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1. Abreviaturas
Abreviatura
ADN
APC
BSA
CD
Células NK
CTLA-4
CU
DNAasa |
DSS
EC
EDTA
Ell
Foxp3
GALT

GAPDH

HBSS

H-E

Acido desoxirribonucleico

Célula presentadora de antigeno

Albumina de suero bovino

Grupo de diferenciacion

Células asesinas naturales

Antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos-4
Colitis ulcerativa

Desoxiribonucleasa |

Dextran sulfato de sodio

Enfermedad de Crohn

Acido etilendiaminotetraacético

Enfermedad intestinal inflamatoria

Factor de transcripcién “forkhead/winged-helix box p3”
Tejido linfoide asociado con intestino
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
gramos

Solucién salina equilibrada de Hanks

Hematoxilina-Eosina



IPEX

KO

LAG-3

LP

MDSCs

MHC

MUC2

NOD

PCR

PD-1

PD-L

PBS

PECs

indice de actividad de la enfermedad
Interferébn gamma

Inmunoglobulina

Interleucina

Intensidad media de fluorescencia
Intraperitoneal

Sindrome de inmunodeficiencia, poliendrocinopatia, enteropatia
ligado a x

Deficiente

Gen de activacion de linfocitos-3

Lamina propia

Célula mieloides supresoras

Complejo principal de histocompatibilidad
Mucina 2

Receptor tipo proteinas de oligomerizacion de nucleétidos
Reaccion en cadena de la polimerasa
Muerte celular programada 1

Ligando de muerte celular programada 1
Regulador fosfato salino

Células de exudado peritoneal



PM
ARN
SDS
SBF
TcES
TGF-B
Th
Tim-3
TLR

Tregs

Peso molecular

Acido ribonucleico

Dodecilsulfato sédico

Suero bovino fetal

Antigenos excretados/secretados de Taenia crassiceps
Factor de crecimiento tumoral 3

Célula T cooperadora

Inmunoglobulina de células T y dominio de mucina 3
Receptor tipo toll

Células T reguladoras

Media aritmética



2. Resumen

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) son atribuidas a respuestas inmunes
desreguladas contra bacterias intestinales en individuos susceptibles. Helmintos y sus
antigenos poseen importantes actividades inmunomoduladoras como es Taenia
crassiceps, cuyos antigenos excretados/secretados (TcES) tienen la capacidad de
modular respuestas inflamatorias y la induccién de linfocitos T reguladores (Treg) para
el mantenimiento de homeostasis, asi mismo la deficiencia de estas células se asocia
con la predisposicion a padecer colitis. Por lo que se planted determinar si los TCES
alteran reclutamiento y activacion de Tregs en colitis experimental. Se procedio6 a realizar
la induccion de colitis con DSS 4% e inoculacion diaria de TcES a ratones hembra
FOXPS3, la severidad de la colitis se evalu6 por pérdida de peso e IAE. Al finalizar la
induccion de colitis, se extrajo colon para evaluar dafio histopatolégico HE. Se realiz6
citometria de flujo de células de cavidad peritoneal, bazo, circulacion, ganglios linfaticos
mesentéricos y lamina propia. Encontramos que los ratones con colitis pierden peso mas
rapido que los ratones tratados con los TcES y presentan mayor dafio histopatologico
(pérdida de estructura intestinal y una notoria presencia de infiltrado inflamatorio)
comparando con los ratones tratados. Interesantemente, los TcES incrementan el
porcentaje y numero absoluto de células Treg en la cavidad peritoneal ademas de
aumentar la expresiéon de CD103, PD-1y Tim3, indicando que las células Treg generadas
por la administracion de los TcES tienen una mayor capacidad supresora. Ademas
encontramos que los TcES pueden modular poblaciones de linfocitos CD8
incrementando la expresiéon de CD103. Sin embargo, en circulacion no se presentan
cambios en Tregs, una tendencia a aumentarlas en bazo, nddulos linfaticos mesentéricos
y lamina propia. Los resultados demostraron el efecto benéfico de TcES relacionado con
la estimulacion de las células Treg en presencia de colitis asi como supresion de las
células T proinflamatorias. De igual forma se indica el potencial de los antigenos
excretados/secretados de helmintos para la terapia de colitis ulcerativa.



3. Introduccion.
3.1. Enfermedades Inflamatorias Intestinales.

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) incluyen dos afecciones: enfermedad
de Crohn (EC) y colitis ulcerativa (CU), las cuales son un problema con gran incidencia
a nivel global, que afecta a personas de diferentes edades incluida la poblacién
pediatrica. Ambas enfermedades tienen caracteristicas inmunologicas, histopatolégicas
y clinicas distintas y superpuestas. Son enfermedades cronicas del tracto
gastrointestinal, comunmente atribuidas a una respuesta inmune desregulada contra las
bacterias intestinales y/o estimulos ambientales en individuos genéticamente
susceptibles.

Los factores ambientales han sido implicados en el inicio de la enfermedad, ya que
emerge en paises en desarrollo con estilos de vida occidentalizados e industrializados;
asi mismo otros factores que afectan tanto positiva como negativamente en su desarrollo
son apendicectomias, tabaquismo, la dieta, medicamentos y contaminantes (PerSe y
Cerar, 2012).

Estas enfermedades estan caracterizadas por el desarrollo de inflamacién intestinal
resultado de un infiltrado de neutrdfilos, linfocitos, monocitos y/o macrofagos, asi como
células plasmaticas, sobreproduccion de radicales libres de oxigeno conduciendo a la
disrupcion de la mucosa y ulceracion.

A pesar de que estas enfermedades fueron consideradas como raras hace 50 afios, en
la actualidad en Europa se reportan 505 casos por cada 100000 personas, en Norte
América 286 casos por cada 100000 personas (Ng et al. 2018).

3.1.1. Enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa.

El diagndstico de la Ell se ha dado en todos los continentes, en todas las etnias y las
diversas clases socioecondmicas. Sin embargo, es mas prevalente en personas con
ascendencia europea que viven en las regiones de Asia, Medio Oriente, Africa y América
del Sur (Molodecky et al. 2012) y a medida de que aumenta la prevalencia en estas
regiones, sucede lo mismo con la incidencia, que en caso de la CU tiende a presentarse
en paises desarrollados (Lopez-Serrano et al. 2010).

De forma general las Ell poseen una baja mortalidad y se diagnostica principalmente en
individuos jovenes, por lo que su prevalencia aumenta (Kaplan y Ng, 2017).



En 2018 Ng y colaboradores mostraron que durante el periodo de 1990 a 2016 tanto la
incidencia como la prevalencia de ambos trastornos ha ido incrementando principalmente
en el norte de América, Oceania y en algunos paises europeos (Figura 1).

Incidencia de colilis ulcerativa por
100,000 personas-afios, 1990-2016 -
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Figura 1.- Incidenciay prevalencia de colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn. La
incidencia y la prevalencia de ambas EIll son mayor en Norteamérica, en algunos paises
de Europay en Oceania. (Modificado de Ng et al. 2018)

En México, las Ell son enfermedades histéricamente raras. Sin embargo, en un estudio
epidemioldgico realizado por Bosques-Padilla y colaboradores en 2010 encontraron que
la frecuencia de nuevos pacientes con colitis ulcerativa crénica idiopatica incremento en
el periodo transcurrido entre 2004 y 2008; mientras que la frecuencia de la EC se
mantuvo estable y la CU emerge cuando se da la modernizacién e industrializacion. Asi
mismo encontraron que la edad mas frecuente de pacientes con la enfermedad se
encuentra entre la tercera y quinta década de vida.

La EC se caracteriza por inflamacién transmural que puede afectar cualquier region del
tracto gastrointestinal de forma discontinua, por lo general la parte terminal del ileon y la
region perianal, asi mismo se encuentra relacionada con complicaciones como abscesos
o fistulas. Se caracteriza por generar una respuesta de tipo Thl. Mientras tanto, la CU
se caracteriza por inflamacion superficial en mucosa y submucosa que se limita al colon
(Abraham y Cho, 2009); presenta un infiltrado celular en lamina propia, asi como pérdida
total de la estructura de las criptas. Se caracteriza por una respuesta tipo Thl la cual es
conducida a una respuesta tipo Th2, incluyendo niveles elevados de IL-3 e IL-5 en el
intestino (Abraham y Cho, 2009; Heller et al. 2005; Fuss et al. 1996; Danese y Fiocchi,
2011) (Figura 2).
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Figura 2.- Patologia de Enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa. A) La enfermedad
de Crohn afecta cualquier zona del tracto gastrointestinal, de forma discontinua. B) La
colitis ulcerativa se caracteriza por inflamacion que se limitan a colon. (Clinica
Universidad de Navarra, 2019).

3.2. Colitis ulcerativa.

Como se mencion6 anteriormente la CU se caracteriza por la reincidencia y remision de
la inflamacion en la mucosa intestinal, que inicia en el recto y se va extendiendo en las
regiones proximales del colon (Ungaro, 2017).

3.2.1. Factores de riesgo.

La causa precisa de la CU es desconocida, sin embargo, se ha asociado a factores
ambientales y genéticos por ejemplo individuos genéticamente susceptibles poseen una
respuesta inmune desregulada en las mucosas hacia la microbiota intestinal, lo que
resulta en inflamacién de la misma.

Se sabe que la CU se presenta con mayor incidencia en paises de primer mundo, en los
gue existe un mayor acceso al cuidado de la salud, registros médicos, asi como una
reducida exposicion a infecciones intestinales en la infancia, restringiendo la maduracién



del sistema inmunitario de la mucosa y una respuesta inmunitaria inapropiada al
momento de haber una exposicion a microorganismos (Lopez-Serrano et al. 2010).

Se estima que entre el 8 y el 14% de pacientes con CU tienen antecedentes familiares
de EIll (Halme et al. 2006). Asi mismo se han realizado estudios de asociacion del
genoma identificando 200 loci de riesgo para la Ell, donde la mayoria de los genes
contribuyen tanto a CU como a EC (Jostins et al. 2012), por lo que la predisposicion
genética (que conduce a distintas anomalias inmunoldgicas), disbiosis de la microbiota
intestinal y las influencias ambientales, por lo que se entiende que ningun factor por si
mismo puede ocasionar que se desarrolle la enfermedad y debe de haber interaccion
entre los mismos (Ananthakrishnan, 2015).

3.3. Respuesta inmunitaria del intestino.

Las células epiteliales intestinales que recubren los intestinos delgado y grueso forman
parte integral del sistema inmune innato del aparato digestivo, implicado en las
respuestas a los microorganismos patdégenos, la tolerancia a los microorganismos
comensales y la captura de antigeno para su entrega al sistema inmunitario adaptativo
en el intestino (Abbas et al. 2015).

El sistema inmune innato y adaptativo en el tracto gastrointestinal tiene caracteristicas
gue son diferentes de las funciones inmunitarias adaptativas en otros organismos entre
las que destaca la diferenciacion de linfocitos Tregs (Abbas et al. 2015).

El intestino posee mecanismos de defensa que limitan el acceso de sustancias nocivas
al organismo. Esta barrera intestinal esta integrada por diversos elementos como
enzimas digestivas pancreaticas, epitelio intestinal y las bacterias que constituyen la
microbiota. Sin embargo, la barrera mas efectiva esta constituida por el tejido linfoide
asociado al intestino (GALT) (Ramiro-Puig et al. 2008).

Las funciones reguladoras de la respuesta inmune intestinal ocurren en dos tipos de
compartimentos: tejidos linfoides organizados en forma de foliculos asociados a las
placas de Peyer y los ganglios linfaticos mesentéricos, o los tejidos linfoides difusos
distribuidos en la ldmina propia de la mucosa o en el epitelio intestinal (linfocitos
intraepiteliales). En todas las zonas del intestino, el sistema inmunolégico esta
continuamente procesando antigenos del lumen intestinal, por lo que los foliculos
linfoides de la mucosa presentan un alto grado de activacion. Una vez activados por el
contacto con los antigenos, los linfocitos T y B de las placas de Peyer adyacentes a las
células M proliferan en forma de un clon antigeno-especifico, pasan a la sangre y desde
ahi migran nuevamente a lamina propia (Borruel, 2003).

La lamina propia aloja a los linfocitos T CD4+ y es el lugar donde los linfocitos B se
transforman en células plasmaticas productoras de IgA secretora especifica contra
diferentes antigenos (MacDonald, 2001). En la superficie mucosa existe una gran



produccion de IgA secretora, que a diferencia de la IgA circulante, es resistente a
protedlisis intraluminal y no activa la via del complemento impidiendo la induccién de una
respuesta inflamatoria (Borruel, 2003).

En personas sanas, en lamina propia usualmente se encuentran mediadores
inflamatorios como TGF-$ e IL-10, que regulan a la baja las respuestas inmunitarias, asi
como mediadores proinflamatorios de células del sistema inmunitario tanto innatas como
adaptativas que limitan la entrada excesiva de microbiota intestinal y se defienden contra
los patdgenos. Las defensas no inflamatorias, como la fagocitosis ayudan a defenderse
contra la entrada de bacterias en lamina propia mientras se minimiza la lesién tisular,
procurando mantener la homeostasis entre células T reguladoras (Treg) y células T
efectoras (Thl, Th2 y Th17) (Abraham y Cho, 2009).

El epitelio intestinal contribuye a la defensa del hospedero produciendo péptidos
antimicrobianos (defensinas) que limitan la invasién bacteriana.

Normalmente el sistema inmunitario intestinal mantiene el equilibrio entre la tolerancia a
la microbiota comensal, antigenos dietéticos, y la capacidad de responder
adecuadamente a patdgenos entéricos, por lo que se considera a la CU como resultado
de la pérdida de la homeostasis. Las células dendriticas expresan un amplio rango de
receptores de reconocimiento de patrén, incluyendo TLRs que se encuentran presentes
en el epitelio como TLR3 y TLR5, mientras que TLR2 y TLR4 se encuentran escasos 0
ausentes, y receptores NOD que proveen defensa contra patégenos y proteccién en el
dafo epitelial, por lo que también contribuyen en la homeostasis intestinal y el
mantenimiento de la barrera epitelial. (Cario y Podolski, 2000) (Figura 3).

3.4. Respuesta inmunitaria de intestino con colitis ulcerativa.

La exposicion de la mucosa intestinal a antigenos microbianos, desde el inicio y durante
la amplificacién de la enfermedad es de suma importancia ya que se promueve la
generacion de anticuerpos hacia esos antigenos, por lo que se produce un dafio en
tejido, ya que la respuesta es atipica (Targan y Karp, 2005).

En personas con presencia de colitis ulcerativa, diversos factores contribuyen al aumento
de la exposicién bacteriana, incluyendo la irrupcion de la capa de moco, la desregulacién
de las uniones epiteliales, aumento de permeabilidad intestinal y aumento de la
adherencia bacteriana a células epiteliales. Se caracteriza por un infiltrado de células del
sistema inmune innato en lamina propia como neutréfilos, macréfagos, células
dendriticas, células T NK, y células del sistema inmune adaptativo como células B y
células T, por lo que el aumento en numero y activacion de todas estas células en la
mucosa intestinal elevan niveles locales del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-
1B, interferon-y y citocinas de la via de la IL-23-Th17 (Abraham y Cho. 2009).



La barrera epitelial, cubierta de una capa de mucina es la primer linea de defensa del
sistema inmunitario de la mucosa intestinal ya que provee de una separacion fisica entre
las células del sistema inmunitario del hospedero y microorganismos luminales, y
sintetiza péptidos antimicrobianos. Durante la CU se ve disminuida la sintesis y alteracion
de la sulfatacién de varios subtipos de mucina del colon (especificamente mucina 2) (Van
Klinken, et al. 1999). El dafio en la barrera epitelial lleva al incremento de permeabilidad,
posiblemente debido a una regulacion defectuosa de las uniones estrechas, por lo que
la barrera permite una mayor absorcién de antigenos luminales (Rahman, et al. 2007).
La expresion de beta defensinas humanas se sobreregula en muestras de pacientes con
CU, pero no es claro si este aumento es inducido en respuesta a microorganismos, a
citocinas inflamatorias o ambos (Rahman, et al. 2007 y 2011).

A su vez, los antigenos activan la respuesta inmune innata a traves de la interaccion con
macréfagos y células dendriticas, que son las encargadas de enviar dendritas al exterior
del epitelio para obtener “muestras” de las bacterias y otros antigenos luminales (Niess
et al. 2005). La lamina propia se encuentra poblada de macrofagos y células dendriticas
gue presentan antigenos a células B y T, lo que lleva a la activacion de la respuesta
inmune adaptativa. En pacientes con CU, el niumero de células dendriticas maduras y
activadas aumenta (Hart et al. 2005), asi como un incremento de TLR4 en lamina propia.
La activacion de TLRs desencadena las respuesta inmunes innata y adaptativa, llevando
a la activacion de distintos factores de transcripcidon como el factor de transcripcién factor
nuclear-«B (NF-xB), importantes en la activacion de la cascada inflamatoria. NF-k(3
regula funciones proinflamatorias y de supervivencia celular tanto en macréfagos como
en células T, pero también protege a células epiteliales, por lo que su funcién depende
del tipo celular (Spehlmann y Eckmann, 2009).

También se observa que hay un desequilibrio entre proporciones de las células T
reguladoras y efectoras (Thl, Th2 y Th1l7). Se sabe que la CU esta asociada con una
respuesta Th2 atipica mediada por células T NK que producen IL-5 e IL-13. IL-13 ejerce
funciones citotoxicas en contras de células epiteliales, incluyendo la induccién de
apoptosis y la alteracion de proteinas que componen las uniones estrechas (Heller et al.
2008). Las células T NK se incrementan en lamina propia del colon inflamado y son
capaces de producir distintas citocinas Th2, como IL-4 que es suprimida rapidamente por
IL-13, que puede ejercer un efecto de retroalimentacion positivo en las células T NK,
amplificando el dafio al tejido, por lo que se considera que junto con IL-13 juegan un
papel importante en la patogénesis de la CU (Heller et al. 2002 y 2008). También hay un
aumento del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) en sangre, heces y mucosa en
pacientes con CU (Masuda et al. 1995).

Para la respuesta proinflamatoria es importante el reclutamiento de leucocitos del
sistema circulatorio hacia la mucosa inflamada mediante la liberacion de
guimioatrayentes como CXCL8 (sobreexpresado en pacientes con CU) (Matsuda et al.
2009).
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Se ha observado en diferentes estudios que una desregulacion de la poblacion de células
T CD4+, asi como sus distintas subpoblaciones, podrian llevar a inflamacion intestinal,
donde en casos de colitis ulcerativa hay un incremento de interleucina 17 y las citocinas
Th2 (Abraham y Cho, 2009) (Figura 3).

Intestino sano Intestino inflamado
7"‘ :‘v Microorganismo o A
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Figura 3.- Respuesta inmune del intestino sano y en condiciones de inflamacion.
La tolerancia inmunoldgica en el intestino implica tanto la respuesta inmune innata como
la adaptativa para mantener el intestino en homeostasis. En el intestino sano podemos
observar células dendriticas que inducen la activacion de linfocitos CD4+ a linfocitos Treg
para el mantenimiento de la homeostasis intestinal, mientras que en el intestino
inflamado a causa de colitis ulcerativa, vemos que bacterias patégenas cruzan la capa
de mucina, provocando disrupcién de la barrera epitelial y permitiendo su entrada a la
mucosa intestinal, que desencadena una respuesta proinflamatoria liberando citocinas
como TNF-a IL-1B o produccion de ROS. Asi mismo, observamos la presentacion de
antigeno a linfocitos T CD4+ y la sucesiva diferenciacion a linfocitos T efectores
(Modificado de Ungaro, 2017).
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3.5. Linfocitos T.

El sistema inmune de los mamiferos protege al hospedero de distintos microorganismos
patdgenos evitando que haya respuestas excesivas que podrian ser perjudiciales, esto
se encuentra mediado principalmente por células By T.

Los linfocitos T son células del sistema inmune adaptativo encargadas de reconocer un
amplio espectro antigenos derivados de microorganismos celulares y destruyen asi a
células infectadas y los microbios. Esta poblacién celular cuenta con 2 subgrupos CD4+
y CD8+ y diferentes subpoblaciones: linfocitos T cooperadores encargados de secretar
citocinas que estimulan y ayudan a la diferenciacion del propio linfocito T. Los citotoxicos
(CTL) que matan células infectadas que expresan antigenos extrafios en el contexto del
MHC de clase 2 que ayudan inhibiendo respuestas inmunitarias (Abbas et al. 2015).

3.5.1. Células T reguladoras.

Entre los afios 1970-1980, distintos grupos de investigadores (Gershon y Kondo, 1971;
Okumura y Tada, 1971 y Hall et al. 1984) reportaron que los linfocitos T podian actuar
como células supresoras, sin embargo, hasta la década de 1990 la investigacion sobre
linfocitos T reguladores comenzo a tener auge después del descubrimiento de distintos
marcadores que distinguen la poblaciéon supresora de otras células T, asi mismo, se
identific6 que la poblacion de linfocitos T CD4+CD25+ posee potentes propiedades
reguladoras en autotolerancia y supresion autoinmune (Sakaguchi et al. 1995).

Las células T reguladoras (Tregs) son linfocitos T CD4+ que son requeridos para el
mantenimiento de la auto-tolerancia inmunolégica y la homeostasis inmune mediante la
supresion activa de respuestas inmunes patoldgicas y fisioldgicas (Ohkura et al. 2013).
En estudios recientes se ha visto que estas células poseen funciones heterogéneas que
van mas alla de los mecanismos de supresién, incluyendo su trabajo en la reparacién de
foliculos pilosos (Ali et al. 2017), la preservacion de la homeostasis intestinal y la
reparacion de tejidos (Arpaia et al. 2015).

Los factores que contribuyen a su generacion incluye a las células dendriticas CD103+,
la produccién local de acido retinoico (que promueve la expresiéon de Foxp3) y la
produccion local de TGF-B (que también promueve la expresion de Foxp3 e inhibe la
generacion de linfocitos Thl y Th2). Diversas citocinas, como TGF-B, IL-10 e IL-2
parecen desempefar funciones fundamentales en el mantenimiento de la homeostasis
en el sistema inmunitario intestinal, y las deficiencias en estas citocinas o0 en sus
receptores dan lugar a una inflamacion intestinal patoldgica (Abbas et al. 2015). Una
caracteristica importante del fenotipo de los ratones con deficiencias provocadas del
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TGF-B, IL-10, IL-2 y sus receptores, es una inflamacién incontrolada del intestino (Abbas
etal. 2015).

El factor de transcripcion FoxP3, es fundamental para el desarrollo y funcion de las
células Treg (Abbas et al. 2015). ElI gen Foxp3 fue identificado en 2001 como el gen
causante de la enfermedad en los ratones Scurfy, que desarrollan espontaneamente
autoinmunidad e inflamacién severa, debido a una mutacién genética Unica en el
cromosoma X (Brunkow et al. 2001). Se encontré6 que mutaciones en el gen humano
FOXP3, eran las causas de una enfermedad humana similar llamada IPEX (sindrome de
inmunodeficiencia, poliendocrinopatia, enteropatia, ligado al cromosoma X)
caracterizada por enfermedad autoinmune en multiples érganos del sistema enddécrino
(como diabetes tipo 1 y tiroiditis), presencia de alergias severas y en EIll (Wildin et al.
2001; y Bennett et al. 2001).

Las células Treg regulan una amplia variedad de respuestas inmunes (incluyendo
alergias, autoinmunidad, inflamacién y reacciones contra microbios y tumores). Pueden
controlar las actividades de los distintos tipos celulares del sistema inmune adaptativo e
innato (Josefowicz et al. 2012; Panduro et al. 2016).

3.5.2. Ontogeniay desarrollo de linfocitos T reguladores.

En la ontogenia de los linfocitos T en timo, algunos linfocitos T CD4+ autorreactivos, al
encontrarse con antigenos propios en timo, no son eliminados por seleccién negativa,
sino que se diferencian linfocitos T reguladores especificos frente a estos antigenos
propios, la mayoria de estos linfocitos T CD4+ reguladores expresan cantidades altas de
la cadena a del receptor para la interleucina 2 (IL-2) (CD25) (Abbas et al. 2015).

Las Tregs pueden ser clasificadas en 2 subpoblaciones principales, las Tregs mas
convencionales derivadas del timo originadas de forma natural (nTregs o tTregs ya que
se derivan del timo) y las Treg inducidas (iTreg) que representan una poblacion de Tregs
supresoras que se diferencian de las células T CD4+ en periferia (pTregs) (Bilate y
Lafaille, 2012).

Existen otras células T CD4+ reguladoras, incluidas las células T reguladoras tipo 1(Trl)
y las células Th3, que exhiben funciones supresoras pero sin expresar FOXP3, incluso
en algunos estudios se ha mencionado que esta expresion es transitoria (Vieira et al.
2004) (Figura 4).
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Figura 4.- Ontogenia de linfocitos T reguladores. La generacion de células Treg
provienen de manera natural del timo y son llamadas células T reguladoras naturales o
timicas (nTreg), Los linfocitos T CD4+ que salen a la periferia mediante diferentes
estimulos como antigenos microbianos, TGFf, IL-2, acido araquidonico etc. pueden
generar células T reguladoras inducidas o perifericas (iTreg). Otra poblacion de células
T reguladoras son las células Trl y Th3 que pueden o no expresar de manera transitoria
FoxP3, dependiendo de la secrecién de TG-Fp o IL-10, pero posee caracteristicas
supresoras (Modificado de Miyara y Sakaguchi, 2007).

3.5.3. Mecanismos de supresion.

Las Tregs presentan una gran variedad en sus mecanismos de supresion que dependen
del entorno inmunitario, el estado de activacion de éstas células y el tipo de célula
objetivo (Andolfi et al. 2012). Los mecanismos de supresién de respuestas inmunes
usado por las células T reguladoras incluyen: la induccién del catabolismo de triptéfano
y citotoxicidad a través de CTLA-4, modulacion de moléculas coestimuladoras en CPA e
interaccion de LAG3 con moléculas MHC de clase I, la secrecion de citocinas
inmunosupresoras, citotoxicidad y la inhibicion de la expresion de IL-2 (Miyara y
Sakaguchi, 2007):

e Modulacion de la funcidon o maduracion de las células dendriticas: Las células Treg
mediante CTLA-4 (supresion por contacto), evita la interaccién de CD28 con CD80 y
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CD86 en células dendriticas, evitando asi la activacion de células T efectoras (Taylor
et al. 2003).

Induccidn del catabolismo del triptofano: Las células Treg pueden inducir en las células
dendriticas la expresion de la enzima indoleamina degradante de triptéfano
indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), que convierte triptéfano en kynurerine, molécula
toxica para células T (Schmidt et al. 2012).

Otra molécula importante expresada en las T reguladoras es LAG-3, que se une a
moléculas del MHC-II para suprimir la maduracion de células dendriticas (Vignali et al.
2008).

Liberacién de citocinas reguladoras: TGF-B, IL-10 e IL-35, se encuentran involucradas
en tareas como la supresion directa de la sefializacién de las células T efectoras, la
regulacion de IFN-y, induccién de las mismas Treg y el mantenimiento de la expresion
de FOXP3 (Schmidt et al. 2012) (Marie et al. 2005).

Las Tregs pueden ejercer supresion mediante la expresion de granzimas que inducen
muerte celular programada, suprimiendo y matando células B y probablemente
dificultando la funcion de las células T efectoras por apoptosis (Gondek et al. 2008).

Eliminacién de IL-2: Las células Treg expresan altas cantidades de CD25, permitiendo
privar a las células T efectoras de IL-2 y con ello evitar la proliferacién celular de las

células efectoras. (Pandiyan et al. 2007).

Expresion de moléculas supresoras en la superficie de linfocitos T reguladores (por
contacto) como PD-1, CD103 y Tim-3 (Miyara y Sakaguchi, 2007) (Figura 5).
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Figura 5.- Mecanismos de supresion de linfocitos T reguladores. Las células Treg
cuentan con diferentes mecanismos de supresion para las células T efectoras, dentro de
estos mecanismos encontramos la expresion de CTLA-4 y LAG3, inhibiendo la
maduracion de dendriticas y la coestimulacion de estas células. Mecanismo por
liberacién de TGF-3, IL-10. Induccién de IDO para el metabolismo del triptofano y la
generacion de quinurenina toxica para las células efectoras. Deplecion de IL-2 por
sobreexpresion de CD25 en las células Treg y deplecion de IL- 2 en las células efectoras
(Modificado de: Miyara y Sakaguchi, 2007).

3.5.4. Interleucina 2.

Las sefiales producidas por IL-2 pueden influir en diversos conjuntos de linfocitos durante
su diferenciacion, respuestas inmunitarias y el mantenimiento de la homeostasis al
mantener la poblacion de células T reguladoras y se ha visto que ratones deficientes en
IL-2 0 CD25 desarrollan autoinmunidad sistémica debido al deterioro en sus desarrollo,
supervivencia y la funcion de las Tregs (Malek, 2008)

Después de que las Tregs son activadas, todas expresan la cadena a del receptor de
IL-2 0 mejor conocido como CD25 (Huber et al. 2004).

Es indispensable para el mantenimiento de las Tregs naturales en la periferia ya que en
ratones deficientes de IL-2, éstas células se reducen significativamente, de acuerdo al
trabajo de Fontenot y colaboradores en 2005 y para lo que Setoguchi et al. (2005) dicen
gue la principal fuente de IL-2 para la superviviencia de las Tregs son otras células T. Asi
mismo, al experimentar en pacientes linfopénicos e inyectarles IL-2 Zhang et al. en 2005
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observan que hay una induccion de la interleucina. Por lo anterior IL-2 es considerada
una citocina esencial para la supervivencia, funcion, y para controlar el mantenimiento
de las Tregs.

3.5.5. Produccion de interleucina 10 y de Factor de crecimiento transformante-

B.

La interleucina 10 es una proteina producida por la células Trl, sin embargo no es
restringida a este linaje celular, ya que se ha visto que tanto monocitos, células
dendriticas, neutrofilos, otros linfocitos T también son capaces de liberarla, sin embargo
las Trl son las Unicas células reguladoras capaces de producirla (Saraiva y O Garra,
2010; Couper et al. 2008).

IL-10 inhibe la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-12, causando asi una
disminucién de la respuesta Thl y la produccion de IFN-y, asi mismo promueven la
actividad fagocitica, aumentando la eliminacién de residuos celulares en el sitio de la
inflamacion (Lobbermann et al. 2012).

Se ha mencionado en experimentos in vivo el importante papel de IL-10 para la supresion
de las Tregs, como lo es su requerimiento para el control de colitis y el mantenimiento de
la homedstasis del nimero de células T por parte de las células T reguladoras. Annacker
y colaboradores en 2001 observan que las Tregs CD4+CD25+CD45+RB"°" aisladas de
ratones KO para IL-10 no logran prevenir la colitis y la proliferacibn homeostéatica de
linfocitos T CD4+ en ratones deficientes de RAG (gen activador recombinante); asi
mismo, en 2006 Uhlig y colaboradores demostraron que las Tregs FOXP3+ de lamina
propia intestinal pueden controlar la colitis mediante secrecién local de IL-10.

Por otro lado, se sabe que la citocina factor de crecimiento transformante p (TGF-$3) esta
involucrada en procesos celulares como hematopoyesis, proliferacion celular,
angiogénesis, diferenciacion, migracién y apoptosis celular, por lo que es fundamental
durante la embriogénesis y el desarrollo. Se ha informado sobre la expresion a nivel de
membrana de TGF-B en Tregs murinas y humanas haciendo posible la relacion de la
expresion TGF-B con la supresion dependiente de contacto con la célula. Huber y
colaboradores en 2004 (Huber et al. 2004) vieron que ratones KO para TGF-
presentaban cantidades reducidas de Tregs CD4+CD25+ afirmando asi que el
mantenimiento de las Tregs naturales requieren de TGF-(.

La superfamilia de ligandos de TGF-B (que incluye a la proteina morfogénica 6sea
(BMPs), factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs), la hormona antimulleriana
(AMH), activina y nodal) se une a un receptor, usualmente el receptor TGF-32 (receptor
Serina/Treonina cinasa) que cataliza la fosforilacion del receptor TGF-B1. Este receptor
fosforila a su vez los receptores Smad (R-Smad) que se pueden unir a otra proteina:
COSMAD SMAD4. Los complejos R-SMAD/coSMAD se acumulan en ndcleo celular
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donde actuan como factores de transcripcion y participan en el control de expresion de
genes blanco.

El R-Smad fosforilado tiene alta afinidad para el coSmad Smad4, con el que formara un
complejo de union, que entra de esta forma a nucleo donde se une a promotores de
transcripcion/cofactores y causa la transcripcion de ADN.

Las BMPs causan la transcripcion de mRNA implicado en osteogénesis y neurogénesis.
Las TGF-Bs causan transcripcion de mRNAs asociados con apoptosis, neogénesis de
matriz extracelular e inmunosupresion, asi como el arresto en G1 del ciclo celular. La
activina causa la transcripcion de mRNA implicados en el crecimiento gonadal, la
diferenciacion del embridén y la formacion de la placenta. La proteina nodal causa la
transcripcion de mRNA implicado en la correcta especificacion del eje derecho e
izquierdo del cuerpo, induccion del mesodermo e induccion del endodermo (Abbas et al.
2015).

3.5.6. Moléculas supresoras.

Una amplia variedad de moléculas se encuentran involucradas en la actividad supresora
mediada por Tregs, incluyendo a la proteina 4 citotoxica asociada al linfocito T (CTLA-
4), IL-2, IL-10, TGF-B, IL-35, el receptor de TNF inducido por glucocorticoides (GITR),
gen 3 de la activacion del linfocito (LAG3), granzyma B, adenosina y AMP ciclica (CAMP)
(Nishizuka y Sakakura, 1969).

e PD-1 0 CD279: se expresa principalmente en células T CD4+ activadas y en células
T CD8+, asi como en las células B de la periferia, monocitos, células NK y células
dendriticas (Agata et al. 1996; Yamazaki et al. 2002 y Keir et al. 2008). En 1992 se
identific6 como una molécula cuya expresion fue fuertemente inducida por estimulos
apoptoticos (Ishida et al. 1992).

El estudio realizado por Ha y colaboradores en 2016 con relacion Tregs PD-1
demuestran que esta poblacion celular se caracteriza por una funcién supresora mas
fuerte durante una infeccion viral cronica. Asi mismo Francisco et al. en 2009
describen que en sinergia con TGF-, PD-1 regula a la baja las sefiales mediadas por
TGF-B, induciendo asi la citodiferenciacion de células T naive hacia células iTregs
inducidas, y después PD-L1 restringe las respuestas de las células T efectoras al
aumentar la poblacién de iTregs, de la misma manera mantiene la expresion de Foxp3
y hace mas eficaz de su funcién supresora.

PD-1 se une con su ligando PD-L1 modulando asi la activacién y funcién de células
T, generando una sefal en éstas, que inhibe la produccién de interleucina 2 (IL-2)
dependiente del receptor del linfocito T (TCR) y su proliferacion. Cuando se activa la
sefal de TCR, PD-1/PD-L1 se fosforila y se activa. PD-1 recluta SHP-1 Y SHP-2 al
ITSM (motivo de cambio basado en inmunoreceptores de tirosina) C-terminal que
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desfosforila sefiales de TCR de ZAP70 y su asociacion con CD3C, inhibiendo
sefalizacion de PI3K/AKT rio abajo, lo que provoca la regulacion negativa de la
expresion del gen de supervivencia celular Bcl-xI y promueve apoptosis en linfocitos
T y la secrecion de citocinas (Hofmeyer et al. 2011).

Asi mismo, se atenua la fosforilacibn de PKC-©, necesaria para la activaciéon de los
factores de transcripcion NF-kB y AP-1, asi como la produccién de IL-2 como resultado
del reconocimiento de antigeno por parte del TCR. Ademas, PD-1 puede inhibir
activacion de la via de sefalizacion RAS-ERK1/2 para inhibir la proliferaciéon de
linfocitos T. PD-1 también se ha sugerido para activar PTEN, inhibiendo asi la
activacion de PISK / AKT mediada por TCR (Abbas et al. 2015).

CD103: la integrina aER7 se expresa principalmente en linfocitos epiteliales de
intestino, pulmon y piel, en subconjuntos de mastocitos de mucosa, células dendriticas
de mucosa y dérmicas (Kilshaw, 1999; Schon et al. 2002). Es un marcador especifico
de subconjuntos nTreg CD4+ en raton y existe evidencia de que actia como una
molécula de retencion, permitiendo asi la acumulacion de Tregs CD4+ CD25+ en sitios
con inflamacion (Suffia et al. 2005).

Se expresa en bajas cantidades por células del sistema inmune en bazo y nédulos
linfaticos mesentéricos (Feng et al. 2002). Principalmente se puede detectar en
poblaciones de células T junto con mucosa epitelial del intestino y en leucocitos de la
lamina propia intestinal (Kilshaw y Murant, 1990). Contribuye a la retencion de
linfocitos en tejidos epiteliales a través de la interaccion con su receptor E-caderina,
expresado por células epiteliales (Cepek et al. 1994). Se ha visto que las Treg CD103+
inhiben con mayor fuerza a proliferacion de linfocitos T CD4+ que las Treg
convencionales, por lo que CD103 es una molécula de superficie que marca a
linfocitos intestinales y a linfocitos Treg (Lehman et al. 2002 y Chen et al. 2008). Se
ha observado que helmintos pueden inducir la expresion de CD103 y otros
marcadores de activacion las Treg, ejerciendo una funcibn mayormente supresora
(Taylor et al. 2012). La integrina aER7 desempena un papel crucial en la secrecién de
citocinas mediada por TCR y la actividad citotoxica al interactuar con su ligando, el
marcador de células epiteliales E-cadherina, en las células diana.

Tim-3: fue descubierta en 2002 como una molécula expresada en células Thl CD4+
productoras de IFN-y y en linfocitos T CD8+ citotdxicos tipo 1 (Tc1) (Monney et al.
2002), y la lectina de tipo S, galectina-9 (Gal-9) se identific6 como uno de sus ligandos,
es una molécula soluble expresada ampliamente y es sobre regulada por IFN-y,
demostrando que al activarse en células Thl se induce la muerte celular (Zhu et al.
2005). La expresion de la inmunoglobulina 3 de células T se limita a linfocitos,
especialmente con alto nivel en células T reguladoras y células NK (Lozano et al.
2012). Ha sido denominada como una molécula reguladora negativa de respuestas
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Thly es indispensable en la tolerancia inmune y su expresion se da a la alza en tejidos
inflamados (Anderson et al. 2016). Se ha demostrado que Tim-3 puede regular
autoinmunidad al modular la capacidad de células Treg para amortiguar respuesta
inflamatorias (Sanchez-Fueyo et al. 2003) y se sabe que las Tregs Tim3+ cuentan con
una actividad inmunosupresora superior en comparacion con las Tregs Tim3-,
presentando moléculas supresoras como IL-10, granzimas y perforinas (Sakuishi et
al. 2013).

Las colas citoplasmaticas de Tim-3 contienen 5 residuos de tirosina conservados,
entre los cuales Y256 e Y263 pueden ser fosforilados por Src quinasas que estan
involucrados en la union de Bat3 (transcripcion asociada a HLA-B 3), p85 PI3K, Fyny
Lck a la cola C-terminal de Tim-3. En ausencia de sefalizacion Tim-3 mediada por
ligando, Bat3 se une a Tim-3 y bloquea los sitios de unién al dominio SH2 en la cola
Tim-3. En este estado, Bat3 recluta la forma cataliticamente activa de Lck, formando
asi un complejo molecular intracelular con Tim-3 que preserva y potencialmente
promueve la sefalizacion de las células T. La union de Galectina-9 y Ceacam-1 a Tim-
3 conduce a la fosforilacion de Y256 e Y263 y la liberacion de Bat-3 de la cola de Tim-
3, promoviendo asi la inhibicién de células T mediada por Tim-3 al permitir la unién de
Src quinasas que contienen el dominio SH2 y la posterior regulacion de la sefializacion
del TCR. Curiosamente, Fyn se une a la misma region en la cola Tim-3 que Bat3. Fyn
ha sido implicado en la induccién de anergia de células T y se sabe que es una quinasa
tecla para activar fosfoproteina asociada a glicoesfingolipidos microdominios (PAG),
gue recluta Csk para suprimir la funcién de Lck (Abbas et al. 2015)

LAG3: Debido a que el gen de activacion de linfocitos 3 0 CD223 posee una estructura
altamente homodloga a CD4, también puede unirse a moléculas MHC-II con una mayor
afinidad y se va regulando por incremento varios dias después de su activacion (Sierro
et al. 2011) y se expresa en las Tregs, iTregs y las Trl (Anderson et al. 2016).

ICOS: Coestimulador inducible. Experimentos in vitro han confirmado que la
capacidad de producir citocinas es diferente en presencia o ausencia de ICOS en las
Tregs, donde en presencia se secretan grande cantidades de IL-10 y cantidades
moderadas de TGF- y son consideradas altamente supresoras (Kornete et al. 2012).

OX-40: Su funcién principal es para mejorar proliferacion y supervivencia de células T
CD4 y CD8, asi mismo se observé defectos en el desarrollo de Tregs en ratones KO
de OX40 (Takeda et al. 2004), asi como defectos en su mantenimiento, supervivencia
y proliferacion (Piconese et al. 2010)

CTLA-4: El antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos o CD152 se considera un
inhibidor del punto de control “lider’, ya que elimina células T potencialmente
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autorreactivas en una etapa mas temprana en contraste con PD-1. Se encuentra
involucrado en el “freno intrinseco” de la proliferacion de las Tregs, ya que al eliminarlo
se obtuvo como resultado una multiplicacion de las Tregs mejorada de acuerdo con
Schmidt y colaboradores en 2009.

e |L-35: Es un citocina recientemente descubierta con importantes propiedades
inflamatorias. Se encuentra conformada por las cadenas a y B, ambas altamente
expresadas en las Tregs a comparacion de las APCs o las células efectoras (Leclerc
et al, 2016). De acuerdo a Collinson y colaboradores en 2007, es considerada como
una citocina inmunosupresora y se cree que las Tregs son la principal fuente de IL-35
y es indispensable para su maxima capacidad supresora.

3.5.7. Linfocitos T reguladores y parasitos.

Las Tregs también se encuentran en enfermedades inflamatorias, pero su papel difiere
entre los patdégenos. En algunos casos, las Tregs modulan la respuesta inmune
exacerbada, favoreciendo la supervivencia tanto del huésped como del patégeno
(Belkaid y Tarbell, 2009; Maizels y Smith, 2011; Sanchez y Yang, 2011).

Muchos agentes patdgenos han desarrollado estrategias de evasion inmune contra el
hospedero, generando asi condiciones que aseguran su supervivencia durante un
periodo prolongado de tiempo, y en particular, los microorganismos inducen una gran
variedad de células reguladoras para el mismo fin, lo que implica que la induccién de las
Tregs es resultado de la respuesta del hospedero al proceso infeccioso en un intento por
mantener o restaurar un entorno homeostético (Belkaid, 2007).

De acuerdo a Belkaid et al. en 2002 existe evidencia explicita de que los parasitos
estimulan poblaciones supresoras de células T, como es el caso de las Tregs. Asi mismo
en algunos casos esta poblacion celular parece prolongar la supervivencia del patégeno,
mientras que en otros las respuestas inmunitarias potencialmente patégenas se regulan
a la baja.

En 2003 Powrie y colaboradores observaron que las Tregs activadas logran controlar
eficazmente a las células T y respuesta innata en modelos murinos de colitis,
minimizando el dafio colateral en tejido y de igual forma destacan que las Tregs
previenen respuestas exacerbadas contra la flora y mantienen la integridad en el
intestino.

Los parasitos helmintos ha desarrollado estrategias e inducen respuestas inmunes
similares a pesar de su gran divergencia evolutiva, denominadas respuestas de tipo Th2
estereotipadas, caracterizadas por la secrecion de altos niveles de citocinas
antiinflamatorias como IL-6, IL-9, IL-10, IL-25, IL-33, TGF-B y principalmente IL-4 e IL-13
(Anthony et al. 2007), y como consecuencia/origen de esta secrecion de citocinas, hay
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alteraciones como altos niveles de linfocitos T CD4+ diferenciados en subconjuntos
reguladores Th2 y Tregs, entre otros (Maizels et al., 2004).

3.6. Parasitos moduladores.

En la actualidad los helmintos y sus antigenos son reconocidos por poseer importantes
actividades inmunomoduladoras, pero sigue sin estar claro como la infeccion helmintica
causa estos efectos inmunoreguladores (Maizels y Yazdanbakhsh, 2003). Una
caracteristica clave de las infecciones por helmintos es la induccién de respuestas
inmunes Th2 en sus huéspedes (Maizels y Yazdanbakhsh, 2003; Maizels et al. 2004).
Los parasitos helmintos han desarrollado mecanismos complejos y efectivos para evadir
las respuestas inmunitarias de sus hospederos, utilizando estrategias
inmunorreguladoras para evitar mecanismos efectores inmunes y de forma general,
estos procesos son necesarios para que los parasitos completen sus largos ciclos de
vida o para favorecer la supervivencia del huésped (Schmid-Hempel, 2009; Herbert et al.
2004) (Tabla 1).

La infeccidn crénica con Schistosoma mansoni en ratones igualmente ilustra el papel
protector de las células T reguladoras, ya que en la eliminacion de la poblacién celular,
aumenta el dafio al higado (Hesse et al. 2004). Ante la presencia de una infeccion cronica
con Heligmosomoides polygyrus se da la expansion y activacion de células Treg CD4+
CD25+, estimulando la expresiéon de CD103 (Finney et al. 2007). La infeccion por el
helminto Brugia malayi aumenta la expansion de las Treg con expresion de CD103 y
CTLA-4 (McSorley, et al. 2008). Respecto a la regulacién de inflamacién intestinal,
durante las infecciones con Trichuris muris y H. polygyrus (Rausch et al. 2009), al eliminar
las Treg conduce a un incremento en el dafio e hiperplasia de las criptas, aunque la
produccion de moco no se ve afectado, en humanos tiende a haber una expresion
reducida de Foxp3, CTLA-4 y TGF-B y un aumento de las respuestas Th1y Th17 (Babu
et al. 2009).
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Paréasito y Modulacion Autor

productos
Fasciola Vesiculas extracelulares del helminto modulan | Roig et al.
hepatica respuesta inmune durante colitis 2018
Infeccion reduce susceptibilidad a colitis. Liuetal.y
Schistosoma Antigeno soluble en células dendriticas atentda Wang et
japonicum severidad de colitis al. 2017

Trichuris murisy | Treg son importantes en la proteccion contra Rausch et
Heligmosomoid inflamacion intestinal al. 2009
es polygyrus

McSorley,

H. polygyrus y Expansién y activacién de Treg CD4+ CD25+, | etal. 2008
Brugia malayi estimulando la expresién de CD103 Finney et
al. 2007

S. mansoni Al eliminar Treg hay aumento de dafio hepatico | Hesse et
al. 2004

T. crassiceps Induce respuesta inmune tipo Th2 Terrazas

et al. 1998

Tabla 1.- Parasitos involucrados en modulacion de la respuesta inmune. Debido a
las distintas estrategias de evasién, determinados parasitos cuentan con una importante
actividad inmunomoduladora.

3.6.1. Taenia crassiceps.
Otro de los helmintos importantes con capacidades inmunoreguladoras incluye a Taenia
crassiceps, éste parasito helminto pertenece al filo Platyhelminthes, clase Cestoda
(Goeze y Zeder, 1800) con la habilidad de modular el sistema inmune del hospedero,

generando en él un ambiente que le permita sobrevivir (Becerra-Diaz y Terrazas, 2014).

T. crassiceps presenta actividad inmunomoduladora mediante la induccion de la
respuesta inmune del tipo Th2 (Terrazas et al. 1998).
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La mayoria de estos cambios se deben a la capacidad del parasito para excretar/secretar
antigenos con propiedades inmunorreguladoras (Gémez-Garcia et al. 2006; Hewitson et
al. 2009).

Se considera que este organismo es Util para el diagnostico inmunoldgico en humanos
infectados por Taenia solium, ya que se ha comprobado su similitud antigénica con
Taenia crassiceps, siendo que pacientes con neurocisticercosis reconocen su antigeno
de forma positiva (Terrazas et al. 1998 y Sciutto et al.1990) (Figura 11).

Los mecanismos mediante los cuales los helmintos parasitos adquieren este efecto
inmunomodulador no se conocen por completo, pero lo que si se sabe es que desarrollan
estos mecanismos de forma satisfactoria y sofisticada para mantener el ambiente
regulatorio sin ocasionar dafios secundarios (Pearce y Reiner, 1995; Maizels et al. 2004).
Asi mismo se ha analizado la poblacion de linfocitos Treg durante distintas fases de la
infeccion de T. crassiceps pero no se han encontrado cambios en los porcentajes de la
poblacién celular (Adalid-Peralta et al. 2013).

3.6.2. Modulacién de larespuesta inmunitaria generada por Taenia crassiceps

T. crassiceps induce una respuesta tipo Thl rapida que se asocia con la eliminacion del
parasito, ya que la administracion de IFN-y exdgena genera inmunidad contra T.
crassiceps (Terrazas et al. 1999), probablemente a través de la produccion de Oxido
nitrico, ya que este Ultimo se asocia a la proteccion (Alonso-Trujillo et al. 2007) durante
las dos primeras semanas, que conforme avanza el tiempo se vuelve mas dificil de
detectar, mientras que a partir de la semana 4 se genera una respuesta tipo Th2
(Terrazas et al. 1998), que puede ser replicada in vivo mediante la inyeccion de extracto
de antigenos soluble, donde la estructura intacta de los glicanos juega un papel clave
(Gomez-Garcia et al. 2006) (Figura 6).
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Figura 6.- Infeccién de T. crassiceps. La infeccidn con metacestodos de este parasito
en peritoneo de roedores induce el modelo de cisticercosis experimental, donde
podemos observar una respuesta tipo Thl en las primeras semanas de infeccion,
presentando baja cantidad de carga parasitaria, altos niveles de IFN-y, IL-1p, NO entre
otros, después de 4 semanas, la infeccion se vuelve crénica y la respuesta se polariza al
tipo Th2 donde hay reclutamiento de eosinofilos y citocinas como IL-10 o IL-4
favoreciendo asi el aumento de la carga parasitaria. (Tomado de N.Peédn et al. 2013).

3.6.3. Células inducidas por T. crassieps.
La etapa cronica de la infeccién caracterizada por la presencia de citocinas Th2, tales
como IL-4, IL-13, IL-5 e IL-10, generan células con perfil supresor como macréfagos
alternativamente activados (M2). Sin embargo, se desconoce si otras poblaciones
celulares se estan induciendo como células T reguladoras (Duque y Rojas. 2007).

3.6.4. Antigenos excretados/secretados de T. crassiceps.

Se sabe que la inhibicién de respuesta proinflamatorias y la induccion de inmunidad Th2
durante las infecciones helminticas dependen de la capacidad del parasito de
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excretar/secretar antigenos con propiedades inmunorreguladoras con efectos
importantes en las células mieloides supresoras (MDSCs), reclutamiento de eosinoéfilos
y basodfilos deterioro en la maduracion de células dendriticas, macrofagos
alternativamente activados y en algunos casos la induccién de células T reguladoras
(Gomez-Garcia et al. 2006; Hewitson et al. 2009; Harnett y Harnett 2010).

Por otro lado se ha reportado que la inoculacion via intraperitoneal de antigenos
excretados/secretados de T. crassiceps puede generar linfocitos T CD4+ efectores que
secretan altos niveles de citocinas Th2, asi como en la infeccion (Gomez-Garcia et al.
2005), asi como la induccién del reclutamiento de células mieloides supresoras que
pueden inhibir la proliferacion de linfocitos T activados, asi como células dendriticas con
un perfil inmaduro y tolerantes a LPS (Terrazas et al. 2011) capaces de responder
eficientemente contra agonistas que podrian inducir citocinas proinflamatorias (Figura 7).

Sin embargo no se tiene evidencia si los TCES puedan generar poblaciones de linfocitos
Treg que a su vez modulen procesos inflamatorios como la colitis, mediante la expresion
de moléculas supresoras, evitando asi la activacion de linfocitos T con un perfil
inflamatorio
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Figura 7.- Modulacion de la respuesta inmune por antigenos

excretados/secretados de T. crassiceps. Poblaciones celulares moduladas por los
productos de T. crassiceps, (Tomado de N.Pedn et al. 2013).
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4. Justificacion.

Las enfermedades inflamatorias intestinales, como la enfermedad de Crohn y colitis
ulcerativa han incrementado con el paso del tiempo, lo que también ha llevado a
aumentar los casos de cancer de colon asociado a colitis. La causa de las Ell
permanece desconocida sin embargo, se sabe que la inflamacion juega un papel muy
importante. La colitis es un desorden inflamatorio crénico con disrupcion en la funcion
de la barrera epitelial. Por otro lado, la exacerbada inflamacion generada durante el
desarrollo de la colitis podria ser controlada con mecanismos inmunosupresores
generados por una variedad de células con propiedades reguladoras y supresoras
como las células Tregs. Sakaguchiy colaboradores, en 1995 describen que la tolerancia
a los autotantigenos y a las bacterias comensales del intestino es mantenida por las
células Treg al inhibir la proliferacion y las funciones de otras células T.

Eastaff-Leung y colaboradores en 2010, encontraron una sobreexpresion de Foxp3 en
la mucosa intestinal de pacientes con enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa, lo que
sugiere gque las Tregs pueden reclutarse activamente en la mucosa intestinal con el fin
de suprimir la respuesta inmune proinflamatoria.

Antecedentes en el laboratorio indican que la administracion de TcES a ratones con
colitis genera una gran cantidad de IL-10 en colon, siendo esta citocina una de las
principales producidas por células Tregs, monocitos y macréfagos alternativamente
activados (M2) y células Treg. Se desconoce si estas moléculas producidas por el
parasito pueden generar poblaciones de células Treg y si los TCES pueden modificar la
expresion de moléculas de activacion celular. Por lo que este trabajo se centré en
evaluar si los antigenos producidos por Taenia crassiceps generan células T
reguladoras con diferente grado de activacibn como células supresoras de procesos
inflamatorios para modular el desarrollo de la colitis experimental.
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5. Hipotesis.

Los antigenos excretados/secretados de Taenia crassiceps modulan el reclutamiento y
activacion de linfocitos T reguladores como un mecanismo modulador del desarrollo de
la colitis experimental.

6. Objetivos.
6.1. Objetivo general.

Determinar si los antigenos excretados/secretados de Taenia crassiceps alteran el
reclutamiento y la activacién de células T reguladoras en colitis experimental.

6.2. Objetivos particulares.

e Evaluar el modelo de colitis experimental mediante el IAE, pérdida de peso y dafio
histopatoldgico en los diferentes tratamientos.

e Determinar presencia de Tregs en circulacion, bazo, peritoneo, ganglios linfaticos
mesentéricos y lamina propia de ratones con colitis y tratados con TcES.

e Analizar la expresion de moléculas como CD103, PD1y Tim-3 en células Treg de los
diferentes grupos experimentales.

e Evaluar la expresion de los genes MUC2 y TGF-$ en colon de los grupos de estudio.
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7. Materiales y métodos.
7.1. Material biologico.

Se utilizaron ratones hembras de la cepa C.Cg-FoxP3™M1Tc"i de 7 a 8 semanas de edad,
divididos en 4 grupos experimentales: Control, DSS (administracion via oral de Dextran
Sulfato de Sodio al 4%), DSS+TcES (administracién de DSS al 4% e inoculacién via
intraperitoneal de 200ug de TcES) y TcEs (inoculacién de 200ug de TcES).

7.2. Infeccion ratones con T. crassiceps.

Se indujo cisticercosis experimental en ratones hembras de la cepa BALB/c de 4 a 6
semanas de edad, con 20 metacéstodos de T. crassiceps (cepa ORF), con un tamafio
de 2-3mm, redondos y sin gemaciones. Los cisticercos se obtuvieron después 8-10
semanas de infeccion. Se lavaron 4 veces con solucién salina y se inocularon via
intraperitoneal con 0.5ml de solucién salina (PISA) con jeringas de 1ml.

7.3. Obtencion de antigenos excretados/secretados de T. crassiceps.

Los metacéstodos se obtuvieron de cavidad peritoneal de ratones BALB/c infectados de
ocho a diez semanas en condiciones estériles, se lavaron con solucién salina 4-5 veces
y posteriormente se incubaron por 24 y 48 horas con solucion salina en botellas de cultivo
con filtro en una proporcion 1:2 a 37°C con 5% de CO2.

Una vez transcurridos los tiempos, se recuperaron los sobrenadantes con las
excreciones y secreciones de los parasitos, se centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos,
se recupero el sobrenadante y se desecharon los detritos.

Posteriormente se concentrd el sobrenadante en tubos AMICON (Ultra Filter Millipore)
con una membrana de 50 kDa, se centrifugaron durante 40-50 minutos a 4000rpm y una
vez que bajo todo el sobrenadante, se recuperé la fraccion >50kDa y se desecho la
porcion restante.

Posteriormente se le agregd inhibidor de proteasas (Sigma Aldrich) en una proporcion
de 1ul/ml. Se homogeniz6 y se paso por un filtro de 0.20um y por dltimo se hicieron
alicuotas en tubos eppendorf estériles de 1.5ml para almacenarse a -70°C hasta su uso.

7.4. Cuantificacion de proteinas de TcES por método de Bradford.
La concentracion de las proteinas del TCES se realiz6 por el método de Bradford, donde
en una placa de 96 pozos se realizé una curva tipo ocupando como estandar BSA

100ug/ml, haciendo diluciones seriadas 1:2 hasta una concentracion de 1.56ug/ml por
duplicado. Las muestras de TcES se diluyeron a partir de una dilucion 1:10 hasta 1:80.
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A cada pozo se le adicion6 100ul de reactivo de Bradford (Sigma Aldrich) y se mezclo
suavemente evitando burbujas. Se determind la absorbancia a 570nm en un lector de
ELISAS (Thermo Labsystems Multiskan Ascent 354) y calcular la concentracion de TcES.

7.5. Integridad de TcES por electroforesis.

Para determinar el peso molecular y verificar la integridad de los TcES, se realizé una
electroforesis de proteinas en SDS-PAGE con geles de poliacrilamida al 10%, se
colocaron 30 ug de las proteinas y marcador de peso molecular (Thermo scientific), el
corrimiento se realizé a 90V, 150mA por dos horas, para posteriormente tefiir las
proteinas con azul de Comassie durante 15 minutos en agitacion. Posteriormente se
retird el colorante y para eliminar su exceso en el gel se agregé solucion destefiidora
para visualizar las bandas del TcES.

7.6. Induccion de colitis experimental.

Se formaron 4 grupos: Control, DSS, DSS+TcES y TcES, (n=5 ratones por grupo). Se
indujo colitis mediante la administracion oral de Dextran Sulfato de Sodio (DSS) (DSS
P.M. 40000, Alfa Aesar, Canada) al 4% diluido en agua potable estéril a los grupos de
ratones DSS y DSS+TCES, durante un periodo de 9-11 dias. El grupo control y TcES
solo recibieron agua potable.

Los ratones de los grupos DSS+TCES y TcES fueron inoculados via intraperitoneal con
200ug de TcES diariamente, a partir del segundo dia de induccion de colitis experimental
hasta un dia antes del sacrificio.

7.7. Evaluacion del modelo de colitis experimental.

Para determinar el grado de severidad de la colitis ulcerativa, se registrd diariamente el
peso de cada uno de los ratones de los cuatro grupos, asi como el IAE para el cual se
tomaron los criterios siguientes: moco, diarrea, presencia de sangre en heces y sangrado
rectal, siendo 0 ausente o sano y 4 el valor maximo de dafio.

Después del sacrificio se extrajo el colon de cada ratdn para registrar su longitud.

7.8. Obtenciodn de células de circulacion.
Los ratones fueron sangrados de la cola previo al sacrificio, obteniendo 100ul de sangre
en un tubo eppendorf de 1.5ml con 100ul de EDTA al 1%.

La sangre fue mezclada con el anticoagulante para posterior determinaciéon de las
poblaciones celulares por citometria de flujo.
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7.9. Obtencion de células de peritoneo.
En condiciones estériles, se inyectaron 10ml de solucion salina via intraperitoneal (Pisa)
5 veces para realizar lavados de la cavidad y asi obtener las células con ayuda de una
jeringa y se colocaron en tubos estériles de 15ml. Posteriormente se centrifugaron a
2500rpm por 10 minutos, se decanto el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 1ml
de buffer de tincion. Después se contaron las células en camara de Neubauer con
colorante azul Tripano para asegurar la viabilidad de las células.

7.10. Obtencion de células de bazo.

Se extrajo el bazo, éste se colocé en un tubo estéril de 15ml, después fue perfundido con
10ml de solucién salina con ayuda de una jeringa de 10ml y una aguja de tuberculina,
sobre el mismo tubo para obtener los esplenocitos.

A continuacion, las células fueron centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos el
sobrenadante se decanto se resuspendié el paquete celular, al cual se le agregd 5ml de
solucion hemolizante durante 10 minutos a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo
con 5ml de solucion salina. Posteriormente las células fueron lavadas a 1500rpm por 5
minutos. Se decanté el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 3ml de buffer de
tincion.

Se contaron las células con el colorante azul Tripano en una camara de Neubauer.

7.11. Obtencién de células de ganglios linfaticos mesentéricos.

Se extrajeron los 3 ganglios linfaticos mesentéricos cercanos a la zona proximal del ciego
intestinal, posteriormente fueron macerados con ayuda de tela de organza y lavados con
medio de cultivo RPMI, se colocaron las células obtenidas en tubos de 15ml. Se
centrifugaron las células a 1500rpm por 5 minutos, se decant6 el sobrenadante y se
resuspendié el paquete celular en 1ml de medio de cultivo RPMI. Las células fueron
contadas con el colorante azul Tripano.

7.12. Obtencién de células de lamina propia.

Una vez obtenidas las porciones de intestino para histologias, se utilizé el resto de tejido
para la obtencién de células de lamina propia. El intestino se abri6 longitudinalmente y
se lavé con HBSS + Antibidtico 1x frio para retirar restos de heces, se realizaron 4
lavados en agitacién por 2 minutos cada uno. Posteriormente se lavé con HBSS + EDTA
2mM (J.T.Baker, México) + SBF 2% + Antibidtico 1x para retirar la mayor parte de
mucosa intestinal y se incub6 a 37°C en agitacion a 250rpm. Se lavaron con HBSS +
SBF 2% + Antibiotico 1x.
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Con ayuda de una navaja de bisturi se cort6 el colon en pedazos no mayores a 2mm. El
intestino se puso a digerir en medio RPMI + SBF 10% + 40ul/ml de desoxirribonucleasa
| de pancreas bovino (DNAasa I) (Sigma, EUA) + antibidtico 1x + 0.5mg/ml de
Colagenasa D de Clostridium histolyticum Clostridiopeptidasa liofilizada (Roche,
Alemania), manteniéndolas en agitacion a 250rpm a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente se pasaron las células por un filtro de 100um y después por uno de 40um
(BD, Falcon, EUA) para retirar restos de tejido. Las muestras de tejido fueron
centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos. Para quitar restos de colagenasa, las células
fueron lavadas con medio RPMI completo (Antibidtico 1x + SBF 10%) por 10 minutos a
15000rpm y se resuspendieron en 5ml de medio RPMI.

Las células fueron separadas mediante un gradiente de Percoll al 30 y 70% (GE
Healthcare, EUA) con una densidad de 1.130b/ml formando dos fases y centrifugando a
2000rpm durante 30 minutos sin freno. Se recuperé la fase media de los gradientes,
posteriormente fueron lavadas 2 veces con buffer de tincion.

Una vez finalizada la extraccion de células de lamina propia, se colocaron en tubos para
citometria, se contaron las células con una camara de Neubauer con el colorante azul
Tripano.

7.13. Citometria de flujo.
e Tincion de células de circulacién.
Se colocaron 50ul células de sangre mas 50ul de buffer de tinciébn en tubos para

citometria (BD Falcon) y posteriormente se agregaron 100l de la mezcla de anticuerpos:
como se indica en la tabla 2.

Titulo del
Anticuerpo Fluorocromo | anticuerpo Catalogo Marca
(D)
CD4 PB 0.1 558107 BD
CD8 BV605 0.3 563152 BD
CD25 APCy7 0.5 102026 Biolegend

Tabla 2.- Anticuerpos utilizados paralatincién de células de circulacion. PB (Pacific
Blue), BV605 (Brilliant Violet 605) y APC (Aloficocianina).

Se incubaron por 30 minutos a 4°C protegidas de la luz y una vez transcurrido el tiempo,

las muestras se procesaron con 3ml de solucion hemolizante durante 13 minutos a
temperatura ambiente y cubiertas de la luz. La reaccion se detuvo con 1ml de buffer de

32



tincion y se lavaron a 1500rpm durante 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se
realizaron dos lavados mas con buffer de tincion.
Para finalizar, las células fueron resuspendidas en 500ul del mismo buffer.

e Tincion de células de bazo.

Se colocaron 1x10° células de la muestra mas 1ml de buffer de tinciéon en tubos para
citometria (BD Falcon), se centrifugaron a 1500rpm por 5 minutos, se decanto el exceso
de buffer de tincion y se homogenizaron las muestras. Después se agregaron 100ul de
la siguiente mezcla de anticuerpos:

Titulo del
Anticuerpo Fluorocromo anticuerpo Catélogo Marca
(u1)
CD4 PE 0.1 558107 BD
CD8 BV 605 0.3 563152 BD
CD25 APCy7 0.5 102026 Biolegend
PD-1 PECy7 0.7 135216 Biolegend
Tim-3 PE 1 134003 Biolegend

Tabla 3.- Anticuerpos utilizados paralatincion de células de bazo. PB (Pacific Blue),
BV605 (Brilliant Violet 605), APC (Aloficocianina), PE (Ficoeritrina).

Se incubaron por 30 minutos a 4°C protegidas de la luz y una vez transcurrido el tiempo,
se detuvo la reaccién con 1ml de buffer de tincién y las células fueron centrifugadas a
1500rpm por 10 minutos. Se decanté el sobrenadante y se resuspendieron las células
con 500yl buffer de tincion.

e Tincidn de células de peritoneo, ganglios linfaticos mesentéricos y lamina propia.
Se colocaron 1x10°8 células de la muestra mas 1ml de buffer de tincién en tubos para
citometria (BD Falcon), se centrifugaron a 1500rpm por 5 minutos, se decanto el exceso

de buffer de tincion y se homogenizaron las muestras. Después se agregaron 100ul de
la siguiente mezcla de anticuerpos:
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Titulo del
Anticuerpo | Fluorocromo | anticuerpo | Catalogo Marca
(1))

CD4 PB 0.1 558107 BD

CD8 BV 605 0.3 563152 BD
CD25 APCy7 0.5 102026 Biolegend
PD-1 PECy7 0.7 135216 Biolegend
Tim-3 PE 1 134003 Biolegend
CD103 Alexa647 1 121410 Biolegend

Tabla 4.- Anticuerpos utilizados para la tincion de células de lamina propia,
peritoneo y ganglios linfaticos mesentéricos. PB (Pacific Blue), BV605 (Brilliant Violet
605), APC (Aloficocianina), PE (Ficoeritrina).

Se incubaron por 30 minutos a 4°C protegidas de la luz y una vez transcurrido el tiempo,
se detuvo la reaccion con 1ml de buffer de tincién y se lavaron las células a 1500rpm por
10 minutos. Se decantd el sobrenadante y se resuspendieron las células con 500pl buffer
de tincion.

Para finalizar, todas las muestras se leyeron en el citbmetro Attune NxT (Thermo Fisher
Scientific) tomando 250ul. A su vez, los datos obtenidos fueron analizados con el
software FlowJo v10.1r7.

7.14. Histologia de intestino.

Los colon fueron lavados con solucion salina (Pisa) y se corté de la parte distal una
porcion de aproximadamente 0.5cm, se conservé en 5ml de etanol al 100% a 4°C no
mas de 7 dias, después los tejidos se colocaron en casetes de inclusién para pasarlos
por etanol absoluto 1, 2 y 3, dejando los tejidos 1 hora en cada uno. A continuacién
pasaron a xilol 1, 2 y 3, dejandolos 40 minutos en cada uno. Finalmente pasaron por
parafina 1, 2 y 3, durante 1 hora en cada una a una temperatura de 56°C. Los tejidos se
incluyeron en una consola de inclusién (Lupetec, Brasil) y se realizaron cortes
histol6gicos de 4um de grosor con un microtomo (Leica, Alemania), que fueron montados
en portaobjetos previamente tratados con poly-L-lisina (Sigma, EUA). Para la extension
del tejido se utilizé6 un bafio de flotacion (Gesellchaft fur Labortechnik, Alemania) con
agua destilada a 56°C. Para retirar el exceso de parafina, los portaobjetos se incubaron
a 58°C por 1 hora.
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7.15. Tincién Hematoxilina - Eosina.

Se realizé la tincibn Hematoxilina-Eosina (H-E) (Sigma, EUA.) para determinar la
estructura del colon, observar infiltrado celular, grosor de la lamina propia, estructura de
las criptas, vellosidades y microvellosidades. Los tejidos pasaron por xilol absoluto,
alcohol-xilol, alcohol absoluto, alcohol al 90, 80 y 70%, posteriormente por hematoxilina
durante 1 minuto y se enjuagd con agua corriente para poder pasarlos a alcohol-acido y
se volvieron a lavar en agua corriente. Después pasaron por eosina durante 1 minuto y
se lavaron con agua corriente. Finalmente se colocaron en alcohol 70, 80, 90 100%
durante 3 minutos y en xilol.

Las laminillas se montaron con entellan (Merck Millipore) y se observaron en microscopio
optico (Zeiss, Alemania), utilizando el programa AxioVisionRel 4.6n (Zeiss, Alemania),
las fotos fueron tomadas con la cAmara Axiocam ICc3 (Zeiss, Alemania) con objetivos
10x y 20x.

7.16. Tincién de células caliciformes.

Asi mismo se llevo a cabo una tincion de Alcian Blue (Sigma, EUA) para determinar la
presencia de células caliciformes, mediante xilol durante 10 minutos, alcohol-xilol por tres
minutos, alcohol absoluto, 90, 80 y 70% por 2 minutos y se lavaron con agua corriente.
Luego se les coloco el colorante Alcian Blue 1:100 durante 30 segundos con una pipeta
pasteur directamente en los tejidos y se lavaron con agua corriente. Posteriormente se
tineron con hematoxilina por 1 minuto y se lavaron con agua corriente, para colocarse
después en acido clorhidrico al 0.25% durante 25 segundos y lavarse en agua corriente.
Después se colocaron en agua amoniacal al 0.25% por 3 segundos y se volvieron a lavar.
Se pasaron por alcohol al 70% durante 1 minuto y luego se tifieron con eosina durante
15 segundos. Para finalizar, pasaron por alcohol al 95 y al 100% durante 1 minuto cada
uno y por xilol durante 5 minutos.

Las laminillas se montaron con entellan (J. T. Baker, México) y se observaron en
microscopio Optico (Zeiss, Alemania), utilizando el programa AxioVisionRel 4.6n (Zeiss,
Alemania), las fotos fueron tomadas con la caAmara Axiocam ICc3 (Zeiss, Alemania) con
objetivos 10x y 20x.

7.17. Extraccion de RNA de intestino.
La extraccion de proteinas de intestino se realizo con el kit RNA/DNA/Protein Purification
Plus Kit (Norgen Biotek Corp. Product #47700). Se transfirio el tejido a un mortero para

macerar con nitrogeno liquido. El polvo obtenido se coloco en un tubo eppendorf con 300
pl de buffer SKP para lisar el tejido, posteriormente el tejido ya lisado se paso 5 veces
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por una aguja de 25 Gs y se dio un spin a 2500 rpm durante 2 minutos. Se transfirio el
sobrenadante a tubos eppendorf y se ensambld la columna gDNA Purification en el tubo
Collection del mismo kit, y se agregaron 600 pl del lisado para centrifugarse a 8000 rpm
por 1 minuto hasta que todo el volumen pasé por la columna y asi conservar sélo RNA y
proteinas.

Para la purificacion de RNA se ensamblé la columna en tubo Collection, y a cada 100 pl
del flujo se le agregd 60 pl de etanol absoluto. Después se ensamblo la columna de
RNA/Protein Purification con el tubo Collection y se agregé 600 ul del lisado con etanol
para centrifugarse a 6000 rpm por 2 minutos hasta que todo el volumen pasé por la
columna. A su vez se agrego 0.5 ul de inhibidor de fosfatasas (Sigma) y 3 pl de inhibidor
de proteasas, por cada 300 pl de flujo.

Posteriormente para el lavado de RNA, se ensamblo la columna en tubo Collection y se
le agreg6 400 pl de Wash Solution A'y se centrifugé a 6000 rpm por 1 minuto, se descarté
el flujo y se volvié a ensamblar la columna con tubo Collection, este paso se realiz6 3
veces. Se descart6 el flujo después del ultimo lavado, se ensamblé columna con tubo
Collection y se centrifugd a 14000 rpm por 2 minutos, después se descartd el tubo
Collection.

Para la elucion de RNA se colocé la columna en los tubos de elucién del kit de 1.7 ml y
se agrego6 50 ul de Elution Solution A, se centrifugé a 2000 rpm por 2 minutos y luego a
14000 rpm por 1 minuto.

Finalmente el RNA se conservé a -70°C.

Se realiz6 la cuantificacion del RNA obtenido con espectrofotometro (Epoch 2 Biotek,
EUA) y se realiz6 su conversion a cDNA con el termociclador () usando 4yl de buffer 5x,
1 pl de Ribolock, 2 pl de dNTPs 10mM y 1 pl de R Transcriptasa con las condiciones...
Posteriormente se realizé la cuantificacion de cDNA y se realizaron los célculos para
cargar 4 ul del mismo para cada muestra.

7.18. PCR punto final de intestino.

Se realizé PCR de punto final de tejido de intestino para determinar la expresion del gen
constitutivo GAPDH (Tm 54°C 201 Pb) y los genes MUC2 (Tm 60°C 531Pb) y TGF-3
(Tm 60 °C 195PDb), utilizando 6.25 pl de la polimerasa Mg Taq Go y 1 ul de los primers
forward y reverse respectivamente para cada uno de los genes. IDT INTEGRAL DNA
TECHNOLOGIES
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Mezcla de reaccion pl/muestra
Mg Taq Go 6.25
Primer F 1
Primer R 1

Agua 12.75

Tabla 5.- Mezcla de reaccion para PCR punto de final. Intestino para los genes
GAPDH, MUC2 y TGF- B.

El producto obtenido en cada uno de los genes se electroforesis en gel de agarosa al
1.5% en buffer TBE 1x y Bromuro de Etidio (Amresco, EUA) en cdmara molde. Una vez
gelificado se agregd buffer de carga juice 1x (Invitrogen, EUA) y se colocaron 10 pul del
producto. En el primer carril se coloc6 marcador de peso molecular. Las muestras se
corrieron durante 30 minutos a 100 volts y se observaron en un transiluminador de luz
UV. Las imagenes se capturaron con el programa BioSens SC 645.

7.19. Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism 6, desarrollando una
analisis con la prueba paramétrica ANOVA de un factor para obtener las diferencias
significativas y con la prueba de Tukey para comparaciones multiples y asi determinar
entre qué grupos existian dichas diferencias. Se considerdé estadisticamente
significativos valores con p<0.05.
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8. Resultados.
8.1. Evaluacion del progreso de colitis experimental.

Durante 9 dias de induccion de colitis e inoculacién de TCES se registro el peso en cada
uno de los grupos de ratones de los diferentes grupo (Control, DSS 4%, DSS 4%+TcES
y TCES). A partir del dia 6 se determiné una disminucién en el peso de los ratones
tratados Unicamente con DSS 4%, mientras que los otros tres grupos mantuvieron su
peso (X). En el dia 8, el grupo de DSS tuvo una pérdida significativa de peso (X) como
se muestra en la figura 8A.

Por otra parte, se obtuvo el IAE, para determinar la severidad de la enfermedad,
evaluando mediante la presencia de factores como sangre, diarrea y moco, considerando
los valores de 0 a 4, donde O es ausencia o estado normal y sano, 1 moderado, 2
abundante, 3 méas abundantes y 4 valor maximo de enfermedad.

En la figura 8B se observa el avance de la enfermedad a lo largo de los dias de induccién
de colitis ulcerativa y es notorio que en el grupo tratado con DSS aumenta el dafio
durante el paso del tiempo a comparacion del grupo con colitis tratado con TcES.
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Figura 8.- Porcentajes de pérdida de peso y evaluacion del indice de Actividad
de la Enfermedad. A) Cambios diarios en el peso corporal durante los distintos
tratamientos (Ctrl, DSS, DSS+TcES, TcES) se expresan como porcentajes. B) Cambios
en el IAE sobre el curso de los tratamientos DSS, DSS+TcES y TcES. Datos de 2
experimentos independientes de cuatro grupos de ratones. Los valores se consideraron
estadisticamente significativos con una p<0.05.

8.2. Longitud del colon.

El grupo control mostrd una longitud de colon de 7.12cm, mientras que con el tratamiento
de DSS la longitud del colon disminuyé a X=4.74cm . Con el tratamiento de DSS+TCES
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aumento la longitud del colon en X=5.94cm, resultados similares fueron encontrados con
el tratamiento con los TcES (Figura 9).
Indicando que los TcES disminuyen el desarrollo de la colitis.

A) B) 10 -

Control DSS DSS+TcES TcES 8+

cm

Figura 9.-Cambios macroscépicos en el colon. A) Imagen representativa de
cambios macroscoépicos y longitud de colon B) Los cambios de la longitud del colon
y ciego se determinaron en los cuatro grupos de estudio. Datos de 2 experimentos
independientes de cuatro grupos de ratones. Los valores se consideraron
estadisticamente significativos con una p<0.05.

8.3. Evaluacion del dafio histopatolégico.

Se realizaron cortes transversales en la regién distal del intestino para evaluar el dafio a
nivel histopatoldgico y se procedi6 a realizar tincion de H-E y Alcian Blue. En la figura 10
se demostré que el grupo de ratones tratados con DSS presentaron una disrupcion de
la barrera epitelial, asi como una alteracion en la estructura normal del colon, es decir,
pérdida de criptas y vellosidades e infiltrado, mientras que en el grupo tratado con
DSS+TcES el dafio histopatologico fue menor ya que se observa la estructura intestinal
de las criptas y la integridad de la barrera epitelial mas conservada y con menor infiltrado
inflamatorio.
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Figura 10.- Efecto del TcEs en la colitis inducida por DSS. A) Secciones histolégicas
de colon se prepararon y tifiieron con H-E (aumento de 10x y 20x). La histologia muestra
mayor dafio en el grupo de ratones con DSS con una alta densidad de infiltrado
inflamatorio, pérdida de barrera epitelial y de la estructura intestinal. Grupo tratado con
DSS+TCcES conserva estructura e integridad de barrera epitelial, asi como una
disminucién en el infiltrado inflamatorio. B) La tincion de Alcian Blue (aumento 10x y 20x)
muestra pérdida de células caliciformes en el grupo tratado con DSS. El tratamiento con
TcES muestra integridad y permanencia de las células en el tejido.

8.4. Estrategia de analisis de citometria de flujo.

Para evaluar las distintas poblaciones celulares se siguié la siguiente estrategia de
analisis: descartamos dobles eventos celulares escogiendo singuletes para seleccionar
la poblacion de linfocitos, a partir de los cuales se ubicaron las poblaciones de células T
CD4+ y CD8+. De la poblacion de linfocitos T CD4+ se analizaron las células T
reguladoras CD4+CD25+FOXP3+ asi como las moléculas supresoras que pudieran
estar expresando en sus superficie. De igual forma a partir de células T CD4+ se
evaluaron las células T reguladoras naturales (CD4+FOXP3+) y a su vez las T
reguladoras activadas con CD25. Por ultimo se realizé analisis para linfocitos T CD8+ y
las moléculas supresoras que pudieran estar expresando (Figura 11).

Esta estrategia se utilizé para ensayos posteriores.
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Figura 11.- Estrategia de analisis paralos linfocitos T CD4+, CD8+ y linfocitos Treg
activados. A) Partiendo de una grafica de singuletes (FSC-A vs FSC-H) se excluyeron
aquellos eventos dobles. B) Usando SSC-A y FSC-A se realiz6 la regién de linfocitos. C)
Se seleccionaron linfocitos T CD4+ y CD8+. D) A partir de los linfocitos T CD8+ se
analizaron las moléculas supresoras E) A partir de linfocitos T CD4+ se analizo la
poblacién de Treg CD25+ Fopx3+ y F) posteriormente se analizd la expresion de las
moléculas supresoras CD103, PD-1 y Tim-3. G) Poblacién de Treg naturales H) y
linfocitos efectores.

8.5. Citometria de linfocitos de circulacion.

En circulacidon se determinaron los linfocitos T CD4+, CD8+ y Treg al término de la
induccidn de colitis, encontrando que la administracion de los TcES durante el desarrollo
de la colitis, reduce de manera significativa el porcentaje de linfocitos T CD8+ (X= 3.49%)
en comparacion con el grupo DSS (X=6.58%), en cuanto a los linfocitos T CD4+ (figura
12A) y Treg no encontramos diferencias significativas en ninguno de los grupos (figura
12E), solo tendencia a disminuir la poblacion de Treg naturales en el grupo DSS+TcCES
(X=0.96%) al comparar con DSS (X=2.38%) (Figura 12G).
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Figura 12.- Evaluacion de las poblaciones de linfocitos T CD4+, T CD8+y Tregs
en circulacion. De circulacion se analizaron los porcentajes de linfocitos T CD4+, T
CD8+, Tregs y nTregs de los grupos control, DSS, DSS+TcES y TcES por citometria
de flujo. Las graficas de puntos muestran la estrategia de andlisis y en las gréficas
de barras se describen los porcentajes de cada poblacién celular. Los valores se
consideraron estadisticamente significativos con una p<0.05.

8.6. Analisis del reclutamiento de linfocitos T CD4+, CD8+ y Treg en
cavidad peritoneal.

Posteriormente se evaluaron las distintas poblaciones celulares en la cavidad peritoneal.
El grupo de ratones con TcES muestran un incremento significativo de linfocitos T CD4+
(X=5.58%) y CD8+ (X=1.53%) comparado con el grupo tratado con DSS (X=2.45% vy
X=0.78% respectivamente) en las graficas de puntos. Al evaluar los nUmeros absolutos
de ambas poblaciones celulares se encontré que el antigeno (TcES) por si solo induce
el aumento de linfocitos T CD4+ y CD8+ como se muestra en la figura 13. El TCES
aumenta el porcentaje de Treg pero no es significativo. Sin embargo, al calcular el
numero absoluto de esta poblacion celular incrementd significativamente con el
tratamiento de TcES comparado con el grupo control; resultados similares fueron
determinados en la poblacidén de las nTregs (Figura 14). Estos resultados indican que el
TcEs induce un incremento de células reguladoras en el colon inflamado por DSS. Los
linfocitos son células del sistema inmune adaptativo que modulan la respuesta
inflamatoria a través de diversas moléculas de superficie. En este sentido, al evaluar la
expresion de CD103 y PD-1 determinamos que la presencia de TcEs en los grupos de
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estudio, se incrementa el porcentaje células Tregs positivas a ambas moléculas. Los
niveles de expresion de PD-1 no se ven afecta por el antigeno TcES; sin embargo,
células Tregs incrementan significativamente los niveles de las moléculas de CD103 en
presencia del antigeno, asi como el nimero absoluto de estas células (Figura 15B y
15C). El grupo de ratones con TcES incrementan los porcentajes de Tim3+ en linfocitos
TCD8+ (Figura 16), asi como sus numeros absolutos en los ratones con DSS+TCES en
relacion con el grupo de DSS, al igual que los linfocitos T CD8+ CD103+. Las células
Tregs derivadas de ratones con el tratamiento de TcEs no presentan cambios en la
expresion de las moléculas PD-1 y Tim3+ en porcentajes con respecto a los demas
grupos estudiados como se muestra en la figura 15B. Sin embargo, el numero absoluto
de células Tregs se encuentra aumentado (figura 15C).
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Figura 13.- Linfocitos T CD4+ y CD8+ de peritoneo. Se analizaron los porcentajes y
namero absoluto de linfocitos T CD4+y T CD8+ de los grupos control, DSS, DSS+TcES
y TCcES por citometria de flujo. Las gréficas de puntos muestran el porcentaje de las
poblaciones celulares y las gréficas de barras los nimeros absolutos de linfocitos T CD4+
y T CD8+. Los valores se consideraron estadisticamente significativos con una p<0.05.
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Figura 14.- Tendencia de poblacién de linfocitos T reguladores a aumentar

presencia de TcES en cavidad peritoneal.

mismo respecto al TcES en las Tregs naturales.
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Figura 15.- T reguladoras CD103+, PD-1+ y Tim3+ de peritoneo. A) Se muestra
diferencia significativa en el aumento de Tregs expresando la molécula CD103 en los
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grupos tratados con TcES, es decir, son células T reguladoras altamente supresoras.
Mismo efecto en la IMF de CD103, aumentando en presencia del antigeno. Los nimeros
absolutos demuestran que hay un aumento significativo de Tregs expresando CD103
qgue estan siendo inducidas por el TCES. B) Los porcentajes de la expresion de Tregs
expresando PD-1 no presentan cambios significativos, pero en niumero absolutos si al
haber un aumento de esta poblacién celular PD-1 positiva inducidas por TcES. La IMF
no se ve alterada mas que por una ligera tendencia a aumentar en presencia de los
TcES. C) En la expresion de Tim3 no se observan cambios en los porcentajes de Tregs,
ni en su IMF, pero si hay aumento significativo en el grupo TcES, indicando que los
antigenos por si solos inducen Tregs Tim3+.
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Figura 16.- Linfocitos T CD8+ CD103+, PD-1+ y Tim3+ de peritoneo. A) Los
porcentajes de CD103 no presentan diferencias significativas, siendo que en nameros
absolutos hay un aumento significativo en presencia de TcES, diciendo que por si
Mismos como en presencia de un proceso inflamatorio, se inducen CD8+ CD103+. B)
No hay cambios de la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8 tanto en porcentajes como
en numeros absolutos. C) Porcentajes de CD8+ Tim3+ presentan tendencia a aumentos
en esta poblacion en el grupo de TcES, mientras que en los niumeros absolutos si hay
diferencia entre los grupos DSS y DSS+TcES, donde se aumenta la poblacién en
presencia de los antigenos.
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8.7. Determinacion de linfocitos T CD4+, CD8+ y Tregs en bazo.

Posteriormente a la evaluacion en células de peritoneo, donde se observo la induccion
de células T reguladoras supresoras, se decidi6 evaluar a nivel sistémico en otros
organos primordiales para el sistema inmunitario las mismas poblaciones celulares, asi
como la expresion de moléculas supresoras.

En la figura 17 se observa que, tanto en los porcentajes como en los nimeros absolutos
de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ de bazo no hay diferencias significativas,
sin embargo se observa que para ambas poblaciones de linfocitos T hay tendencia a
disminuir en presencia de TcES.

Después se evalud la poblacién de T reguladoras y T reguladoras naturales en
esplenocitos, donde no hubo cambios en porcentajes ni en nimeros absolutos, sélo una
ligera tendencia a que estas poblaciones celulares aumenten en presencia de TcES
(Figura 18).

Posteriormente se evalud la expresion de las moléculas supresoras PD-1y Tim3 en las
Tregs. Se encontré que para PD-1 en porcentajes no hay diferencias significativas ni
cambios entre los cuatro grupos y en numeros absolutos solo tendencia a aumentar en
presencia del antigeno. El porcentaje de su IMF no presentd ningtiin cambio (Figura 19).

Los porcentajes de Tim3 no presentan diferencias significativas, sin embargo los
nameros absolutos muestran un aumento significativo en el grupo tratado con TcES,
indicando que las pocas Tregs que pudieran estar siendo inducidas tienen un perfil
supresor. Los porcentajes de IMF reflejan que hay tendencia a disminuir en presencia de
TcES (Figura 19).

La expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+ no refleja ninglin cambio tanto en porcentajes
como en numeros absolutos (Figura 20A). Sucede lo mismo con la expresion de Tim3,
no se observan cambios significativos en porcentajes ni en numeros absolutos, sin
embargo estos ultimos reflejan tendencia a aumentar la expresion de Tim3 en presencia
de TcES (Figura 20B).
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Figura 17.- Linfocitos T CD4+y CD8+ de bazo. Tanto en porcentajes como en niUmeros
absolutos de ambas poblaciones de linfocitos T no hay diferencias significativas, sin
embargo se observa que hay tendencia a disminuir en presencia de TcES.
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Figura 18.- Linfocitos T reguladores y T reguladores naturales de bazo. No se
presentan cambios en porcentajes ni en numeros absolutos, sélo una ligera tendencia a
gue estas poblaciones celulares aumenten en presencia de TcES.
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Figura 19.- PD-1y Tim-3 en linfocitos T reguladores de bazo. A) Los porcentajes de
PD-1 en no muestran diferencias significativas ni cambios entre los cuatro grupos, los
nameros absolutos solo reflejan tendencia a aumentar en presencia del antigeno. El
porcentaje de su IMF no presentdé ningin cambio. B) No se presentan diferencias
significativas en porcentajes de Tim3, sin embargo en los ndmeros absolutos hay
aumento significativo en el grupo tratado con TcES. Los porcentajes de IMF reflejan que
hay tendencia a disminuir en presencia de TcES.

CD8+ PD1+
A) Control Dss DSS+TcES TcES
o
1
!Ds‘
CDa+ PD1+ CD8+ PD1+ CDa+ PD1+ CD8+ PD1+
4 298 239 313 o0
w' -
3 T a e
0 H T
L
10" 1
. B & F F e
1 & &
10"
T e o ey r ey r ey
@ ' ot et e w0 w0t ' e e et 1 i e w0t w0t et e it ! o et w0
cD8+ Tim3+ (2, 3)
B)1
5
|0'E xS . Ba0000.
B oD8+ TIM3+ CDa+ T3+ cDB* TIM3+ CDBFTMI+ | =57 - T e
10 1 240 234 237 39 el Zsmom.
E| E
" # Zaaoma T
[ 2 o
2
.
2
IS & F F e & & S
, & <
A |
o
10
- w

CD8 VB605

Figura 20.- Expresion de PD-1y Tim-3 en linfocitos T CD8 de bazo. A) Expresion de
PD-1 en linfocitos T CD8+ no refleja ningdn cambio en porcentajes ni en nameros
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absolutos. B) En la expresion de Tim-3 no se observan cambios significativos en
porcentajes ni en numeros absolutos, sin embargo estos ultimos reflejan tendencia a
aumentar la expresion de Tim3 en presencia de TcES.

8.8. Linfocitos T CD4+, CD8+ y Tregs de ganglios linfaticos mesentéricos.

De igual forma se decidio evaluar el efecto de los antigenos excretados/secretados de
T. crassiceps en los nddulos linfaticos mesentéricos, regién con importancia ya que es el
medio de comunicacion entre los diferentes antigenos que pudieran entrar en el
organismo y érganos relacionados al sistema inmune.

En la figura 21 podemos observar que el porcentaje de los linfocitos T CD4+y CD8+ no
presenta cambios significativos, salvo la tendencia a que las células T CD4+ aumentan
en presencia de antigeno y se mantienen en los linfocitos T CD8+. Los numeros
absolutos presentan resultados similares.

Se analizd la poblacién de células T reguladoras, en las cuales no hay cambios
significativos en porcentajes o niumeros absolutos, solo la tendencia a aumentar en
presencia de TcES. Asi mismo se analizé la porcién de T reguladoras naturales, donde
se observa el mismo efecto de los TCES sobre esta poblacion celular (Figura 22).
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Figura 21.- Linfocitos T CD4+ y CD8+ de ganglios linfaticos mesentéricos. Los
linfocitos T CD4+ no presentan cambios significativos, salvo la tendencia a que aumentan
en presencia de antigeno. El porcentaje se mantienen en los linfocitos T CD8+. Los
numeros absolutos presentan resultados similares.
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Figura 22.- Linfocitos T reguladores y T reguladores naturales de ganglios
linfaticos mesentéricos. A) Se analiz6 la poblacion de células T reguladoras, en las
cuales no se observan cambios significativos en porcentajes o numeros absolutos, sélo
la tendencia a aumentar en presencia de TcES. B) En la poblacion de células T
reguladoras naturales, donde se observa el mismo efecto de los TCES sobre esta
poblacién celular, sin cambios en porcentajes y niumeros absolutos.

8.9. Células de lamina propia.

Para finalizar, se evaluaron las células obtenidas de lamina propia intestinal, sitio en el
gue se desarroll6 el proceso inflamatorio de colitis ulcerativa experimental.

La poblacion de linfocitos T CD4+ no presenta diferencias significativas, sin embargo
existe tendencia a que en presencia de TcES, estas células disminuyen y tanto en
porcentajes como en numeros absolutos. Para los linfocitos T CD8+ tampoco hay
cambios significativos, sin embargo hay tendencia a que estas células aumentan en el
proceso inflamatorio, incluso en presencia de TcES (Figura 23).

Al analizar las células T reguladoras se observo que a pesar de que no hay diferencias
significativas en porcentajes o en numeros absolutos, hay tendencia a disminuir esta
poblacién en ratones tratados con TcES. Sucede lo mismo con las T reguladoras
naturales, tanto en porcentajes como en numeros absolutos (Figura 24).

Se evalué la expresion de moléculas supresoras en las pocas células inducidas y se
observé que hay una disminucién de Tregs CD103+ (Figura 25A) en presencia de TCES
en porcentajes y en numero absolutos, asi como su intensidad media de fluorescencia,
sin diferencias significativas. Para PD-1 los valores del porcentaje se conservan
similares, mientras que en numeros absolutos hay una tendencia a disminuir esta
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poblacidon celular en presencia de TcES, pero sin ninguna diferencia significativa, sin
embargo, se encuentran diferencias significativas comparados con el control,
presentando disminucién de la poblacion en ratones tratados con DSS y TcES (Figura
25B). Los resultados obtenidos de la expresién de Tim3 en las T reguladoras no
presentan diferencias significativas en porcentajes ni en numeros absolutos, solo
tendencia a disminuir en presencia de TcES (Figura 25C).

En la figura 26 se muestran las poblaciones de linfocitos T CD8+ donde no se encuentran
diferencias significativas en porcentajes o numero absolutos. Para CD103+, PD-1y Tim3

pero si se presenta una tendencia a disminuir en presencia de TcES.
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Figura 23.- Linfocitos T CD4+ y CD8+ de lamina propia. La poblacion celular CD4+
sin diferencias significativas, sin embargo existe tendencia a que en presencia de TcES,
estas células disminuyen y tanto en porcentajes como en numeros absolutos. Los
linfocitos T CD8+ tampoco muestran cambios significativos, sin embargo hay tendencia
a gque estas células aumentan en el proceso inflamatorio, incluso en presencia de TcES.
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Figura 24.- Linfocitos T reguladores y T reguladores naturales de lamina propia.
Sin diferencias significativas en porcentajes o en nameros absolutos pero se observa
tendencia a disminuir esta poblacién en ratones tratados con TcES. Sucede lo mismo
con las T reguladoras naturales, tanto en porcentajes como en nimeros absolutos.

Z

CD4+ CD25+ FOXP3+ CD103+

CD4+ CD25+ FOXP3+ PD1+

Control DSS DSS + TcES TcES

0°
~ CD4+ CD25+ Foxp3+ CD103+ CD4+ CD25+ Foxp3+ CD103+ CD4+ CD25+ Foxp3+ CD103+ CD4+ CO25+ Fopd+ CD103+
= | 423 565 56 453
@
]
=] o'y g
™ " s
] ° 4 - S
% © =
3 ! :
< o' q
P}
=4 1
a o'
o

ey Ty
100" w0 w0° 0’ w0t 0% 0”0 *0{ 151 L] o

4] CD8- €O Fop3+PDIe o+
L | 614

CD25+ Foup3+ PD1+
7

CD4+ CD25+ Forp3~ FD1+
788

€04+ CD25+ Fop3s POT+
604

~ o8 i
> ok i
gl v o L& |
2 :
- #4 :
o
o
w'q
‘.,
° e
« 0" ' w0 0 w w10’ e’ ' ' e 0 o 10° an ' '0: 103 104 105 \05
03] CDA4+ CD25+ FOXP3+ Tim3+
.
o GD4+ CD25+ Foxp3+ Tim3+ CD4+ CD25+ Foxp3+ Tim3+ CD4+ CD25+ Foxp3+ Tim3+ CD4+ CD25+ Foxp3+ Tim3+
m% - 349 w7 34 394
'’ 2 <
23 4
E
w N B i
o a’ % ot
£ "
£
«u‘
|Da
" L 7 0

w0 w0
FOXP3 FITC

" . w0
o T
- - T - -
< o
“
i. -|- LI
. k. "
. ' o
& F ¢ g & & ,‘i & & & & ¢
& 4 &

- s
- - s g -
" H T
zum
n
N i
"
: -
& &P & & F
¢ &

Figura 25.- Moléculas supresoras de linfocitos T reguladores de lamina propia. A)
en las pocas células inducidas y se observo que hay una disminucién de Tregs CD103+
en presencia de TcES en porcentajes y en nimero absolutos, asi como su intensidad
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media de fluorescencia, sin diferencias significativas. B) Para PD-1 los valores del
porcentaje se conservan similares, mientras que en numeros absolutos hay una
tendencia a disminuir esta poblacion celular en presencia de TcES, pero sin ninguna
diferencia significativa, sin embargo, se encuentran diferencias significativas
comparadas con el control, presentando disminucion de la poblacion en ratones tratados
con DSS y TcES. C) Los resultados obtenidos de la expresion de Tim3 en las T
reguladoras no presentan diferencias significativas en porcentajes ni en ndameros
absolutos, solo tendencia a disminuir en presencia de TcES.
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Figura 26.- Linfocitos T CD8+, CD103+, PD-1+ y Tim-3+ de lamina propia. Sin
diferencias significativas en porcentajes o numero absolutos. Para CD103+, PD-1y Tim3
no hay diferencias significativas pero si se presenta una tendencia a disminuir en
presencia de TcES.

8.10. Expresién de los genes GAPDH, MUC2 y TGF en intestino.

Se realizé una PCR (Figura 27) para evaluar la expresion del gen constitutivo GAPDH y
los genes MUC2 asociado a las células productoras de mucosa en intestino y TGFf3, gen
relacionado con las células T reguladoras.

Se encontré que el grupo de DSS tratado con TcES expresan con mayor intensidad
Muc2, lo que indica una mayor proteccion en el intestino debido a la presencia de células
caliciformes productoras de mucina, a su vez los TcES inducen por si solos la expresion
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de este gen indicando que proporcionan proteccion para el intestino; mientras que en el
grupo con DSS hay una pérdida de expresion del gen.

A continuacion se evalud la expresion del gen TGFB, encontrando que en los grupos
tratados con TcES hay expresion del gen, sin embargo por si solos, los antigenos
inducen en mayor intensidad la expresion del gen comparando con el grupo de
DSS+TCcES. El grupo de DSS no expresa el gen.

Control DSS DSS+TcES TcES

GAPDH . S -
E

TGF-B | :

Figura 27. PCR punto final de intestino. Grupos Control, DSS, DSS+TcES y TcES.
Expresion de los genes MUC2 y TGF-b en grupos tratados con antigenos
excretados/secretados de Taenia crassiceps.
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9. Discusion.

La colitis ulcerativa es una Ell que es frecuente en paises industrializados y ha ido
incrementando con el paso de los afios (Kaplan, 2017). El tratamiento por eleccion para
la colitis es el empleo de corticoesteroides, los cuales tienen efectos secundarios y por
tal motivo se han buscado nuevas opciones terapéuticas, empleando modelos biologicos
como el uso de parésitos helmintos y sus productos.

Existe evidencia que demuestra la participacion de los helmintos modulando el desarrollo
de la colitis.

Se ha reportado que la infeccién con T. crassiceps modula el desarrollo de la colitis
experimental (Ledesma-Soto et al. 2015) y se ha demostrado que la deficiencia en
linfocitos Treg favorece el ser propenso a desarrollar Ell (Diaz et al. 2015).

Por otro lado, Adalid-Peralta en 2013 reporta que la neurocisticercosis por Taenia solium
promueve la diferenciacién de linfocitos Treg y al co-cultivar células dendriticas con el
metacestodo de T. crassiceps encuentran que favorece la diferenciacion de linfocitos T
periféricos de a linfocitos Treg.

Es conocido que ambos pardsitos tienen en comun mdaltiples antigenos (Sciutto E et al.
1990).

Se ha demostrado que los antigenos excretados/secretados de Taenia crassiceps evitan
la maduracion de células dendriticas, generan células mieloides supresoras, disminuyen
fosforilacion de STAT-1 en macréfagos activados por IFN-y, modulan la encefalomielitis
experimental y la diabetes tipo 1.

Por tal motivo nuestro trabajo se centr6 en demostrar si los productos derivados de T.
crassiceps pueden disminuir el desarrollo de la colitis y si estos pueden tener efecto en
el reclutamiento y activacion de células Treg.

Nosotros demostramos en este trabajo que los TCES son capaces de reducir el desarrollo
de la colitis experimental disminuyendo la pérdida de peso, el IAE, la longitud del colon
y la histopatologia, como se ha reportado por Roig y colaboradores en 2018 y Wang et
al. en 2017.

Por tal motivo, nosotros evaluamos la presencia de células Treg inducidos in vivo por
TcES en diferentes sitios anatémicos como es el caso de células de circulacion, donde
observamos que hay disminucion significativa de linfocitos T CD8+ en presencia del
tratamiento con antigeno y los linfocitos T CD4+ solo tienden a disminuir, lo que podria
indicar que existe un arresto de esta poblacion en el sitio de la inflamacion tal como lo
reporta Veltkamp y colaboradores en 2011 que describen un aumento importante de
apoptosis de Tregs de circulacion durante desarrollo de la Ell, o bien en el sitio de
inoculacién de los TcES,
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Al evaluar las células T reguladoras en cavidad peritoneal el incremento significativo de
esta poblacion durante el modelo de colitis experimental en presencia de los productos
excretados/secretados de Taenia crassiceps, lo que indica que los TCES podrian inducir
esta poblacion celular y a su vez inhibir la respuesta inflamatoria, ya que también
provocan que los signos de colitis se vean reducidos, tal como lo presentan los colon del
grupo de ratones DSS+TCcES.

Sin embargo en nuestros resultados no se ven los mismos cambios en 6rganos
periféricos del sistema inmune como bazo y ganglios linfaticos mesentéricos, caso
contrario con el estudio de Grainger y colaboradores en 2010 donde observaron que
tanto con el estimulo de la expresion de Foxp3 en células T Foxp3-naive de ratones
infectados con el helminto intestinal Heligmosomoides polygyrus, e in vitro con las
proteinas secretadas por este parasito (HES) se induce la expresion de novo de Foxp3
en células de bazo sorteadas mediante fluorescencia provenientes de ratones reporteros
de la proteina verde fluorescente. A su vez, identificaron que las Treg inducidas por HES
suprimieron tanto la proliferacion de células efectoras in vitro como la inflamacion
causada por alergia en vias respiratorias in vivo.

Asi mismo, no hay cambios en la poblacién de linfocitos T reguladores de lamina propia
de intestino, sitio donde se desarroll6 el proceso inflamatorio, lo que podria indicar que
tampoco se da una migracion de estas células y todo el proceso de disminucién de la
inflamacion se origina desde cavidad peritoneal, sitio donde se inoculan los TcES. Y
como lo afirma Wilson y colaboradores (2010), es poco probable que el subgrupo de
células Treg Foxp3+ sea el Unico responsable de la regulacion inmune mediada por
parasitos ya que han establecido que en ratones C57BL/6 infectados con H. polygyrus,
una poblacién de células B reguladoras independientes de IL-10 es también generado.

Por otra parte, se ha visto que las células T reguladoras con el fenotipo
CD4+CD25+Foxp3+ que expresan la molécula de superficie CD103, van a ser
mayormente supresoras que las que no lo expresen. Durante la infeccion de
Heligmosomoides polygyrus en ratones BALB/c aumenta la frecuencia de Tregs, asi
como la expresion de CD103 en las mismas, en células de bazo y nédulos linfaticos
(Johnston et al. 2015) y de acuerdo con Finney y colaboradores en 2007, CD103 puede
no ser un mediador mecanicista de la supresion, sino mas bien un requisito previo para
gue Treg ingresen y permanezcan en sitios de inflamacion.

Por lo que nosotros sugerimos que las células T reguladoras que se estan induciendo en
cavidad peritoneal son mayormente supresoras ya que se observa un alto porcentaje de
CD103, comparadas con células de circulacion que no presentan la expresion de la
molécula, ganglios linfaticos mesentéricos y en lamina propia donde se observa la
tendencia a disminuir la expresion de CD103 en las Treg, a pesar de no presentar
cambios significativos.

Asi mismo, se evaluo la molécula PD-1 que al momento de unirse con sus ligandos PD-
L1 y PD-L2, especificamente PD-L1, se activara inhibiendo la fosforilacion de STAT1 y
permitiendo la prevalencia del factor de transcripcion Foxp3 que a su vez da paso a la
presencia de estas células T reguladoras.
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En el mismo estudio de Johnston y colaboradores en 2015, mediante andlisis de
citometria encontraron que la poblacion de Tregs aumentaba al administrar productos
secretados de H. polygyrus, asi como la expresion media de la molécula reguladora de
superficie PD-1, y al evaluar la expresion de células CD4+CD25+Foxp3+ se observa que
en nuestros ratones con colitis y tratados con TcES hay incremento de esta poblacion
celular expresando PD-1 en cavidad peritoneal, sin embargo no se vio lo mismo en bazo,
ganglios linfaticos mesentéricos y lamina propia, confirmando la capacidad supresora de
los linfocitos T reguladores inducidos en cavidad peritoneal.

Posteriormente, al evaluar las Tregs y la molécula supresora Tim-3, se vio que hay un
aumento de la poblacion en cavidad peritoneal, mientras que en bazo, ganglios linfaticos
mesentéricos y lamina propia no se ven los mismos cambios.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Hou y colaboradores en 2015,
quienes observaron que en el modelo de infeccion por Schistosoma japonicum pero en
higado de ratones C57BL/6, hay un aumento de la expresion de Tim-3 en células CD4+,
CD8+ y CD11b, sin embargo fue menor en bazo. Lo que indica que la molécula Tim-3,
caracteristica de las Treg, se encuentra involucrada en la respuesta inmune tipo Th2.

Se ha visto que la poblacién de linfocitos T CD8+ al presentar distintas moléculas
caracteristicas de las Tregs, también podrian ser células encargadas de suprimir distintas
respuestas inmunes, como es el caso de CD103 y PD-1.

Deng y colaboradores en 2019 propusieron un nuevo fenotipo de células iTreg CD8+
CD103+ atribuyéndoles un papel regulador importante en la inhibicion de lesiones en
células endoteliales gromerulares en el proceso inflamatorio crénico de lupus eritematoso
sistémico, donde ya se sabia que las nTreg Foxp3+ reducian el mismo tipo de lesiones
(Liu et al. 2004; Valencia et al. 2007). Nosotros reportamos que existe un aumento de
linfocitos T CD4+ CD103+ y CD8+ CD103+ en células de peritoneo, lo que coincide con
lo reportado por Roosenboom y colaboradores en 2019, que en pacientes con Ell recién
diagnosticados y sin tratamiento se observaron porcentajes disminuidos de células T
CD4+ CD103+ y CD8+ CD103+, asociando la enfermedad a la baja cantidad de estos
subconjuntos celulares durante la inflamacion activa.

Esta reportado que la inmunomodulacion por helmintos estd caracterizada por la
induccion de una respuesta inmunitaria tipo Th2 que incluye la secrecion de citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-13, asi como el reclutamiento de eosinéfilos y mastocitos, asi como
la generacion de una respuesta reguladora liberando citocinas antiinflamatorias como IL-
10 y TGF-B, asi como linfocitos T y B reguladores y macréfagos alternativamente
activados, previniendo patologias potencialmente protectoras (Hepworth et al. 2013)

Al evaluar los genes MUC2 y TGF-3 se observa que en ratones con colitis tratados con
TCcES prevalece la expresion de MUC2 en células intestinales sefialando que existe
proteccion en el epitelio por parte de los TcES. Igualmente en presencia de este
tratamiento permanece la expresion del gen TGF-$ en células intestinales caracteristico
de células T reguladoras. En el estudio realizado por Correale y Farez en 2011, se
demostré que cuando pacientes con esclerosis mdultiple recibieron tratamiento
antihelmintico, su presentacion clinica se deterior0 y esto se asocid con una reduccion
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en IL-10 y TGF-B y un aumento en la secrecion de IFN-y e IL-12, ambas citocinas
proinflamatorias.

Asi mismo, se sabe que la expresion de CD103 esta regulada positivamente por TGF-
y que los niveles superficiales de TGF-B tienden a aumentan durante la infeccion
(Robinson et al. 2001).

Esto puede proporcionar un mecanismo por el cual CD103 se pueda regular de forma
continua.

Por otra parte Jin y colaboradores (2019) han demostrado que los productos
excretados/secretados de la larva muscular Trichinella spiralis (Ts-MLES) mejoran la
gravedad de la colitis inducida por TNBS en ratones BALB/c, donde en colon y bazo
aumento la cantidad de citocinas asociadas con células Treg (IL-10y TGF-B) y en el caso
del modelo de DSS en ratones C57BL/6 tratados con productos excretados/secretados
de gusanos adultos de T. spiralis se observa mejora en la enfermedad correlacionada
con el aumento de Tregs en bazo y nddulos linfaticos mesentéricos con aumento de las
citocinas TGF-B e IL-10 (Yang et al. 2014).

Con los datos anteriores podemos decir que probablemente la subpoblacion que se
encuentra modulando la inflamacion por colitis ulcerativa, son las células T reguladoras
inducidas en periferia (Trl).

Nosotros proponemos que estas células T reguladoras puede tener un perfil tipo Trl al
estar siendo inducidas por los TCES ya que esta subpoblacion se caracteriza por una alta
expresion de TGF-B e IL-10, modulando un ambiente inflamatorio y s6lo se encuentran
en cavidad peritoneal, zona donde inoculamos los TcES, y por esta razén no las
observamos en circulacion ya que en este sitio no se inducen estas poblaciones
celulares. Sin embargo, no aseguramos si la poblacion de células T reguladoras son del
tipo inducidas o naturales, ya sea total o parcialmente.
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10. Conclusiones.

e Los antigenos excretados/secretados de Taenia crassiceps modulan el desarrollo de
colitis donde se ve una menor pérdida de peso, hay menor dafio histopatologico y
menor infiltrado inflamatorio.

e Los TcES generan poblaciones de células T reguladoras con mayor expresion de
CD103, PD-1 y Tim3 en peritoneo, indicando una mayor capacidad supresora,

modulando asi el desarrollo de colitis.

e En ratones con colitis y tratados con TcES se inducen linfocitos CD8 con mayor
expresion de CD103 y Tim3 en peritoneo.

e Los grupos tratados con TcES expresan los genes MUC2 y TGF-.
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