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l. Resumen.

La neurocisticercosis es la forma mas severa de cisticercosis humana, afecta el sistema
nervioso central y es ocasionada por el establecimiento de la forma larvaria (cisticerco) de
Taenia solium. El estudio de las interacciones hospedero-parasito resulta importante, asi
como determinar si algunos de los componentes secretados por el cisticerco son capaces
de modificar la funcién de las células del sistema inmunologico. Concretamente, el
establecer si el estado de activacion de macrofagos residentes se ve modificado por
dichos factores excretados y que estos contribuyan a la permisividad o a la restriccion de
la enfermedad.

Como parte de las proteinas secretadas por el cisticerco y que tienen el potencial de
modificar el estado de activacion de macréfagos se encuentra la Tiorredoxina-1 de Taenia
solium. Los resultados obtenidos con la enzima recombinante (TSTRX-1r) muestran que la
estimulacion de macro6fagos naive, M1y M2 in vitro ocasiona importantes cambios en la
expresion de marcadores relacionados a los estados de activacion.

En macréfagos naive la estimulacion con la TSTRX-1r ocasiona cambios en la produccion
de TNF-a e IL-10. En el caso de TNF-q, la produccion méaxima alcanzada por el estimulo
de la TsTRX-1r representa aproximadamente dos tercios de lo producido en los cultivos
de macréfagos M1. La IL-10 incrementa su produccién a lo largo del experimento y
registra un maximo que representa cerca del doble de lo producido por los cultivos de
macrofagos M2. Ademas, se observé que las mayores concentraciones de estimulo (392
y 784 nM de TsTRX-1r) ocasionan el incremento de los RNA mensajeros de los genes
Nos2 y Ym1, siendo mas marcado el aumento del primero.

Cuando los macrofagos M1 son estimulados con 392 nM de TsTRX-1r se observé un
minimo efecto. La mayoria de los marcadores estudiados igualan sus niveles de
produccion y expresion con los mostrados por los macréfagos naive. La Unica excepcion
es el gen Nos2, cuya expresion es mantenida a niveles de expresion similares a los
observados en macrofagos M1.

La estimulacion de macréfagos M2 con 392 nM de TsTRX-1r ocasiona el incremento en la
produccién de TNF-a, alcanzando concentraciones que representan dos tercios de la
produccion observada en cultivos de macrofagos M1. La produccion de IL-12 (que se
habia reducido durante la diferenciacion al fenotipo M2) se incrementa hasta el punto de
permitir que se retomen los valores observados en el estado naive. Finalmente, el
estimulo también repercute en la expresion del gen Nos2, observandose un aumento en
la cantidad del RNA mensajero correspondiente y alcanzando una expresion que
representa poco mas del 85% de la expresion mostrada por los macréfagos M1.

Los resultados finales muestran que la TSTRX-1r ocasiona cambios en el estado de
activacion de cultivos de macréfagos murinos Balb/c. Ademas se observa que dichos
cambios son dependientes del estado de activacion inicial que presentan los macrofagos
al momento de ser estimulados.



. Introduccion.
Cisticercosis en México.

El ciclo de vida de Taenia solium depende de dos hospederos: del cerdo (hospedero
intermediario) el cual ingiere los huevos del parasito y en donde, por la accion de enzimas
digestivas y sales biliares, se liberan los embriones hexacantos u oncosferas las cuales
migran desde el intestino a otros sitios anatdmicos en donde prosiguen su desarrollo al
estadio de cisticerco.

El segundo hospedero es el humano (hospedero definitivo), en el cual el cisticerco se
desarrolla intestinalmente al estadio adulto originando en él la teniasis. La tenia adulta es
capaz de crecer y auto fecundarse, produciendo asi un gran numero de huevos que
posteriormente seran expulsados via fecal y permitiendo que sean ingeridos por un
hospedero intermediario cerrando el ciclo de vida. (1, 2)

No obstante el papel que juega el humano dentro del ciclo de vida de T. solium, existe la
posibilidad de que también, en forma accidental, actué como un hospedero intermediario
contrayendo la cisticercosis. Esto sucede cuando el humano ingiere huevos de T. solium,
ya sea porque dichos huevos hayan sido expulsados por €l mismo o porque provengan de
un segundo individuo que padece teniasis.
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium, el humano actiia como hospedador definitivo adquiriendo
teniasis, el cerdo actia como hospedero intermediario adquiriendo cisticercosis.



Debido a las condiciones requeridas para que suceda la cisticercosis humana, la
enfermedad suele estar ligada a grupos sociales menos favorecidos, con una pobre o nula
infraestructura sanitaria y en donde sucede fecalismo al aire libre, pobre regulacion en los
mercados de carne de cerdo, deficiencia en los habitos de higiene en alimentos y habitos
de higiene personal, etc. En conjunto, todos estos factores permiten la prevalencia de la
cisticercosis, ya sea en forma directa mediante la contaminacién de alimentos con huevos
provenientes de un teniasico o debido al riesgo que implica el exponer a la poblacién a
condiciones que le permitan contraer teniasis, y asi posteriormente ser una fuente
potencial de infeccidén para causar la cisticercosis.
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Figura 2. Mecanismos mas comunes de infeccion para cisticercosis humana por Taenia solium.

Al igual que con la cisticercosis en cerdos, la cisticercosis humana puede suceder en
diferentes zonas anatémicas entre las que se encuentran muasculos, tejido cutaneo,
pulmones, ojos, etc. No obstante, la forma mas severa de cisticercosis humana es la
neurocisticercosis, en la que el cisticerco se establece en el sistema nervioso central
ocasionando que se desarrollen diversos sintomas. Dicha sintomatologia no es especifica
de la enfermedad, lo que ocasiona que el diagndstico por este medio resulte complicado.
La alternativa de diagnostico en laboratorio hasta la fecha tampoco resulta ser una forma
de diagndstico definitiva (pruebas serolégicas) ocasionando que la enfermedad se
mantenga sin ser identificada o que sea confundida con otras enfermedades.

Ante la problematica que plantea la identificacion de la enfermedad por los métodos
convencionales, actualmente el diagnéstico definitivo de la enfermedad se realiza sélo
mediante técnicas de imagen (RMN y TAC), asi como por la demostracion histologica del
parasito mediante biopsia. (1, 3, 4)

En México, la neurocisticercosis es una enfermedad de importancia (5), tanto por sus
repercusiones en el estado de salud de las personas que la padecen, el costo que deriva
de su diagnostico definitivo, asi como por el costo del tratamiento el cual puede incluir, en
un porcentaje importante de los casos, una intervencion quirdrgica.



Desde el punto de vista de salud publica, la prevalencia de la enfermedad resulta en un
gasto importante que el servicio de salud nacional termina amortiguando, ya que como se
sefala previamente, la enfermedad suele asociarse en forma importante a personas de
bajos recursos y que recurren a ser atendidas en instituciones gubernamentales.

Asi pues el entendimiento de interacciones entre el parasito y la respuesta inmune del
hospedero podria auxiliar en el combate de la cisticercosis, permitiéndonos identificar
posibles mecanismos mediante los cuales la respuesta inmune se modifique. Ya sea que
dichas modificaciones sean para ventaja del hospedero o que sean mecanismos de
adaptacion que T. solium desarroll6 a lo largo de miles de afios de co-evolucién con sus
hospederos y que estén favoreciendo su establecimiento en el humano.

Respuesta inmune ante la cisticercosis.

Para el estudio en el laboratorio de la cisticercosis se utiliza el modelo de cisticercosis
murina causado por T. crassiceps. En éste modelo se ha establecido que el fenébmeno de
susceptibilidad a la enfermedad depende de factores tales como el sexo y el fondo
genético de la cepa murina utilizada. (6, 7, 8, 9, 10)

En los 90’s se realiz6 el estudio de algunos componentes de la respuesta inmunoldgica
durante la cisticercosis, en dichos estudios se analiz6 la forma en que las células T
cooperadoras modificaban su estado de activacion durante la infeccién. Como
consecuencia, se identifico que en el inicio de la cisticercosis el perfil inmunolégico de la
respuesta es predominantemente del tipo inflamatorio o Thl, ademas de asociar ésta
etapa con el estado restrictivo ante la infeccién. Los linfocitos CD4+ activados al fenotipo
Th1 se caracterizan por la produccién de IFN-y, IL-1, IL-12, y su patrticipacién en la
modulacion de la respuesta inmunoldgica principalmente enfocada en contra de
patdgenos intracelulares (11, 12).

Por otra parte, se descubrid que con el establecimiento progresivo de la cisticercosis
existe un cambio en la respuesta inmunolégica, tornandose del tipo antinflamatoria o Th2,
y asociando a esta fase con la permisividad a la infeccion. En el estado de activacién Th2
los linfocitos se caracterizan por la produccién de IL-4 e IL-13 (11, 12), con las cuales
modula la respuesta inmunoldgica enfocandola en contra de patégenos extracelulares.

Las diferencias en la produccién de citocinas que existen en los linfocitos CD4+ durante
los cambios en su estado de activacion, afectan al resto de células que se encuentran en
el sitio de infeccién. Uno de estos grupos celulares son los macroéfagos, los cuales son
activados hacia el fenotipo M1 (o clasicamente activado) como consecuencia del
establecimiento de la respuesta inmune tipo Thl. Por otra parte, con el establecimiento de
la respuesta tipo Th2 los macréfagos adquieren el fenotipo M2 (o alternativamente
activado).

El estudio de los macrofagos durante la cisticercosis murina permitié establecer que el
cambio que sufren en su estado de activacion, es un factor importante en el proceso de
permisividad ante la cisticercosis. Un ejemplo de dichos experimentos es el que impidi6 la
diferenciacién de los macrofagos hacia el estado de activaciéon M2, observando que esto



ocasionaba la eliminacion exitosa de la cisticercosis murina, sefialando el importante
papel que juegan los macréfagos M2 en los procesos de permisividad ante la cisticercosis
y también la importancia de su estudio con el fin de poder obtener potenciales estrategias
de ataque a la infeccidn. (13)

Cellular Immunity-Resolving infection

IL2 \
IS | scrmah =
IL-12 @ —> TNF-{a acrophage activation
X
_—— \

IL-12 R
Antigen-presenting cells \ ( ?DB\"" )
\® -
/7 ) |FN=y | CD8+ T cell activation
) Y |
D | IL-4 IFN=y
CD4* IL-10
Teell
-4
IL-5
—> I°—
IL-10
Humoral Immunity-Disease progression IL-13 B cell activation
TGF-i

Figura 3. Perfiles de activacion Th1/Th2 de linfocitos CD4+, los estimulos que ocasionan dicha diferenciacion,
sus principales productos de secrecion y las principales lineas celulares sobre las que ejercen su accion
efectora.

Otro ejemplo, que nos sefiala la importancia de los macréfagos como grupo celular de
estudio durante la cisticercosis, es el de reportes que describen una reduccion en la
poblacion de linfocitos CD4+ y CD8+, acompafiada por un enriquecimiento de poblaciones
de macréfagos y eosindfilos. Este fendmeno nos sugiere un importante mecanismo de
inmunorregulacién teniendo como uno de sus principales efectores a los macréfagos. (14)

Un ultimo ejemplo es el obtenido por el analisis de la neurocisticercosis en pacientes
humanos, en donde se ha relacionado un alto grado de inmunorregulacion con individuos
gue muestran condiciones de infeccion mas diseminadas. En éstos casos la respuesta
inmunoldgica se caracteriza por una alta produccién de IL-10, bajas cantidades de
citocinas caracteristicas de los estados inmunolégicos Thl y Th2 y ademas un incremento
en el numero de linfocitos T reguladores. (15)



Activacion de macroéfagos.

Los macrofagos se encuentran entre los principales grupos celulares que interactian con
los patdégenos en el sitio de infeccion (ademas de neutrdéfilos, monocitos y células
dendriticas). Su funcion es la de iniciar el ataque celular en contra del agente patégeno,
ademas de funcionar como un enlace entre la respuesta inmunoldgica innata y la
respuesta inmune adaptativa.

Los principales mecanismos de ataque con los que cuentan los macréfagos son su
capacidad de fagocitar, procesar y presentar antigenos; por otra parte también tienen la
capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN) las cuales
reaccionan con estructuras del patégeno causandoles dafio quimico.

Como consecuencia de las citocinas producidas durante una infeccion (producidas por los
diferentes grupos celulares presentes), se produce un microambiente de sefiales en el
que los macréfagos modifican su estado de activacion y sus funciones inmunolégicas.
Dichos estados de activacién en macréfagos son identificados por una serie de citocinas y
receptores que son expresados en forma diferencial (16, 17, 18, 19).

La capacidad que tienen los macréfagos de modificar su estado de activacion les permite
funcionar en forma responsiva regulando sus funciones inmunolégicas. Actualmente los
diversos estados de activacion en macréfagos son denominados como M1, M2a, M2b,
M2c y M2d.

Los macréfagos M1 (también denominados como “clasicamente activados”) son inducidos
por el IFN-y (factor principalmente producido por linfocitos CD4+ en activacion Thl) y por
ligandos del TLR-4. Se caracterizan por la produccion: IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-a vy la
enzima iNOS (enzima involucrada directamente en la sintesis de ERO).

Sus principales funciones inmunoldgicas son: incrementar la fagocitacién de antigenos y
su posterior presentacion a linfocitos (consecuencia directa del aumento de MHC-Il en su
superficie); la produccién de especies tdxicas que atacan directamente a los patdgenos
(mediante la produccién de 6xido nitrico, por ejemplo). Y finalmente también contribuyen
al establecimiento y mantenimiento del estado Th1l mediante la secrecion de citocinas que
favorecen el reclutamiento de células (principalmente linfocitos CD4+ y células NK).

Los macroéfagos del fenotipo M2a (o también denominados como “alternativamente
activados”) tienen como inductores a las interleucinas IL-4 y/o IL-13 (principalmente
producidas por linfocitos T CD4+ en activacion Th2). Estas interleucinas sefializan a
través de varias proteinas entre las que destaca STAT-6, establecido como un factor
indispensable para el paso de la respuesta inmune de tipo Thl a Th2 (20, 21).

La IL-4 e IL-13 tienen la particularidad de poseer similitudes en su conformacién
tridimensional, lo que se ve reflejado en el hecho de que sus correspondientes receptores
comparten una subunidad (la subunidad IL-4Ra).
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Figura 4. Estados de activacion de los macréfagos bajo los estados inmunolégicos tipo Thl y Th2, principales
inductores, productos de secrecion caracteristicos e interacciones con otros grupos celulares. (a) Macréfagos
M1, (b) Macréfagos M2a, (c) Macrofagos M2b y (d) macréfagos M2c. Modificado de Mantovani A. y cols 2004.

El estado de activacibn M2a se caracteriza por expresar algunos factores antagonistas a
los producidos por los macréfagos M1 y como consecuencia tienen la capacidad de
contrarrestar el proceso inflamatorio. Entre ellos se encuentran: IL-10, la enzima arginasa
1, el receptor 1 de manosa; y particularmente en macrofagos murinos las moléculas YM1
(una proteina similar a las quitinasas) y FIZZ1 (una molécula tipo resistina). (16)

Entre los factores producidos por los macrofagos M2a destaca la arginasa 1, la que
compite por su sustrato con la enzima INOS, inhibiendo asi la sintesis de 6xido nitrico en
un sistema de regulacion por competicion. Como consecuencia de la actividad de la



arginasa 1 se producen precursores de coldgeno y poliaminas, las cuales son necesarias
para procesos de remodelacion de la matriz extracelular.

Dentro de las funciones inmunoldgicas de los macréfagos M2a estan las de regular el
proceso de inflamacién (funcién antiinflamatoria), participar en la reparacién de tejidos
mediante su capacidad de remodelar la matriz extracelular, favorecer la angiogénesis y
participar en la respuesta ante algunos parasitos nematodos y helmintos (funcién
asociada en un principio con la capacidad de los macrofagos de producir proteinas
parecidas a quitinasas, en la actualidad se ha determinado que la mayoria no posee dicha
actividad debido a mutaciones en sus sitios cataliticos).

Otro estado de activacion es el M2b, al cual los macréfagos son inducidos por la
exposicion a dos estimulos: en primera instancia el derivado de complejos inmunes
(antigenos opsonizados por inmunoglobulinas) y en segundo lugar por el que ocasionan
los ligandos de TLR’s.

Los macréfagos M2b tienen la particularidad de producir algunas citocinas caracteristicas
de los macréfagos M1 entre las que se encuentran: TNF-a, IL-18, IL-12, IL-6, la capacidad
de expresar INOS (como consecuencia no existe expresion de arginasa) y la ausencia de
FIZZ1. A pesar este nimero de similitudes con los macréfagos M1, los macréfagos M2b
producen grandes cantidades de IL-10 que finalmente lleva al macréfago a funcionar mas
como una célula del tipo antiinflamatorio. Su principal funciéon inmunoldégica es la de
funcionar como un factor inmunorregulador y una célula anti inflamatoria.

Los macrofagos son activados al estado M2c por la exposicion a tres estimulos: 1L-10,
TGF-B y glucocorticoides (producidos por células adrenales del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal como respuesta al estrés). Se caracterizan por: producir grandes cantidades de
IL-10, CCL1 y PGEZ2; presentan una disminucién en la cantidad de moléculas del MHC-II
(por lo que poseen una baja capacidad de presentar antigenos), expresan arginasa 1y en
su superficie poseen una gran cantidad de receptores no opsénicos (mediante los cuales
incrementan su capacidad endocitica y fagocitica). Las principales funciones
inmunoldgicas de éstos macrofagos son las de funcionar como células reguladoras
antiinflamatorias y formar parte importante del proceso de formacién tumoral.

Por ultimo estan los macréfagos M2d, un grupo recientemente descrito y que fue
descubierto durante el estudio de células asociadas a tumores y los factores que
ocasionaban la tolerancia inmunoldgica ante el mismo (22). Sus inductores no han sido
identificados plenamente, pero en recientes estudios se ha establecido que la
coestimulacion de TLR’s y del receptor antagonista de adenosina forma uno de los
mecanismos para su diferenciacion. (23, 24)

Entre los factores caracteristicos de los macrofagos M2d se ha identificado la pérdida de
regulacion en los mecanismos de expresion de IL-6, un aumento en la expresion de
receptor de M-CSF, la expresion constitutiva de la molécula B7-H4, una disminucion de
las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 (necesarias para la activacion de los
linfocitos T durante el proceso de presentacion de antigenos), la falta de expresion tanto



arginasa 1 como de iNOS, una alta produccion de IL-10, una baja produccién de TNF-a y
altos niveles de VEGF. Estos macréfagos tienen la funcién inmunolégica de ser células
inmunosupresoras, lo cual es resultado de su capacidad de suprimir la proliferacion de
linfocitos T y ocasionar su apoptosis (efecto que tiene su origen en la capacidad de formar
metabolitos de triptéfano por accién de la enzima indolamina 2,3-deoxigenasa). (22)
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Figura 5. Modelos de diferenciacién de macréfagos M2d propuesto por Duluc y cols (22). El estimulo
ocasionado por LIF puede ocasionar la alta expresion del receptor de M-CSF, ya sea en forma directa (Ruta 1)
0 como consecuencia de inducir la produccién y consumo autocrino de IL-6 (ruta 2).

Todos los diferentes estados de activacion de macréfagos sefialan la versatilidad de la
célula, ademas de lo dinamica que puede ser su respuesta. De tal forma que cada estado
de activacion no excluye su posterior diferenciacion hacia otro, asi como tampoco excluye
la existencia de poblaciones mixtas de macrofagos con diferentes estados de activacion
coexistiendo en un determinado momento inmunoldgico y en donde la respuesta general
esta dictada por una mayoria poblacional presente.

Proteinas del parasito como factores de activacién de macrofagos.

Durante el proceso de establecimiento del cisticerco existe una serie de interacciones
hospedero-parasito que, en condiciones ideales, permiten la identificacion del cisticerco
por parte del sistema inmunoldgico del hospedero y el establecimiento de una respuesta
en su contra.

No obstante, en algunos individuos el proceso de reconocimiento y ataque no se lleva a
cabo en forma eficiente, debido a la presencia de factores en el hospedero que
determinan la susceptibilidad a la enfermedad y/o por el desarrollo de mecanismos en el
parasito que le permiten evadir la respuesta inmunolégica del hospedero. La adquisicién
de dichos factores que otorgan a T. solium una ventaja en el proceso de infeccion sobre
ciertos individuos, podria ser el resultado de la presion selectiva que ha sufrido el parasito
a lo largo de miles de afios de co-evolucion con el humano y el cerdo.



Las proteinas producidas por T. solium podrian ser algunos de los factores que facilitan el
establecimiento del cisticerco, estas proteinas ademas de llevar a cabo su funcién
principal podrian funcionar como reguladores de la respuesta inmunoldgica. Estudios con
T. solium sugieren a este mecanismo como la forma de explicar las modificaciones que la
cisticercosis ocasiona en la poblacién de linfocitos e incluso ha sido sefialado como el
responsable de ocasionar fendmenos de apoptosis en ciertos tipos celulares. (24, 25, 26,
27)

Por estas razones, resulta importante conocer si alguno de los productos de excrecion y
secrecion del cisticerco de T. solium posee la capacidad de generar un cambio en la
funcion de los macréfagos. Ya sea que estas proteinas ocasionen la activacion y la
presencia de fenotipos ligados al estado inmunolégicamente protector (M1 para el caso de
la cisticercosis), o que por el contrario favorezcan la diferenciacion de macrofagos hacia
fenotipos asociados al estado inmunolégicamente permisivo para el parasito (M2).

En el caso de la diferenciacion de macréfagos al estado M1, como consecuencia de la
interaccion con proteinas del cisticerco, la proteina nos permitiria establecer posibles
mecanismos involucrados en la respuesta restrictiva para la cisticercosis. Ademas de
estrategias que permitan favorecer este tipo de interacciones hospedero-parasito.

En el caso de identificar proteinas que auxilien al cisticerco a propiciar un estado
inmunoldgicamente permisivo, se podrian plantear estrategias que impidan dichas
interacciones evitando asi la diferenciacién prematura de macréfagos hacia el estado M2.

Por otra parte el identificar un factor capaz de regular el estado de activaciéon de
macrofagos podria resultar de interés para su aplicacion en afecciones en donde el
problema radica en el establecimiento de un estado inmunoldgico caracteristico (Thl o
Th2).

Ante la posibilidad de que las proteinas de los parasitos funcionen como factores
reguladores de la respuesta inmune, se han realizado una serie de estudios con
diferentes parasitosis, al estudiar la respuesta inmunoldgica en infecciones causadas por
helmintos se identific6 su capacidad de influir en forma negativa sobre los TLR’s de
células. De tal forma que suceden alteraciones en la cascada de sefales encargadas de
ocasionar la internalizacion nuclear del factor NF-kB (factor importante en la activaciéon de
una serie de genes relacionados con la sintesis de citocinas inflamatorias). (28)

Ensayos que resultan de particular interés son los casos del estudio de las
peroxirredoxinas de Toxoplasma gondii (25, 27), de Schistosoma mansoni y de Fasciola
hepatica (26). Estos trabajos han demostrado que la peroxirredoxina tiene la capacidad
influenciar en la activacion de macrofagos y ocasionar su polarizacion hacia alguno de los
diferentes estados de activacion. Otros ejemplos son: Fasciola hepatica la cual libera un
catepsina con la capacidad de unir a las inmunoglobulinas IgG e IgE (involucradas en la
citotoxicidad mediada por anticuerpos) y Schistosoma spp capaz de producir un factor que
mediante el receptor Fas ocasiona la apoptosis de linfocitos T CD4+. (28)
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Un Ultimo antecedente se presenta en el estudio de arterioesclerosis humana, en donde
se detecto6 (por métodos de microscopia Optica de fluorescencia) que los macréfagos son
capaces de captar y saturar su superficie con la TRX humana, sugiriendo asi la presencia
de receptores o sitios de union especificos en la superficie de macréfagos. Lo cual ha
llevado a plantear la posibilidad de que la TRX posea la capacidad de actuar como una
citocina (29).

Estos antecedentes y trabajos de laboratorio realizados por el Dr. Landa y colaboradores
en el laboratorio de Biologia Molecular de Taenia solium de la Facultad de Medicina de la
UNAM, nos llevan a plantear la posibilidad de que la proteina Tiorredoxina-1 de T. solium
tenga el potencial de funcionar como un modificador del estado de activacion de
macrofagos murinos.

Tiorredoxina-1 (TRX-1).

Debido a que los parasitos dependen de uno o varios hospederos para llevar a cabo su
ciclo de vida, resulta de vital importancia que cuenten con medios de defensa para
contrarrestar el ataque que se produce en su contra.

De entre los mecanismos con los que cuenta T. solium esta el desarrollo de un sistema
antioxidante, el cual contrarresta el estrés oxidativo derivado de su propio metabolismo y
por otra parte lo protege de las ERO y ERN producidas por la respuesta inmunolégica del
hospedero.

Las interacciones de ERO y ERN con la superficie del parasito producen peréxidos
lipidicos, los cuales ocasionan la presencia de grupos carbonilos citotoxicos responsables
del dafio directo a estructuras del parasito. Asi mismo, al interior de la célula, las ERO y
ERN originan cambios del estado redox lo cual deriva en la alteracion de la funcién de un
gran namero de proteinas y enzimas.

Con el estudio experimental del estado redox en diferentes parasitosis se determind que
cada uno posee un estado antioxidante particular, caracterizado por diferentes niveles de
expresion de las enzimas antioxidantes y privilegiando la prevalencia de ciertas enzimas
por encima de otras (30, 31, 32). Entre las diversas enzimas involucradas en el
mantenimiento del estado redox de las células se encuentra la tiorredoxina-1 (TRX-1),
ésta se encuentra ampliamente distribuida a lo largo de muchas especies y es capaz de
actuar en una forma sumamente versatil.

La TRX-1 es una proteina pequefa de aproximadamente 12kDa perteneciente a la familia
de las tiorredoxinas, posee un motivo catalitico canénico CGPC, en donde los residuos de
cisteina son el componente clave que permite hacer la ruptura de puentes disulfuro en
sustratos oxidados. Los demas aminoacidos conservados al interior del sitio catalitico no
participan directamente en la reaccion de catalisis pero si determinan la termodindmica de
la reaccion y el poder reductor de la enzima.

La estructura cristalina de la proteina presenta un arreglo distintivo caracterizado por la
presencia de 5 hojas plegadas B rodeadas por 4 hélices o.
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Figura 6. Estructura secundaria y terciaria de la TRX-1 (B1a1B202p303B4B504) Yy localizacion del sitio catalitico.
(PDB code: 207K).

Como resultado del proceso de reduccion llevado a cabo por la TRX-1 se forma un puente
disulfuro en la misma, el cual es reintegrado a su forma reducida por accién de la enzima
denominada tiorredoxina reductasa a costa del gasto de NADPH.

La reaccion que lleva a cabo la TRX-1 sobre el sustrato es una sustitucién nucleofilica
bimolecular (SN2); en ésta el paso de electrones entre enzima y sustrato ocasiona la
oxidaciéon de la TRX-1 y la reduccion del sustrato. Dicha direccién en la reaccién esta
dictada termodinamicamente por las diferencias de estabilidad que la TRX-1 presenta,
dado que su forma oxidada resulta mas estable que su forma reducida, lo que permite que
la reaccion suceda.
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Figura 7. Mecanismo de reaccion de Tiorredoxina-1, la reaccion total puede ser visualizada como
la transferencia de un puente disulfuro desde una proteina oxidada a la Tiorredoxina.

A nivel celular la proteina se encuentra ampliamente distribuida e incluso es sabido que
es secretada por las células, aun y cuando la proteina carece de péptido sefal. Su
importancia reside en las muchas funciones que lleva a cabo o en las que toma parte (30,
31):

e Es un componente importante para mantener la sobrevivencia de las células en
condiciones en donde existen altas concentraciones de ERO, ERN y arsenatos.

e Dentro de la célula es el principal mecanismo encargado de mantener un ambiente
reductor, necesario para que las cisteinas de otras proteinas se mantengan
reducidas.
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Debido a su accién de reductasa disminuye la formacién de agregados de
proteinas que resultan de los procesos oxidativos, evitando asi la inactivacion de
esas proteinas.

Al impedir el aumento de ERO en el nlcleo durante procesos de estrés oxidante,
indirectamente se ve involucrada en la expresién de genes, ya que éstas especies
modifican la actividad de los factores de transcripcién involucrados.

En algunos casos se ha detectado su capacidad para funcionar como un factor de
crecimiento y un promotor del plegamiento de proteinas.

Participa en la regulacion de la apoptosis via denitrosilacion.

Participa como cofactor para enzimas entre las que destacan: la nucleésido
difosfato reductasa, la DNA polimerasa T7 y la fosfoadenilsulfato reductasa. Esto
sefiala la importancia que tiene la TRX en procesos de replicacion de DNA 'y
proliferacién celular.

En mamiferos se ha identificado a la TRX como un regulador de proteinas
activadoras de la transcripcion que son sensibles a los cambios redox, tales como:
proteina activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear de activacion beta (NF-kB).

Tanto la TRX como una forma incompleta de la misma (denominada como TRX80)
tienen la capacidad de funcionar en forma similar a una interleucina o a
quimiocinas.
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[ll.  Hipbtesis.

La Tiorredoxina-1 de T. solium ocasiona cambios en la expresion de los marcadores
caracteristicos de macréfagos peritoneales murinos Balb/c naive, M1 y M2a.

IV. Objetivos.

Objetivo general.

Determinar si el estimulo derivado de la Tiorredoxina 1 recombinante de Taenia solium
(TsTRX-1r) ocasiona que los macrofagos naive, M1y M2 modifiquen su perfil de
expresion de genes marcadores relacionados a los estados de activacion.

Objetivos particulares.

1. Expresion y purificacién de la TsSTRX-1r por columnas de afinidad a Niquel.

2. Eliminacién de la endotoxina bacteriana (LPS) presente en la muestra de TsSTRX-
1r, mediante el uso de columnas de intercambio idnico para eliminar LPS.

3. Determinar la concentracién adecuada de trabajo para los cultivos con la TSTRX-
1r mediante una curva dosis-respuesta y realizando perfiles de expresion de
marcadores utilizando RT-PCR y ELISA.

4. Mediante RT-PCR y ELISA identificar los cambios en la expresion de marcadores
relacionados con los estados de activacion M1 y M2a en diferentes cultivos
estimulados con la TSTRX-1r (cultivos naive, M1y M2a)
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V. Materiales y métodos.
Materiales bioldgicos.

Los macrofagos utilizados en los experimentos fueron obtenidos del exudado peritoneal
de ratones hembras de la cepa Balb/c con 8 semanas de edad, dichos animales fueron
obtenidos del CINVESTAV y mantenidos durante el experimento dentro de las
instalaciones del laboratorio de Biologia Molecular de T. solium con alimentacion (Rodent
Laboratory Chow 5001), agua ad libitum y ciclos de luz-oscuridad.

Las citocinas utilizadas para la activacion en cultivo de macréfagos peritoneales son IL-4
(14kDa) e IFN-y (15.6kDa) de la marca R&D Systems. Ambas son proteinas
recombinantes de raton obtenidas mediante sistemas de expresion derivados de
Escherichia coli.

La proteina experimental utilizada, la TSTRX-1r pura (12kDa) fue obtenida por un sistema
de expresion en E. coli, previamente reportado en el laboratorio (33).

Expresion de la proteina TSTRX-1r.

La TsTRX-1r fue expresada en E. coli que contienen el plasmido de expresion (pPRSET-
cDNA TsTRX-1) construido en el laboratorio de Biologia Molecular de T. solium de la
Facultad de Medicina de la UNAM. Este plasmido tiene la ventaja de permitir la fusion de
una cola de 6 histidinas al amino terminal de la TSTRXL1r, lo que permite purificarla por
columnas de afinidad con metales (Niquel) (33)
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2897 nucleotides *Version C does not contain Sac |
TT7 promoter: bases 20-39

GxHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162

Xpress™ epitope: bases 169-192

Multiple cloning site: bases 202-248

T7 reverse priming site: bases 295-314

T7 transcription terminator: bases 256-385

f1 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampicillin (bla) resistance gene (ORF): bases 1042-1902

pUC origin: bases 2047-2720 (C)

Diagrama 1. Mapa del plasmido pRSET utilizado como vector para la expresion de la proteina TSTRX-1r en
bacterias E. coli.
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La clona de E. coli conteniendo el plasmido de expresion para la TsTRX-1r fue inoculada
en 50 mL de medio de cultivo Luria Bertani (LB) y ampicilina a una concentracion final de
50 pg/mL. Posteriormente el medio inoculado fue incubado a 37°C por toda la noche,
pasado éste tiempo el cultivo fue colocado en un nuevo matraz que contenia 500 mL de
medio LB complementado con ampicilina. Se continué incubando a 37°C hasta que
alcanzé una densidad 6Optica de 0.6 determinada a 600nm, en ese momento se adiciond el
IPTG (a una concentracién final de 1mM) con el fin de inducir la expresion de la TSTRX-
1r. El cultivo con IPTG fue incubado por 4 horas mas a 37°C, al término de la incubacion
el cultivo fue centrifugado a 700 g por 15 minutos y a 4°C (Allegra 64R Centrifuge,
Beckman Coulter). El sobrenadante fue desechado y la pastilla bacteriana se resuspendio
y lavé en 50mL de amortiguador Tris-ED (Tris 50mM pH=7.4, EDTA1mM, DTT 1mM,
previamente filtrado por una membrana de 0.45 um y desgasificado). La suspensién fue
centrifugada una vez mas a 700 g por 15 minutos y a 4°C, el sobrenadante fue desechado
y la pastilla de bacterias se congel6 a -72°C, hasta el momento de ser utilizada.

Purificacion de la TsTRX-1r.

La purificacion se basa en el aprovechamiento de la cola de histidinas que la proteina
tiene fusionadas y la afinidad que estas presentan a columnas de sefarosa-Niquel (GE
Halthcare HisTrap HP). La pastilla bacteriana fue lisada con ayuda de un sonicador (Sonic
Vibra Cell Ultrasonic processor) utilizando 3 pulsos de 17 watts por 3 min en 30 mL de
amortiguador Tris-ED + urea (Tris 50 mM, EDTA 1mm, DTT 1mM, urea 4M).
Posteriormente el homogenizado fue centrifugado a 17,000 g por 10 minutos a 10°C
(Allegra 64R Centrifuge, Beckman Coulter) y el sobrenadante resultante recuperado y
pasado por la columna de afinidad a Niquel, siguiendo el procedimiento marcado en el
manual de las columnas. La proteina unida a la columna fue lavada con Tris-ED y
finalmente eluida con en gradiente de Tris-ED + imidazol (50mM, 100mM, 200mM y
500mM). Las fracciones eluidas con imidazol fueron recolectadas en volumenes de 5 ml.
Al término del proceso aquellos volimenes que contienen la TSTRX-1r se juntaron y se
pasaron una vez mas por la columna de Niquel, la presencia y pureza de la TSTRX-1r en
las fracciones fue observada mediante geles de acrilamida al 15%. (33)

Cuantificacion de la TSTRX-1r y de LPS.

La cantidad de TsTRX-1r fue determinada por el método de Bradford, el cual se basa en
la cuantificacién colorimétrica derivada de la reaccion de las proteinas con un colorante
hidrofébico (Azul brillante de Coomassie). El colorante cambia del color rojo en su forma
libre, a un color azul cuando forma complejos con las proteinas, permitiendo cuantificar
absorbancias a una longitud de onda de 595 nm.

Una vez cuantificada la TSTRX-1r se eliminé el LPS bacteriano mediante el uso de
columnas de afinidad a proteinas (ProteoSpin Endotoxin Removal micro-Kit, Norgen),
siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. El principio del funcionamiento de
las columnas se basa en la unién de proteinas a una matriz sélida y el posterior paso de
una serie de solventes que retiraran gran parte de los LPS.
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La determinacién de la cantidad final de endotoxinas remanentes en la muestra se realiz6
mediante un método de reaccion con lisado de amebocitos de Limulus modificados
(Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation, Thermo Scientific). EIl método se basa
en una reaccion colorimétrica realizada por una pro enzima que es activada por la
presencia de LPS, ocasionandose la sintesis de un cromoforo que es cuantificado
mediante espectroscopia a 405-410 nm.

Obtencion de células de exudado peritoneal.

Los animales experimentales fueron sacrificados mediante camara de CO.. El
procedimiento descrito a continuacion se llevo a cabo en una campana de flujo laminar
(Nuaire Biological Safety Cabinets Class-Il Type AB/3) y en condiciones de esterilidad.
Una vez sacrificados, los animales fueron desinfectados en la zona abdominal con etanol
al 70%, posteriormente se retir6 la capa de piel de la zona sin que el proceso ocasione la
perforacion de la membrana peritoneal. Se inyectd en el peritoneo un volumen
aproximado de 8 mL de solucion salina isotonica (SSI) estéril y fria (4°C) con ayuda de
jeringas de calibre 21G, seguido de un ligero masaje de la zona abdominal del ratén.
Posteriormente, con ayuda de la misma jeringa, se extrajo el liquido junto con las células
de exudado peritoneal y se depositaron en tubos estériles, repitiendo el lavado una vez
mas. Los volimenes de lavados peritoneales obtenidos se centrifugaron por 10 minutos a
1000 g (Heraeus Instruments Labofuge 400), al finalizar se decanté el sobrenadante y el
paquete celular obtenido se suspendié en medio de cultivo RPMI (RPMI médium Sigma
Aldrich) adicionado con L-glutamina y NaHCO3, y complementado con 10% de suero fetal
bovino, 100 unidades/mL de penicilina y 100ug/mL de estreptomicina. (35)

Cultivos de macrofagos.

Una vez obtenida la suspensiéon de células del exudado peritoneal en medio de cultivo
RPMI, se procedio a realizar la cuantificacion de células con ayuda de un hemocitémetro
de Neubauer; ademas, se determind la viabilidad mediante la tincién con azul de tripan.
Aproximadamente, 3 x 10° células/pozo en una placa de 24 pozos (marca FALCON)
fueron incubaron por 2 horas a 37°C con 5% de CO; para propiciar la adherencia de los
macrofagos a la placa. Finalmente, se realizaron lavados con SSI estéril a 37°C para
eliminar las células no adherentes, del total de células adheridas mas del 90% de las
células son macrofagos (36).

Curva dosis/respuesta, estimulacién de macr6fagos con la TSTRX-1r.

Para determinar la dosis adecuada de estimulo con la TSTRX-1r en los macrofagos, se
realiz6 una curva dosis/respuesta en donde se probaron las siguientes concentraciones
de la TSTRX-1r: 0.1 pg/mL (7.8 nM), 0.5 pg/mL (39.2 nM), 1.0 pg/mL (78.4 nM), 5.0 pg/mL
(392 nM) y 10.0 ug/mL (784 nM) por un tiempo de 20 horas a 37°C y 5% de CO..

Al término de la incubacioén los sobrenadantes de cultivo fueron recuperados para las
determinaciones de TNF-q, IL-12 e IL-10 por método de ELISA (Peprotech Murine TNF-a,
IL-12 and IL-10 Mini ABTS ELISA development) y las mono capas celulares fueron
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utilizadas para el andlisis de la expresion de los genes Gapdh, Nos2, Argly Ym1 por el
método de RT-PCR.

Estimulacién de cultivos de macrofagos con 5 ugTsTRX-1r/mL (392 nM).

Una vez establecida la concentracion adecuada de la TSTRX-1r a utilizar (392nM), se
realizé la estimulacion en macréfagos cultivados por 20 h a 37°C y 5% CO, de acuerdo al
siguiente disefio:

Cultivos de macréfagos

[ I I I | I I |

Medio de cultivo por Medio de Medio de Medio de Medio de Medio de Medio de Medio de
20 hrs cultivo+LPS+IFN-y cultivo+IL-4 cultivo+LPS+IFN-y cultivo+lL-4 cultivo+LPS+IFN-y cultivo+IL-4 cultivo+TsTRX-1r
I I I I I I por 20 hrs
Macréfagos naive | I Macréfagos M1 | I Macréfagos M2a | Retiro del Retiro del Retiro del Retiro del T
sobrenadante y sobrenadante y sobrenadante y sobrenadante y Macréfagos
1 2 3 remplazo con remplazo con remplazo con remplazo con et el con
medio de cultivo medio de cultivo medio de medio de TsTRX-1r
I T cultivo+TsTRX-1r cultivo+TsTRX-1r
Macréfagos M1 + Macrofagos M2a
20 hrs de cultivo +20 hrs de 8
cultivo Macréfagos M1 Macrofagos M2a
estimulados con estimulados con
4 5 TsTRX-1r TsTRX-1r
6 7

Diagrama 2. Grupos experimentales utilizados, condiciones de cultivo y estimulos adicionados a las muestras
de macrofagos peritoneales murinos Balb/c.

En éste disefio los grupos 2 y 3 sirven como referencias de comparacién de los estados
de activacion M1y M2 en macréfagos. Los grupos 6 y 7 sirven para determinar si la
TsTRX-1r es capaz de ocasionar un fenomeno de amplificacién o si es capaz de revertir
un estado de activacion establecido en los macréfagos en forma previa.

Los grupos 4 y 5 sirven como controles para validar que el efecto observado en los
cultivos 6 y 7 es ocasionado por la proteina recombinante y no por el tiempo adicional de
cultivo en ausencia de los estimulos diferenciadores (LPS, IFN-y o IL-4 segun sea el
caso). El grupo 8 permitira determinar el efecto que la proteina tiene sobre los macréfagos
y por ultimo el grupo 1 sirve como referencia del estado naive.

Al término de la incubacién se procedi6 a recolectar los sobrenadantes de cultivo y se
congelaron a -20°C hasta el momento de ser utilizados; de las mono capas de
macrofagos en cultivo se extrajo RNA total.

Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA total de macrofagos estimulados y sin estimular en cultivo se llevo a
cabo mediante la lisis de células con TRIZOL (Invitrogen) y la posterior extraccion de RNA
total mediante columnas (Direct-zol RNA miniPrep, Zymo Research). Una vez removido el
sobrenadante de los cultivos se adicion6 1 mL de TRIZOL realizando continuos pipeteos
en los pozos para disgregar y lisar las células, los volimenes de muestras obtenidos
fueron recolectados y congelados a -72°C, hasta el momento de ser usadas
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La extraccion de RNA total se realizé con columnas de extraccion (Direct-zol RNA
miniPrep, Zymo Research) siguiendo el protocolo que marca el fabricante. La muestra de
RNA total obtenida fue cuantificada usando un factor de dilucion de 1:100 por
espectrofotometria a 260 nm y la pureza se determind mediante la relacion de
absorbancias 260 nm/280 nm. Finalmente, la integridad del RNA fue observada en una
electroforesis en gel de agarosa al 2% con Bromuro de Etidio.

Reacciones de Transcripcion inversa acopladas a la polimerasa de reaccién en
cadena (RT-PCR).

A partir de las muestras de RNA total de macréfagos, se realizaron reacciones de RT-
PCR para determinar la expresion de marcadores de los fenotipos M1y M2a (Nos2, Argl
y Ym1) utilizando oligonucleétidos especificos para cada gen. Se utilizé el gen para la
Gapdh como gen de mantenimiento. Para las reacciones de la RT-PCR se utilizé un
programa con las siguientes condiciones: 1 ciclo de alineamiento y amplificacion, 1 ciclo
de desnaturalizacion e inicio (94°C-2 min, 56°C-30 seg, 72°C- 30 seg), 35 ciclos
amplificacién (94°C-2 min, 56°C-30 seg, 72°C- 30 seg), 1 ciclo extensién (94°C-2 min-
72°C-10 min). Los fragmentos amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa al
2% tefiido con Bromuro de Etidio.
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VI. Resultados.
Purificacion de la TsTRX-1r.

La figura 8 muestra el analisis de la purificacion de la TSTRX-1r por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 15% al utilizar la columna de afinidad a niquel. En el carril 1 podemos
observar los marcadores de peso molecular, el carril 2 muestra el total de proteinas
expresadas por las bacterias y en donde se observa un enriquecimiento de una proteina
de 12 kDa. En el carril 3 se observan las proteinas no retenidas en la columna de afinidad
a niquel, notdndose la ausencia de la proteina de 12kDa. En el carril 4 se observa que el
volumen de lavado de la columna no muestra sefial de proteinas que se estén
desprendiendo de la columna de purificacion. Los carriles 5, 6, 7, y 8 muestran los
volumenes recuperados al realizar las eluciones de la columna de afinidad con diferentes
concentraciones de imidazol (50, 100, 200 y 500 nM). Podemos observar que las
fracciones de los carriles 6 y 7 muestran un enriquecimiento de la proteina de 12kDa. Sin
embargo, también es visible que las muestras estan acompafadas de proteinas
contaminantes con pesos moleculares de entre 20 y 75 kDa. Estas fracciones fueron
colectadas, dializadas y pasadas una segunda vez por la columna de afinidad a niquel.

1 2 3 4 5 6 7 8

100kDa i

75kDa ———
—— oo

50kDa Am— DOUS
Ty

37kDa —, So———
o

25kDa A -

2 o g s
20kDa -

15kDa

Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de la primera purificacion de la TSTRX-1r. 1)
Marcadores de peso molecular, 2) Extracto proteico inicial de E. coli expresando a la TSTRX-1r, 3) Fraccion no
retenida en la columna de Ni, 4) Fraccion de lavado de la columna; y fracciones eluidas con imidazol: 5)
50mM, 6) 100mM, 7) 200mM, 8) 500mMI. Se cargaron 20 pL/carril.

Al término de la segunda cromatografia todas las fracciones obtenidas fueron analizadas
por una electroforesis similar a la primera (Fig. 9). El carril 1 muestra los estandares de
peso molecular, el carril 2 contiene la muestra obtenida al unir las fracciones 6 y 7 de la
primera electroforesis (muestras enriquecidas con la proteina de 12 kDa). El carril 3
muestra la fraccion no retenida en la columna de afinidad a niquel, el carril 4 contiene la
muestra del lavado de la columna, en estas dos ultimas podemos observar que no existe
desprendimiento de la proteina de 12 kDa.
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Los carriles 5-8 muestran las fracciones eluidas con el gradiente de imidazol (50, 100, 200
y 500 nM). En forma similar a la primera cromatografia se observa que las fracciones 6 y
7 se encuentran enriquecidas con la proteina de 12 kDa (Putativamente la TSTRX-1r), sin
contaminacién de otras proteinas y con una pureza del 97%. Las fracciones 6y 7 se
colectaron obteniéndose un volumen final de 10mL. Una inmunoelectrotransferencia con
anticuerpos especificos anti-TSTRX-1r fue realizada para confirmar que la esta banda de
12 kDa es la TsTRX-1r (Dato no mostrado).

100 kDa
75kDa

50 kDa
37kDa

25kDa

20 kDa

15 kDa

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida al15% de la segunda purificacion de la TRX-1. 1) Marcador

de peso molecular, 2) Mezcla de las fracciones eluidas con 100 y 200 mM de imidazol de la primera columna,

3) Fraccion no retenida en la columna de Ni, 4) Fraccion de lavado de la columna de Ni; y fracciones eluidas
con imidazol: 5) 50 mM, 6) 100 mM,7) 200 mM, 8) 500 mM.

Eliminacion de la endotoxina bacteriana (LPS) en la muestra de TSTRX-1r.

A la TSTRX-1r obtenida se le eliminé el LPS por medio de columnas de intercambio idnico
y se procedi6 a realizar la cuantificacion de LPS en la muestra final resultando en un valor
de 1.365 EU/mL.

Muestra Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Blanco | TRX-1(a) | TRX-1(b)
(1EU/mL) | (0.5EU/mL) | (0.25EU/mL) | (0.1EU/mL)
Abs 2.239 1.616 0.857 0252 | - 3.160 3.176
Conc (EU/mL) 1 0.5 0.25 01 | - 1.36 1.37

Dado que los cultivos de macréfagos se realizardn con un estimulo maximo de 10ug/mL
de TSTRX-1r y teniendo en cuenta la concentracion final de proteina, podemos ver que los
volumenes utilizados del stock de TsTRX-1r representaran un maximo de 0.0054 EU. Este
ultimo valor se encuentra incluso por debajo del limite de 0.5 EU/mL que la FDA marca
como el limite para instrumentos médicos que estaran en contacto directo con el sistema
cardiovascular y linfatico en humanos.
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Cuantificacion de la TSTRX-1r por método de Bradford.

Al realizar la cuantificacién de proteina en la muestra final por el método de Bradford se

obtuvo una concentracién de TSTRX-1r de 2.49 pg/uL (R? de la regresion lineal=0.9952).
Teniendo en cuenta un volumen final de proteina de 10 mL se obtuvo un rendimiento de
24.9 mg de TsTRX-1r a partir de un cultivo bacteriano de 500 mL.

Muestra pg de Abs promedio Hg Concentracion Conc promedio TRX
albumina | 595nm (n=3) de TRX (ng/uL)
TRX (Hg/uL)
Blanco e e e
Std1 10 0.015 e e
Std2 30 0.048 e e
Std3 50 0.076 e e B
Std4 60 0.098 i e R
TRX1 (10pL) | - 0.034 22.06 2.20 2 495
TRX2 (30ul) | - 0.133 83.93 2.79 )

Cuantificacion de la expresion de TNF-a, IL-12 e IL-10 por ELISA en cultivos de
macrofagos murinos naive estimulados con diferentes cantidades de TsSTRX-1r.

En la figura 10 se muestra el efecto que la TSTRX-1r tiene sobre la produccion de TNF-a
en macréfagos murinos naive, se observa una relacion directa entre el aumento de la
produccion de TNF-a y el incremento en la cantidad de TSTRX-1r adicionada al cultivo.

1000

800 é
600 é
400 é
0 _ ——
0 7.8

39.2 78.4 392 784
Estimulo en cultivo (nM TsTRX-1r)

[TNF-a] (pg/mL)

Figura 10. Cuantificacién de TNF-a por el método de ELISA en sobrenadantes de cultivos de macréfagos naive
estimulados con diferentes concentraciones de la TSTRX-1r a 20 h a 37°C con 5%CO:. Los datos mostrados
representan los valores + el Error estandar de determinaciones experimentales por triplicado, el analisis de
significancia se realizé con un valor de p>0.01.
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También observamos que los estimulos con 7.8 nM, 39.2 nMy 78.4 nM de TSTRX-1r
ocasionan un aumento de la produccién de TNF-a con respecto a lo observado en los
cultivos de macrofagos naive, no obstante dichos valores representan menos de la mitad
de la produccién maxima observada durante el experimento. El valor maximo de
produccion de TNF-a se alcanza con los estimulos de 392 nM y 784 nM de TsTRX-1r, en
donde los valores de concentraciones no muestran diferencias significativas y se
aproximan a 1000 pg TNF-o/mL.

En el caso de las determinaciones de la IL-12 por ELISA (Fig. 11) observamos que los
diferentes estimulos con la TsTRX-1r no ejercen un efecto tan marcado sobre la
produccion de IL-12 como sucedi6 en la produccion de TNF-a. Los cultivos estimulados
con 7.8 nM, 392 nM y 784 nM de TsTRX-1r no muestran diferencias significativas en la
produccién de IL-12 con respecto a las condiciones sin estimulo.

Con respecto a los cultivos estimulados con 39.2 nM y 78.4 nM de TsTRX-1r notamos que
la produccion de IL-12 se encuentran (~65% por debajo de la observada en los cultivos
naive sin estimular). Sin embargo, debido a la magnitud de las concentraciones
registradas a lo largo del experimento, las diferencias ocasionadas por los diferentes
estimulos con TsTRX-1r no sefialan un efecto tan importante en la produccién de esta
interleucina.

300 1
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7.8 39.2 78.4 392 784
Estimulo en cultivo (nM TsTRX-1r)

[IL-12] (pg/mL)

Figura 11. Cuantificacion de IL-12 por método de ELISA en sobrenadantes de cultivos de macréfagos naive
estimulados con diferentes concentraciones de la TSTRX-1r (20 h a 37°C con 5%CO3). Los datos mostrados
representan los valores + el Error estandar de determinaciones experimentales por triplicado, el andlisis de
significancia se realiz6 con un valor de p>0.01.

La figura 12 muestra el efecto que la TSTRX-1r tiene sobre la produccién de IL-10 en
cultivos de macrofagos, notamos una relacion entre aumento en la produccién de la IL-10
y la cantidad de estimulo adicionado al cultivo. Los cultivos con 7.8 nM, 39.2 nMy 78.4
nM de TsTRX-1r muestran un incremento significativo en la produccion de IL-10 con
respecto al grupo sin estimular, registrando valores aproximados de 200 pg IL-10/mL.
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Los cultivos estimulados con 784 nM de TsTRX-1r (Fig. 12), registran el maximo
experimental con valores cercanos a los 1800 pg IL-10/mL. A pesar de ser ésta Ultima
condicion de cultivo la que representa el méximo en la produccién de IL-10, el estimulo
con 392 nM de TsTRX-1r también ocasiona un incremento importante en la produccién de
la interleucina (~70% del efecto méaximo observado).
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Figura 12. Cuantificacion de IL-10 por el ELISA en sobrenadantes de cultivos de macréfagos naive estimulados
con diferentes concentraciones de la TSTRX-1r (20 h a 37°C con 5%CQO3). Los datos mostrados representan los
valores * el Error estandar de determinaciones experimentales por triplicado, el andlisis de significancia se
realizé con un valor de p>0.01.

Analisis por RT-PCR de los genes Gapdh, Nos2, Argl y Ym1 en macréfagos
murinos naive estimulados con diferentes cantidades de TsTRX-1r.

En la figura 13 se observan los productos de la reaccién de la RT-PCR para genes
marcadores de los estados de activacion de macréfagos M1y M2a. En la primera fila se
puede observar que la expresion del RNA mensajero para el gen de la Gapdh se
mantiene sin cambios a lo largo del experimento de estimulacién con diferentes dosis de
la TSTRX-1r.

En el mismo gréfico (Fig. 13) observamos que el incremento en la cantidad de estimulo
con la TSTRX-1r ocasiona el aumento en la cantidad de RNA mensajero de los genes
Nos2 y Ym1, observandose el mayor efecto en los cultivos estimulados con 392 nM y 784
nM de la TsTRX-1r. Como lo muestra la figura 14 el aumento en la expresion del RNA
mensajero para los genes Nos2 y Ym1 alcanza su maximo experimental en las
condiciones de estimulo de 784 nM de la TSTRX-1r. Por otra parte el estimulo de cultivos
con 392 nM TsTRX-1r también muestra una expresién importante de los genes Nos2 y
Ym1 con valores que representan ~30% y 50%, respectivamente, del efecto observado
con los cultivos estimulados con 784 nM de la TSTRX-1r.
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Finalmente la figura 13 también nos muestra que la cantidad del RNA mensajero para el
gen de la Argl presenta un aumento gradual y que dicho aumento guarda relacion con la
cantidad de estimulo adicionado en cultivo. Resulta importante destacar que los
macrofagos naive poseen una produccién basal significativa del RNA mensajero para el
gen Argl, a diferencia de los genes Nos2 y Ym1 en donde la produccién del RNA
mensajero resulta casi nula en el estado naive. En la figura 14 notamos la tendencia de
aumento en la cantidad de RNA mensajero del gen en funcién del aumento de la cantidad
de estimulo adicionado en cultivo y como se alcanza un méaximo en las condiciones de
784 nM de TSTRX-1r.

Condiciones de cultivo (nM TsTRX-1r/)

0 7.8 39.2 78.4 392 784

Gapdh

Nos2

Argl

Ym1

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los perfiles de expresion de marcadores de los fenotipos
M1y M2a en macréfagos naive murinos estimulados in vitro por 20 h a 37°C con 5%CO:2 con diferentes
concentraciones de la TSTRX-1r (curva dosis respuesta).
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Figura 14. Andlisis en los cambios de expresion del RNA mensajero de los genes Nos2, Argl y Ym1 de
macréfagos naive murinos estimulados in vitro (20 h a 37°C con 5%CO3) con diferentes concentraciones de la
TsTRX-1r (curva dosis respuesta). Los valores de expresion relativa estan expresados en una escala
logaritmica base 2.
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Con los resultados obtenidos tanto en las determinaciones de citocinas por el ELISA y los
resultados de reacciones de la RT-PCR se establecieron las condiciones de estimulo con
392nM y 784 nM de TsTRX-1r como las condiciones experimentales mas importantes de
estudio y en donde los estimulos son capaces de generar los mayores cambios en los
cultivos de macréfagos.

Para los subsecuentes experimentos se eligié a la condicion de estimulo de 392 nM
TsTRX-1r como la dosis de trabajo, esta eleccién responde a que es una de las
concentraciones en donde la TSTRX-1r ocasiona mayores cambios en las expresiones de
genes de macréfagos murinos (TNF-a, IL-10, Nos2 y Ym1). Por otra parte también es la
concentracion mas baja, permitiéndonos mantener condiciones que resulten similares a
las existentes durante el proceso de infeccion in vivo (cisticercosis).

Cuantificacién de la expresion de TNF-a, IL-12 e IL-10 por el ELISA en cultivos de
macréfagos murinos naive, M1y M2a estimulados con 392 nM deTsTRX-1r.

Al realizar la cuantificacion de TNF-o (Fig. 15) se observa que los macréfagos naive
presentan una muy baja produccion de la citocina (~20 pg/mL), que los macréfagos
polarizados al fenotipo M1 que producen una alta concentracion de la citocina alcanzando
valores aproximados de 1600 pg/mL, en contraste los macréfagos M2a producen dicha
interleucina en cantidades similares a las observadas en los cultivos naive (~30 pg/mL).
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Figura 15. Cuantificacion de TNF-a por método de ELISA en sobrenadantes de cultivos de macréfagos
peritoneales naive (primera columna), M1 (segunda columna), M2a (tercera columna), M1y M2a cultivados
por un periodo extra de 20 h sin sus correspondientes factores activadores (cuarta y quinta columnas
correspondientemente); M1, M2a y naive estimulados con 392 nM de TSTRX-1r por 20 h a 37°C con 5%CO2
(sexta, séptima y octava columnas correspondientemente) Los datos mostrados representan los valores + el
Error estandar de determinaciones experimentales por triplicado, el andlisis de significancia se realizé con un
valor de p>0.01.
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Para los macréfagos polarizados a los fenotipos M1 y M2a cultivados por un periodo extra
de tiempo sin la presencia de sus factores activadores correspondientes (20 h sin IFN-
y+LPS o0 IL-4 segun sea el caso) registramos que la produccion de la citocina en ambos
casos se mantienen con valores bajos y similares a los observados en los cultivos naive.
En el caso de los macrofagos M1, el periodo extra de incubacién ha ocasionado que los
macroéfagos pierdan la capacidad de producir TNF-a (uno de los principales marcadores
de su fenotipo).

Observando el efecto que la TSTRX-1r tiene sobre la produccion de TNF-a en cultivos
previamente polarizados a los fenotipos M1 y M2a (Fig. 15), notamos que la estimulacion
s6lo tiene efecto sobre la produccion de TNF-o de los macrofagos M2a, mientras que los
macrofagos M1 no son capaces de mantener la expresion de ésta interleucina. Los
cultivos M2a al ser estimulados con 392 nM de TsTRX-1r incrementan la produccion de
TNF-a alcanzando concentraciones de cerca de 1100 pg/mL (~67% de la concentracion
alcanzada en los cultivos de macréfagos polarizados M1), lo cual resulta un cambio
importante pues se aumenta la expresién de un marcador caracteristico de los
macréfagos M1.

Finalmente, en la figura 15 podemos verificar que los macréfagos naive estimulados con
392 nM TsTRX-1r se comportan de forma similar a como se habia registrado en los
experimentos de curva dosis-respuesta; y en donde el estimulo ocasiona un incremento
significativo de la produccion de TNF-a. Al comparar este ultimo valor con lo obtenido en
los cultivos de macréfagos M1, notamos que la concentracion de TNF-a obtenida
representa ~58% de lo observado en macrofagos M1.

Respecto a la produccién de IL-12 en cultivos (Fig.16) observamos que los macréfagos
naive producen la citocina en concentraciones aproximadas de 210 pg/mL, en
comparacion los macréfagos M1 incrementada significativamente su produccion de la
interleucina hasta un valor aproximado de 400 pg/mL (incremento casi del 100%).

En la misma figura (Fig. 16) notamos que los macrofagos polarizados al fenotipo M2a
tienen una produccion de la interleucina con valores de 75 pg/mL (~33% de lo producido
por los macréfagos naive).

Para los macrofagos polarizados a los fenotipos M1 y M2a, y que posteriormente son
cultivados por un periodo extra de tiempo sin la presencia de sus correspondientes
factores activadores, en la figura 16 observamos que los macréfagos M1 registran valores
de concentracién de ~40 pg/mL lo que sefiala una reduccién significativa de su capacidad
de producir la interleucina (~9% de lo observado en los cultivos M1). Por otra parte los
macrofagos M2a que fueron incubados por un periodo extra de tiempo en ausencia del
estimulo diferenciador (IL-4) muestran una concentracion de IL-12 en cultivo de 80 pg/mL
(Fig.16) lo cual no representa una diferencia significativa a lo obtenido en los cultivos de
macroéfagos polarizados M2a (75 pg/mL).

27



450
400
350
300
250

200
150
100
5 il
. [ | i
+ - + - + - -

LPS+IFN-y/20h -

[IL-12] (pg/mL)

o

IL-4/20h . - - - * - - -
Remplazo medio de cultivo/20h - - - + + - - -
392 nMTSTRX-1r/20h = - - - - * + +

Condiciones de cultivo

Figura 16. Cuantificacion de IL-12 por método de ELISA en sobrenadantes de cultivos de macréfagos
peritoneales naive (primera columna), M1 (segunda columna), M2a (tercera columna), M1y M2a cultivados
por un periodo extra de 20 h sin sus correspondientes factores activadores (cuarta y quinta columnas
correspondientemente); M1, M2a y naive estimulados con 392 nM de TsTRX-1r por 20 h a 37°C con 5%CO2
(sexta, séptima y octava columnas correspondientemente). Los datos mostrados representan los valores + el
Error estandar de determinaciones experimentales por triplicado, el andlisis de significancia se realizé con un
valor de p>0.01.

Al estudiar la produccién de la IL-12 en los cultivos de macréfagos M1 estimulados con la
392 nM TsTRX-1r (Fig. 16) observamos que la concentracién de interleucina es de 20
pg/mL, un valor que resulta significativamente mas bajo que lo observado en los cultivos
de macréfagos M2a e incluso que los observados en los cultivos de macréfagos M1 que
fueron incubados por un periodo extra de tiempo sin los estimulos diferenciadores (IFN-
y+LPS). Este resultado nos sefiala que la TsTRX-1r no afecta en la produccion de la IL-12
de los macrofagos M1, comportdndose de forma similar a los cultivos en donde los
macrofagos M1 ya no poseen los estimulos diferenciadores.

Al observar los resultados de la determinacion de IL-12 en los cultivos M2a estimulados
con 392 nM de TsTRX-1r (Fig. 16) encontramos una concentracion de la interleucina de
~180 pg/mL. Este valor resulta similar al obtenido en los cultivos naive y permite observar
que el estimulo con la TsTRX-1r ocasiona que la produccién de la IL-12 retome valores
similares a los encontrados en las células naive.

En la figura 17 se muestran los resultados de la cuantificacion de la IL-10 en los cultivos,
en primer lugar podemos observar que los valores de concentracion de la interleucina en
los cultivos de macréfagos naive son bajos y cercanos a cero, los cultivos de macréfagos
polarizados el fenotipo M1 también registra una concentracion baja de la interleucina y
gue no es significativamente diferente a lo obtenido en los macroéfagos naive (~45 pg/mL).

En la misma figura 17 se observa que los cultivos de macréfagos polarizados M2a tienen
una produccién de ~480 pg/mL, lo que resulta un incremento significativo en la produccion
de la interleucina (10 veces mas comparandolo con los macréfagos M1).

28



Los cultivos de macrdfagos polarizados M1 y M2a que son incubados por un periodo extra
de tiempo sin los correspondientes factores diferenciadores (Fig. 17), muestran
concentraciones de IL-10 muy bajas y sin diferencias significativas con respecto a los
valores obtenidos en los cultivos naive, sefialandonos la pérdida de las caracteristicas de
produccién de interleucina que habian obtenido durante la polarizacion.

Observando la produccion de IL-10 en los cultivos M1 y M2a estimulados con 392 nM
TsTRX-1r (Fig. 17), notamos que el estimulo no ocasiona cambios en la produccion de la
interleucina. En ambos cultivos la produccién de la interleucina se reduce a valores
similares a los encontrados en los cultivos de macréfagos naive, sefialando un
comportamiento similar al existente en los cultivos polarizados e incubados por un periodo
extra de tiempo sin sus correspondientes factores diferenciadores.

Finalmente, los cultivos de macrofagos estimulados con 392 nM de TsTRX-1r (Fig. 17),
muestran una concentracion de la interleucina de ~1000 pg/mL, lo que resulta un valor
significativamente mayor que el valor obtenido en los cultivos M2a (~2 veces la produccion
obtenida en macréfagos M2a).
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Figura 17. Cuantificacién de IL-10 por método de ELISA en sobrenadantes de cultivos de macrofagos
peritoneales naive (primera columna), M1 (segunda columna), M2a (tercera columna), M1y M2a cultivados
por un periodo extra de 20 h sin sus correspondientes factores activadores (cuarta y quinta columnas
correspondientemente); M1, M2a y naive estimulados con 392 nM de TSTRX-1r por 20 h a 37°C con 5%CO2
(sexta, séptima y octava columnas correspondientemente). Los datos mostrados representan los valores + el
Error estandar de determinaciones experimentales por triplicado, el analisis de significancia se realizé con un
valor de p>0.01.

Analisis por RT-PCR de la expresion de los genes Gapdh, Nos2, Argly Ym1 en
macrofagos murinos naive, M1y M2a estimulados con 392 nM de TsTRX-1r.

La figura 18 muestra la expresion del RNA mensajero para diferentes genes marcadores,
en la primera fila observamos que la cantidad de RNA mensajero para el gen Gapdh de
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macrofagos en diferentes condiciones de cultivo no muestra cambio en su expresion a lo
largo del experimento.

En la segunda fila (Fig. 18) se observa la expresién del RNA mensajero del gen Nos2 en
las diferentes condiciones de cultivo. En la imagen podemos observar que los niveles de
expresion de las muestras de cultivo: M1 y M2a incubados por un periodo extra de tiempo
y naive tienen una expresion del RNA mensajero de Nos2 similar y con valores cercanos
a cero (andlisis de sefiales en Fig. 19).

También notamos que la expresion del RNA mensajero del gen Nos2 (Fig. 18 y 19) tiene
su maximo experimental en los cultivos de macréfagos polarizados M1, que las muestras
de cultivos M1 estimulados con TSTRX-1r y macréfagos naive estimulados con TSTRX-1r
presentan una expresion importante del gen con valores similares y que se encuentran
por debajo de lo registrado en los macréfagos M1 (=75%). Por dltimo, observamos que los
cultivos de macréfagos M2a estimulados con TsTRX-1r presentan valor alto en la
expresion del gen Nos2, representando ~46% de lo observado en los macréfagos M1y
sefialando un importante cambio en un marcador que esta relacionado al fenotipo M1.

Al observar la expresion de RNA mensajero del gen Argl en la figura 18, notamos que los
macréfagos naive presentan una expresion basal del gen y que las diferentes condiciones
de cultivo ensayadas ocasionan un pequefio incremento de la cantidad del RNA
mensajero del gen (Fig. 19). Sin embargo, el aumento observado no muestra que el
efecto se deba a la TSTRX-1r o que exista alguna diferencia importante entre las
condiciones de cultivo experimentales.

Al estudiar la cantidad de RNA mensajero del gen Ym1 (Fig. 18 y 19) observamos que los
macrofagos naive muestran una ligera expresion basal del gen, en comparacion los
macréfagos M1 muestran un pequefio aumento en la expresién y los macréfagos M2a
incrementan en gran medida la expresién del gen (~3 veces que en los macréfagos M1).

Los macréfagos M1 y M2a con un periodo extra de incubacién sin sus factores
diferenciadores (Fig. 18 y 19) muestran una alta expresién del gen con valores similares a
los obtenidos en los cultivos de macrofagos M2a.

Observando el efecto que la TSTRX-1r tiene sobre la cantidad de RNA mensajero del gen
Ym1 en cultivos polarizados (Fig. 18 y 19) observamos que como consecuencia del
estimulo los macrofagos M1 muestran una expresion muy baja y con valores cercanos a
los observados en los cultivos de macréfagos naive sefialando un efecto represivo. Por su
parte los macréfagos M2a no sufren modificaciones en la expresion del gen Ym1, ya que
los valores obtenidos resultan similares a los obtenidos en macréfagos M2a y los M2a
incubados por un periodo extra de tiempo.

Finalmente observamos que la expresién de Ym1 en los cultivos de macréfagos naive
estimulados con TsTRX-1r muestra un aumento en la cantidad del RNA mensajero con
respecto a lo observado en el estado naive (~2 veces lo registrado en los macrofagos
naive).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del perfil de expresion de marcadores de los fenotipos M1
(Nos2) y M2a (Argl y Ym1) en cultivos de macréfagos murinos peritoneales naive (octava columna), M1
(primera columna), M2a (segunda columna), M1 y M2a cultivados por un periodo extra de 20 h sin sus
correspondientes factores activadores (tercera y cuarta columnas correspondientemente); M1, M2a y naive
estimulados con 392 nM de TsTRX-1r por 20 h a 37°C con 5%CO: (quinta, sexta y séptima columnas
correspondientemente).
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Figura 19. Analisis en los cambios de expresion del RNA mensajero de los genes Nos2, Argly Ym1 en
cultivos de macrofagos murinos peritoneales M1 (primera columna), M2a (segunda columna), M1y M2a
cultivados por un periodo extra de 20 h sin sus correspondientes factores activadores (tercera y cuarta
columnas correspondientemente); M1, M2a y naive estimulados con 392 nM de TSTRX-1r por 20 h a 37°C con
5%CO:2 (quinta, sexta y séptima columnas correspondientemente) Los valores de expresion relativa estan
expresados en valores de radio (sefial de muestra/sefial de control).
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VII. Discusion.

Las moléculas producidas por diferentes patégenos han demostrado que ademas de
llevar a cabo su funcién primaria son capaces de llevar a cabo otras funciones, dentro de
las se encuentra la de modificar la respuesta inmunoldgica del hospedero (15, 25, 26, 27,
29, 39). Dichos cambios pueden alterar los mecanismos de defensa del hospedero
ocasionando un ambiente inmunolégico menos agresivo en contra del patégeno o por el
contrario, resultar en interacciones que favorecen el reconocimiento del patogeno y el
desarrollo de una respuesta adecuada para su eliminacion.

Bajo este marco se estudio el efecto que tiene sobre los macréfagos murinos una proteina
de secrecidn-excrecion perteneciente al complejo de enzimas del sistema NADPH-
Tiorredoxina-Tiorredoxina glutatién reductasa-2 Cys-peroxirredoxina, y cuya funcién
principal es la regulacion del estado redox y desintoxicacion de hidroperoxidos para el
parasito Taenia solium.

Asi pues se establece a la TsSTRX-1 como una proteina con la capacidad de modificar
marcadores importantes relacionados con la activacion de los macréfagos peritoneales
murinos Balb/c. Sin embargo se encontré que el estimulo modifica a dichos marcadores
en forma diferencial, es decir, las modificaciones ocasionadas dependen del estado inicial
de los macréfagos.

Por una parte la estimulacién de macréfagos naive con la TSTRX-1r ocasiona el
establecimiento de una poblacion con marcadores de activacion mixtos: una produccion
alta de TNF-a, una alta expresién de RNA mensajero del gen Nos2, el aumento de la
produccién de IL-10, el ligero aumento en el RNA mensajero del gen Ym1 y por altimo el
incremento en la cantidad de RNA mensajero del gen Argl.

Las modificaciones registradas de los marcadores durante el experimento de estimulacion
de macréfagos naive con la TsSTRX-1r nos lleva a pensar en el posible establecimiento de
una poblacion mixta de macréfagos M1y M2a. La coexistencia de los fenotipos M1 y M2a
parece en principio contradictoria, sin embargo se ha establecido previamente en la
bibliografia que la diferenciacién de macréfagos en el estado de activacién M1 conlleva a
la aparicion del fenotipo M2a como una forma de auto-regulacion inmunoldgica. Esto evita
que los procesos asociados a la existencia de macrofagos M1 (como por ejemplo la
sintesis de ERO y ERN) se lleven a cabo en forma descontrolada o exacerbada
ocasionando dafios al tejido circundante. (36, 37)

Por otra parte la posibilidad de que la TSTRX-1r estuviese ocasionando en cultivos de
macroéfagos naive la diferenciacién al fenotipo M2b no parece viable debido a que dicho
fenotipo se caracteriza, entre otras cosas, por la ausencia de Ym1 y el aumento en la
expresion de Argl.

A pesar de que el resultado de la estimulacién de macréfagos naive con la TSTRX-1r
ocasiona una mezcla de marcadores tanto del fenotipo M1 como M2a resulta importante
destacar lo que en términos del proceso de neurocisticercosis podria estar sucediendo.
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En primer lugar, y debido a la temprana diferenciacion de macréfagos hacia uno de los
fenotipos M2, se esta ocasionando que la etapa de restriccion de la infeccion (ambiente
tipo Thl), se vea acortada dando paso a un ambiente inmunolégico permisible (ambiente
tipo Th2).

En forma adicional al analisis fenotipico de los macr6fagos podemos destacar un muy
importante punto: los macréfagos naive estimulados con la TSTRX-1r producen muy altas
concentraciones de IL-10. Estas cantidades de IL-10 parecen sefialar un mecanismo
importante de regulacién inmunoldgica por parte de T. solium (helmintos), debido a la
importancia que la IL-10 tiene, no solo en el desarrollo de la respuesta Th2 en linfocitos T
CD4+, sino también en el desarrollo de la respuesta mediada por linfocitos T reguladores.
(38, 39, 40)

La hipotesis anterior se apoya también en el hecho de que se han descrito una serie de
enfermedades causadas por helmintos en las que los agentes causantes ocasionan que
los macréfagos se vuelvan fuentes importantes de produccion de la IL-10, entre ellas, la
misma cisticercosis causada por T. solium o la infeccidon por el nematodo Onchocerca
volvulus (39, 41, 42).

La alta produccion de IL-10 ocasiona que muchas células se vean afectadas en forma
importante. En macrofagos y células dendriticas se origina una disminucion en sus
capacidades de presentar antigenos, ademas de una disminucién en la presencia de
moléculas co-estimulatorias en su superficie. En forma adicional estas células influyen
sobre otras, como por ejemplo, inhibiendo el desarrollo de la respuesta Thl e incluso
suprimiendo la respuesta Th2 (38, 39, 40, 41, 42).

A nivel de células T reguladoras la presencia de IL-10 fomenta la diferenciacion de dichas
células debido un fenémeno de induccién ocasionado por un ciclo de auto estimulacion
con IL-10. Es decir, la IL-10 ocasiona que las células T reguladoras productoras de IL-10
sean estimuladas produciendo ain mas IL-10 y desencadenando un ciclo de auto
estimulacion que finalmente lleva al incremento de poblacional de éste tipo de células
originando modificaciones en las funciones del resto de células presentes.

A futuro, el aumento de la produccién de IL-10 por parte de macréfagos naive estimulados
con la TsTRX-1r resulta un punto importante de estudio. En este sentido la TSTRX-1
podria ser una pieza clave o el provocador directo del fenbmeno de incremento de
produccion de IL-10 en procesos parasitarios ocasionados por helmintos, arrojando un
poco de luz sobre los mecanismos aln no descritos con precision.

Cuando se estudia el efecto que 392 nM de TsTRX-1r tiene sobre macréfagos M1
observamos que la proteina solo repercute en la expresion del RNA mensajero para el
gen Nos2, los resultados nos podrian sugerir un posible mecanismo que permite
privilegiar la produccion de la enzima iNOS en los macréfagos. Si pensamos en un
ambiente de infeccion in vivo, en donde los factores desencadenantes de la respuesta tipo
Th1 siguen siendo producidos por el resto de células presentes en la zona, la presencia
de la TSTRX-1 podria ocasionar que la cantidad de especies reactivas de oxigeno y
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nitrdgeno se incrementen 0 que se mantengan por un periodo de tiempo mayor; lo cual
podria resultar en un ataque mucho mas eficiente en contra del tegumento del cisticerco.

Otra posibilidad que se plantea es que el aumento en la expresion del RNA mensajero del
gen Nos2 sea el resultado de un mecanismo de compensacion que se desencadena en la
célula como consecuencia de la actividad enzimética de la TsSTRX-1. Debido a la
influencia que la TsTRX-1 tiene sobre el estado redox de la células, el aumento en la
cantidad de éste tipo de enzima podria estar ocasionando una disminucion de ERO y
ERN, las cuales resultan ser factores importantes en el desarrollo del estado inflamatorio.
De esta manera el impacto observado en la expresion de Nos2 durante los cultivos con la
TSTRX-1r tal vez sea so6lo el intento de los macréfagos M1 por mantener los niveles de
especies reactivas necesarias para llevar a cabo su accién de ataque a patdégenos y no un
efecto de estimulacion directa en la expresion del gen.

En cuanto a los cambios producidos en macréfagos M2a por la estimulacién con 392 nM
de TsTRX-1r, observamos que la proteina ocasiona la produccion y expresion de
marcadores muy importantes del estado inmunoldgico tipo Thl (TNF-a, Nos2 y
recuperacion de la produccion de IL-12 a niveles similares a los observados en
macroéfagos naive). Estos cambios nos sugieren el posible cambio de poblacion de
macrofagos hacia un fenotipo mucho mas inflamatorio, ya sea que estos macréfagos
estén siendo revertidos hacia el estado de activacion M1 o que, como consecuencia del
conjunto de citocinas en el microambiente, se mantuvieran dentro de la categorizacion de
macrofagos M2 con la particularidad de producir citocinas caracteristicas del fenotipo M1,
es decir un fenotipo M2b.

Podemos mencionar que la TsTRX-1 tiene la capacidad de funcionar como un factor
inmunorregulador a nivel de macréfagos, con la peculiaridad de poder actuar en forma
dependiente del estado inicial de activacion de presentes los macréfagos. No obstante
resulta importante el profundizar en los posibles mecanismos mediante los cuales la
TsTRX-1 actla, asi como poder establecer con mas precision si los efectos observados
son dependientes del sitio catalitico o de alguna otra zona de la proteina.

Finalmente, el disponer de moléculas como la TsTRX-1r permitira entender las vias de
sefalizacién involucradas en la regulacion de genes de la respuesta inmunoldgica y que
los paréasitos han desarrollado como una forma de establecerse en sus hospederos.

VIII. Conclusiones.

La estimulacion con la TsTRX-1r de cultivos de macréfagos peritoneales murinos Balb/c
ocasiona cambios en las células que son dependientes del estado de activacion inicial
que presentan los macréfagos.

La estimulacion de macrofagos naive con la TSTRX-1r ocasiona la diferenciacion de
cultivos con una mezcla de marcadores de macréfagos M1 y M2a. Ademas de ocasionar
la produccion de grandes cantidades de IL-10, lo que podria ser un mecanismo de
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regulacién de la respuesta inmunoldgica mediada por la participacion de células T
reguladoras productoras de IL-10.

El estimulo en macréfagos M2a con la TSTRX-1r ocasiona la expresion de marcadores
que dotan a los macréfagos de un caracter inflamatorio. Ya sea que los macrofagos M2a
se tornen del fenotipo M2b, o que una fraccion de la poblacion M2a se torne en una
poblacion del fenotipo M1.

Por ultimo, la estimulacién de los macréfagos M1 estimulados con la TSTRX-1r sélo
ocasiona un efecto sobre la expresién del RNA mensajero del gen Nos2, en éste caso la
estimulacion contribuye en mantener la expresion del gen en los cultivos de macrofagos.

Los datos presentados y el contar con la proteina pura abren la puerta para su posible uso
como reguladora de la respuesta inmunolégica.
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