papel filtro y fueron montadas con

parafina liquida, para poder ser cortados en el micrétomo.
D) Cortes histolégicos de ileon de los ratones C57BL/6

Los cortes histoldgicos de ileon fueron realizados en el laboratorio No. 2 ubicado
en el departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del I.P.N (CINVESTAV-IPN).
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E) Caracteristicas de los Anti-cuerpos (Ac) utilizados en los ensayos de

inmunohistoquimica.

1) APRIL

Se utilizé como Ac primario un Ac polyclonal Anti-APRIL, cuyo isotipo es IgG, de la
marca GeneTex con el numero de catalogo GTX22566.

Como Ac secundario se utilizo POX anti-Rabbit, cuyo isotipo es IgG, de la marca
Jackson ImmunoReserch con el nimero de catalogo 111-036-047.

2) TGF-B

Se utilizd6 como Ac primario un Ac polyclonal Anti- TGF-, cuyo isotipo es IgG, de
la marca Santa Cruz Biotechnology Inc con el numero de catalogo TGF-B1 (V): sc-
146.

Como Ac secundario se utilizé Swine Anti-Goat IgG (H+L), cuyo isotipo es IgG, de
la marca Southern Biotech con el nimero de catalogo 6300-05.

F) Inmunohistoquimica

Son un grupo de técnicas que permiten localizar antigenos especificos presentes
en células o en tejidos utilizando Ac. La interaccion Ag-Ac solo es visible si el Ac
1° o 2° esta marcado (Figura 9), los cuales piden estar marcados con sustancias

que absorbe o emite luz o produce coloracion. (Baron et al. 2009; Sangild et al. 2009) (Figyra 12)

. Figura 12. Métodos inmunohistoquimicos que producen
a
. coloracion.
% .
!'”l" 3 .# A H HH o H
Seondes \ a) Metodo directo: utiliza un Ac 1° conjugado a una
enzima que reconoce especificamente al Ag de un tejido.
)( )l\ La interaccion Ag-Ac es detectada al adicionar la solucion
LR s % sustrato-cromégeno.
b) Método Indirecto: utiliza un Ac 1° no conjugado que
reconoce especificamente al Ag de un tejido. Se necesita
un Ac 2° conjugado a una enzima, el cual reconocera las
regiones constantes del Ac 1°. La interaccion Ag-Ac es
+ Antigen detectada al adicionar la solucidn sustrato-cromogeno.
Primary antibody (Sangild et al. 2009)
< Secondary antibody
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En este trabajo se hara referencia a la técnica de inmunoperoxidasa la cual utiliza
como marcador una enzima que cambia de color un sustrato incoloro. En los
inmunoensayos realizados se utilizé un Ac 2° peroxidado y como sustrato fue
utilizada la Diaminobenzidina (DAB), la cual nos permite identificar a las células
marcadas con un color café.

G) Programa ImageJ

En este proyecto se utilizdé el programa ImageJ para llevar a cabo el conteo de
células positivas en los mismos campos de tejidos seriados de ileon de un ratén
C57BL/6 inoculado con EAEC, para detectar que células estan expresando a la
citocina APRIL.

H) Estandarizacién de un ensayo de inmunohistoquimica para la deteccion
de citocinas (APRIL o TGF-B) en cortes de 5 ym de ileon de ratones incluidos

en parafina.

Los cortes utilizados para los ensayos de inmunohistoquimica se dejaron
desparafinar en un horno durante toda la noche a una temperatura entre 58-63°C,
se retira el excedente de parafina del contorno de los cortes y se termina la etapa
de desparafinacion al sumergir los cortes en xilol, para posteriormente ser
hidratados con diferentes concentraciones de Etanol (99.5% I, 99.5% II, 99.0% I,
99.0% Il y 80.0%) durante 1 min cada una. Para la recuperacion de antigeno, los
cortes se sumergen en buffer de citratos 0.01 M pH 6.0 y se colocan en un bafio
Maria, a ebullicion durante 20 min, se dejan enfriar las muestras por 10 min, para
posteriormente ser colocadas en PBS 1 X. Para eliminar la actividad de las
peroxidasas endogenas las muestras son incubadas con H202 al 9 % en PBS 1X
con 0.1 % de azida de sodio durante una hora, se realizan tres lavados con BSA al
0.1 % en PBS 1X de 5 min. En lo sucesivo los lavados se haran de manera
idéntica. Para el bloqueo de uniones inespecificas se incuban las muestras con
suero no relacionado al 1-2 % en BSA al 1 % en PBS 1X pH 7.4 durante 1 hr. Las
muestras son incubadas toda la noche a 4°C con el Anti-APRIL o Anti-TGF-3

(diluidos con la solucién utilizada para el bloqueo de uniones inespecificas). Al dia
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siguiente se realizan tres lavados y se incuban las muestras durante una hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario respectivo. Posteriormente las
muestras son reveladas con el kit Betazoid DAB Chromogen de la marca Biocare
Medical durante 2 min o menos (el revelado debe de ser monitoreado con un
microscopio en todo momento), la reaccion es detenida con la solucion de lavado.
Las muestras son contrastadas con Hematoxilina de Harris por 3 min,
deshidratadas con diferentes soluciones de Etanol (80.0%, 99.0% II, 99.0% I,
99.5% II, 99.5% I) durante 20 s cada una, por ultimo agregar el medio de montaje

Polymount y colocar un cubreobjetos para posteriormente ser analizadas.
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Resultados

1.- Estandarizar una técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de la
citocina APRIL in vivo e in situ en cortes histolégicos de ileon de ratones

C57BL/6 incluidos en parafina.

Con el fin de estandarizar la técnica para detectar la citocina APRIL en los cortes
de ileon, se utilizaron cortes de un bloque de parafina (No. 1905) del ileon de un
ratbn C57BL/6 inoculado con 5 X 108 UFC de C.rodentium y sacrificado al cuarto
dia post-inoculacion. Se realizaron tres experimentos en donde se modificaron las
concentraciones (diluciones) del anticuerpo secundario para determinar las
mejores condiciones de trabajo para la deteccion de APRIL como se muestra en la

siguiente Tabla 1.

Diluciones

1:50

1:50 1:50
Primario (10 pg/ml) (10 pg/ml) (10 pg/ml)
Ac 1:250 1:50 1:100

Secundario (3.2pg/ml) (16 ug/ml) (8 pg/ml)

Tiempo de

exposicién 30s 30s 30s
a DAB

Tabla 1. Diluciones utilizadas para la estandarizacion de la citocina APRIL en ileon de un ratéon

inoculado con 5 X 108 UFC de C.rodentium.

Ademéas de probar diferentes concentraciones del Ac secundario, nosotros
establecimos aumentar el tiempo de lavado de 3 a 5 minutos tres veces utilizando

el mismo tiempo de revelado de DAB en los tres experimentos. (Figura 13)
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Diluciones (concentraciones) de los anticuerpos probadas para la deteccidén de la citocina APRIL

Ac 1° 1:50 (10 pg/ml), Ac 2° 1:250
(3.2pg/ml) (30 S con DAB)

Ac 1° 1:50 (10 pg/ml), Ac2°1:50

Ac 1° 1:50 (10 pg/ml), Ac2°1:100
(8 ug/ml) (30 S con DAB)

(16pg/ml) (30 S con DAB)

Figura 13. Comparacion de la expresion de la citocina APRIL en cortes de 5 um de ileon del ratén C57BL/6
inmunizado con C. rodentium, utilizando diferentes diluciones del anticuerpo secundario y aumentando los
tiempos de lavado. Las imagenes identificadas con los nimeros (A.1, B.1, C.1) muestran los resultados con
las diferentes concentraciones de anticuerpo secundario y con un lavado de 5 minutos con BSA en PBS 1X
por triplicado. En los diferentes inmunoensayos se observan células marcadas por la citocina APRIL tanto en
el domo subepitelial de la placa de Peyer (A.2, B.2, C.2), en la lamina propia (LP) (A.3, B.3y C.3) y en los

enterocitos (EC) (A.3, B.3y C.3).

Con base en los resultados de la estandarizacion de la citocina APRIL se decidi6

utilizar las concentraciones del Ac primario 1:50 (10 pg/mL) y Ac secundario 1:50

(16 pg/mL), ya que con estas diluciones se observé una clara expresion de la

citocina APRIL evitando el exceso de fondo producido por el DAB, visualizando de

manera adecuada las células marcadas (Figura 14). La expresion de la citocina

APRIL se observé principalmente en las células del domo subepitelial y en la
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region inferior de la Placa de Peyer, en las células en la lamina propia de algunas

vellosidades y en los enterocitos.

Diluciones (concentraciones) que sera utilizada para la deteccidn de la citocina APRIL
Ac 1° 1:50 (10 pg/ml), Ac 2°1:50 (16 ug/ml) (30 S con DAB)

Domo
Subepitelial

Células
marcadas en
Placa de Peyer

Células

Figura 14. Condiciones éptimas para la inmunolocalizacién de la citocina APRIL en cortes de 5 um
de ileon de raton C57BL/6 inmunizado con C. rodentium, utilizando la dilucién 6ptimas de Ac 1°
(2:50 ,10 pg/ml), y Ac 2° (1:50 ,16 pg/ml). Como se muestra en las microfotografias se observa la
presencia de células marcadas por la citocina APRIL en el domo subepitelial de la placa de Peyer
(Ay B), enla lamina propia (C) y en los enterocitos (C).
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2.- Estandarizar una técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de la
citocina TGF-B in vivo e in situ en cortes histolégicos de ileon de ratones

C57BL/6 incluidos en parafina.

Para determinar las condiciones Optimas para detectar la citocina TGF-f se
llevaron a cabo seis inmunoensayos. Para esto se utilizé el bloque de parafina
No. 388 del ileon de un ratén C57BL/6 inoculado 5 X 10° UFC de EAEC el cual fue
sacrificado al cuarto dia post-inoculacion. Se utilizaron tres diferentes
concentraciones del Ac primario con la misma concentracion del Ac secundario,
pero en las tres combinaciones de anticuerpos se utilizaron tres diferentes tiempos

de revelado de DAB como se muestra en la siguiente Tabla 2:

Diluciones (Concentraciones)

Ac

Primario

1:400
(0.25 pg/ml)

1:50
(2.0 pg/mI)

IR

1:50
(2.0 pg/mi)

1:100
(1.0 pg/mi)

s
1:50
(2.0 pg/mI)

1:50
(2.0 pg/mi)

Ac 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400
Secundario (2.5 pug/ml) (2.5 pg/ml) (2.5 pg/ml) (2.5 pg/ml) (2.5 pg/ml) (2.5 pg/ml)
Tiempo de

exposicién a 1 min 2 min 30s 1 min 2 min 30s

DAB

Tabla 2. Diluciones utilizadas para la estandarizacion de la citocina TGF-B en ileon de un ratén
inoculado con 5 X 10° UFC de EAEC.

Ademas de probar diferentes concentraciones del Ac primario, nosotros
establecimos aumentar el tiempo de lavado de 3 a 5 minutos tres veces utilizando

el mismo tiempo de revelado de DAB en los tres experimentos. (Figura 15)
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Diluciones (concentraciones) de los anticuerpos probadas para la deteccion de la citocina TGF-
Ac 1° 1:400 (0. 25 pg/ml), Ac 2° Ac 1° 1:50 (2.0 pg/ml), Ac 2° 1:400 Ac 1° 1:50 (2.0 ug/ml), Ac 2° 1:400
1:400(3.2pg/ml) (1 min con DAB) (2.5 pg/ml) (2 min con DAB) (2.5 pg/ml) (30 s con DAB)

X ‘\’4!

Ac 1° 1:50(2.0 pg/mL), Ac 2° 1:400
(2.5pg/mL) (2 min con DAB)

Figura 15. Comparacion de la expresion de la citocina TGF-$ en cortes de 5 ym de ileon de ratén C57BL/6
inmunizado con EAEC, utilizando diferentes diluciones de anticuerpos primario y tiempos de revelado de DAB.
Como se muestra en las microfotos A.1-2, B.1-2, C.1-2, D.1-2, E.1-2 y F.1-2 se observan las diferentes zonas
de expresion de la citocina TGF-B en el tejido. En los diferentes inmunoensayos se observan células que
expresan la citocina TGF- en los enterocitos y la lamina propia de las vellosidades. En las imagenes se
observan la expresion de TGF-$ en las mismas regiones del tejido, pero varia la intensidad de la expresion de
la citocina dependiendo de las diferentes diluciones de anticuerpos utilizada y del tiempo de exposiciéon de
DAB.



Posteriormente de haber realizado la estandarizacion para esta citocina,
encontramos que las condiciones 6ptimas en donde se observa de manera mas
adecuada la expresion de TGF-B fue utilizando las concentraciones de Ac 1°
(1:50, 2.0 pg/mL), del Ac 2° (1:400, 2.5 pg/mL) y una exposicion de DAB, de 30 s
como se muestra en la Figura 16. La expresion de TGF-3 se observo sobre los
enterocitos aunque se observa también en células localizadas en la lamina propia,
cabe mencionar que no se evaluo la placa de Peyer.

Diluciones (concentraciones) de los anticuerpos probadas para la deteccion de la citocina TGF-
Ac 1°1:50 (2.0 pg/mL), Ac 2° 1:400 (2.5 pg/mL) (30 s con DAB)

Puntas de
ellosidades
marcadas

|IEC marcadas en
las puntas de
vellosidades

Células
marcadas

-

enlLP

Figura 16. Expresion de la citocina TGF-B en cortes de 5 ym de ileon de raton C57BL/6
inmunizado con EAEC. Utilizando la dilucién de Ac 1° 1:50 (2.0 pg/mL), Ac 2° 1:400 (2.5 pg/mL).
Observamos un claro marcaje de las células positivas a TGF-3, tales como en los enterocitos y
algunas células de la lamina propia de las vellocidades (A, By C).
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3.- Evaluar y comparar la expresion de APRIL in vivo e in situ en cortes de
ileon de ratones infectados con C.rodentium o con EAEC y controles
(Solucién Salina).

A.- Se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en cortes de 5 um del ileon de
un ratéon al que se le administro solucion salina (Control) que fue sacrificado a los
cuatro dias post inoculacion, utilizando las condiciones estandarizadas para APRIL
(Ac primario Anti-APRIL 1:50/10 pg/mL, Ac secundario 1:50/16 pg/mL y 30 s de

DAB) para esto utilizamos el bloque de parafina con el No. 374.

Utilizando estos cortes también se realizd el control de isotipo (Se utilizé con la
misma concentracion utilizada para el Ac Anti-APRIL), control (-) utilizando solo el
Ac secundario (Se utilizé6 usando una dilucion 1:50 (16 pg/mL)) y control (-) sin
utilizar Ac (No se utiliz6 ningin Ac), necesarios para la adecuada estandarizacion
de la técnica y confirmacién de que lo que observamos es en efecto el marcaje de
APRIL.

Como se muestra en la Figura 17 no se observd marcaje con el anticuerpo Anti-
APRIL en la Placa de Peyer (D.1-2) ni tampoco en las vellosidades (D.3) ni en
ninguna célula. En las microfotografias correspondientes a los controles, no se
observa marcaje en ninguna de zonas del ileon utilizadas en este ensayo,
confirmando que la técnica no presenta marcaje inespecifico. Cabe mencionar que
al mismo tiempo que corrimos este experimento se realizé el marcaje de tejidos de
animales inoculados con los patégenos en los cuales si se observd marcaje.
(Figuras 18 y 20)
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Expresion de la citocina APRIL en tejidos control (ileon de un ratén
C57BL/6 inoculado con solucidn salina)

Control de Isotipo

Control (-) solo Ac

Control (-) sin utilizar Acs

50; 1:50)

Ac (1

| A2 -

Figura 17. Microfotografias de cortes de ileon (5 pm), con Ac Anti-APRIL, de un raton C57BL/6 al que se le
administrd solucion salina, sacrificado al cuarto dia post administracién. En esta figura se observan las

12 &
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imagenes que corresponden a el control de isotipo (A.1-3), control (-) utilizando solo el Ac secundario (B.1-3)
y el control (-) sin utilizar Acs (C.1-3). En las imagenes que corresponden a los controles del ensay6 no se
observa la deteccién de la citocina APRIL. Los tejidos de las imagenes (D.1-3) fueron tratados con el Ac
primario y secundario contra APRIL pero no se detect6 la expresion de la citocina APRIL en la placa de
Peyer, en la lamina propia o en los enterocitos.

B.- Evaluar la expresién de APRIL in vivo e in situ en cortes de ileon de

ratones infectados con C.rodentium.

B.1.-Evaluacion de la expresion de APRIL en cortes de ileon de 5um de un ratén
C57BL/6 que fue inoculado con 5X10% UFC de C.rodentium sacrificado a los 4
dias post inoculacion, utilizando el bloque No. 1905 y las concentraciones
estandarizadas en este proyecto (Ac primario 1:50/10 pg/mL, Ac secundario 1:50
16 pg/mL y DAB 30 s).

Utilizando estos cortes también se realizé el control de isotipo (Se utilizé con la
misma concentracion utilizada para el Ac Anti-APRIL), control (-) utilizando solo el
Ac secundario (Se utilizé usando una dilucién 1:50 (16 pug/mL)) y control (-) sin
utilizar Ac (No se utiliz6 ningln Ac), necesarios para la adecuada estandarizacion
de la técnica y confirmacion de que lo que observamos es en efecto el marcaje de
APRIL.

En la Figura 18, se observa la expresion de la citocina APRIL tanto en las
vellosidades como en la placa de Peyer. Encontramos una alta expresion de la
citocina en la placa de Peyer, principalmente en el citoplasma de las células en la
zona inferior (zona de linfocitos T) y en el domo subepitelial (D.1-2), mientras que
en las vellosidades se muestra células en cuyo citoplasma se expresa APRIL
incluyendo células en la ldmina propia, en las criptas y en las enterocitos (D.3). En
las microfotografias correspondientes a los controles, no se observa marcaje en

ninguna de zonas del ileon utilizadas en este ensayo.
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Expresion de la citocina APRIL en tejidos infectados (ileon de un ratén
C57BL/6 inoculado con C. rodentium)

X 3

Control de Isotipo

Control (-) solo Ac 2°

Control (-) sin utilizar Acs

D.1

Domo
Subepitelial

Células
marcadas en o
i LP o4 2 P u

50; 1:50

Ac (1

esta figura se observan las imagenes que corresponden al control de isotipo (A.1-3), control (-) utilizando solo el Ac
secundario (B.1-3) y el control (-) sin utilizar los Acs (C.1-3). En las imagenes que corresponden a los controles utilizados no
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se observa marcaje. Como se muestra en las imagenes (D.1-3) se observan células marcadas con el anticuerpo Anti-APRIL
en citoplasma tanto de las células del domo subepitelial como de la region inferior de la Placa de Peyer (D.1-2), asi como en
el citoplasma de las células de la lamina propia y de los enterocitos de las vellosidades (D.3).

B.2.- Comparar la expresion de APRIL in vivo e in situ en cortes de ileon de

ratones infectados con C. rodentium y controles (Solucion Salina).

Como ya se menciono las inmunohistoquimicas se realizaron seriadas es decir al
mismo tiempo se evaluo la presencia de APRIL en los tejidos de los ratones a los
que se administr6 solucién salina e inoculados con C. rodentium ambos
sacrificados a los cuatro dias posteriores a las administraciones de solucion salina
y C. rodentium. En la figura 19 se muestra la comparacion del marcaje con APRIL
de los tejidos del ileon de ratones que se les administré solucion salina e infectado
con C. rodentium, como ya se mencioné no se observdé marcaje en los animales
con solucion salina, mientras claramente se ven tefiidos en color café el
citoplasma de las células de la LP (Figura 19 B3) asi como células en el domo de

la placa de Peyer de los tejidos infectados con C.rodentium (Figura 19 B1-2).

Comparacion de la expresion de la citocina APRIL

Solucién Salina

C. rodentium

inmunizados con C. rodentium. Los inmunoensayos se realizaron en serie y bajo las mismas condiciones. En las imagenes
A.1, A.2 y A.3 se observan los cortes correspondientes al ileon de un raton control, en los cuales no se observa la expresion
de la citocina APRIL en ninguno de los tejidos evaluados (vellosidades y Placa de Peyer). En contraste en las imagenes
B.1, B.2 y B.3 se observan los cortes correspondiente al ileon de un ratén inmunizado con C. rodentium, en los cuales se
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observa la expresion de la citocina APRIL en citoplasma de las células de la lamina propia (LP) de algunas vellosidades y
en la placa de Peyer, principalmente en el domo subepitelial y en la zona inferior.

C.- Evaluar la expresion de APRIL in vivo e in situ en cortes de ileon de ratones
infectados con EAEC.

C.1.-Evaluacion de la expresion de APRIL en cortes de ileon de 5um de un raton
C57BL/6 que fue inoculado con 9.5 X 10° UFC de EAEC sacrificado a los 4 dias post
inoculacion, utilizando el blogue No. All y las concentraciones estandarizadas en
este proyecto (Ac primario 1:50/10 pg/mL, Ac secundario 1:50/16 pg/mL y DAB 30 s).
Utilizando estos cortes también se realizo el control de isotipo (Se utilizé con la misma
concentracion utilizada para el Ac Anti-APRIL), control (-) utilizando solo el Ac
secundario (Se utilizé usando una dilucién 1:50 (16 pg/mL)) y control (-) sin utilizar Ac
(No se utilizé ningan Ac), necesarios para la adecuada estandarizacion de la técnica y

confirmacién de que lo que observamos es en efecto el marcaje de APRIL.

En la Figura 20, se observa la expresién de la citocina APRIL tanto en la placa de
Peyer como en las vellosidades. Encontramos una alta expresion de la citocina en la
placa de Peyer, principalmente en el citoplasma de las células en la zona intrafolicular
y en menor proporcion en el domo subepitelial (D.1-3), mientras que en las
vellosidades se muestra células en cuyo citoplasma se expresa APRIL incluyendo
células en las criptas y en las enterocitos (D.1). En las microfotografias
correspondientes a los controles, no se observa marcaje en ninguna de zonas del
ileon utilizadas en este ensayo.

En los cortes de ileon del ratén infectado con EAEC, se observé una disminucién
notable en la expresién de APRIL en comparacién con los cortes de ileon del raton
infectados con C.rodentium. La expresion de APRIL en los cortes histologicos de ileon
de raton infectado con EAEC se observé en la misma zona del domo subepitelial de la
placa de Peyer al igual que en los cortes de los ratones infectados con C. rodentium,
sin embargo con una menor intensidad (es decir un color café mas claro), también en
los cortes histologicos de ileon de raton infectado con EAEC se observaron zonas
intrafoliculares en donde observamos mayor expresién de APRIL en comparacion a la
zona del domo subepitelial. En las vellosidades se observoé la expresion de la citocina
APRIL en las células epiteliales al igual que en los cortes con C. rodentium pero
también con una menor intensidad. Y en la [amina propia no se ve una sefial clara a

comparacion con C. rodentium en donde hay varias células que expresan la citocina.
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Expresion de la citocina APRIL en tejidos infectados (ileon de un ratén
C57BL/6 inoculado con EAEC)

Control de Isotipo
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Control (-)

Ac (1:50; 1:400)

Figura 20. Microfotografias de cortes de ileon (5 pm) de un ratéon C57BL/6 inoculado con EAEC, que se les realizo una
inmunohistoquimica con Ac contra APRIL. En esta figura se observan las imagenes que corresponden a el control de isotipo
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(A.1-3), control (-) utilizando solo el Ac secundario (B.1-3) y el control (-) sin utilizar Acs (C.1-3). En las imagenes que
corresponden a los controles utilizados no se observa la deteccion de la citocina APRIL. Como se muestra en las imagenes
(D.1-3) se observan células marcadas con el anticuerpo Anti-APRIL principalmente en la zona intrafolicular de la Placa de
Peyer (D.1-3), al igual que en los enterocitos de las vellosidades (D.1).

C.2.- Comparar la expresion de APRIL in vivo e in situ en cortes de ileon de
ratones infectados con EAEC y controles (Solucién Salina)

Como ya se menciond las inmunohistoquimicas se realizaron seriadas es decir al
mismo tiempo se evalud la presencia de APRIL en los tejidos de los ratones a los que
se administré solucién salina e inoculados con EAEC ambos sacrificados a los cuatro
dias posteriores a las administraciones de solucién salina y EAEC. En la Figura 21 se
muestra la comparacion del marcaje con APRIL de los tejidos del ileon de ratones
administrados con solucion salina e infectado con EAEC como ya se mencion6 no se
observé marcaje en los animales con solucién salina, mientras claramente se ven
tefiildos en color café el citoplasma de las células de la LP principalmente (Figura 21
B1-3 B3) asi como células en el domo de la placa de Peyer de los tejidos infectados
con EAEC (Figura 21 B1) y por ultimo en las criptas y en los enterocitos de las

vellosidades.

Solucion Salina

C. rodentium

intrafolicular




Figura 21. Comparaciéon de la expresion de la citocina APRIL en cortes del ileon de ratones C57BL/6
controles e inmunizados con EAEC. Los inmunoensayos se realizaron en serie y bajo las mismas condiciones.
En las imagenes A.1, A.2 y A.3 se observan los cortes correspondientes al ileon de un ratén control, en los
cuales no se observa la expresién de la citocina APRIL en ninguno de los tejidos evaluados (vellosidades y
Placa de Peyer). En contraste en las imagenes B.1, B.2 y B.3 se observan los cortes correspondiente al ileon
de un ratén inmunizado con EAEC, en los cuales se observa la expresion de la citocina APRIL en citoplasma
de las células en la placa de Peyer, principalmente en la zona intrafolicular y en menor proporcién en el domo
subepitelial, también se observan células marcadas en las criptas y enterocitos de algunas vellosidades.

3.1.- Identificar las células productoras de APRIL en ileon de ratones
C57BL/6 inoculados con EAEC.

Junto con el ensayo inmunohistoquimico de la expresion de la citocina APRIL en
el ileon de un ratén C57BL/6 inoculados con EAEC, se realizé a la par un ensayo
inmunohistoquimico para la expresion del marcador de macréfagos F4/80
utilizando cortes histolégicos seriados del mismo bloque de parafina utilizados en
los ensayos inmunohistoquimicos de la expresion de la citocina APRIL. Este
experimento se realizé con el objetivo de identificar los macréfagos que estan

expresando a APRIL. Figura 22

En la expresion de F4/80 en cortes del ileon de un ratén C57BL/6 inoculado con
EAEC. Se utilizé6 una dilucion del Ac primario de 1:50 (10 pg/mL) y de Ac
secundario 1:50(16 pg/mL).

Utilizando estos cortes también se realizé el control de isotipo (Se utilizé con la
misma concentracion utilizada para el Ac Anti-APRIL), control (-) utilizando solo el
Ac secundario (Se utilizé usando una dilucién 1:50 (16 pug/mL)) y control (-) sin
utilizar Ac (No se utilizdé ningun Ac), necesarios para la adecuada estandarizacion
de la técnica y confirmacion de que lo que observamos es en efecto el marcaje de
APRIL.
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Expresion de F4/80 en tejidos infectados (ileon de un ratén
C57BL/6 inoculado con EAEC)
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Figura 22. Microfotografias de cortes de ileon (5 um) de un raton C57BL/6 inoculado con EAEC,
que se les realizo una inmunohistoquimica para identificar a F4/80. En esta figura se observan las
imagenes que corresponden a el control de isotipo (A.1-3), control (=) utilizando solo el Ac
secundario (B.1-3) y el control (-) sin utilizar Acs (C.1-3). En las imagenes que corresponden a los
controles utilizados no se observa la deteccién de F4/80. Como se muestra en las imagenes (D.1-
3) se observan células marcadas con Anti-F4/80 principalmente en la zona intrafolicular de la Placa
de Peyer (D.1-3).

Posteriormente para visualizar de una mejor manera e identificar los macréfagos
gue estan expresando a APRIL, se realiz6 la Figura 23 en la cual se compara la
expresion de F4/80 y la de APRIL en los mismos campos, para después realizar
un conteo de macréfagos que estan expresando a APRIL en esos tejidos
infectados por EAEC.
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Tabla comparativa de la expresion de la citocinas APRIL, del marcador de macrofagos F4/80 en
tejido infectado y sus respectivos controles (ileon de un raton C57BL/6 inoculado con EAEC)

APRIL CONTROL F4/80

—
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Figura 23. Tabla comparativa de la expresion del marcador de F4/80 (A.1-4) y de APRIL (C.1-4)
en cortes de 5 um de ileon de un raton C57BL/6 seriados inoculados con EAEC con sus
respectivos controles (B.1-4). En las imagenes correspondientes a la expresion de APRIL se
observa una mayor cantidad de células marcadas, ya que APRIL puede ser expresada por
macréfagos, células dendriticas, células epiteliales y linfocitos. En cuanto a las imagenes
correspondientes a F4/80 se observan menor cantidad de células marcadas para F4/80 en
comparacion con las imagenes de APRIL, aunque son cortes seriados e imagenes de la misma
zona, ya que F4/80 es un marcador especifico de macréfagos.

Para la comparacién de las células marcadas de los ensayos inmunohistoquimicos
de APRIL y F4/80 se utilizé el programa ImageJ, con el cual se realizo el conteo
de células marcadas en los mismos campos de tejidos seriados de ileon de un
ratbn C57BL/6 inoculado con EAEC, para poder contar las células marcadas en la
zona intrafolicular de la placa de Peyer, ya que esta zona se observa una mayor

expresion de F4/80, y determinar si existe una diferencia significativa.

Conteo de células marcadas con el programa ImageJ en la zona intrafolicular

F4/80 APRIL
Ac 1° (1:50) y Ac 2° (100) Ac 1° (1:50) y Ac 2° (100)
PP EAEC Células PP EAEC Células
1 50 1 85
2 62 2 120
3 65 3 148
Promedio 59 Promedio 117
Tabla 3. Conteo de células positivas para el Tabla 4. Conteo de células positivas para la
marcador de macréfagos F4/80 citocina APRIL

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Variable 1 Variable 2
Media 56.000 117.667
Varianza 63.000 996.333
Estadistico t -3.122
P(T<=t) una cola 0.018
Valor critico de t (una cola) 2.132
P(T<=t) dos colas 0.035
Valor critico de t (dos colas) 2.776

Tabla 5. Tabla con los valores obtenidos al realizar una T-student con los valores
obtenidos de la Tabla 1y la Tabla 2.
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Al realizar el conteo de las células positivas de tres campos y realizar el promedio,
se obtuvo para F4/80 (promedio= 59) y APRIL (promedio= 117), con estos valores
de promedio obtenidos de los inmunoensayos correspondientes se determina que
para F4/80 se obtiene un 50.43% de células marcadas, teniendo en cuenta que las
células marcadas para APRIL es nuestro 100%. Esto quiere decir que en esta
zona de la placa de Peyer (zona intrafolicular) la expresion de APRIL se lleva a
cabo en 50% por macrofagos y el otro 50% es expresado por otras células del

sistema inmune (linfocitos, células dendriticas).

Al realizar un prueba t-student con los datos de la tabla 1 y 2 se observa que el
estadistico t es mayor tanto para el valor critico t de una cola y de dos colas,
también que P a una cola y a dos colas es menor a 0.05. Por lo tanto se rechaza
la hipotesis de igualdad de las medias, por lo cual la diferencia observada es

estadisticamente significativa.
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4.-Evaluar y comparar la expresion de TGF-B in vivo e in situ en cortes de
ileon de ratones infectados con C.rodentium o con EAEC y controles
(Solucién Salina).

A.- Se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en cortes de 5 um del ileon de
dos ratones a los que se les administro solucién salina (Control), fueron
sacrificados a los cuatro dias post inoculacion, utlizando las condiciones
estandarizadas para TGF- (Ac primario Anti- TGF-B 1:50/2 pg/mL, Ac secundario
1:400/2.5 pg/mL y 30 s de DAB) para esto utilizamos los bloques de parafina con
los No. 1898 y 334.

A.1- Para el bloque con el nimero 1898, se utilizaron también estos cortes para
realizar el control de isotipo (Se utilizé con la misma concentracion utilizada para el
Ac Anti-APRIL), control (-) utilizando solo el Ac secundario (Se utilizé usando una
dilucion 1:400 (2.5 pg/mL)) y control (-) sin utilizar Ac (No se utilizd6 ningin Ac),
necesarios para la adecuada estandarizacion de la técnica y confirmacién de que

lo que observamos es en efecto el marcaje de TGF-(3.

Como se muestra en la Figura 24 no se observd marcaje con el anticuerpo Anti-
TGF-B en la Placa de Peyer (D.1-2) ni tampoco en las vellosidades (D.3) ni en
ninguna célula. En las microfotografias correspondientes a los controles, no se
observa marcaje en ninguna de zonas del ileon utilizadas en este ensayo,
confirmando que la técnica no presenta marcaje inespecifico. Cabe mencionar que
al mismo tiempo que corrimos este experimento se realizé el marcaje de tejidos de
animales inoculados con C.rodentium en los cuales si se observé marcaje. Figura
26.
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Expresion de la citocina TGF-B en tejidos control (ileon de un rat
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Figura 24. Microfotografias de cortes de ileon (5 um), con Ac Anti-TGF-@3, de un raton C57BL/6 al
que se le administrd solucién salina, sacrificado al cuarto dia post administracién. En esta figura se
observan las imagenes que corresponden a el control de isotipo (A.1-3), control (=) utilizando solo
el Ac secundario (B.1-3) y el control (-) sin utilizar Acs (C.1-3). En las imagenes que corresponden
a los controles del ensayé no se observa la deteccion de la citocina TGF-B. Los tejidos de las
imagenes (D.1-3) fueron tratados con el Ac primario y secundario contra TGF- pero no se detectd
la expresioén de la citocina TGF-B en la placa de Peyer, en la lamina propia o en los enterocitos.

A.2.- Para el bloque con el numero 334, se utilizaron también estos cortes para
realizar el control de isotipo (Se utilizé con la misma concentracion utilizada para el
Ac Anti-APRIL), control (-) utilizando solo el Ac secundario (Se utilizé6 usando una
dilucion 1:400 (2.5 pg/mL)) y control (-) sin utilizar Ac (No se utilizd6 ningin Ac),
necesarios para la adecuada estandarizacion de la técnica y confirmacion de que

lo que observamos es en efecto el marcaje de TGF-(3.

Como se muestra en la Figura 25 no se observdé marcaje con el anticuerpo Anti-
TGF-B en las criptas, ni en enterocitos y tampoco en la lamina propia de las
vellosidades (D.1-3) ni en ninguna célula. En las microfotografias correspondientes
a los controles, no se observa marcaje en ninguna zona del ileon utilizadas en
este ensayo, confirmando que la técnica no presenta marcaje inespecifico. Cabe
mencionar que al mismo tiempo que corrimos este experimento se realizo el
marcaje de tejidos de animales inoculados con EAEC en los cuales si se observo
marcaje. Figura 28.
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Figura 25. Microfotografias de cortes de ileon (5 um), con Ac Anti-TGF-B, de un ratén C57BL/6 al que se le
administro solucion salina, sacrificado al cuarto dia post administracion. En esta figura se observan las
imagenes que corresponden a el control de isotipo (A.1-3), control (=) utilizando solo el Ac secundario (B.1-
3) y el control (-) sin utilizar Acs (C.1-3). En las imagenes que corresponden a los controles del ensayd no se
observa la deteccidn de la citocina TGF-B. Los tejidos de las imdgenes (D.1-3) fueron tratados con el Ac
primario y secundario contra TGF-$ pero no se detectd la expresidn de la citocina TGF-B en las criptas, ni en
los enterocitos y tampoco en la [dmina propia de las vellosidades.

B.- Evaluar la expresiéon de TGF-B in vivo e in situ en cortes de ileon de

ratones infectados con C.rodentium.

B.1.-Evaluacion de la expresion de TGF- en cortes de ileon de 5um de un raton
C57BL/6 que fue inoculado con 5X10% UFC de C. rodentium sacrificado a los 4
dias post inoculacién, utilizando el bloque No. 1912 y las concentraciones
estandarizadas en este proyecto (Ac primario 1:50/2.0 pg/mL, Ac secundario 1:400
2.5 pyg/mL y DAB 30 s).

Utilizando estos cortes también se realizé el control de isotipo (Se utilizé con la
misma concentracion utilizada para el Ac Anti-TGF-8), control (-) utilizando solo el
Ac secundario (Se utiliz6 usando una diluciéon 1:400 2.5 pug/mL) y control (-) sin
utilizar Ac (No se utilizé ningin Ac), necesarios para la adecuada estandarizacion
de la técnica y confirmacion de que lo que observamos es en efecto el marcaje de
TGF-B.

En la Figura 26, se observa la expresion de la citocina TGF-f tanto en las puntas
de las vellosidades como en la placa de Peyer. Encontramos una alta expresiéon
de la citocina en la placa de Peyer, principalmente en el citoplasma de las células
del domo subepitelial (D.1-2), mientras que en las vellosidades se muestra células
en cuyo citoplasma se expresa TGF-f incluyendo células en las criptas y en los
enterocitos de las puntas (D.3). En las microfotografias correspondientes a los
controles, no se observa marcaje en ninguna de zonas del ileon utilizadas en este

ensayo.
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secundario (B.1-3) y el control (-) sin utilizar los Acs (C.1-3). En las imagenes que corresponden a los controles utilizados no
se observa marcaje. Como se muestra en las imagenes (D.1-3) se observan células marcadas con el anticuerpo Anti- TGF-
B en citoplasma de las células del domo subepitelial (D.1-2), asi como en el citoplasma de las células de las criptas y de los
enterocitos que se encuentran en las puntas de las vellosidades (D.3).

B.1.- Comparar la expresion de TGF-B in vivo e in situ en cortes del ileon de

ratones infectados con C.rodentium y controles (Solucion Salina)

Como ya se mencionod las inmunohistoquimicas se realizaron seriadas es decir al
mismo tiempo se evaluo la presencia de TGF-$ en los tejidos de los ratones a los
que se administr6 solucién salina e inoculados con C. rodentium ambos
sacrificados a los cuatro dias posteriores a las administraciones de solucion salina
y C.rodentium. En la figura 27 se muestra la comparacion del marcaje con TGF-3
de los tejidos del ileon de ratones administrados con solucién salina e infectado
con C.rodentium, como ya se mencioné no se observd marcaje en los animales
administrados con solucion salina, mientras claramente se ven tefiidos en color
café el citoplasma de las células de las criptas, también en los enterocitos de las
puntas de las vellosidades (Figura 27 B.2-3) asi como células en el domo de la

placa de Peyer de los tejidos infectados con C. rodentium (Figura 27 B1-2).

Comparacion de la expresion de la citocina TGF-B

T I W
4 #5574

Solucion Salina

C. rodentium




Figura 27. Comparacién de la expresiéon de la citocina TGF-B en cortes del ileon de ratones C57BL/6 controles e
inmunizados con C.rodentium. Los inmunoensayos se realizaron en serie y bajo las mismas condiciones. En las imagenes
A.1-3 se observan los cortes correspondientes al ileon de un ratén control, en los cuales no se observa la expresion de la
citocina APRIL en ninguno de los tejidos evaluados (vellosidades y Placa de Peyer). En contraste en las imagenes B.1-3 se
observan los cortes correspondiente al ileon de un ratén inmunizado con C.rodentium, en los cuales se observa la expresion
de la citocina TGF-B en citoplasma de las células de las criptas, también en los enterocitos de algunas vellosidades y en la
placa de Peyer, principalmente en el domo subepitelial.

C.- Evaluar la expresion de TGF-B in vivo e in situ en cortes de ileon de

ratones infectados con EAEC.

Evaluacion de la expresion de TGF-B en cortes de ileon de 5um de un raton C57BL/6
que fue inoculado con 9.5 X 10° UFC de EAEC sacrificado a los 4 dias post
inoculacion, utilizando el bloque No. 388 y las concentraciones estandarizadas en este
proyecto (Ac primario 1:50/2.0 ug/mL, Ac secundario 1:400/2.5 pg/mL y DAB 30 s).

Utilizando estos cortes también se realizo el control de isotipo (Se utilizé con la misma
concentracion utilizada para el Ac Anti-TGF-), control (-) utilizando solo el Ac
secundario (Se utilizé usando una dilucion 1:400 2.5 pg/mL) y control (-) sin utilizar Ac
(No se utilizé ningun Ac), necesarios para la adecuada estandarizacion de la técnica y

confirmacion de que lo que observamos es en efecto el marcaje de TGF-f3.

En la Figura 28, se observa la expresion de la citocina TGF-f solo en las vellosidades
(criptas, lamina propia y enterocitos) porque en los tejidos utilizados no tenian placas
de Peyer. Encontramos una alta expresion de la citocina en las vellosidades ya que se
muestra células en cuyo citoplasma se expresa TGF-f incluyendo células en la lamina
propia, en las criptas y en las enterocitos (D.1-3). En las microfotografias
correspondientes a los controles, no se observa marcaje en ninguna de zonas del
ileon utilizadas en este ensayo.

En los tejidos de los ratones infectados con EAEC se observa la expresion de TGF-
a lo largo de las células epiteliales de las vellosidades en comparacion con los ratones
infectados con C. rodentium en los cuales solo se observa exclusivamente en las
puntas de las vellosidades. Para la deteccion de la citocina TGF- en cortes de ileon
de un raton C57BL/6 inoculado con EAEC, se observd solo la deteccion de esta
citocina en las vellosidades (ya que los tejidos de ileon que fueron incluidos en
parafina no tenian placa de Peyer) principalmente en las células epiteliales, criptas

(con poca intensidad) y en menor proporcion en la lamina propia.
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Expresion de la citocina TGF-B en tejidos infectados (ileon de un ratén
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Figura 28. Microfotografias de cortes

de ileon (5 um) de un ratén C57BL/6 inoculado con EAEC y Ac Anti- TGF-. En

esta figura se observan las imagenes que corresponden al control de isotipo (A.1-3), control (-) utilizando solo el Ac
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secundario (B.1-3) y el control (-) sin utilizar los Acs (C.1-3). En las imagenes que corresponden a los controles utilizados no
se observa marcaje. Como se muestra en las imagenes (D.1-3) se observan células marcadas con el anticuerpo Anti-TGF-
B en de las células de la lamina propia, de las criptas y de los enterocitos de las vellosidades (D.1-3).

C.1- Comparar la expresion de TGF-B in vivo e in situ en cortes de ileon de

ratones infectados con EAEC y controles (Solucion Salina)

Como ya se menciond las inmunohistoquimicas se realizaron seriadas es decir al
mismo tiempo se evalud la presencia de TGF- en los tejidos de los ratones a los que
se administrd solucién salina e inoculados con EAEC ambos sacrificados a los cuatro
dias posteriores a las administraciones de solucion salina y EAEC. En la Figura 29 se
muestra la comparacion del marcaje con TGF-3 de los tejidos del ileon de ratones
administrados con solucién salina e infectado con EAEC como ya se menciond no se
observo marcaje en los animales control, mientras claramente se ven tefiidos en color
café el citoplasma de las células de la LP, asi como células de las criptas y también

en los enterocitos de los tejidos infectados con C.rodentium (Figura 29 B.1-3).

Comparaaon dela expresmn de F] CItOCI a TGF-B

Solucion Salina

Puntas

\Iellosi" d
D

Figura 29. Comparamon de la expresién de la citocina TGF-B en cortes del ileon de ratones C57BL/6 controles e
inmunizados con EAEC. Los inmunoensayos se realizaron en serie y bajo las mismas condiciones. En las imagenes A.1-3
se observan los cortes correspondientes al ileon de un ratén control, en los cuales no se observa la expresion de la citocina
TGF-B en ninguno de los tejidos evaluados (vellosidades). En contraste en las imagenes B.1-3 se observan los cortes
correspondientes al ileon de un ratén inmunizado con EAEC, en los cuales se observa la expresion de la citocina TGF-3 en
citoplasma de las células de la lamina propia (LP), en las criptas y en los enterocitos de las vellosidades.
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Discusion

Existen pocos estudios que evallen las citocinas in vivo e in situ contra patbgenos
entéricos no invasores. En este trabajo evaluamos la expresion in situ de las
citocinas APRIL y TGF-B ante una estimulacién bacteriana. La expresion de las
citocinas previamente mencionadas se evaluaron en microcortes de ileon de
ratones C57BL/6 que fueron inoculados via oral, que es la entrada natural de los
patégenos intestinales, con C. rodentium el cual es un patégeno murino o EAEC

gue es un patégeno humano.

Uno de los objetivos principales fue estandarizar la técnica inmunohistoquimica
para las citocinas APRIL y TGF- utilizando ileon de ratones C57BL/6 fijados en
parafina. Por lo que uno de los primeros retos fue identificar técnicas que
permitieran mantener las propiedades de estas proteinas. Para la estandarizacion
de esta técnica se us6 como base los protocolos que han sido desarrollados tanto
en nuestro laboratorio como en el del laboratorio No. 15 del Departamento de
Biologia Celular del CINVESTAV-IPN. La primera modificacion fue fijar los tejidos
en etanol en vez de en formaldehido ya que se ha demostrado que conserva
mejor a las proteinas. Otro punto que se modificé fue la recuperacién de antigeno
ya que se habia probado previamente colocando los tejidos incluidos en parafina
utilizando tripsina sin éxito, por lo tanto nuestras condiciones Optimas para la
recuperacion de Ag se llevaron a cabo colocando nuestras muestras en buffer de
citratos a ebullicién durante 20 min. Otro detalle importante fue el bloqueo de las
peroxidasas enddgenas del intestino, ya que es un drgano que contiene una gran
cantidad de peroxidasas por lo que fue necesario incrementar el porcentaje de
perdxido de hidrogeno del 6% al 9% para tener un bloqueo adecuado; ademas,
puesto que en el intestino se encuentran varias células que expresan de manera
constitutiva receptores Fc y con el fin de bloguear las uniones inespecificas de los
Ac a los receptores, se incrementd el tiempo de bloqueo con la solucion que
contiene el suero humano de 30 min a 60 min, asi como también incrementamos
los tiempos de lavado de 3 min a 5 min ya que en el intestino hay una gran
cantidad de moco. Uno de los principales cambios en la técnica de
inmunohistoquimica empleada entre las citocinas APRIL y TGF-f fue el tiempo de
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revelado con DAB. Para TGF-B se utilizé6 de 20-30 s mientras que para APRIL se
utilizé 1 min.

Todos estos cambios fueron realizados paso a paso hasta observar los resultados
mostrados en este proyecto, ya que al estar estandarizando esta técnica
inmunohistoquimica observamos ensayos con exceso de fondo, con falsos

positivos o residuos de pasos (reactivos) anteriores por una inadecuada forma de

lavado.

Esta documentado que la infeccién con C. rodentium en ratones y con EAEC en
humanos induce una respuesta inflamatoria en la mucosa intestinal; caracterizada
por la produccion de IFN-y, TNF-a, IL-183, IL-18, IL-17 e IL-6 en la infeccion por
C.rodentium (Collins 2014) y hor |L-1B, lactoferrina e IL-8 en la infeccion por EAEC ®olly
MacComick, 2012) - Sin embargo, no hay reportes de las citocinas que se inducen para
regular estas respuestas inflamatorias y volver nuevamente a la homeostasis

intestinal.

En este trabajo se demostroé la expresion de APRIL tanto en el ileon de los ratones
C57BL/6 que fueron inoculados con C. rodentium como en los que fueron
inoculados con EAEC. Cabe mencionar que ninguna de estas citocinas se expreso
en animales a los que se les administro solucion salina. Esto nos permite suponer
que la expresion y la deteccion de APRIL y TGF-B en diversas zonas del ileon, en
estos inmunoensayos, fue inducida por la estimulacion bacteriana de EAEC o
C.rodentium. Como ya se mencion6 APRIL y TGF-B son dos importantes citocinas
que participan en la homeostasis intestinal, ambas citocinas son producidas por
macrofagos, DC, linfocitos T activados y células epiteliales. (Wells et al. 2011) S hg
reportado que el reconocimiento de las estructuras bacterianas por medio de los
TLR es importante para que APRIL y TGF-B sean expresadas por las células
presentes en el intestino. (Macpherson et.al. 2007; Pugaa et. al. 2014) Por |o tanto los TLR juegan
un papel importante en la respuesta inmune, ya que son capaces de identificar

estructuras bacterianas como: LPS, peptidoglicano, flagelina, lipoproteinas, etc.

(Hayashi et. al. 2001)
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Cabe mencionar que aunque no se realizé un analisis cuantitativo se puede
apreciar una ligera expresion diferencial de las citocinas APRIL y TGF-B entre los
cortes de los ratones inoculados con C.rodentium y los cortes de los ratones

inoculados con EAEC.

Esta diferencia cualitativa de intensidad de sefial positiva de APRIL y TGF-B entre
los cortes de ileon de los ratones infectados con C. rodentium y EAEC, puede
deberse a que C. rodentium es un patdgeno de ratén mientras que EAEC es un
patdgeno de humano, que aunque en el modelo murino de EAEC de nuestro
laboratorio se ha demostrado cambios histologicos y movilizacion de B-catenina no

provoca un dafio tan severo en el ratdbn como lo hace C. rodentium.

En la deteccién de las citocina APRIL observamos su expresion tanto en las
vellosidades (IEC, lamina propia y criptas) asi como en la placa de Peyer
principalmente en el citoplasma de las células del domo subepitelial y de la region
inferior, tanto de animales infectados con C. rodentium (Figura 18) o EAEC (Figura
20). Una expresion y distribucion similar de la citocina APRIL se ha reportado en

cortes de intestino delgado humano pero con diferente agente bacteriano. (8aon et

al. 2009; Spencer et. al. 2016)

En la deteccibn de APRIL en los tejidos infectados con C. rodentium no se
realizaron dobles marcajes para identificar las poblaciones celulares que la estan
expresando, sin embargo las células que estan expresando a APRIL podrian ser
macrofagos y DC, ya que al comparar las zonas de expresion observados en
nuestros inmunoensayos con lo reportado en otros estudios en donde se ha
evaluado a APRIL por inmunohistoquimica, se ha reportado que son
principalmente los macréfagos y las DC localizadas en el domo subepitelial y en la
zona inferior (zona de linfocitos T) de la placa de Peyer, las productoras de
APRIL. (Baron et. al. 2009; Spencer et. al. 2016) En cyanto a las células marcadas en la lamina
propia de las vellosidades podriamos sugerir que son principalmente macrofagos,
ya que en otro estudio, en intestino de humano, se determin6 por doble marcaje
(APRIL y CD68) que la mayoria de células que expresan a APRIL en la lamina

propia son macroéfagos. (Baron et al. 2009 También observamos la expresion de APRIL
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en las células epiteliales que cubren las vellosidades y en el citoplasma de las
células epiteliales de las criptas, de igual manera nuestros resultados son
similares a los presentados en otros estudios, observando una intensa expresion

de la citocina APRIL en estas zonas del ileon. (Baron et. al. 2009; Spencer et. al. 2016)

Con el fin de identificar que células estan expresando APRIL en los
inmunoensayos con los cortes de ileon del raton infectado con EAEC, cabe
mencionar que solo en estos ensayos realizamos tinciones seriadas de APRIL y
un marcador especifico de macrofagos (F4/80), se muestra que los macréfagos
son de las principales células que expresan a la citocina APRIL ya que se observa
a diversos macrofagos marcados ubicados en el domo subepitelial y en la regién
inferior de la placa de Peyer (Figura 22 y 23). Nuestros resultados coinciden con
los datos mostrados en otros estudios en los cuales identifican a macréfagos en

las mismas zonas en donde nosotros los detectamos. (Barone et. al. 2009)

Por otro lado también observamos células que no son macréfagos cuyo
citoplasma se tifie con la detecciébn de APRIL, se localizan tanto en el domo
subepitelial y en la region inferior de la placa de Peyer y podemos sugerir que por
su localizacion estas células sean DC y linfocitos T, porque en experimentos
similares han encontrado que son este grupo de células, ademas de los
macrofagos, las encargadas de la expresion de APRIL en estas zonas. (Barone et. al.
2009; Spencer et. al. 2016) Cgbhe mencionar que este marcaje seriado también se observo
en lamina propia de las vellosidades los cuales posiblemente son un infiltrado de

macrofagos en respuesta por la infeccion de EAEC como también se ha reportado.
(Barone et. al. 2009)

De manera interesante en los cortes de ileon del raton infectado con EAEC, se
observo una disminucion notable de la expresion de APRIL en comparacion con
los cortes de ileon del raton infectados con C. rodentium. (Figura 18 y 20) Esto
podria deberse a que los ratones infectados con EAEC (Patégeno humano)
pueden resistir y mejorar de una manera mas adecuada ante la infeccion en
comparacion de los ratones infectados con C.rodentium (Patégeno murino), ya

gue hemos observado en nuestro laboratorio por medio del plaqueo de heces en
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agar McConkey que los ratones que fueron infectados con EAEC expulsan de
manera mas eficaz a esta bacteria porque el nimero de UFC es mayor durante los

primeros dias en comparacion con los ratones inoculados con C.rodentium.

La otra citocina que evaluamos fue TGF-3, es importante recordar que en el
intestino no se observa una respuesta de TGF- contra Ag procedentes de los
alimentos, ya que como se ha mencionado, se considera que el ambiente en el
intestino es tolerogénico. Nuestros resultados muestran la expresion de TGF- en
los tejidos de los ratones inoculados con C. rodentium y con EAEC, en los cuales
se puede apreciar una expresion similar en las zonas de las vellosidades, pero con
diferente intensidad entre los cortes de los ratones inoculados con C. rodentium y

los cortes de los ratones inoculados con EAEC. (Figura 26 y 28)

La expresion de TGF-B en los cortes de ileon del raton C57BL/6 inoculado con C.
rodentium se observd principalmente en el citoplasma de las células de las
vellosidades (enterocitos de las puntas y en las criptas) asi como en el citoplasma
de las células en la placa de Peyer principalmente en la region inferior (Zona de
linfocitos T). (Figura 26) Al no haber realizado un doble marcaje para poder
conocer cuales células del sistema inmune son las que estan expresando dicha
citocina, podemos sugerir que tipos de linaje celular estan expresando a la citocina
TGF-B por su ubicacion y por los articulos encontrados en la literatura. En la placa
de Peyer al haber una intensa expresion en la region inferior podemos sugerir que
las células marcadas son posiblemente macrofagos y DC, porque en otros
experimentos utilizando ileon de cerdo han identificado a estas células como las
principales productoras de TGF-B en estas zonas. (Sangild et al. 2009) En cyanto a las
células marcadas en las vellosidades podemos sugerir que se trata de macréfagos
y linfocitos, ya que se ha reportado en otros estudios en donde se ha evaluado a
TGF-B por inmunohistoquimica, que son principalmente macréfagos y linfocitos
localizadas en las vellosidades las productoras de TGF-(, sitio en donde también
nosotros encontramos la expresion de esta citocina (Sangild et. al. 2009; F.i et al. 2009)
ademas de las células epiteliales marcadas solo en las puntas de las vellosidades,
este ultimo resultado no pudo ser comparado ya que en la literatura no se

encontré un resultado similar.
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Mientras que en los animales inoculados con EAEC se observé principalmente en
el citoplasma de los enterocitos a lo largo de las vellosidades a comparacién de lo
observado con los ratones infectados con C.rodentium en el que solo se
observaba la expresion de TGF-B en las puntas de las vellosidades, esto puede
deberse a que en los tejidos infectados con EAEC la estimulacion de la produccion
de moco y la formacion de una biopelicula en la superficie de la mucosa puede ser
a lo largo de la vellosidad mientras que en los tejidos infectados con C.rodentium

la formacion de la lesion A/F no es tan continua.

Ademas de observar el marcaje de TGF-3 a lo largo de las vellosidades también
observamos su expresién en la lamina propia y una ligera expresion en las células
de las criptas. (Figura 27) Estos resultados son similares a los encontrados en
otros estudios en donde se muestra la expresion de TGF-f a lo largo de las
vellosidades (enterocitos). (Sangild et. al. 2009) Mientras que las células que expresan a
TGF-B en la LP son posiblemente linfocitos y macrofagos, ya que se ha
identificado que son en su mayoria estas células las que expresan a esta citocina.
(Sangild et. al. 2009; F.Li et al. 2009) En este experimento en particular los tejidos infectados
que utilizamos no contenian placa de Peyer por lo que no se pudo realizar el

marcaje en esta estructura.

Con base en las inmunohistoquimicas realizadas fue posible demostrar que las
citocinas APRIL y TGF-B son importantes en la homeostasis intestinal, que se
expresan en el ileon de ratones infectados con C. rodentium y EAEC pero no en
los ratones que fueron administrados con solucién salina. La expresion de estas
citocinas es menos intensa en los ratones con EAEC que en los ratones
inoculados con C. rodentium. Ademas la localizacion de la expresién de TGF-8 es
diferente en los ratones inoculados con uno o con otro patdégeno, pero la expresion

de APRIL es similar en ambos ratones.

66



Conclusiones

» Se estandarizo una técnica inmunohistoquimica para la deteccion de las
citocinas APRIL y TGF-B.

» Con base en los inmunoensayos realizados en este trabajo, se muestran
grandes zonas de expresion de las citocinas APRIL y TGF-B, las cuales se
expresan a lo largo del ileon en presencia de una infeccion bacteriana (en este
caso con EAEC o C. rodentium), las cuales apoyan en las funciones para el

mantenimiento de la homeostasis en la mucosa intestinal.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolos de inmunohistoquimicas utilizados para obtener las
condiciones 6ptimas presentadas en este trabajo.

Protocolo 1.

1.
2.
3.

o

©

10.
11.
12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

29.

Desparafinar los cortes (toda la noche a 58 °C).

Dejar enfriar las laminillas y quitar la parafina que escurre.

Hidratacién de tejidos con diluciones de Xilol durante 5 min cada una (Xilol I, Xilol 1l 'y Xilol
Ill) y etanol durante 1 min cada una (Etanol 99.5 % I, Etanol 99.5 % I, Etanol 99.0 % I,
Etanol 99.0 % Il y Etanol 80.0 %)

Enjuagar con H20 corriente durante 3 min.

Sumergir en PBS 1X durante 5 min (1 vez).

Colocar las muestras en bafio Maria, sumergidas en buffer de citratos 0.01 M a ebulliciéon
durante 20 min.

Dejar enfriar las muestras y enjuagarlas con PBS 1X durante 5 minutos (1 vez).

Delimitar el area en donde se encuentra el corte con un plumén hidrofébico.

Bloquear las peroxidasa endégena con metanol-peroxido de hidrogeno por 1 hora 1:10
(1800 pl MeOH+ 200 pl H202), hacer recambios cada 20 min.

Enjuagar con PBS-tween 0.01% por 5 min (3 veces).

Realizar un lavado con agua MiliQ (agua desionizada) (5 min)

Bloquear uniones inespecificas con BSA al 1% en PBS 1X por 2 hr a temperatura
ambiente.

Enjuagar con PBS-tween 0.01% por 5 min (3 veces).

Realizar un lavado con agua MiliQ (5 min)

Colocar el Ac 1° diluido en solucion bloqueadora (BSA al 1% en PBS) y dejar 16-24 hrs a
4°C.

Enjuagar con PBS-tween 0.01% por 5 min (3 veces).

Realizar un lavado con agua MiliQ

Colocar el Ac 2° diluido en solucién bloqueadora (BSA al 1% en PBS) por 2 hrs a
temperatura ambiente.

Enjuagar con PBS-tween 0.01% por 5 min (3 veces).

Realizar un lavado con agua MiliQ

adicionar el sustrato para la peroxidasa DAB + H202 diluido 1:10 para 400 pl (40ul DAB
+360 pl H202)

Enjuagar con PBS-tween 0.01% por 5 min (3 veces).

Realizar un lavado con agua MiliQ

Contra colorear con hematoxilina 5 min.

Enjuagar la hematoxilina con agua corriente.

Enjuagar con PBS-tween 0.01% por 5 min (3 veces).

Realizar un lavado con agua MiliQ

Deshidratar el tejido utilizando etanol a diferentes concentracién durante 20 s cada uno
(Etanol 85 %, Etanol 90.0 %, Etanol 99.0 %, Etanol 100.0 %) y Xilol durante 10 s cada uno
(Xilol 1, Xilol 1l'y Xilol II)

Montar con resina
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Protocolo 2.
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Desparafinar los cortes (toda la noche a 58 °C).

Dejar enfriar las laminillas y quitar la parafina que escurre.

Hidratacién de tejidos con diluciones de Xilol durante 5 min cada una (Xilol I, Xilol 1l 'y Xilol
Ill) y etanol durante 1 min cada una (Etanol 99.5 % [, Etanol 99.5 % Il, Etanol 99.0 % I,

Etanol 99.0 % Il y Etanol 80.0 %

Enjuagar con H20 corriente

Sumergir en PBS 1X durante 5 min.

Colocar las muestras en bafio Maria, sumergidas en buffer de citratos 0.01 M a ebullicién
durante 20 min.

Dejar enfriar las muestras 10 min y enjuagarlas con PBS 1X durante 5 minutos (3 veces).
Delimitar el area con plumén hidrofébico.

Incubar los cortes 1 hora a temperatura ambiente con H202 al 6 % en PBS 1X con 0.1 %
de azida de sodio. Importante: no dejar que se seque el tejido una vez que se ha hidratado.
Lavar al menos 2-3 veces con BSA al 0.1 % en PBS 1X, cada lavado debe ser de al menos
5 minutos. En lo sucesivo los lavados se hardn de manera idéntica.

Incubar 30 min-1 hora a temperatura ambiente con suero no relacionado al 1-2 % en BSA
all% en PBS 1X pH 7.4.

Decantar y eliminar el exceso de la incubacion anterior.

Incubar con los Ac primarios a las diluciones correspondientes en BSA 1% en PBS 1X pH
7.4 con suero no relacionado al 1-2%, es recomendable dejar al menos 1 hora a
temperatura ambiente, o si se requiere reducir el pegado inespecifico toda la noche a 4 °C.
Lavar.

Incubar con el Ac secundario a la dilucién correspondiente en BSA 1 % en PBS 1X pH 7.4
1 hora a temperatura ambiente.

Lavar.

Adicionar el sustrato para la peroxidasa DAB + H202 diluido 1:10 para 400 pul (40ul DAB
+360 pl H202).

Lavar.

Contra colorear con hematoxilina.

Enjuagar la hematoxilina con agua corriente.

Deshidratar el tejido utilizando etanol a diferentes concentracién durante 20 s cada uno
(Etanol 85 %, Etanol 90.0 %, Etanol 99.0 %, Etanol 100.0 %) y Xilol durante 10 s cada uno
(Xilol 1, Xilol 1l'y Xilol III)

Montar con resina
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Anexo 2. Reactivos
1. Solucion de PBS 10X (0.1 M) pH 7.2

Fosfato de sodio dibasico (NaH2POa4) 11.5¢g
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) 20¢g
Cloruro de potasio (KCI) 20g
Cloruro de sodio (NacCl) 80.0¢g
Agua desionizada (Milli Q) cbp 1.0L

2. Solucion de PBS 1X (0.01 M) pH 7.2

Solucién de PBS 10X (0.1 M) pH 7.2 100 mi
Agua desionizada (Milli Q) 900 ml

3. Buffer de citratos 0.01 M pH 6.0
3.1.Citrato 0.01 M
3.1.1. Acido citrico 0.1 M

Acido citrico monohidratado 21.01¢g
Agua desionizada (Milli Q) cbp 1000 ml

3.1.2. Citrato de sodio 0.1 M

Citrato de sodio dihidratado 2941¢g
Agua desionizada (Milli Q) cbp 1000 ml

3.2.Solucién de trabajo

Acido citrico 0.1 M 18 ml
Citrato de sodio 0.1 M 82 ml
Agua desionizada (Milli Q) cbp 1000 ml

4. Solucion de PBS 1X (0.01 M) pH 7.2- Tween 0.01%

Soluciéon de PBS 1X (0.01 M) pH 7.2 1000 ml
Tween 20 0.1 ml
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