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RESUMEN

. RESUMEN

Los neutrdéfilos son considerados la poblacion mas abundante de leucocitos
circundantes, constituyen entre el 50 y 70% de los glébulos blancos totales y son
las primeras células que se reclutan ante una infeccién. Aunque juegan un papel
importante en el combate de patdgenos, han sido relacionados con enfermedades
gue involucran una respuesta inmune exacerbada. Sin embargo, se ha reportado
gue también pueden participan en la resolucién de la inflamacion y el mantenimiento
de la homeostasis, ya que, en investigaciones recientes, se ha demostrado la
presencia de dos poblaciones de neutréfilos denominadas N1, con actividad
inflamatoria y N2, con actividad anti-inflamatoria. Tomando en cuenta los reportes
gue exponen la capacidad que tiene Taenia crassiceps para modular la respuesta
inmune y polarizar algunas poblaciones celulares, el presente trabajo evalué las
diferencias fenotipicas y funcionales de los neutrdéfilos reclutados por la infeccién
con este parasito, destacando, la ausencia de dichas células entre las dos y cuatro
semanas de infeccion. En cuanto al fenotipo, los neutréfilos reclutados a los dos
dias de infeccion presentan altos niveles de PDL-1, MHCIlI y CD86 mientras que los
reclutados a las ocho semanas expresan PDL-1, PDL-2 y MHCII. Ademés, la
infeccion durante ocho semanas disminuye el numero de neutroéfilos que producen
especies reactivas del oxigeno. En cuanto a su funcion, se demostré que los
neutroéfilos de la porcion LDN tanto de dos dias como de ocho semanas de infeccién
tienen la capacidad de suprimir la proliferacién de linfocitos T. Finalmente, se
encontraron algunas diferencias en la produccion del RNA mensajero de TNF-a, IL-
10, Ym-1, Arg-1 y TGF-B respecto a un control inflamatorio, lo que sugiere la
existencia de diferencias en el perfil de citocinas de los neutrdfilos reclutados por

ambos estimulos.




INTRODUCCION

. INTRODUCCION

4.1 NEUTROFILOS

Los neutrdéfilos son considerados la poblacion mas abundante de leucocitos
circundantes, constituyen entre el 50 y 70 % de los gldébulos blancos totales y son
las primeras células que se reclutan ante una infeccion. Tienen un diametro de entre
10 y 15 um, su nucleo esta segmentado de dos a cinco I6bulos y su citoplasma
contiene diferentes tipos de granulos ricos en sustancias antimicrobianas como la
azurocidicina y diversas enzimas como la elastasa, gelatinasa y proteasas (Abbas
et al., 2006).

4.1.1 ORIGEN

La produccion de granulocitos (neutréfilos, eosindfilos y basofilos) es una de
las principales actividades de la médula 6sea, donde, aproximadamente dos tercios
de la hematopoyesis esta destinada a esta actividad (Borregaard, 2010). Los
neutréfilos se forman a partir de células madre hematopoyéticas (HSCs) que se
diferencian por el efecto de diversos estimulos extracelulares y reguladores
intracelulares; este proceso puede ser dividido en dos grandes etapas, la
determinacion del linaje (Fig. 1) y la granulopoyesis comprometida (Fig. 2) (Cowland
y Borregaard, 2016).

Tanto la determinacion del linaje como la granulopoyesis compromedida son
reguladas por un amplio nimero de citocinas y dependiendo de su combinacion
pueden inducir la formacion de diversos linajes hematopoyéticos. Por ejemplo, en
la determinacion del linaje, la interaccion del receptor CXCR4, presente en las
HSCs, con su ligando CXCL12, expresado por las células mesenquimales, auxilia
en la retencion de las HSCs en los nichos proporcionados por los osteoblastos
(Borregaard, 2010; Strydom y Rankin, 2013; Nauseef y Borregaard, 2014; Cowland
y Borregaard, 2016).
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Por otra parte, estimulos como el Interferon a (IFN-a) y el factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF), promueven su proliferacién, mientras que el
factor de células seminales (SCF) es requerido para su mantenimiento (Mayani et
al., 2007; Bugl et al., 2012; Cowland y Borregaard, 2016).

Eritrocitos
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Figura 1. En la medula 6sea las HSCs a largo plazo (LT-HSC) tienen la capacidad de renovarse y al
dividirse generan HSCs a corto plazo (ST-HSC), aunque estas tienen capacidad de renovacion
limitada al dividirse forman a las células progenitoras (MMP) que pierden totalmente esta capacidad
y pueden diferenciarse hacia un progenitor linfoide comdn (CLP) o un progenitor mieloide comun
(CMP), con lo que se establece un linaje diferente para ambas células. Al ser de origen mieloide, los
neutrofilos derivan de las CMP que al madurar forman al progenitor granulomonocitico (GMP) que a
su vez puede originar un monoblasto (MoB) o un mieloblasto (MB) que al madurar dan origen a los
monocitos y células polimorfonucleares (PMN) respectivamente (modificado de Cowland y
Borregaard, 2016).

Asi mismo, en la granulopoyesis comprometida la diferenciacion y liberaciéon
de los neutrofilos depende principalmente del G-CSF que promueve la sintesis de
citocinas como CXCL1, CXCL2 y la expresion del receptor CXCR2 en dichas
células. Ademas, promueve la disminucion de CXCL12 y CXCR4 lo que facilita la
liberacion al torrente sanguineo (Borregaard, 2010; Strydom y Rankin, 2013;
Nauseef y Borregaard, 2014; Cowland y Borregaard, 2016).




INTRODUCCION

En conjunto, estos estimulos activan diversos factores de transcripcion que
participan en el proceso de diferenciacion entre los que destacan C/EBPA-a
(CCAAT/ proteina de union al potenciador) y C/EBPA-B activados en condiciones
normales y de emergencia respectivamente (Borregaard, 2010; Mayadas et al.,
2015; Cowland y Borregaard, 2016).

Medula 6sea Sangre

Proliferacion Diferenciacion terminal
L

T ———

MB PM MC MM BC SC PMN

Figura 2. En la médula ésea el mieloblasto (MB) se diferencia en un promielocito (PM), célula
caracterizada por tener nicleo redondo y granulos azuréfilos. Posteriormente, se desarrolla un
mielocito (MC) que aun tienen nucleo redondo, granulos azuréfilos y ademas desarrolla granulos
especificos. En la siguiente etapa se forman los metamielocitos (MM) con nucleo en forma de rifién,
estos al madurar dan origen a las células en banda (BC) cuyo hombre es dado por la forma de su
nacleo, al igual que las células segmentadas(SC), Ultima etapa presente en la médula 6sea, antes
de la liberacién de las células polimorfonucleares o neutréfilos (PMN) al torrente sanguineo
(modificado de Cowland y Borregaard, 2016).

Aungue la existencia de un mecanismo regulador de la diferenciacion de los
neutrofilos o “neutrostat” aun esta en controversia, trabajos recientes han descrito
algunas rutas de retroalimentacion que controlan la produccién de estas células
(Mayadas et al., 2015). En condiciones normales, los neutréfilos senescentes son
fagocitados por macréfagos tisulares (efferocitosis) que envian sefiales
antiinflamatorias a través de la expresion de PPAR-Y (receptor gamma activado por
el factor de proliferacion de peroxisomas) y LXR (receptores X del bazo). Estas
sefales disminuyen la produccion de IL-23 en los macrofagos, citocina que induce
la produccion de IL-17 (en linfocitos T, células NK y células T citotoxicas) necesaria
para la produccion de G-CSF (Borregaard, 2010; Bugl et al.,, 2012; Nauseef y
Borregaard, 2014; Wirths et al., 2017).
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Ademas, el nimero de neutrdéfilos también puede ser regulado por el espacio
disponible en médula 6sea y por procesos mediado por el receptor de tipo Toll-4
(TLR4), involucrando de esta manera a la microbiota, en un proceso llamado
granulopoyesis de emergencia (Bugl et al., 2012; Nauseef y Borregaard, 2014;
Mayadas et al., 2015; Wirths et al. 2017).

4.1.2 RECLUTAMIENTO
Una vez liberados al torrente sanguineo, los neutréfilos circulan durante seis
a diez horas para ser atraidos a los focos de infeccibn mediante factores
quimiotacticos como CXCL1, CXCL2, IL-8, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), el factor activador de plaquetas (PAF), leucotrieno B4 (LTB4), el componente C5
del sistema del complemento y el péptido N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF)
(Kobayashi y Deleo, 2009; El-Benna et al., 2016).

Otros productos de la activacion del endotelio vascular por estimulos como
la IL-6, IL-1B y TNF-a, promueven la expresion de moléculas de adhesion,
componentes que facilitan la interaccion fisica del neutréfilo con el endotelio
vascular permitiendo que se lleve a cabo la cascada de adhesion, proceso que
culmina con la salida del neutrdfilo del torrente sanguineo y su activacion (Dimasi et
al., 2013; Mathieu-Benoit y Nourshargh, 2013).

En la primera etapa de la cascada de adhesion, la captura o anclaje (Fig. 3),
el neutrdfilo y el endotelio vascular tienen su primer contacto a través de una familia
de glicoproteinas llamadas selectinas, conformadas por la L-selectina, expresada
constitutivamente en leucocitos y en su forma activa se libera al torrente sanguineo;
E-selectina, sintetizada de novo, con alta afinidad al ligando 1 de la glicoproteina P-
selectina (PSGL-1) y la P-selectina cuya afinidad al PSGL-1 es baja y se almacena
preformada en vesiculas llamadas cuerpos de Weibel-Palade (Dimasi et al., 2013;
Mathieu-Benoit y Nourshargh, 2013; Mayadas et al. 2015).
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A continuacion, los neutrofilos ruedan a lo largo del endotelio en direccion al
sitio inflamado en un proceso denominado rodamiento (Fig. 3). Como en la captura,
las selectinas juegan un papel importante, en especial la E-selectina y su ligando
alternativo, ligando para E-selectina 1 (ESL-1), necesarios para lograr un

rodamiento estable (Yuan et al., 2012; Dimasi et al., 2013; Mayadas et al. 2015).

Una reduccion en la velocidad de rodamiento abre paso a la siguiente etapa,
el rodamiento lento (Fig. 3). En este proceso la E-selectina sigue siendo de gran
importancia, sin embargo, ESL-1 es sustituida por CD44. Ademas, otra familia de
proteinas llamada integrinas comienza su participacion en la cascada de adhesion,
destacando la Be-integrinas: antigeno 1 asociado a la funcion linfocitaria (LFA-1) y
el receptor 1 de macréfagos (MAC-1) que interactian con el ligando endotelial
ICAM-1 (Dimasi et al., 2013; Mathieu-Benoit y Nourshargh, 2013; Mayadas et al.
2015).

Cascada de adhesion

. Rodamiento
Anclaje —, Rodamiento — , |ento —» Arresto —» Arrastre — » Transmigracion
Paracelular Transcelular
L-selectina CD44
PSGL-1 ESL-1 LFA-1 LFA-1 MAC-1 PECAM-1 ILP
MAC-1 CD99

2 D R & . k>
= T 1
él' vacular

M B g o

E-selectina E-selectina E-selectina ICAM-1 ICAM-1
P-selectina ICAM-1

JAM
ESAM
|

ICAM-1
VCAM-1
Proteinas ERM

Figura 3. Cascada de adhesion y sus diferentes etapas. Se muestran las diferentes moléculas de
adhesién expresadas por los neutréfilos (negro) y el endotelio vascular (azul) (modificado de
Mayadas et al., 2015).
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La detencién total del rodamiento es el inicio de la etapa llamada arresto (Fig.
3), mediada por la activacion de las Bz-integrinas, de hecho, la activacion de LFA-1
es critica en el paro del rodamiento, ya que esto provoca un cambio conformacional,
lo que aumenta la avidez y afinidad por el ligando ICAM-1, promoviendo una unién
mas firme (Yuan et al., 2012; Dimasi et al., 2013; Mayadas et al., 2015).

En seguida, los neutréfilos entran en la pendltima etapa de la cascada de
adhesion, el arrastre (Fig. 3), donde con ayuda de la unién ICAM-1 y MAC1 rastrean

el endotelio vascular en busca de los sitios idoneos para la transmigracion.

Finalmente, los neutrofilos atraviesan el endotelio vascular en la
transmigracion paracelular (entre las células) o transcelular (a través de las células)
(Fig. 3). La via paracelular es la forma predominante y entre el 85-95 % de
neutréfilos migran por esta via, por el contrario, la migracion transcelular se limita a
tejidos especificos como la médula 6sea, pancreas y timo (Yuan et al., 2012; Dimasi
et al., 2013; Mathieu-Benoit y Nourshargh, 2013; Mayadas et al. 2015).

Las vias transcelular y paracelular comparten algunas interacciones
tempranas como la formacion de las copas transmigratorias en el endotelio vascular,
ricas en ICAM-1 y VCAM-1, proteinas citoplasmaticas ERM (erzina, radixina y
moesina) y componentes del citoesqueleto como la viniculina, a-actinina y talina-1.
Por el contrario, existen algunas diferencias, por ejemplo, la expresién de moléculas
de adhesion y union (JAM), moléculas plaquetarias de adhesion a células
endoteliales (PECAM-1), molécula de adhesion endotelial (ESAM) y CD99 en la
transmigracion paracelular, asi como, la formacion de estructuras conocidas como
protrusiones tipo invadosoma (ILP) en la trasnmigracién transcelular (Dimasi et al.,
2013; Mayadas et al., 2015).

10
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413  ACTIVACION

Una vez en el tejido, los neutroéfilos son activados por patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs), reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que
pueden ser del tipo endocitico; como el receptor desencadenante expresado en
células mieloides (TREM-1) y los receptores de lectinas tipo C, siendo la mas
importante la Dectina-1; o pueden ser del tipo sefializador como los receptores tipo
toll (TLRs), las proteinas de oligomerizacion de nucledtidos (NOD) y los receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) (Mayadas et al., 2015; Teng et al., 2017).

Otros factores importantes para la activacion de los neutréfilos son las
opsoninas, moléculas que sirven para marcar a los patégenos; existen dos tipos, las
inmunoglobulinas que se reconocen a través de los receptores FCYRs y el
componente C3b del sistema del complemento que es reconocido a través de
receptores especificos llamados CR3 y CR4 (Mayadas et al., 2015; Teng et al.,
2017).

4.1.4 FUNCIONES EFECTORAS

Después de su activacion y dependiendo del estimulo, los neutrdfilos llevan
a cabo alguna de sus funciones efectoras (Fig. 4), por ejemplo, la estimulacién de
receptores del tipo endocitico o de receptores para opsoninas dispara el proceso
llamado fagocitosis, en el cual se envuelven particulas grandes en vesiculas
formadas por la membrana plasmética, llamadas fagosomas, que se fusionan con
granulos ricos en proteasas y péptidos antimicrobianos para formar una sola
vesicula llamada fagolisosoma en donde se lleva a cabo la destruccion del patégeno
(Abbas et al., 2006; Mayadas et al., 2015).

11
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sl

Figura 4. Funciones efectoras de los neutrofilos. Estas pueden ser: fagocitosis, degranulacion,
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), liberacion de moléculas de comunicacion
celular y liberacion de trampas extracelulares (NETosis) (modificado de Kruger et al., 2015).

Ademas de fusionarse al fagosoma, los granulos también pueden ser
liberados al medio extracelular en un proceso denominado degranulacion. Existen

cuatro tipos de granulos:

1) Gréanulos azurdfilos o primarios: son los primeros en formarse dentro de la
transicion de promielocito a mielocito, tienen un alto contenido de
mieloperoxidasa (MPO), elastasa, defensinas, catepsinas, entre otras
(Cuadro 1) (Faurschou y Borregaard, 2003).

2) Granulos especificos o secundarios: se forman después de lo granulos
primarios en los mielocitos y metamielocitos, son ricos en lactoferrina,
colagenasa e histaminasa (Cuadro 1) (Faurschou y Borregaard, 2003).

3) Granulos de gelatinasa o terciarios: son los terceros en formarse dentro de
la etapa de células en banda y células segmentadas, son ricos en gelatinasa
y acetiltransferasa (Cuadro 1) (Faurschou y Borregaard, 2003).

e
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4) Vesiculas secretoras: son los ultimos que se forman y se crean por
endocitosis en las células segmentadas, por lo que pueden tener alto
contenido de proteinas plasmaticas como la albumina (Faurschou vy
Borregaard, 2003).

Cuadro 1. Contenido granular y vesicular de neutréfilos (modificado de (Faurschou y Borregaard,

2003).

Grénulos azuréfilos Grénulos especificos Grénulos de gelatinasa
Acido mucopolisacarido Colagenasa Acetiltranserasa
Acido B-glicerolfosfatasa CRISP-3 (SGP-28) Arginasa-1

Azurocidicina Gelatinasa
CRISP-3
BPI hCAP-18 _
. Gelatinasa
Catepsinas Heparanasa L
Lisosima
Defensinas Histaminasa i ,
B2-microglobulina
Elastasa Lactoferrina
Lysosimas Lysosima
MPO Metaloproteinasas de matriz
N-acetyl-B-glucosaminidasa NGAL
Proteinsa-3 Sialidasa
Sialidasa Transcobalamina-|
Ubiquitina uPA
o B2-microglobulina
az-antitripsina
a-manosidasa
B-glicerofosfatasa

En general, por su facilidad de movilizacion, la liberacion de vesiculas
secretoras se realiza con mayor facilidad, mientras que los granulos primarios,
secundarios y terciarios solo se liberan en errores de la fagocitosis (Kobayashi;
2015; Mayadas et al., 2015).

Otro mecanismo involucrado en la destruccién de patégenos en el fagosoma
es la liberacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), producidas a partir del
oxigeno por la NADPH oxidasa, capaz de formar aniones superéxido (O2") (Fig.5),

qgue al interactuar con protones del medio forma peréxido de hidrogeno (H202),

e
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utilizado por la mieloperoxidasa (MPO) para formar acido hipocloroso (HOCI) o
puede reaccionar con el superéxido para formar radical hidroxilo (HO"). Por otra
parte, la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) es capaz de formar 6xido nitrico (NO),
molécula con propiedades similares a las ROS (Arazna et al., 2015; EI-Benna et al.,
2015; Mayadas et al., 2015).

NADP NADPH

Figura 5. La NADPH oxidasa, est4 conformada por el heterodimero gp91 phox/ p22 phox unido a la
membrana, ademas, otras subunidades como p67 phox, p47 phox, p40 phox y Rac se unen al
activarse el neutréfilo, esta enzima oxida el NADPH para formar Oz (Ray y Shah, 2005).

En los Ultimos afios se ha descubierto una nueva funcion efectora de los
neutrdéfilos, la produccién de trampas extracelulares de DNA (NETs). En este
proceso los neutréfilos liberan una malla de fibras de cromatina acompafiada de
péptidos antimicrobianos como elastasa, MPO, catepsina G, lactoferrina, pentraxina
3, gelatinasa, proteinasa 3, entre otras. Hasta ahora se conocen tres tipos de
NETosis:
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A) Suicida: mediada por TLR-4, 8 y 7; en su sefalizacién participan la NADPH
oxidasa (NOX), la proteina cinasa ¢ (PKC) y el aumento de calcio citosdlico,
cofactor de la peptidil arginasa deaminasa (PAD4). En este proceso la
liberacion del material genético se da de dos a cuatro horas, ademas, se
pierde la membrana nuclear a causa de la participacion de ROS, MPO y
elastasa (Mayadas et al., 2015; Delgado-Rizo et al., 2017).

B) Vital independiente de ROS: la formacion de NETs se da a través de la
liberacion de DNA en vesiculas durante 5-60 min, en consecuencia, no hay
perdida de la membrana nuclear debido a que es independiente de ROS.
Este proceso se desencadena a través de la estimulacion de TLR-2 y 4, el
receptor del complemento para la proteina C3 y la interaccién de la proteina
IB plaquetaria con CD18. Cabe destacar que después de la liberacion del
material genético, los neutrofilos aln son capaces de fagocitar y su viabilidad
no se ve afectada (Mayadas et al., 2015; Delgado-Rizo et al., 2017).

C) Vital dependiente de ROS: como su nombre lo dice es dependiente de la
sefalizacion de las especies reactivas del oxigeno, sin embargo, en este
proceso no se ve involucrado el DNA nuclear, si no, el DNA mitocondrial. La
formacién de NETSs tarda aproximadamente 15 min y se desencadena por el
reconocimiento de LPS o Cha (Mayadas et al., 2015; Delgado-Rizo et al.,
2017).

4.2 NEUTROFILOS EN ENFERMEDADES INFLAMATORIAS

Ademas de jugar un papel importante en el combate de patégenos, los
neutroéfilos participan en diversas enfermedades; de las cuales, las mas estudiadas
son las de caracter agudo, donde, se sabe que en condiciones patolégicas pueden

generar algun tipo de dafio (Mayadas et al., 2015).
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4.2.1 INFLAMACION AGUDA

En el dafio pulmonar agudo, la participacion de los neutrofilos es benéfica en
caso de una infeccion bacteriana. Sin embargo, se ha comprobado que su
reclutamiento es un sello distintivo de la enfermedad. Ademas, la liberacion de
productos antimicrobianos y ROS contribuyen al agravamiento de la enfermedad
promoviendo dafio en el epitelio alveolar, incremento de su permeabilidad y
formacién de edemas (Groommes y Soehnlein, 2011). Otro ejemplo es el caso del
dafio hepatico agudo, donde, se ha descrito que el reclutamiento, activacion y
acumulacion de neutrdfilos es responsable del dafio tisular en esta enfermedad, ya
que, estos se unen a los hepatocitos y provocan su muerte por necrosis a traves de

la liberacion de ROS y proteasas (Ramaiah y Jaeschke, 2007).

4.2.2 INFLAMACION CRONICA
Si bien, los neutrdéfilos han sido ampliamente relacionados con la inflamacion
aguda, en los ultimos afios diversos reportes indican que también tienen un papel
importante en procesos que involucran la inflamacién crénica y enfermedades

autoinmunes.

Por ejemplo, en el lupus eritematoso sistémico, se han reportado un gran
namero de neutrdfilos en los tejidos dafiados, ademas se sabe que en médula 6sea
son una fuente importante de interferones de tipo |, factor activador de células B
(BAFF) y el ligando inductor de proliferacion A (APRIL), moléculas activadoras de
linfocitos By T (Smith y Kaplan, 2015).

Por otra parte, han surgido algunas observaciones polémicas que indican que
los neutréfilos no s6lo participan en el dafio tisular, si no, que también pueden
contribuir a la resolucion de la inflamacién; como en la enfermedad inflamatoria
intestinal, donde, la migracién de neutrofilos al epitelio de la mucosa se considera
una marca de condiciones inflamatorias tanto en la colitis ulcerativa (CU) como en
la enfermedad de Crohn (EC) (Chin y Parkos, 2006).
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Ademaés, en CU se sabe que la activacion de los neutréfilos causa dafio
significativo en tejido, mientras que en EC neutrdfilos defectuosos pueden no ser
capaces de controlar la microbiota, dando lugar a inflamacion descontrolada (Wéra
et al., 2016).

Sin embargo, se ha reportado que productos derivados de los neutréfilos son
esenciales para mantener la homeostasis en el tejido, por ejemplo, la
metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) auxilia en la angiogénesis del tejido dafiado y
la regeneracion de tejidos (Wéra et al., 2016). Este papel dual se ha explicado con
la aparicion de distintas poblaciones de neutrofilos, promovidas por las diferentes

condiciones en el microambiente.

4.3 SUBPOBLACIONES DE NEUTROFILOS

En investigaciones recientes, principalmente en modelos de cancer, se ha
demostrado la presencia de dos poblaciones de neutrofilos denominadas N1 o anti-
tumorales con actividad inflamatoria y N2 o pro-tumorales con actividad anti-
inflamatoria (Fridlender et al., 2009), asi como, el reclutamiento de una subpoblacion
de células mieloides supresoras (MDSC) con fenotipo granulocitico (neutréfilos
inmaduros) denominada G-MDSC (Youn et al., 2008). Por otra parte, en un estudio
gue involucra el uso de un gradiente de densidad, se asocia a los neutréfilos N1 con
la fraccidn de alta densidad (HDN) y a los neutréfilos N2 y G-MDSC con la fraccién
de baja densidad (LDN) (Fig. 6) (Sagiv et al., 2015); destacando que su desarrollo
es dependiente de TGF-3 (Fridlender et al., 2009; Sagiv et al., 2015; Uribe-Querol y
Rosales, 2015); lo que sugiere que podria tratarse de subpoblaciones con

caracteristicas similares.
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HDN LDN
G-MDSC N2

CD11b*Ly6G* CD11b*Ly6G* CD11b*Ly6G*
Maduros Inmaduros Maduros

Nicleo segmentado Nucleo en banda Nucleo segmentado
Pequefios Grandes Grandes

Citotéxicos No citotéxicos No citotdxicos
Migracion alta Migracidn reducida Migracion reducida
Fagocitosis alta Fagocitosis reducida Fagocitosis reducida
Estallido respiratorio potente  Estallido respiratorio reducido Estallido respiratorio reducido
No suprimen Suprimen Suprimen
Pro-inflamatorios Anti-inflamatorios Anti-inflamatorios
Anti-tumorales Pro-tumorales Pro-tumorales

Figura 6. Subpoblaciones de neutréfilos y algunas de sus caracteristicas (modificado de Sagiv et al.,
2015)

4.3.1 NEUTROFILOS N1

En cuanto a las propiedades de ambas subpoblaciones, se sabe que los
neutréfilos N1 pueden eliminar directamente a las células tumorales (Gerrard et al.,
1981; Katano y Torisu, 1982) mediante la liberaciéon de ROS-HOCI (Dallegri et al.,
1991) y metaloproteasa de matriz 8 (MMP-8) (Balbin et al., 2003), asi mismo, son
capaces de inducir la apoptosis en las células malignas a través del ligando inductor
de apoptosis del factor de necrosis tumoral (TRAIL) (Brincks et al., 2013) y
citotoxicidad mediada por anticuerpos, en un proceso similar al de las células NK
(Wagner et al., 2017). Por ultimo, se ha reportado que estas células pueden reclutar
y activar células T CD8* e inhibir el reclutamiento y polarizacion de neutréfilos N2
(Fig. 7) (Beauvillain et al., 2007).

18


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beauvillain%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17562875

INTRODUCCION

-—-Apoptosis
« |
- ADCC

3 N TRAIL
Neutréfilo ROS ;
| HOCI

Lisis

\ )  Activacion

a G-CSF
TNF-a

e ®-
TGF 8

CélulaT
CD8 I s
/\/\\ Neutrofilo N2
Célula tumoral
Inhibicién

del reclutamiento

Figura 7. Neutrofilos N1 y sus principales caracteristicas descritas en modelos de cancer (modificado
de Uribe-Querol y Rosales, 2015).

4.3.2 NEUTROFILOS N2

Mientras que los neutréfilos N2, favorecen el crecimiento y desarrollo de
tumores mediante la secrecién de algunas moléculas como la elastasa que
promueve la proliferacién y migracion de células tumorales, asi como, la liberacién
de TGF-B (Houghton et al., 2010), la catepsina G, promotora de angiogénesis y
migracion tumoral (Yui et al., 2014), la metaloproteasa de matriz 9 que favorece la
angiogénesis a traves de la degradacion de la matriz extracelular y la liberacion de
(VEGF) (Coussens et al., 2000). Por otra parte, las ROS promueven la sintesis de
estas metaloproteasas, ademas, por su capacidad genotdxica son responsables de
mutaciones genéticas y pueden inhibir la proliferacion de linfocitos T CD8
(Schmielau y Finn, 2001) al igual que la arginasa 1 (Rotondo et al., 2009).
Finalmente, los neutrofilos son capaces de secretar algunas moléculas tipo citocinas
como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Imai et al., 2005) y oncostatina,

molécula homologa a la IL-6 que promueve la sintesis de VEGF (Goren et al., 2006)
(Fig. 8).
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Figura 8. Neutrdéfilos N2 y sus principales caracteristicas descritas en modelos de cancer (modificado
de Uribe-Querol y Rosales, 2015).

Por otra parte, se ha reportado la presencia de neutréfilos con fenotipo N2 en
modelos de accidente cerebrovascular isquémico agudo (Cuartero et al., 2013) e
infarto al miocardio (Ma et al., 2017). Asi mismo la actividad anti inflamatoria de los
neutrofilos ha sido reportada en diversos trabajos, por ejemplo, en un modelo in vitro
se observd que los neutrdfilos humanos promueven la polarizacion de los
macrofagos a un perfil alternativo mediante la liberacion de a-defensinas (Miles et
al., 2015). Ademés, en un modelo murino de artritis reumatoide, se demostré que
los neutrdfilos del liquido sinovial son capaces de suprimir la proliferacion de células

T a través de un mecanismo Oxido nitrico dependiente (Egelston et al., 2012).

Finalmente, se ha reportado la presencia del ligando de muerte programada
1 (PDL-1), en neutrofilos humanos estimulados con IFN-Y (Bankey et al., 2010;
Kleijn et al., 2013), en neutrofilos provenientes de pacientes con lupus eritematoso
sistémico (Luo et al., 2016) y VIH (Bowers et al., 2014).
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4.4 NEUTROFILOS EN INFECCIONES PARASITARIAS

A pesar de los reportes que exponen la capacidad que tienen los parasitos
para modular la respuesta inmune y polarizar algunas poblaciones celulares, estos
modelos han sido poco utilizados en el estudio de las subpoblaciones de neutrofilos.
Sin embargo, algunos trabajos han considerado estos puntos, como el realizado en
pacientes con leishmaniosis visceral, enfermedad causada por los parasitos
intracelulares Leishmania donovani (India y Sudan) y Leishmania infantum (América
del Sur), donde, se demuestra la presencia de una poblacion de neutrofilos de baja
densidad que expresa altos niveles de HLA-DR, CD80 y CD86, ademas de
moléculas de supresion como PDL-1 (Sharma et al., 2017). Por otra parte, en un
modelo murino de la infeccion por el parasito helminto Nippostrongylus brasiliensis,
se demostré el desarrollo de una subpoblacién de neutréfilos N2 con la capacidad
de promover la polarizacion de los macrofagos a un perfil alternativo a través de un
proceso mediado por IL-10 e IL-13 (Chen et al., 2014).

El conocimiento de los efectos que ejercen las infecciones por parasitos
sobre el perfil de los neutréfilos puede ser aprovechado en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con una respuesta inmune exacerbada. Un modelo
idoneo para este fin es el de Taenia crassiceps, donde, se ha demostrado que la
infeccidon con este parasito reduce la tumorigénesis asociada a colitis (Leon-Cabrera
et al., 2014), limita la patogénesis y liberacion de citocinas proinflamatorias en la
colitis ulcerativa (Ledesma-Soto et al., 2015) y, ademas, sus antigenos son capaces
de modular la encefalomielitis experimental, a través de la reduccion de la

neuroinflamacion y la promocién de un ambiente supresor (Peén et al., 2017).
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4.5 TAENIA CRASSICEPS

Taenia crassiceps (Zeder,1800) es un céstodo cosmopolita endémico del
hemisferio norte, incluyendo Europa, Norteamérica y Asia. El adulto cuenta con una
longitud aproximada de 14 cm y 82 proglétidos, su escoélex esta conformado por
cuatro ventosas ovales y un rostelo armado con 30 ganchos aproximadamente. Sus
larvas miden de 4 a 5 mm y cuentan con un escoélex de 17 ganchos y cuatro
ventosas (Willms y Zurabian, 2017). En su forma adulta puede ser encontrado en el
intestino delgado de canidos, mientras que su estado larval se encuentra en la
musculatura, cavidad pleural o peritoneal de roedores (Fig.9). Debido a su similitud
con Taenia solium (Linnaeus, 1758) y a su capacidad de reproducirse asexualmente
por gemacion en su fase larval, T. crassiceps se ha convertido en uno de los mejores
modelos experimentales para el estudio de infecciones parasitarias, ademas se
considera inocuo para el ser humano, a excepcion de algunos casos en donde
pacientes inmunocomprometidos con cancer, virus de inmunodeficiencia humana y

de la hepatitis C, han sido infectados por este parasito (Peoén et al., 2013).

Figura 9. Ciclo de vida de Taenia crassiceps. El adulto se encuentra en el huésped definitivo (A)
quien a través de las heces expulsa proglétidos gravidos (B) que pueden ser ingeridos por el
hospedero intermediario (C) donde se desarrolla la larva y puede reproducirse por gemacion.
Finalmente, para cerrar el ciclo, el huésped intermediario puede ser consumido por el huésped

definitivo.
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4.6 RESPUESTA INMUNE FRENTE A TAENIA CRASSICEPS

Los estudios realizados en este modelo han revelado que la infeccion
intraperitoneal, en infecciones agudas (2-3 semanas), provoca una respuesta del
tipo Thl transitoria; caracterizada por la presencia de IL-1B, IL-12, IFN-Y, TNF-q,
NO e IgG2a. Sin embargo, en infecciones cronicas (después de cuatro semanas),
es reemplazada por una respuesta del tipo Th2 cuyas principales caracteristicas
son el reclutamiento de eosindfilos, la sintesis de citocinas IL-4, IL-10, IL-13 y
anticuerpos de isétipo 1gG1, 1gG4 e IgE (Fig. 10) (Terrazas et al., 1998).

Respuesta Th2

Respuesta Th1

|

Intensidad

Carga
parasitaria

']\ Tiempo
4 semanas

Figura 10. Respuesta inmune contra Taenia crassiceps. Al inicio de la infeccién la respuesta contra
este parasito es del tipo Thl, sin embargo, a las cuatro semanas esta es reemplazada por una

respuesta del tipo Th2, lo que favorece el desarrollo del parasito (modificado de Peén et al., 2013).
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El cambio en la respuesta inmune trae consigo el despliegue de distintas
poblaciones de macréfagos, ya que, al inicio de la infeccibn se ha observado la
presencia de macrofagos clasicos (CAM/s), células que expresan Oxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) y son capaces de secretar citocinas como IL-13, IL-12, IL-
23 y TNF-a (Peodn et al., 2013). Por otra parte, en la etapa cronica los macrofagos
son del tipo alternativo (AAM/s), células que secretan altos niveles de IL-10 y TGF-
B, expresan marcadores como Arginasa 1, YM1, RELMa y presentan marcadores
de membrana como PDL-1y PDL-2 (Rodriguez-Sosa et al., 2002).

Asi mismo, se ha reportado la presencia de otras poblaciones celulares como
las Células Mieloides Supresoras o GR1* (Reyes et al., 2010), que incluyen a las
células Ly6C* Ly6G- (monocitos) y Ly6C'*" Ly6G* (neutréfilos), sin embargo, estas
poblaciones han sido poco estudiadas en el modelo de T. crassiceps.
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IV. JUSTIFICACION

Los efectos que ejercen las infecciones por helmintos sobre el sistema
inmune pueden ser aprovechado en el tratamiento de enfermedades relacionadas
con una respuesta inmune exacerbada. Este tipo de respuesta implica el
reclutamiento de un gran numero neutréfilos, células altamente relacionadas con el
dafio tisular. Sin embargo, son pocos los trabajos que toman en cuenta la influencia
de estas infecciones sobre los neutrdfilos, por lo que es necesario estudiar esta
relacion tomando en cuenta los nuevos reportes que involucran la polarizacién de

esta poblacion celular.
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V. HIPOTESIS

Los neutréfilos reclutados por la infeccion con Taenia crassiceps presentaran
un fenotipo y funcion diferente al de los neutrdéfilos reclutados por un estimulo

inflamatorio (peritonitis estéril).
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VI. OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Caracterizar fenotipica y funcionalmente los neutréfilos reclutados por la infeccion

con Taenia crassiceps.

6.2 PARTICULARES

o Realizar la cinética de reclutamiento de neutrdfilos durante la infeccion por T.
crassiceps.

e Analizar la presencia de moléculas como PDL-1, PDL-2, MCHII y CD86 en
los neutréfilos reclutados por la infeccion con T. crassiceps.

e Determinar la produccién de especies reactivas del oxigeno de los neutréfilos
reclutados por la infeccion con T. crassiceps.

e Evaluar la capacidad supresora de los neutrofilos reclutados en la infeccion
por T. crassiceps.

e Analizar el perfil de citocinas de los neutrofilos reclutados por un estimulo

inflamatorio y por la infeccion con T. crassiceps.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

Ratones

Ratones hembra de la cepa BALB/c de seis a ocho semanas de edad fueron
proporcionados por el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lztacala,
UNAM; donde se mantuvieron en condiciones libres de patégenos hasta el dia de
su sacrificio, el cual se llevé a cabo en camara de CO: siguiendo los procedimientos
de cuidado y manejo animal establecidos por el Comité de Bioética de la Facultad y
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

Los ratones fueron divididos aleatoriamente en seis grupos, con cuatro
ratones cada uno. El grupo control (sin estimulo), el grupo con peritonitis estéril y
los grupos infectados con el helminto T. crassiceps durante dos dias, dos, cuatro y

ocho semanas.
Infeccion experimental con T. crassiceps

Metacéstodos de T. crassiceps cepa ORF, se obtuvieron de la cavidad
peritoneal de hembras BALB/c con ocho a diez semanas de infeccion y se lavaron
cuatro veces con solucion salina fisiologica estéril (SSF). La cisticercosis
experimental fue inducida a través de la inyeccion intraperitoneal (i.p) de 20
cisticercos pequefios (aproximadamente 2 mm de didmetro) y que no presentaron

gemacién; utilizando como vehiculo SSF.
Peritonitis estéril

Se administraron 2 ml de medio de cultivo tioglicolato (SIGMA-ALDRICH) via

I.p. 15 h antes del sacrificio.
Obtencién de sangre periférica

Antes del sacrificio se obtuvo sangre de la cola de los ratones de cada grupo,

colocandola en un tubo eppendorf con 50 pl de EDTA al 5 %.
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Extraccion de células del exudado peritoneal

Las células del exudado peritoneal (PEC’s) fueron obtenidas a través de
lavados de la cavidad peritoneal de los diferentes grupos de ratones con SSF. El
exudado se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min. Posteriormente, la pastilla
formada se resuspendié en medio de cultivo RPMI completo (suero bovino fetal
(SBF) al 10 % vy penicilina/estreptomicina). Finalmente, las células se contaron en

camara de Neubauer, evaluando su viabilidad por exclusion con azul de Tripano.
Citometria de flujo

Para la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) de las
PEC’s, se colocaron 1x10° células en tubos para citometria (BD Falcon), se
centrifugaron a 1 500 rpm durante 5 min, se les agreg6 0.5 pl de anti-CD16/32, para
evitar un pegado inespecifico, disueltos en 25 ul de buffer de FACS (PBS-SBF 0.5
%-azida de sodio 0.1 %) y se incubaron 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, cada muestra fue tefiida con anticuerpos especificos de superficie
(Cuadro 2), se incubaron durante 30 min a 4 °C y se lavaron con 1 ml buffer de
FACS.

Cuadro 2. Anticuerpos para citometria de células de exudado peritoneal.

A slgele O gado arca a dad

CD11b Bv510 BioLegend M1/70 0.2
Ly6C PE Cy7 BioLegend HK1.4 0.1
Ly6G APC Cy7 BD 1A8 0.2
PDL-1 PE Tonbo 10F.9G2 0.5
PDL-2 APC BioLegend TY25 0.5
MHCII FITC BioLegend M5/114.15.2 0.5
CD86 PE BioLegend GL-1 0.5

Aloficocianina (APC), isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE)
violeta brillante (BV)
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MATERIAL Y METODOS

Para la sangre periférica, se colocaron 50 ul de sangre en tubos BD Falcon,
se les agregd 0.5 pl de anti-CD16/32 disueltos en 25 pl de buffer de FACS y se
incubaron 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, cada muestra fue tefiida
con anticuerpos especificos de superficie (Cuadro 3) y se incubaron durante 30 min
a 4 °C. Finalmente se agregaron 3 ml de solucién hemolizante (Tis-HCI 0.15 M,
NH4Cl 0.01 M, Ph 7.56), se incubaron durante 10 min y se lavaron dos veces con 1
ml de buffer de FACS.

Cuadro 3. Anticuerpos para citometria de sangre periférica.

A erpo 0 gado arca a daad

CD11b APC Cy7 BioLegend M1/70 0.1
Ly6C FITC BioLegend HK1.4 0.6
Ly6G PE Cy7 Tonbo 1A8 0.2

Aloficocianina (APC), isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE)

Las muestras (20 000 eventos de la regién 2) se leyeron en el equipo FACS
Aria 11l con ayuda del software FACS Diva y fueron analizadas con el software
FlowJo v10.1r7.

Determinacion de especies reactivas del oxigeno por citometria de flujo

Se colocaron 1x108 PEC’s en tubos para citometria y se realizé la tincién para
marcadores de superficie CD11b, Ly6G, Ly6C (Cuadro 4). Posteriormente, se
coloco 1 ml de 2' 7' diacetato de diclorofluoresceina (5 mM) para marcar las ROS y
se incubo durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente se lavo con 1 ml de
buffer de FACS y se leyeron inmediatamente en el equipo FACS Aria Il con ayuda
del software FACS Diva.
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Cuadro 4. Anticuerpos para citometria de células de exudado peritoneal.

A erpo 0 gado arca ona a daad

CD11b APC Cy7 BioLegend M1/70 0.1
Ly6C PE Cy7 BioLegend HK1.4 0.6
Ly6G PE Tonbo 1A8 0.2

Aloficocianina (APC), ficoeritrina (PE)

Aislamiento de neutréfilos mediante gradiente de densidad

Para facilitar la separacion de neutréfilos en el citometro de flujo, se
enriquecio la muestra mediante un gradiente de densidad. Se colocaron 3 ml de
percoll (1.129 g/ml) en un tubo falcon de 15 ml, posteriormente, se adicionaron 3 mi
de Histopaque (1.077 g/ml) y 50x10° de células (provenientes de la peritonitis estéril
y la infeccion de T. crassiceps durante dos dias y ocho semanas) en 6 ml de medio
RPMI completo y se centrifugaron a 2 000 rpm durante 30 min (Sagiv et al., 2015).
Finalmente se recuperaron las fracciones de baja y alta densidad y se analizaron
mediante citometria de flujo (Cuadro 2).

Aislamiento celular por citometria de flujo

Un millén de células recuperadas de la fraccion de baja densidad del
gradiente de densidad se colocaron en un tubo falcon de 15 ml, se lavaron con 1 ml
de buffer de separacion (PBS 1X-SBF 0.5%) y se incubaron con los marcadores
CD11b, Ly6C y Ly6G durante 30 min a 4°C (Cuadro 5). Finalmente, las células
positivas para estos marcadores fueron separadas con ayuda del equipo FACS Aria
lll. Las células aisladas fueron utilizadas en el ensayo de proliferacion y los ensayos
de RT-PCR.
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Cuadro 5. Anticuerpos para aislamiento celular por citometria de flujo

A erpo 0 gado arca a daad

CD11b APC Cy7 BioLegend M1/70 0.1
Ly6C FITC BioLegend HK1.4 0.6
Ly6G PE Tonbo 1A8 0.2

Aloficocianina (APC), isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE)
Ensayo de proliferacion

Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas con 100 pl de anti CD3 a una
concentracion de 2 ug/ml (BioLegend, Clona:17A2) durante 24 h, posteriormente se
colocaron 300 000 esplenocitos de un ratdn sano en cada pozo y se incubaron en
condiciones estandar durante 48 h, se agregaron 75 000 neutrofilos purificados y se
incubaron 4 h en condiciones estandar. Finalmente, se agregaron 0.5 puCi de H3
Timidina 18 h antes de las 72 h del cultivo, posteriormente se mantuvo en
condiciones estandar para ser cosechada y leida 18 h después con ayuda de un
lector de centelleo para identificar la H® Timidina incorporada.

Determinacion de citocinas y marcadores alternativos por RT-PCR

De las células provenientes de la separacion celular por citometria de flujo,
se realizo la extraccibn de RNA por el método fenol-cloroformo y se realiz6 la
reaccion de la transcriptasa reversa con ayuda del kit RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis. A partir de 1 pug de cDNA, se evaluaron las citocinas TNF-q, IL-10
y TGF-B y los marcadores alternativos Arginasa 1 y Ym-1 con ayuda del kit

Amplificasa (BioTecMol) en las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial: 94 °C durante 1 min.
Desnaturalizacion: 95 °C durante 30 s.
Alineamiento (Tm):Cuadro 6.

Extension: 72 °C durante 30 s.

o bk 0N

Elongacion final: 72 °C durante 30 s.

32



https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=M1/70

MATERIAL Y METODOS

Cuadro 5. Secuencias utilizadas en los analisis de RT-PCR.

Gen Secuencia Tm (°C)
GAPDH | F: TCG GTG TGA ACG GAT TTG CG 56
R: CTC TTG CTC AGT GTC CTT GC
TNF-a F: GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCATTG C 59
R: ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG G
IL-10 F: TGC TGC CTG CTC TTACYG AC 56
R: GGG GCA TCA CCT CTA CCA GG
TGF-B F: GCC CTT CCT GCT CCT CAT 56
R: TTG GCA TGG TAG CCC TTG
Argl F: CAG AAG AAT GGA AGA GTC AG 54
R: CAG ATA TGC AGG GAG TCA CC
Ymi F: TCA CAG GTC TGG CAA TTC TTC TG 56
R: TTT GTC CTT AGG AGG GCT TTC TC

Analisis de datos

El analisis estadistico se realizé mediante la prueba paramétrica ANOVA (a=
0.05) para la determinacion de diferencias significativas y prueba de Tukey para

identificar los grupos entre los que existen dichas diferencias. Lo anterior con ayuda

del programa GraphPad Prism 6.
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VIll. RESULTADOS

Para conocer el comportamiento de los neutrofilos durante la infeccidon con
T. crassiceps, se realizé una curva de reclutamiento obteniendo las células de
exudado peritoneal de los ratones con dos dias, dos, cuatro y ocho semanas de
infeccion. En ella se observo que a los dos dias de infeccion el 7.02 % de células
presentes en el peritoneo son neutrdfilos, mientras que a las dos y cuatro semanas
estas células no se encuentran presentes. Sin embargo, cabe destacar que a las
ocho semanas de infeccion los neutrofilos son reclutados nuevamente

constituyendo un 14 % de las células del peritoneo (Fig. 11).
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Con el fin de descartar anormalidades en el porcentaje de neutréfilos
presentes a nivel sistémico, estos fueron evaluaron en sangre periférica.
Observandose que, respecto al control, el nimero de neutréfilos aumenta un 10 %

a los dos dias de infeccién y disminuye 20 % a partir de las dos semanas (Fig. 12).
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Posteriormente, se evaluaron moléculas como PDL-1 y PDL-2 con el fin de
determinar si la infeccion con T. crassiceps es capaz de activar diferentes fenotipos
de neutrofilos, ya que, de acuerdo con la curva de reclutamiento, es posible
identificar una poblacién de neutrdéfilos asociada a la infeccién aguda (dos dias) y

otra asociada a la infeccion crénica (ocho semanas).

Porque, como se ha reportado, la respuesta inmune contra T. crassiceps se
divide en dos etapas, la aguda caracteristica por involucrar una marcada respuesta
del tipo Thly la polarizacion de los macréfagos a su perfil clasico y la etapa crénica
en donde se observa una respuesta del tipo Th2 y la polarizacién de los macrofagos
a su perfil alternativo (Terrazas et al., 1998; Rodriguez-Sosa et al., 2002; Pedn et
al., 2013).

35



RESULTADOS

La primera de ellas fue el ligando de muerte programada 1 (PDL-1), molécula
cuya presencia ha sido reportada previamente en neutréfilos (Bankey et al., 2010;
Kleijn et al., 2013; Bowers et al., 2014; Luo et al., 2016; Sharma et al., 2017). Se
observd que, en comparacion con un control de estimulo inflamatorio (30 %), la
infeccion con T. crassiceps a los dos dias (79 %) y ocho semanas (59 %) promueve
el reclutamiento de un mayor porcentaje de neutrofilos que expresan dicha molécula
(Fig. 13A y B). Ademas, de acuerdo con la intensidad de fluorescencia media, PDL-
1 se presenta en mayor proporcion en los neutrofilos provenientes de ratones con

ocho semanas de infeccién (Fig. 13C).
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Figura 13. La infeccidbn con Taenia crassicep recluta un mayor porcentaje de neutréfilos que
expresan PDL-1. Los neutréfilos reclutados a las ocho semanas de infeccion expresan mayor
cantidad de dicha molécula. Dot plots representativos (A). Células CD11b*, Ly6C'o¥, Ly6G*, PDL-1*;
**pP=0.0047 ****P<0.0001 (B). Intensidad de fluorescencia media ***P=0.0001 ****P<0.0001 (C). Por
ANOVA y post-test de Tukey. Datos representativos de tres experimentos.
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Otra molécula evaluada fue PDL-2, ligando inducible con las mismas
funciones que PDL-1, cuya presencia nunca ha sido reportada en neutrofilos. Sé
observé que Unicamente los neutrdfilos reclutados a las ocho semanas de infeccion

con T. crassiceps expresan dicha molécula (23 %) (Fig. 14).
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Figura 14. Los neutrofilos reclutados a las ocho semanas de infeccion con Taenia crassicep
expresan PDL-2. Dot plots representativos (A). Células CD11b*, Ly6C'ov, Ly6G*, PDL-2%;
****P<0.0001 ****P<0.0001 (B). Por ANOVA vy post-test Tukey Datos representativos de tres
experimentos.

Por otra parte, para determinar si los neutréfilos reclutados a las ocho
semanas de infeccién con T. crassiceps expresan simultineamente PDL-1 y PDL-
2, se realiz6 un andlisis en donde se observo que el 35 % de los neutrofilos expresan

ambas moléculas (Fig. 15)
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Figura 15. Los neutréfilos reclutados a las ocho semanas de infeccion con Taenia crassiceps
expresan PDL-1 y PDL-2. Dot plots representativos, células (A). CD11b*, Ly6C'*¥, Ly6G*, PDL-1*
PDL-2%; ****pP<0.0001 (B). Por ANOVA y post-test Tukey. Datos representativos de tres
experimentos.
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Ademas, se evalu6 MHCII y CD86, cuya expresion, ha sido reportada en
neutréfilos de pacientes con leishmaniosis visceral (Sharma et al., 2017) y se
observé que el porcentaje de neutréfilos que expresan MHCII, en comparacion con
la peritonitis estéril (10 %) es mayor tanto en la infeccién de dos dias (26 %) como
en la infeccion de ocho semanas (32 %). Por otra parte, el ligando CD86 sélo es
expresado en el 30 % de los neutrdfilos reclutados a las dos semanas de infeccion

con T. crassiceps (Fig. 16).
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Figura 16. La infeccién con Taenia crassiceps recluta un mayor porcentaje de neutrofilos que
expresan MHCII. Sin embargo, moléculas de coestumulacién como CD86 sélo son expresadas a los
dos dias de infeccién. Dot plots representativos (A). Células CD11b*, Ly6C'o%, Ly6G*, MHCII* (B).
Células CD11b*, Ly6C'%, Ly6G*, MHCII* CD86* ***P=0.001 ****P<0.0001 (C). Por ANOVA y post-
test Tukey. Datos representativos de dos experimentos.

Otro mecanismo que puede ser afectado por un cambio en el fenotipo de los
neutréfilos es la produccién de especies reactivas del oxigeno, por lo que se
evaluaron utilizando el método de la 2' 7' diacetato de diclorofluoresceina (DCFH),
molécula que al ser oxidada por el H202 emite una sefal a una longitud de onda

maxima de 529 nm.
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Utilizando como control negativo la region correspondiente a los linfocitos
(Fig. 17A), se observd que en los tres estimulos es posible identificar células
positivas y negativas para la prueba de DCFH (Fig. 17B), sin embargo, los
porcentajes en los que estas se encuentran son variables (Fig. 17C). Cabe destacar
que en comparacion con la peritonitis estéril y con la infeccion con T. crassiceps
durante dos dias, la infeccién durante ocho semanas promueve la reduccion de los
neutrofilos productores de ROS en un 14 % (Fig. 17D).
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Figura 17. La infeccién con Taenia crassiceps disminuye la produccion de especies reactivas del
oxigeno. Control negativo (A).cintensidad de fluorescencia media de la poblacion positiva (rojo) y
negativa (azul) para DCFH (B). Dot plots representativos (C).vCélulas CD11b*, Ly6C'*%, Ly6G™,
DCFH*. **P=0.0075 (D). Por prueba de ANOVA. Datos representativos de dos experimentos.
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Una vez identificadas las diferencias entre los neutrofilos reclutados por los
diferentes estimulos, estos fueron aislados mediante un gradiente de densidad
(Sagiv et al., 2015), donde se recuperaron dos fases, la de baja densidad (LDN) y
la de alta densidad (HDN) (Fig. 18A). En esta separacion, se observaron diferencias
entre ambas porciones, destacando que, tanto en la peritonitis estéril como en la
infeccion durante ocho semanas, la porciéon LDN contiene la mayoria de células
reclutadas con un 89 y 93 %, respectivamente. Mientras que en la infeccion durante
dos dias la porcion LDN unicamente contiene un 47 % de las células reclutadas
(Fig. 18B).
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Figura 18. Separacion de neutréfilos por gradiente de densidad. Porciones LDN y HDN de células
reclutadas por la infeccién con T. crassiceps durante dos dias y ocho semanas (A). Porcentaje de
células en las fracciones LDN y HDN de los diferentes tratamientos ****P<(0.0001 (B). Datos
representativos de dos experimentos. Por ANOVA y post-test Tukey.

Posteriormente, las diferentes porciones fueron analizadas por citometria de
flujo para comprobar el grado de pureza de neutrofilos en cada fraccion,
encontrandose que las fracciones LDN (63 %) y HDN (61 %) de la peritonitis estéril
presentan el mayor grado de pureza, seguidos por la porcién HDN de la infeccion
durante dos dias (35%). Finalmente, se determind que las porciones HDN (18 %) y
LDN (15 %) de la infeccion durante ocho semanas y la porcion LDN de la infeccion

durante dos dias (9 %) contienen el menor nimero de neutrdfilos (Fig. 19A y B).
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Figura 19. Pureza de neutrdéfilos en las fracciones HDN y LDN de los diferentes tratamientos. Dot
plots representativos (A). Células CD11b*, Ly6C'lov, Ly6G* (neutréfilos) en las fracciones LDN y HDN
de los diferentes tratamientos **P=0.003 ****P<0.0001 (B). Datos representativos de dos
experimentos. Por ANOVA y post-test Tukey.

Con el fin de comparar las porciones HDN y LDN de los diferentes grupos
experimentales, se evaluaron los marcadores PDL-1 y PDL-2, MHCII y ROS por
citometria de flujo, destacando que, en la infeccién durante dos dias, el 71 % de
ambas fracciones de neutréfilos expresan PDL-1, porcentaje que se ve reducido
tanto en la fraccion HDN (27 %) como en la fraccion LDN (52 %) de los neutréfilos
reclutados a las ocho semanas de infeccién. Asi mismo es importante destacar que
en la peritonitis estéril, el porcentaje de neutréfilos que expresan PDL-1 varia entre

9-11 % en ambas porciones (Fig. 20A).

El marcador PDL-2 s6lo es expresado de manera importante en la infeccion
durante ocho semanas. Ademas, cabe destacar que en la porcion HDN el 66 % de
neutroéfilos expresa dicha molécula, mientras que, en la porcién LDN sélo el 30 % lo
hace (Fig. 20B). Sin embargo, se debe tomar en cuenta que solo el 23 % de los
neutréfilos pertenecientes a la fraccion HDN expresan PDL-1 y PDL-2

simultdneamente, mientras que en la porcion LDN lo hacen un 36% (Fig. 20C).
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Figura 20. Los neutrdéfilos de las fracciones HDN y LDN de los distintos tratamientos presentan
diferencias en la expresién de PDL-1 y PDL-2. Células CD11b*, Ly6C'*¥, Ly6G*, PDL-1*. (A) Células
CD11b*, Ly6Clov, Ly6G*, PDL-2*. (B) Células CD11b*, Ly6Clv, Ly6G*, PDL-1*, PDL-2* (C)
***P=0.003 ****P<0.0001. Por ANOVA vy post-test Tukey. Datos representativos de dos

experimentos.
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Se observo que la infeccion con T. crassiceps promueve la expresion de la
molécula de presentacion de antigeno MHCII, a los dos dias como a las ocho
semanas. Sin embargo, es importante destacar que el 60 % los neutrofilos de la
fraccion LDN de la infeccion durante ocho semanas expresan dicha molécula (Fig.
21A).

La produccion de ROS presenta diferencias importantes, principalmente, en
las fracciones LDN de ambos tiempos de infeccidon; donde se observa que a los dos
dias de infeccién el porcentaje de neutrdéfilos productores de ROS disminuye en un
48 %, mientras que a las ocho semanas lo hace en un 33 %. Por el contrario, en la
peritonitis estéril, el 99 % de neutréfilos de ambas porciones son productores de
ROS (Fig. 21B).
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Figura 21. Los neutréfilos de las fracciones HDN y LDN de los distintos tratamientos presentan
diferencias en la expresiéon de MHCII y la producciéon de ROS. Células CD11b*, Ly6C'o¥, Ly6G*,
MHCII* (A). Células CD11b*, Ly6C'o¥, Ly6G*, DCFH* (B). **P=0.005 ***P=0.0002. Por ANOVA y post-
test Tukey. Datos representativos de dos experimentos.
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Como se observd, no es posible aislar neutréfilos mediante un gradiente de
densidad, debido a que en ambas porciones se encontré una gran cantidad de
monocitos (células Ly6C* Ly6G") (Fig. 19), sin embargo, este método puede ser
complementado por otras técnicas. Bajo este esquema y por las diferencias
encontradas en ambas porciones, se separaron neutréfilos de la porcion LDN de
todos los tratamientos mediante aislamiento celular por citometria de flujo (Cell
Sorting), logrando un 96.9 % de pureza (Fig. 22). Se realiz6 un cytospin para
comprobar que las células separadas son neutrofilos, observandose distintos

estados de maduracion y morfologia de dichas células (Fig. 22).
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Figura 22. Separacién de neutréfilos por citometria de flujo. Neutréfilos (CD11b*, Ly6Clow, Ly6GH)
maduros con nudcleo segmentado (negro) e inmaduros con nucleo en banda (rojo) (A). Células
CD11b*, Ly6G- (B).

Los neutrofilos purificados fueron utilizados en un ensayo de proliferacion
para determinar si son capaces de suprimir la activacion de células T. En este, se
observd que los neutréfilos aislados de la infeccion durante dos dias y ocho
semanas son capaces de suprimir la proliferacion de dichas células, mientras que
los neutrdfilos aislados de la peritonitis estéril no tienen esta capacidad. Ademas,

se comprobd que las células totales provenientes de la peritonitis estéril no son
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capaces de suprimir la proliferacién, mientras que las células de la infeccién durante
ocho semanas con T. crassiceps si tiene esta capacidad. Por otra parte, se
evidencio que las células de las porciones LDN de todos los estimulos tienen
capacidad supresora, mientras que las porciones HDN tienen el efecto contrario
(Fig. 23).
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Figura 23. Ensayo de proliferacion por incorporacion de [H?] timidina. *P=0.03 **P=0.01. Por ANOVA
y post-test Tukey. Datos representativos de dos experimentos.

Finalmente, una porcién de los neutréfilos purificados se utilizé para
identificar diferencias en su RNA mensajero, identificando que, los neutrofilos
provenientes de la peritonitis estéril presentan mas mensajero para TNF-q, IL-10,
Ym-1 y Arg-1, mientras que los neutréfilos de las ocho semanas de infeccién

presentan mas mensajero para TGF-f (Fig. 24).
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Figura 24. Los neutrdéfilos de la peritonitis estéril y la infeccion durante ocho semanas presentan
diferencias en la sintesis de RNA mensajero para diferentes citocinas (TNF-a, IL-10 y TGF-B) y

marcadores alternativos (Arg-1y Ym-1).
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IX. DISCUSION

Como reportaron Reyes y colaboradores en el 2010, la infeccion con T.
crassiceps tiene la capacidad de reclutar macréfagos y células Grl*, las cuales
pueden dividirse en células Ly6C* Ly6G" (monocitos) y células Ly6Co¥ Ly6G*
(neutrdfilos) (Rose et al., 2012). Como se observo, la infeccion con T. crassiceps a
las dos y cuatro semanas destaca por la ausencia de neutréfilos (Fig. 11), la cual,
podria ser explicada con ayuda del proceso llamado efferocitosis, en donde, se
observd que la apoptosis de los neutréfilos es un auxiliar en la resolucién de la
inflamacion, ademéas de promover la polarizacion de los macréfagos a un peffil
alternativo (Mallary y Greenlee-Wacker, 2016). Esto coincide con lo reportado por
Rodriguez-Sosa y colaboradores en 2002, donde, observa que a partir de la cuarta
semana de infeccion el numero de macréfagos alternativos aumenta de manera
interesante. Asi mismo, trabajos como el de Miles y colaboradores en 2009, reportan
que los neutrodfilos tienen la capacidad de polarizar a los macréfagos a su peffil
alternativo en un proceso regulado por la apoptosis, mientras que Chen y
colaboradores en 2014, observaron que en la infeccion por Nippostrongylus
brasiliensis los neutréfilos juegan un papel importante en la polarizaciéon de los

macréfagos al secretar IL-10 e I1L-13.

La reduccién de los neutréfilos en sangre a partir de las dos semanas de
infeccién (Fig. 12) se podria relacionar con la produccién y reclutamiento de
neutréfilos porque como lo menciona Smith en 2007, la efferocitosis promueve la
liberacion de IL-23, reduciendo la produccion de IL-17 y G-CSF, lo que deriva en
una baja produccién de neutréfilos y reduccion en la liberacion de quimocinas como
CXXL1, CXCL2 y CXCL5. Por otra parte, el hecho de volver a encontrar neutrofilos
a las ocho semanas de infeccion (Fig. 11), abre la posibilidad de que estos hayan
sufrido un cambio de fenotipo como el que ha sido reportado en macréfagos por
Rodriguez-Sosa y colaboradores en el 2002, tomando como primicia el fenbmeno
reportado por Terrazas en 1998, en donde la respuesta inmune contra T. crassiceps

se divide en Thl en tiempos agudos y Th2 en tiempos cronicos.
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Bajo este esquema, se midieron diferentes moléculas en los neutrdfilos,
donde, destaca el aumento de PDL-1 a los dos dias de infeccion (Fig. 13), lo que
podria relacionarse con los trabajos realizados por Bankey y colaboradores en 2010
y de Klejin y colaboradores en 2013, donde, se observé que IFN-Y, citocina
caracteristica de una respuesta del tipo Thl, promueve la expresién de dicha
molécula en neutrofilos. Ademas, esto coincide con lo reportado por Sharma en el
2016, quien indica que los neutréfilos provenientes de pacientes con leishmaniosis

visceral expresan altos niveles de PDL-1.

Es importante mencionar que Unicamente los neutrofilos reclutados a las
ocho semanas de infeccion expresan PDL-2, ligando cuya presencia nunca ha sido
reportada en neutrdéfilos. Sin embargo, algunos reportes como el de Zhang y
colaboradores en 2006, indican que esta molécula es de caracter inducible y se
presenta en procesos cronicos. Ademas, como sucede en los macréfagos
(Rodriguez-sosa et al. 2002), el ambiente Th2 podria favorecer la expresion de

dicho ligando en los neutrdfilos.

Otros marcadores encontrados en neutrdfilos de la infeccion por T.
crassiceps, fueron la molécula de presentaciéon de antigeno MHCIl y la de
coestimulacion CD86; sin embargo, cabe destacar que sélo en el grupo de dos dias
de infeccibn estos se expresaron simultaneamente, mientras que a las ocho
semanas de infeccion sélo se expres6 MHCII (Fig. 16), por lo que es necesario
realizar ensayos para comprobar la funcionalidad de estos marcadores. Porque
como reportaron Sharma y colaboradores en 2016, a pesar de que los neutréfilos
provenientes de pacientes con leishmaniosis visceral expresan MHCII, CD80 y
CD86, estos no son capaces de presentar antigeno.

Una de las principales funciones efectoras de los neutréfilos es la liberacion
de ROS, moléculas ampliamente relacionadas con la genotoxicidad y dafio tisular
durante procesos que involucran la respuesta inmune exacerbada. Se observo que,
a las ocho semanas de infeccion, el numero de neutréfilos que producen ROS

disminuye (Fig. 17). Sin embargo, es importante comprobar que implicaciones tiene
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esta reduccion, ya que autores como Schmielau y Finn en 2001 relacionan a las
ROS con la oxidacién de la cadena ¢ del receptor CD3, lo que deriva en la inhibicién

de la proliferacion de las células T CD8.

Una vez establecidas las diferencias entre los neutrofilos de los diferentes
tiempos de la infeccion con T. crassiceps y la peritonitis estéril, se aislaron los
neutrofilos mediante un gradiente de densidad como lo reportaron Sagiv y
colaboradores en 2015, donde, de igual forma se encontraron dos fracciones, la de
baja densidad (LDN) y la de alta densidad (HDN). Sin embargo, en la infeccion con
T. crassiceps las proporciones de estas fracciones varia de acuerdo al tiempo de la
infeccion, destacando que existe un mayor porcentaje de células HDN en la
infeccion durante dos dias (Fig. 18). Por otra parte, Sagiv y colaboradores en 2015
reportan que entre el 82 'y 98 % de células presentes en las fracciones HDN y LDN,
son neutrdéfilos. Sin embargo, en el presente estudio se observo que el maximo
grado de pureza obtenido fue de 60 %, debido a la presencia de monocitos (Fig.
19).

Nuevamente se evaluaron las moléculas anteriormente analizadas para
comprobar si existian diferencias entre fracciones, los cambios mas evidentes se
observaron en PDL-2, donde la porcion HDN de la infeccién durante 8 semanas
presenta mayor cantidad de dicha molécula. Sin embargo, es importante destacar
gue no se expresa simultdneamente con PDL-1, al contrario de los neutréfilos de la
porcién LDN (Fig. 20), esto sugiere que como reportan Sagiv y colaboradores en
2015, los neutrdfilos de la porcion HDN pudieran estar atravesando por un proceso
de polarizacion, lo cual puede ser comprobado mediante la evaluacion de la
producciéon de TGF-f, tal como lo reportan Houghton y colaboradores en 2010 y

Sagiv y colaboradores en 2015.

Los cambios en la produccion de ROS fueron mas drasticos, destacando la
reduccion en la porcion LDN de las células reclutadas por la infeccion con T.
crassiceps (Fig.21), lo que sugiere una menor actividad inflamatoria, sin embargo,

es necesario realizar los ensayos pertinentes para comprobarlo.
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Una vez comprobadas las diferencias fenotipicas entre los neutrofilos de
ambas fracciones, se evaluo la funcionalidad de estos. Debido a sus caracteristicas,
se decidio trabajar s6lo con la porcion LDN, ya que, la presencia de moléculas de
supresion en su superficie, sugieren que son neutroéfilos con perfil N2. La purificacion
de neutrdfilos se realiz6 mediante citometria de flujo y como lo reporté Sagiv y
colaboradores en 2015 la fraccién LDN puede contener neutréfilos inmaduros con

nacleo en banda y neutréfilos maduros con nucleo segmentado (Fig. 22).

Cdmo pudo observarse, unicamente los neutréfilos de la infeccién con T.
crassiceps fueron capaces de suprimir la proliferacion de las células T (Fig. 23). Por
otra parte, resulta de gran importancia dilucidar el mecanismo de supresion por el
cual estos estan actuando, ya que como han reportado varios autores, esto puede
ser por liberacion de ROS (Schmielau y Finn, 2001), NO (Egelston et al., 2012),
Arginasa-1 (Rotondo et. al 2009) o por expresion de PDL-1 (Sharma et.al, 2016).

Se evaluaron distintas citocinas caracteristicas de las repuestas Thl como
TNF-a y de la respuesta Th2 como IL-10 que contrario a lo reportado por Chen y
colaboradores en 2015, este se encuentra en menor proporcién en neutréfilos
provenientes de la infeccion, sin embargo, es importante destacar que se evaluo el
RNA mensajero, lo que hace necesario la evaluacidén de estas citocinas mediante

una técnica mas exacta.

Se analizaron marcadores alternativos como Ym-1 y Arg-1, cuya presencia
fue reportada por Ma y colaboradores en 2015 y que coincide con lo obtenido en el
presente estudio. Ademas, los resultados obtenidos refuerzan la posibilidad de que
el mecanismo de supresion de estos neutrofilos sea a través de Arginasa-1, tal como

lo reporté Rotondo en 2009.

Se evalu6 el mensajero para TGF-, marcador de neutréfilos N2 reportado
por Houghton y colaboradores en 2010 y Sagiv y colaboradores en 2015 y se
encontré una mayor presencia del mensajero en neutréfilos provenientes de la
infeccion durante ocho semanas, lo que indica que estos neutroéfilos pudieran estar

polarizados a su perfil N2.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que la infeccion
con Taenia crassiceps recluta neutréfilos que expresan diferentes moléculas de
supresion y activacion de la respuesta inmune adaptativa. Ademas, fue posible
identificar una poblacién de neutrofilos de baja densidad capaz de suprimir la
proliferacion de células T. Por otra parte, resulta de gran relevancia la ausencia de
estas células durante las dos y cuatro semanas de infeccion. Por lo que se hace
necesaria la explicacion de diversos fenomenos. Ademas, se proponen nuevos
marcadores para la caracterizacion de una poblacion supresora de neutréfilos como

PDL-2, inducido en una infeccion parasitaria.
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X.  CONCLUSIONES

La infeccion con T. crassiceps recluta neutréfilos a los dos dias y ocho
semanas.

. T. crassiceps induce la expresion de PDL-1 en neutrdfilos reclutados a los
dos dias de infeccién, mientras que en los reclutados a las ocho semanas
induce la expresion de PDL-1y PDL-2.

Los neutrdfilos reclutados a los dos dias de infeccidon con Taenia crassiceps
expresan MHCII y CD86, mientras que los reclutados a las ocho semanas
solo expresan MHCII

En comparacion con la infeccién a los dos dias y la peritonitis estéril, la
infeccion durante ocho semanas con T. crassiceps recluta un menor
porcentaje de neutréfilos que producen especies reactivas del oxigeno.

Las proporciones de las fracciones HDN y LDN varia entre los dos dias de
infeccién y ocho semanas de infeccion con T. crassiceps.

Los neutréfilos purificados de la infeccion de dos dias y ocho semanas tienen
la capacidad de suprimir la proliferacion de linfocitos T, en comparacién con
los neutrofilos reclutados en la peritonitis estéril.

Los neutrdfilos reclutados por la infeccidn con Taenia crassiceps presentan
cambios en el RNA mensajero de TNF-q, IL-10, Ym-1, Arg-1y TGF-f3.
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Xl.  PERSPECTIVAS

Evaluar marcadores de apoptosis y reclutamiento de neutréfilos para explicar
el fenbmeno observado a las dos y cuatro semanas de infeccion con T.
crassiceps.

. Analizar la funcionalidad de las moléculas MHCIl y CD86 en neutrofilos
reclutados durante la infeccion con T. crassiceps.

Explicar el mecanismo de supresion de los neutréfilos reclutados por la
infeccion con T. crassiceps.

Comprobar si los antigenos excretados/secretados de T. crassiceps (TcES)
tienen el mismo efecto sobre los neutrofilos.

Realizar estudios que evallen el comportamiento de los neutréfilos en
modelos que involucren la modulacién de enfermedades inflamatorias

mediante la infeccion con T. crassiceps y sus TcES.
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