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RESUMEN

Los parasitos helmintos son organismos eucariontes que tienen la capacidad de
modular la respuesta inmune de sus huéspedes a través de distintos mecanismos. La
infeccion por T. crassiceps, asi como sus productos excretados/secretados (TCES), pueden
modular especificamente la via de las Janus-cinasas-transductores de la sefial y activadores
de la transcripcion (JAK-STAT). En estudios previos se ha observado que los macréfagos
de ratones infectados por este parasito expresan altos niveles del Supresor de las sefiales de
citocina 3 (SOCS3), y el Transductor y activador de las sefiales de transcripcion 3 (STAT3)
muestra diferentes respuestas de fosforilacion frente a las interleucinas 6 y 10. En el presente
estudio se analiz6 como la infeccién con T. crassiceps inducia diferentes patrones de
activacion del Supresor de las sefiales de citocina 3 (SOCS3), las Fosfatasas 1 y 2 que
contienen el dominio de la region de homologia 2 de Src (SHP1-2) y la Proteina inhibidora
de activacion de STAT3 (PIAS3) que modulan la activacion de STAT3. Se infectaron
alrededor de 20 ratones BALB/c hembras de seis a ocho semanas de edad i.p. con 10
cisticercos de T. crassiceps. Se obtuvieron las células de exudado peritoneal de ratones no
infectados e infectados de dos y ocho semanas. Después de 24 h en cultivo, las células no
adherentes se eliminaron y las células adherentes restantes se estimularon con la adicion de
IL-6 e IL-10. La inhibicion de fosfatasa SHP2 se realiz6 afiadiendo ortovanadato de sodio
(NasVVOg) y la de SOCS3 con &cido zoledronico (ZA), ambos previos al estimulo con IL-6 e
IL-10. La concentracion de proteina se determind con ensayo de Bradford. Se realiz6 un
analisis por Western blot de los niveles de SOCS3, SHP1, SHP2, PIAS3 y STAT3-P. Se
encontrd que en respuesta a IL-6 e I1L-10 los macrofagos de ratones infectados a las dos y
ocho semanas con T. crassiceps mostraron altos niveles de SOCS3, SHP1, SHP2 y STAT3-
P. La inhibicion de la actividad fosfatasa de SHP2 por ortovanadato permitio el incremento
de la respuesta de los macréfagos a IL-6 e IL-10 al verse aumentada la fosforilaciéon de
STAT3 y sin afectar la activacion de SOCS3. Estos datos sugieren que la fosforilacion de
STAT3 esta regulada durante la infeccion por esta fosfatasa. Los macrofagos de ratones
infectados con T. crassiceps expuestos al acido zoledronico (ZA) expresaron bajos niveles
de SOCS3y STAT3-P. La exposicién a este farmaco mostré que el efecto de la disminucion
en los niveles de proteina SOCS3 probablemente fue en respuesta a la disminucion de la
fosforilacion de STAT3. En conjunto, estos datos sugieren que la infeccion por helmintos
puede apuntar a la manipulacion de vias intracelulares como SHP2 y SOCS3 con la finalidad

de regular la respuesta de los macréfagos a citocinas como IL-6 e 1L-10.
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ABSTRACT

Helminth parasites are eukaryotic organisms with the ability to modulate the immune
response of their hosts with mechanisms. Taenia crassiceps infection and his
excreted/secreted products (TcES) can modulate specifically the Janus kinases-Signal
transducer and activator of transcription (JAK-STAT) pathway. Previous studies have
shown that macrophages from T. crassiceps-infected mice expressed high levels of the
suppressor of cytokine signalling (SOCS3) and different phosphorylation patterns of the
Signal transducer and activator of transcription protein 3 (STAT3) in response to interleukins
IL-6 and IL-10. In this work, we wanted to study whether the infection with T. crassiceps
could induce different activation patterns of the regulatory proteins as Suppressor of
cytokine signalling 3 (SOCS3), the phosphatase Src-homology 2 domain (SH2)-containing
(SHP1-2) and the Protein inhibitors of activated STAT3 (PIAS3) that in turn may modulate
STAT3 activation. Six to eight week old female BALB/c mice were intraperitoneally
infected with 10 cysticerci of T. crassiceps. The peritoneal exudate cells (PECs) were
obtained from uninfected mice, as well as from two and eight weeks T. crassiceps-infected
mice. After 24 h in culture, non-adherent cells were removed and the remaining adherent
cells were stimulated by adding recombinant murine IL-6 and 1L-10. SHP2 phosphatase
inhibition was performed by adding sodium orthovanadate and SOCS3 inhibition with
Zoledronic acid (ZA) prior to cytokine stimuli with IL-6 and IL-10. The protein
concentration was determined with Bradford assay. Western blot analysis was performed to
analyze protein levels of SOCS3, SHP1, SHP2, PIAS3 and phospho-STAT3. We found that
macrophages obtained from acute and chronic T. crassiceps-infected mice exposed to 1L-6
and IL-10 displayed high expression levels of SOCS3, SHP1, SHP2 and phospho-STATS3.
Nevertheless, the inhibition of the phosphatase activity of SHP2 by orthovanadate restored
the macrophage response to I1L-6 and IL-10 by increasing STAT3 phosphorylation without
affecting SOCS3 expression. These data suggest that STAT3 phosphorylation is regulated
by phosphatases instead of SOCS3. Furthermore, macrophages from T. crassiceps-infected
mice exposed to Zoledronic acid (ZA) expressed low levels of SOCS3 as well as phospho-
STAT3. The exposure to this drug showed that reduction of SOCS3 protein levels was
probably due to decrease of STAT3 phosphorylation. Together these data suggest that
helminth infections may target intracellular pathways such as SHP2 and SOCS3 in order to

manipulate macrophage responses to IL-6 and I1L-10.
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INTRODUCCION

1. Aspectos evolutivos de las infecciones por parasitos helmintos.

El sistema inmune es uno de los sistemas mas complejos y diversos de un organismo
vivo. El sistema inmunoldgico ha demostrado estar muy bien adaptado a su funcion, ya que
de lo contrario los organismos multicelulares de larga vida probablemente no sobrevivirian
frente a los numerosos parasitos con los que interactda. Sin embargo, algunas de las
respuestas inmunes no siempre son eficientes, pues varian entre especies y frente a diversos
factores como la etapa del ciclo de vida del parésito o huésped, la infeccion por otros tipos
de parésitos (coinfecciones), la disponibilidad de recursos y los cambios ambientales
(Schmid-Hempel, 2003; Vale et al. 2011). Ademas, la capacidad de generar una respuesta
inmune o la inmunocompetencia genera costos infringidos por el parasitismo. Con respecto
a las defensas inmunitarias, existen costos energéticos por parte de los huéspedes para
implementar o desarrollar una respuesta inmune eficiente. Del mismo modo, los parasitos
no siempre pueden ejercer la maxima virulencia porque implica costos y esfuerzos
energéticos (Guivier et al., 2016; Kirschman et al., 2017).

En general, entre el parasito y el huésped se establece una relacion dindmica en las
enfermedades infecciosas, donde, de manera progresiva, el primero reduce la esperanza de
vida del hospedador explotandolo de acuerdo a sus necesidades evitando llevarlo a su
muerte. A su vez, los segundos intentan minimizar los dafios y pérdida de su capacidad
bioldgica causada por el parésito. La mayoria de los patdgenos se han visto en la necesidad
de desarrollar una amplia gama de estrategias para permanecer y sobrevivir dentro de sus
huéspedes; no obstante, éstos Ultimos han evolucionado para adquirir adaptaciones que los
hagan capaces de contrarrestar la proliferacion de estos agentes extrafios, asi como evitar el
dafio patoldgico que implica su presencia. Estos hechos son evidencia de que el sistema
inmune posee muchos signos de coevolucidn con los parasitos siendo que la mayoria de las
especies vivas son parasitas (Caljon et al., 2016; Van Valen, 1989).

Los parasitos helmintos son organismos metazoarios que generalmente establecen
infecciones a largo plazo en su huésped, esto demuestra su gran capacidad de regular
activamente la respuesta inmune y conducir a una homeostasis fisiologica e inmunoldgica
diferente para crear un entorno favorable para su reproduccion y crecimiento (Coakley et al.,
2016, Maizels et al., 2004). Para mantener esta capacidad de regulacion inmunoldgica, los

parasitos se ven obligados a adaptarse continuamente a la evolucion de las respuestas




inmunitarias y el entorno genético de sus huéspedes, y como resultado han desarrollado un
conjunto notable de adaptaciones moleculares que inhiben, activan o manipulan diferentes
células o vias del huésped para garantizar el éxito del parasito (Coakley et al., 2016;
Hewitson et al., 2009).

Los helmintos son gusanos parasitos pertenecientes a los phyla Nematoda
(nematodos, gusanos redondos) y Platyhelminthes (platelmintos, gusanos planos); son de
gran relevancia en areas como la medicina, la veterinaria y la agricola al representar graves
problemas de salud y de impacto socioecondémico. De acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), méas de dos mil millones de personas estan infectadas con este tipo de
patdégenos y muchas mas se encuentran en riesgo de contraer algln tipo de helmintiasis,
principalmente en paises subdesarrollados (Organizacién Mundial de la Salud, 2015).

Una amplia variedad de especies de helmintos es capaz de colonizar diferentes nichos
y organismos hospedadores, y en cada caso logran evitar mecanismos de defensa y expulsion
por parte del huésped. Realmente se ha considerado que la estrategia de los helmintos no es
precisamente superar el sistema inmune mediante su rapida multiplicacion o variacion
antigénica, como se observa en otro tipo de patdgenos, sino que manipulan y modulan la
inmunidad para desactivar las defensas inmunitarias, lo que impide que el huésped logre
eliminar a estos parésitos (Maizels et al.,, 2012). Los helmintos logran su objetivo
inactivando los sistemas de deteccidn del huésped y posteriormente induciendo un aumento
en latolerancia de los antigenos del parasito por el sistema inmune, lo cual también atenuaria
las respuestas a los antigenos que desencadenan diferentes alergias o la autoinmunidad
(Johnstone et al., 2014).

2. Activacion de la respuesta inmune por parasitos helmintos.

La respuesta inmune innata constituye la primera linea de defensa de un organismo
durante una infeccién, teniendo un papel crucial en el reconocimiento temprano y la
posterior activacion de una respuesta pro-inflamatoria ante los patégenos invasores
(Perrigoue et al., 2008). El reconocimiento de los patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPS) es un elemento clave para la defensa inmunol6gica contra los parasitos
(Tetreau et al., 2017). Los macrofagos reconocen los PAMPs por medio de receptores que
presentan en la superficie de su membrana, los receptores de tipo toll (TLRs). Cuando esto

pasa, se liberan grandes cantidades de citocinas importantes para iniciar la inflamacion y el




reclutamiento celular. Ademas, la capacidad efectora de los macréfagos puede ser
potencializada por las células del sistema inmune adaptativo (Sanz et al., 2013).

La interaccion parasito-huésped inicialmente tiene lugar entre la superficie del
parasito (en la mayoria de casos de paréasitos unicelulares) o con las moléculas contenidas
en las excreciones y secreciones de parasitos multicelulares y el sistema inmunolégico de su
huésped, principalmente a nivel de las moléculas involucradas en la defensa, por lo que se
esperaria que los paréasitos hayan desarrollado formas de interaccion a este mismo nivel. La
superficie de la mayoria de parasitos presenta biomoléculas como glucoproteinas y
glucolipidos que son reconocidos especificamente por receptores del sistema inmune del
huésped, representando blancos importantes para activar la respuesta inmune frente a los
helmintos (Mogensen, 2009; Schmid-Hempel, 2008; Tetreau et al., 2017).

Para que el establecimiento de la infeccién y la supervivencia de los paréasitos se
efectlen, éstos deben lograr la evasion de la respuesta inmune utilizando formas de
mimetismo molecular, promoviendo su variacion antigénica, afectando la presentacion y/o
procesamiento de antigenos o manipulando la red de sefializacion del sistema inmune. Por
otro lado, los paréasitos pueden explotar al huésped a su beneficio con la finalidad de obtener
ventajas como el crecimiento o la reproduccién del mismo. Un claro ejemplo se presenta
cuando el patdgeno logra tener el control sobre hormonas o factores de crecimiento del
huésped que promueven su rapido establecimiento, asi como el aumento de las tasas de
crecimiento y reproduccion. Ademas, las hormonas del hospedador tienen la capacidad de
afectar la respuesta inmunoldgica dirigida contra agentes patdgenos (Escobedo et al., 2005;
Hammerschmidt y Kurtz, 2005).

Por su parte, la respuesta inmune adaptativa incluye diferentes subconjuntos de
efectores dirigidos a diferentes tipos de parasitos (intra y extracelulares) (Figura 1). Estos
conducen a la polarizacion T-helper 1 (Thl) y T-helper 2 (Th2) del sistema inmune
adaptativo, dos vias que tienden a ser antagonistas entre si (Gordon & Martinez 2010;
Guivier et al., 2016). La respuesta Th1 generalmente confiere proteccion contra parasitos
intracelulares, mientras que la mayor parte de infecciones por paréasitos extracelulares, como
los helmintos, desencadena una respuesta inmune Th2, donde los linfocitos T CD4
responden con la produccion de interleucinas como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. A su vez, se
presenta una mayor produccion de inmunoglobulinas IgE e IgG1 por las células B y existe
un aumento en el reclutamiento de basofilos, eosinofilos y mastocitos. Esta respuesta permite

la reduccidn de la respuesta inmune pro-inflamatoria y se asocia con la supervivencia del




parésito (Donnelly et al., 2008; Carvalho et al., 2009). Otra caracteristica de la respuesta
inmune de tipo Th2 es su capacidad de promover la reparacion y regeneracion de dafios
tisulares, principalmente a través de los macrofagos activados alternativamente (aaM®).
También existen evidencias que han demostrado que las respuestas inflamatorias dirigidas
contra antigenos no relacionados con los parasitos pueden ser inhibidos por las infecciones
por helmintos, disminuyendo el dafio ocasionado por alguna respuesta inmune exacerbada
(Chen et al., 2012; Klotz et al., 2011; Reyes & Terrazas, 2007).
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Figura 1. Respuesta inmune en mamiferos activada por infecciones con microparésitos y

macroparasitos. La respuesta Thl y las citocinas en cursiva se activan generalmente en respuesta a
microparasitos. Por su parte, la respuesta Th2 proporciona proteccién contra macroparasitos. Los efectores Thl
inhiben la respuesta Th2 y viceversa. Aunque la respuesta inmune sostenida ayuda a resolver la infeccién, ésta
puede causar dafio inmunopatoldgico, por lo que existe una tercera poblacion de células T (T reg) que
desempefia un papel regulador. Muchos parasitos helmintos pueden interferir con la respuesta inmune, lo que

favorece su persistencia en el huésped. Tomado y traducido de Guivier et al., 2016.

3. Regulacion de la respuesta inmune por Taenia crassiceps.

Taenia crassiceps (Zeder, 1800) es un platelminto de la clase Cestoda que cumple
su ciclo de vida en roedores (hospedadores intermediarios) durante su etapa larvaria y en
canidos (hospedadores definitivos) en su etapa adulta. El parasito adulto tiene una longitud
media de 14 cmy las larvas o metacéstodos son vesiculas ovoides transparentes de 4 a5 mm

de longitud. El hospedador intermediario puede ser ingerido por el hospedador definitivo,




en el cual, al llegar al duodeno de éste, algin metacéstodo puede desarrollarse hasta gusano
adulto, reproducirse, formar huvecillos y éstos liberarse junto con los proglétidos en las
excretas del canido, representado un nuevo foco de infeccion para otros roedores (Maillard
etal., 1998; Willms y Zurabian, 2010) (Figura 2). En los roedores existe una variante de este
metacéstodo desarrollada en el laboratorio, que puede multiplicarse asexualmente por
gemacion, el cual constituye un excelente modelo para estudiar la relacién huésped-parésito.

Figura 2. Ciclo biol6gico de Taenia crassiceps. A) Canidos, los huéspedes definitivos. B) Heces de
huésped infectado al aire libre. C) Ingestion de huevos y/o proglétidos gravidos por el huésped intermediario.
D) Las larvas crecen en el huésped intermediario. E) El huésped intermediario es ingerido por un huésped

carnivoro definitivo. F) Desarrollo del gusano adulto en el duodeno del huésped carnivoro definitivo.

En diversos estudios previos han desarrollado distintos modelos con parésitos
helmintos de facil manejo en el laboratorio. La cisticercosis murina experimental efectuada
con la forma larvaria de T. crassiceps ha sido utilizada para el analisis y estudio de elementos
involucrados en la respuesta inmune contra la infeccion (Terrazas et al., 2010).

Las formas larvarias de la cepa ORF de T. crassiceps son utilizadas en
experimentacion y se realizan multiples pases al ser recolectadas e inyectadas en la cavidad
peritoneal de ratones de la cepa BALBI/c; éstos parasitos se reproducen asexualmente en
dicha cavidad y son utilizados para el estudio y analisis de células del sistema inmune que

entran en contacto con el parésito, ya que la estructura externa del metacéstodo presenta un




complejo sistema de antigenos con la habilidad de inducir una respuesta inmunolégica
particular. Ademas, como el metacéstodo tiene la capacidad de secretar y excretar antigenos
al medio circundante, éstos son utilizados para el estudio de fenébmenos inmuno-regulatorios
o para el anélisis de las vias de sefializacion molecular inducidas por éstos. Existe evidencia
que demuestra que los carbohidratos presentes en los antigenos solubles de este parasito
tienen la capacidad de dirigir la respuesta inmune a un perfil de tipo Th2 en ratones, los
cuales presentan un aumento significativo de IgG1 e IgE en suero, asi como una mayor
produccién de IL-4, IL-5 e 11-10 de las células esplénicas; opuesto a lo observado en células
de ratones tratados con peryodato sddico que altera la estructura de los carbohidratos (Arruda
et al., 2005; Gomez-Garcia 2006; Reyes et al., 2013).

Respecto al efecto inmunomodulador que ejercen los metacéstodos de T. crassiceps
ha sido reportado que durante la etapa aguda de la infeccién predomina un ambiente de tipo
Th1 caracterizado por una sobreproduccion de Interferon gamma (IFNy), Factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y la enzima Sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS), asociado
también a los altos niveles de anticuerpos de la clase IgG2a. En etapas a largo plazo, esta
respuesta declina, la carga parasitaria incrementa exponencialmente y se genera
simultdneamente una respuesta Th2, en la cual predominan altas concentraciones de
citocinas como IL-4 e IL-13, de anticuerpos IgG1 e IgE sistémicos y de prostaglandina E2
(Rodriguez-Sosa et al., 2003; Terrazas et al., 1999,).

Existen también cambios en las poblaciones celulares durante el transcurso de la
infeccion, presentdndose macrdéfagos con una activacion clasica (caM®) durante las
primeras semanas y macréfagos con un perfil de activacion alternativa (aaM®) que expresan
genes caracteristicos como Arginasa 1 (Arg-1), el gen encontrado en zona de inflamacion 1
(FIZZ1) y el Factor quimiotactico de eosinofilos (YM1), asi como una mayor produccion de
IL-10 durante las etapas a largo plazo (Rodriguez-Sosa et al., 2002). Respecto a su actividad
supresora, se ha demostrado que los aaM®s, reclutados por la infeccidn con T. crassiceps,
poseen altos niveles de expresion del Ligando de muerte programada 1 (PD-L1), y que al
ser bloqueado PD-L1 o su ligando PD-1, se elimina la capacidad de inhibir la proliferacion
celular por parte de los aaM®s (Terrazas, et al., 2005).

Es importante mencionar la complejidad de las condiciones in vivo donde hay una
gran diversidad de estados de activacion de los macrofagos que surgen en respuesta a

diferentes estimulos y ambientes, por lo que es necesario considerar su origen, los factores
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activadores empleados en su diferenciacion y los marcadores especificos dependiendo su
estado de activacion (Murray et al., 2014).

En los vertebrados, los macréfagos son células fagociticas que forman parte del
sistema inmune innato y que pueden activar otras células del sistema inmune adaptativo
como los linfocitos T. Los parasitos han evolucionado de diferentes maneras para evadir a
los macrofagos y otras células inmunitarias, por ejemplo, modulando el citoesqueleto de la
célula hospedera para bloquear la fagocitosis adecuada, induciendo apoptosis, deteniendo el
desarrollo del fagosoma, evadiendo los efectos antimicrobianos mediante la modificacion
de las sefiales de activacion que son cruciales en los macréfagos, entre otros (Schmid-
Hempel, 2008).

4. Importancia de las vias de sefializacion en la activacion de la respuesta inmune.

La capacidad de las células para recibir y responder a sefiales de su entorno es un
aspecto esencial en cualquier sistema bioldgico. Multiples funciones y procesos celulares
son activados y regulados por estimulos extracelulares a traves de proteinas como citocinas,
factores de crecimiento y hormonas. Estos factores solubles son reconocidos principalmente
por receptores especificos ubicados en las membranas celulares de las células blanco, que a
su vez activan vias de sefializacion de transduccion de sefiales intracelulares, las cuales se
caracterizan por la activacion o inactivacion en cascada de proteinas efectoras con un
objetivo especifico que ejercera alguna funcién bioldgica (Berishaj et al., 2007; Heneghan
et al. 2013).

Como se ha mencionado anteriormente, la activacion clasica de los macréfagos es
promovida por caracteristicas especificas del ambiente y la etapa de la infeccion. Tanto
Interferon gamma (IFNy) como el Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) permiten que estas
células se tornen a un fenotipo con capacidad microbicida y tumoricida, debido a la
produccion de citocinas pro-inflamatorias, aniones superoxido y radicales de nitrégeno
donde la arginina se metaboliza por la iINOS. Por el contrario, los macrofagos activados
alternativamente se generan en respuesta a interleucina IL-4 e IL-13. Ambas citocinas
permiten que el fenotipo de los macr6fagos promueva la cicatrizacion del tejido a través de
la induccion de la actividad de la arginasa y conducen a la produccion de altos niveles de la
citocina inmunosupresora I1L-10 (Maizels y Hewitson, 2016). Sin embargo, para que se
puedan llevar a cabo todas estas funciones y cambios en el perfil de las poblaciones celulares

es importante la activacion y participacion de vias de sefializacion que permitan la




transduccion del mensaje emitido por las citocinas. En el caso de los aaM®'s, estas células
son inducidas a este perfil a través de las interleucinas IL4/IL-13 por medio del factor de
transduccion de sefiales STATG6; en contraste, las células activadas de la forma clasica lo
logran gracias a la presencia de interleucina IL-12 e Interferén gamma (IFNYy), citocinas que
activan los factores de transduccion STAT4y STATL, respectivamente (Passos et al., 2017;
Persky et al., 2005). La relacion entre los caM® con la respuesta inmune Thl y los aaM®
con la respuesta Th2 se fundamenta con estudios donde se analiza la activacion diferencial
de macrdfagos provenientes de animales infectados con T. crassiceps con ausencia de los
Transductores de la sefial y activadores de la transcripcion 6 y 4 (STAT6 y STAT4).
Rodriguez-Sosa y colaboradores en el 2002 reportaron que la molécula STAT6 inhibe el
control de la cisticercosis experimental murina pues es fundamental para la supresion de la
respuesta inmune Thl, ademas las citocinas producidas en la respuesta Th2 favorecian la
susceptibilidad frente al parasito; en 2004, Rodriguez-Sosa y colaboradores demostraron que
ratones deficientes de STAT4 no desarrollaban una respuesta Thl torndndose altamente
susceptibles a la infeccion por T. crassiceps, aunado a la baja capacidad de los macrofagos

para producir citocinas pro-inflamatorias y éxido nitrico.

5. Via de sefializacion JAK-STAT

La via de sefalizacion JAK-STAT fue inicialmente descrita en la década de 1990 por
Darnell y Stark con el estudio de los mecanismos de induccidn de expresion génica de la
familia de los interferones. Esta via de sefiales intracelulares utiliza como mecanismo de
transmision la fosforilacién secuencial en residuos de tirosina y/o serina de dos grupos de
proteinas, las Janus-cinasas (JAK) y los Transductores de la sefial y activadores de la
transcripcion (STAT) (Heneghan et al., 2013).

Una de las caracteristicas de esta via es su velocidad de activacion, siendo la méxima
rapidez de respuesta en expresion génica de 15 a 30 minutos tras su estimulacion frente a
interferon (Bromberg y Darnell, 2000; Niemand et al., 2003). Ademas, varias de las sefiales
gue acttian de forma simultanea o secuencial en esta via pueden inducir respuestas diversas
en diferentes tipos celulares, sistemas bioldgicos o situaciones fisiologicas. El
funcionamiento de esta via es como un cddigo binario que se fundamenta en el estado
fosforilado o no fosforilado de residuos especificos de tirosina (Liongue y Ward, 2013). La

complejidad de esta respuesta y su especificidad se sustentan sobre el tipo de citocina o
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factor de crecimiento que la active, la distribucion de los receptores en los diferentes grupos
celulares y por la compleja maquinaria intracelular que transmite las sefiales entre los

receptores y el nucleo.

a) RECEPTORES. De acuerdo a sus similitudes estructurales, los receptores de
citocinas han sido clasificados en diferentes grupos. En funcion de esto, también se
da una recepcion diferencial en respuesta a los mas de 40 polipéptidos que induzcan
la activacion génica a traves de ellos. La clase | de éstos receptores incluyen aquellos
que no tienen actividad enzimatica intrinseca, como actividad de cinasa o fosfatasa;
responden a la mayoria de interleucinas incluyendo aquellas que utilizan la
subunidad gp130 o familia de la IL-6 que incluye a IL-11, IL-31, al factor inhibidor
de leucemia (LIF), a oncostatina M (OSM), el factor neurotréfico ciliar (CNTF), a
cardiotrofina-1 (CT-1) y a la citocina similar a cardiotrofina (CLC); la subunidad yC
o familia del receptor de IL-2 y los receptores que utilizan la cadena  (Ahmed y
Ivashkiv, 2000; O’Shea & Murray, 2008).

Por otro lado, existen los receptores para citocinas clase 11 que responden a las
citocinas de la familia del interferon (Interferon alfa, beta y gamma - IFNa, IFN,
IFNy) e interleucina 10 (IL-10). Todas estas citocinas representan los principales
estimulos que activan la via JAK-STAT, incluyendo algunas que actlan en
receptores con actividad cinasa intrinseca, entre otros (Tabla 1).

Tabla 1. Citocinas que actuan a través de receptores que sefializan por la via JAK-STAT

Receptores de citocinas tipo |
Receptores sin actividad cinasa intrinseca
Comparten la cadena comtn y: IL2, IL4, IL7, IL9, IL13, IL15
Comparten la cadena comun §: IL3, IL5, GM-CSF
Comparten la cadena gp130 o cadenas asociadas: 1L6, IL11, IL12, IL-23, CT-1,
CNTF, G-CSF, leptina, LIF, OSM
Receptores con actividad cinasa intrinseca
SCF, PDGF, EGF, CSF-1, trombopoyetina, eritropoyetina
Receptores de citocinas tipo 11
IFNa, IFNB, IFNy, IL10
Receptores hormonales  GH, prolactina
Otros Anti-CD3, anti-CD2, ligando del CD40, ligandos del CD28, angiotensina,

inmunoglobulinas de superficie de los linfocitos B, CMH-I
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b) DOMINIOS. Cada elemento de la via JAK-STAT se compone de diferentes
dominios de proteinas con diferentes funciones que en conjunto le proporcionan
propiedades funcionales Unicas y distintas. Por ello, es importante conocer cuales
son estos dominios proteicos y como se unen para dar lugar a cada elemento de la
via (Liongue y Ward, 2012) (Figura 3).

Dominio PTK (Proteina tirosina cinasa). Esta conformado de aproximadamente 250
a 300 aminocidos, tiene un sitio de unién a ATP y una regién catalitica. Puede fosforilar
residuos de tirosina con cierta especificidad basandose en la secuencia de aminoécidos dada
por la otra proteina (X-Y Fu, 1999).

Dominio PTP (Proteina tirosina fosfatasa). Consta de alrededor de 280 residuos de
aminoacidos, es capaz de desfosforilar residuos de fosfotirosina de manera eficaz (Xuy Qu,
2008).

Dominio SH2 (Src homologo 2). Esta constituido por alrededor de 100 aminoéacidos.
Este dominio es el mas conservado en la familia de Transductores de la sefial y activadores
de la transcripcion (STAT), permite la union de esta molécula al receptor de citocina
fosforilado de manera especifica y dependiente a los residuos que se encuentran alrededor
de las tirosinas, principalmente los ubicados rio abajo; este dominio también es fosforilado
en residuos tirosina conservados por las tirosin cinasas, lo que permite la formacion de
dimeros entre Transductores de la sefial y activadores de la transcripcion (STATS)
(Filippakopoulos et al., 2009: Schindler, 2002).

Entre las funciones accesorias en la sefalizacion de la via JAK-STAT también se

encuentran componentes como:

Dominio FERM (Four point one, Ezrin, Radixin, Moesin). Formada por tres
subdominios F1-F3, puede controlar las interacciones entre proteina-proteina interviniendo
con la union de receptor con las citocinas, asi como la union a proteinas de membrana
(Chishti et al., 1998).
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Dominio de unién al ADN. Esta presente en proteinas STAT y es conformado por
aproximadamente 170 aminodcidos; posee una estructura similar a los dominios de tipo
inmunoglobulina que regula la union a secuencias especificas en el ADN, dos
principalmente: AGTTTNCNTTTCC, -correspondiente al motivo Illamado ISRE o
Interferon-Stimulated Response Elements; y TTCNNNGAA, nombrado motivo GAS o
Gamma-Activated Sequence (Martinez, 2004).

Caja SOCS. Es un dominio de alrededor de 40 aminoacidos que controla las
interacciones con los componentes de la ruta de degradacion proteosomal, particularmente
ubiquitina ligasas, regulando asi la vida media de las proteinas (Kile et al., 2002).

Dominio de transactivacion (TAD). Es variable tanto en la secuencia como en la
longitud de aminoacidos que los componen en las diferentes proteinas de transductores de
la sefial y activadores de la transcripcion (STAT). Es importante para el reclutamiento de
cofactores y respuestas transcripcionales. Algunos de los residuos de serina localizados en
este dominio también pueden ser fosforilados promoviendo la actividad transcripcional
(Liongue et al., 2012).

c) PROTEINAS DE LA VIA JAK-STAT. Todos los dominios antes mencionados,
ensamblados de manera especifica, conforman cada una de las proteinas que llevan
a cabo la sefializacion a traves de la via Janus-cinasa/Transductores de la sefial y
activadores de la transcripcion (JAK-STAT). Esta especificidad de unién entre
distintos elementos es lo que permite a las células reaccionar de diferente manera

ante una diversa gamma de estimulos externos e internos.

Proteinas JAK (Janus cinasas). Las proteinas Janus cinasas tienen dominios FERM
y SH2 en el extremo N-terminal. Tienen un dominio de pseudo-cinasa ubicado en el centro
con homologia a los dominios PTK sin funcion catalitica, ademas de contar con un dominio
PTK en el extremo C-terminal.

Actualmente en diferentes estudios han reportado cuatro miembros de la familia
Janus cinasas (JAK) en mamiferos: JAK1, JAK2, JAK3 y TYKZ2, todos conformados por
aproximadamente mil aminoacidos y con pesos moleculares de 120 a 140 kDa. Son
activadas cuando algun receptor acoplado a sus dominios PTK se une a su ligando,

favoreciendo un cambio conformacional al hacer que se fosforilen, debiendo estar en
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estrecha proximidad para que sea posible dicha fosforilacion. Una vez fosforiladas éstas
tienen diferentes sustratos sobre los que ejercen su funcidn de cinasa, como las proteinas
STAT (Galdiero et al., 2006; Heneghan et al., 2013; Liongue et al., 2012).

Proteinas STAT (Transductores de Sefiales y Activadores de la Transcripcion).

Se componen de cuatro dominios conservados en comdn y un quinto que le da
especificidad a cada una de las STAT.

En sus extremos N-terminal se localiza el dominio de interaccion dimero-dimero que
favorece la dimerizacion de las STATS, posteriormente tienen una estructura en espiral
enrollada que les otorga la capacidad de exportacion nuclear y la regulacion de la
fosforilacion de tirosina. También cuentan con un dominio de union a ADN que se encarga
del reconocimiento de secuencias especificas, un dominio SH2 para el reconocimiento y
acoplamiento a fosfotirosinas en los receptores de citocinas, proteinas JAK y otras STAT.

Finalmente, en el extremo C-terminal poseen un dominio TAD que media la
transactivacion y representa la region variable en las STATS.

En mamiferos en diversas investigaciones han descrito siete de estos factores de
transcripcion siendo STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATS5b y STAT6. Sus
pesos moleculares oscilan entre los 75 a los 95 kDa, con alrededor de 750 a 850 amino&cidos
(Lang et al., 2005; Vogt et al., 2011).

Estos factores de transcripcion se encuentran latentes en el citoplasmay entran en el
nacleo en funcion a la fosforilacién de la tirosina y su dimerizacion con otras STATS.
(Heneghan et al., 2013).
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Figura 3. Conformacion de los componentes de la via JAK-STAT. (A) Dominios de los componentes de la via
JAK-STAT y su funcion. Los dominios PTK, SH2 y PTP contribuyen a las funcionalidades de escritura, lectura
y borrado respectivamente, los otros tienen funciones accesorias. (B) Componentes de la via JAK-STAT y sus
respectivos dominios. Tomada y traducida de Liongue y Ward, 2013.




d) PROTEINAS REGULADORAS DE LA VIA JAK-STAT

Asi como la activacion diferencial y especifica de cada uno de los componentes de
la via JAK-STAT produce una respuesta precisa gracias a la participacion de cada complejo
receptor de citocinas y dominios que conforman proteinas intermediarias y factores de
transcripcion, es importante mencionar que una parte indispensable de esta compleja red de
sistemas de sefializacion es la presencia de mecanismos reguladores de la sefializacion JAK-
STAT. Estos reguladores negativos incluyen miembros especificos del dominio SH2 que
poseen tirosina fosfatasas (SHP), los inhibidores de las proteinas STAT (PIAS) y los
supresores de las familias de sefializacion de citocinas (SOCS).

Proteinas SOCS (Supresores de la sefializacion de citocinas). Cada una de estas
proteinas esta conformada por un dominio SH2, un dominio N-terminal de longitud variable
y un dominio conservado o caja SOCS en el extremo C-terminal, que interactia con
elementos del proteosoma. Este grupo de proteinas estd conformado por ocho componentes:
SOCS1-SOCS7 y CIS. (Alexander, 2002; Tamiya et al., 2011; Yoshimura et al., 2007).

Estas moléculas regulan negativamente la via JAK-STAT a través de su asociacion
con residuos de tirosina fosforilados de las proteinas JAK, bloqueando y suprimiendo su
actividad. También interactian con la maquinaria de ubiquitinacion celular a través de la
caja SOCS vy dirigen proteinas asociadas, como JAKS o receptores, para su degradacion
proteosomal mediada por ubiquitina. Aun no esta claro si las proteinas SOCS también son
objeto de degradacion a través de este mecanismo, pero representaria una explicacion valida
para comprender la eliminacion de las SOCS después de haber actuado y asi permitan que
la estimulacién de citocinas posteriores se complete. Estas proteinas también influyen sobre
otras proteinas pertenecientes a diferentes vias de sefializacion, tales como ERK, PI3K,
Notch, MAPK, y NF-kB. Ademas, ha sido comprobado que regulan negativamente tanto en
la respuesta inmune innata como en la adaptativa y que no se expresan en altas
concentraciones en los tejidos o células no estimuladas, pero son codificadas por genes que
se transcriben rapidamente después de ser inducidos por citocinas que sefializan a través de
la via JAK-STAT (Alexander, 2002; Liongue et al., 2012; Wilson, 2014).

Las proteinas SOCS1 y SOCS3 son capaces de inhibir directamente la actividad
tirosina cinasa de las proteinas JAKSs, a traves de su region inhibidora de kinasa (KIR), que

se compone de 12 aminoacidos. También ambas moléculas han sido caracterizadas
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ampliamente con respecto a su papel en la polarizacién de macréfagos de M1 a M2 (Babon
etal., 2012; Qinetal., 2012).

Ademas de participar en la regulacion de la via de sefializacion JAK-STAT, existen
muchas otras actividades de las proteinas SOCS en diferentes procesos bioldgicos, como en
la maduracidn de células dendriticas, en la diferenciacion de linfocitos T, en la polarizacion

de macrofagos o en la inhibicion de respuestas virales (Yoshimura et al., 2007).

Fosfatasas de tirosinas especificas con dominio SH2 (SHP). Las proteinas tirosina
fosfatasas (PTP) participan activamente en el control de activacion de la via JAK-STAT. A
este grupo pertenecen SHP1 o PTPN6 y SHP2 o PTPN1l1. La primera se expresa
predominantemente en células hematopoyéticas en todas sus etapas de maduracién y se
encuentra en bajos niveles en células epiteliales; por su parte, SHP2 se expresa de forma
ubicua. Ambas fosfatasas estan compuestas por dos dominios SH2 en su extremo N-
terminal, un dominio catalitico central, y un extremo C-terminal con regiones de
fosforilacion de tirosina 'y en SHP2 una region rica en prolina (Figura 4) (Huang et al., 2017;
Lorenz, 2009).

SHP-1 regula negativamente la transduccion de sefiales de citocinas por
desfosforilacion de JAK1 y JAK2 y esta asociado a la cadena B del receptor de IL-13 y de
eritropoyetina. En contraste, SHP-2 puede inhibir la sefializacion de citocinas a través del
receptor gpl30, asi como regular negativamente a JAK cinasas y STAT a nivel
citoplasmatico (Liongue et al., 2012; Wormald y Hilton, 2004). SHP2 es necesaria para
activar la via RAS-ERK. Sin embargo, dependiendo del tipo de célula o tejido, SHP2
propicia o regula negativamente la activacion de PI3K-AKT y RHO, aumenta la
fosforilacion de STATS5 o disminuye la fosforilacion de STAT3, ademés de poder afectar
directamente la fucion de NF-xB (Huang et al., 2017).

536 564

(SH2N D SH2.C —<T catalytic domain > 1" SHP-1

VHCSAGw

542 580

VHCSAG@

i’  SHP-2

Figura 4. Modelo estructural de SHP-1 y SHP-2. Se muestran los dos dominios SH2 en su extremo
N-terminal, un dominio catalitico central (con su secuencia caracteristica VHCSAGIGRTG) y su extremo C-

terminal con los posibles sitios de fosforilacion de tirosina. Tomada y modificada de Lorenz, 2019.
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Proteinas inhibidoras de la activacion de STAT (PIAS). Cuatro moléculas son las
que conforman la familia de las proteinas inhibidoras PIAS en mamiferos: PIAS1, PIAS3,
PIASx y PIASy.

PIAS1 es un inhibidor especifico de la activacion de la transcripcién mediada por
STATL, fue la primer proteina identificada y descrita dentro de este grupo. Por su parte,
existe evidencia que demuestra que PIAS3 y PIASx pueden inhibir a STAT3 y STAT4
respectivamente, 1o que muestra una clara especificidad de estos inhibidores por ciertas
proteinas STAT.

Diversos experimentos han dilucidado los mecanismos por los cuales las proteinas
PIAS pueden inhibir la actividad de STAT. Dichos mecanismos parecen diferir de unas
proteinas con respecto a otras; PIAS1y PIAS3 se unen a STAT1y STATS3 respectivamente
para inhibir la asociacion con el ADN, mientras que PIASx y PIASy impiden la funcion de
las STATS sin afectar la union al ADN (Liongue et al., 2012; Wormald y Hilton, 2004).

6. Activacion de STAT3y su regulacion

La activacion de un factor de transduccion inicia con el estimulo de citocinas,
factores de crecimiento u hormonas. Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular (~25
kD) que son producidas por una gran variedad de tipos celulares en respuesta a un estimulo
activador. Sus acciones pueden ser autocrinas, paracrinas y endocrinas e inducen respuestas
mediante la unién a sus receptores especificos (Janeway et al., 2009).

Para que se pueda activar STAT3 es necesario el estimulo de citocinas que se unan
a los receptores asociados a este transductor de sefial, entre ellas las interleucinas IL-6 e IL-
10. La primera es una glicoproteina de 21 kDa producida por monocitos, macrofagos,
linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y ceélulas epiteliales
intestinales. Es una citocina multifuncional que desempefia multiples papeles tanto en las
respuestas inmunes innatas y durante el desarrollo de la inmunidad adquirida contra los
agentes patdgenos invasores. Junto con otras citocinas de homologia estructural, conforman
la familia gp130, que usan una via comin de transduccion de sefiales que involucra la
fosforilacion de las proteinas intracelulares Janus cinasas y en consecuencia las STAT a
través del receptor heterodimero IL-6R/gp130. IL-6 promueve la fosforilacion activa de
STAT3y en menor proporcion la de STAT1 (Hirano et al., 2000; Saavedra et al., 2011).
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La interleucina 10 es una proteina no glucosilada de 18 kDa producida por linfocitos
Ty macrofagos activados. Regula la diferenciacion y proliferacion de células inmunes como
las células T, celulas B vy granulocitos; se caracteriza por sus mecanismos
inmunorreguladores ejercidos al inhibir varias respuestas funcionales de células T,
monocitos, macrofagos y neutréfilos, reduciendo la produccion de IFN-y, IL-2, TNF-a y
NO. Estas funciones se ejercen a traves de la union a su receptor IL-10R, el cual pertenece
a la familia de receptores de citocina de clase Il (similar a receptores de interferones),
conduciendo a la activacion de JAK1 y a la fosforilacion del factor de transcripcion STAT3
(Benkhart et al., 2000; Berlato et al., 2002; Lang et al., 2002).

Después de la dimerizacion de los receptores inducidos por los ligandos I1L-6 o IL-
10, las cinasas asociadas, JAK1y JAK2, se unen a los residuos de tirosina de las subunidades
del receptor gp130 o IL-10R. El dominio SH2 de STATS3 se une a las tirosinas recientemente
fosforiladas, procedido de la fosforilacion de la tirosina Y705 de STAT3. Dos monémeros
de STATS3 fosforilados se dimerizan y translocan al nucleo, donde activan la transcripcion
de distintos genes con actividad bioldgica diversa. SOCS3, el principal regulador negativo
de la sefalizacion dependiente de IL-6, es altamente inducido por STAT3 activado,
inhibiendo fuertemente la fosforilacién de STAT3 y participando activamente con otros
mecanismos reguladores negativos adicionales para evitar la activacion excesiva de STAT3

y la expresion de genes que promueva (Figura 5) (Wang et al., 2013).
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Figura 5. Sefializaciéon de IL-6 e IL-10 a través de STAT3. La citocina IL-6 se une a su receptor
compuesto por IL-6Ra y gp130. Posteriormente se activan JAK1, JAK2 o TYK2 y promueven la fosforilacion
de STATS3. En contraste, el receptor de union a IL-10 esta compuesto por las subunidades IL-10RI y I, la
primera se asocia a JAK1 y es la que participa principalmente en la sefializacion a través de STAT3. SOCS3
suprime directamente a JAK1, JAK2 y TYK2 bloqueando la capacidad enzimética del dominio JH1, ademés
puede unirse a la tirosina fosforilada de la subunidad gp130 (Tyr759) inhibiéndola. SHP2 es una fosfatasa con
capacidad de desfosforilar los homodimeros de STAT3 haciéndolos incapaces de traslocar al ndcleo. PIAS3

modula la expresion de genes liderada por STAT3 al inhibir su unién directa al ADN.




JUSTIFICACION

Taenia crassiceps es un pardsito capaz de modular la respuesta inmune
desencadenando cambios evidentes en cuanto a poblaciones celulares se refiere, en una
infeccion a corto plazo los macréfagos muestran una activacion clésica y a largo plazo una
activacion alternativa donde producen altos niveles de IL-10 asociados a una respuesta TH2,
caracterizada por alta produccién de 1L4, 1L-13 e IL-5. Muchas de estas respuestas son
gracias a la activaciéon de la via JAK-STAT, principalmente mediante la activacion de
STAT3. No obstante, asi como tan importante es su activacion también lo es su control y
regulacion, por ello es necesario conocer como podrian verse alteradas las proteinas
reguladoras negativas durante la infecciébn por T. crassiceps, y asi conocer mas
detalladamente los mecanismos de inmuno-modulacion generados por este helminto.

Ademas, la comprension de las estrategias de supervivencia y mecanismos de
modulacion de la respuesta inmune por los paréasitos ofrece una vision Unica de la interaccion
entre patdgenos y sus hospedadores, lo cual puede conducir al desarrollo de nuevas
herramientas para controlar enfermedades infecciosas o para aprovechar a los parasitos
contra de patologias inflamatorias, representando una alternativa al uso de medicamentos

preexitentes que en su mayoria muestran efectos secundarios en los pacientes.
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HIPOTESIS

La infeccion experimental de ratones con el parasito Taenia crassiceps tendra un
efecto regulador en el proceso de activacion de las proteinas reguladoras SOCS3, SHP1-2 'y

PIAS3 las cuales, a su vez, controlan la inhibiciéon de STATS3.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar el perfil de activacion por su nivel de produccion y/o fosforilacion de
las proteinas reguladoras negativas SOCS3, SHP1-2 y PIAS3, asi como su efecto en la
fosforilacion de STAT3 en macrdfagos peritoneales durante la infeccion con Taenia

crassiceps en ratones.

Objetivos particulares

¢ Analizar los niveles de produccién y fosforilacion de las proteinas supresoras
SOCS3, SHP1-2 y PIAS3 de macréfagos peritoneales provenientes de la infeccion a
las dos y ocho semanas con T. crassiceps.

¢+ Determinar si la activacion de STAT3 frente a IL-6 e IL-10 presenta diferencias al
ser inhibida la proteina SOCS3 en macrofagos peritoneales provenientes de la
infeccion.

% Evaluar si la inhibicion de fosfatasas en macréfagos provenientes de ratones
infectados con T. crassiceps ejerce un efecto en la sintesis de las proteinas supresoras

SHP1-2 y si esto a su vez tiene un impacto en la fosforilacion de STAT3
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METODOS

Disefio experimental

Q@ BALB/c 6-8 semanas

2 — L
Sin infeccion ‘ ‘Z semanas Infeccion | ‘8 semanas Infeccion | =5y

RS

10 metacéstodos

T. crassiceps i.p. cepa
ORF en 0.5 ml de SSF

Inhibicién SHP-2

PEC’'s * NavVO,*  (20um)
45 min previos
Cultivo de PEC’'s  5X106 células * Sin estimulo ‘ Inhibicién SOCS3
* 2 hadhesiéon M® || * IL-6 20 ng/ml * Acido zoledrénico
e« 24h para estimulo o "-_10 20 ng/ml / (107°M) 16-18 hrs previas
* 3 hrs con medio sin suero I

[
Obtenciony
determinacién de
concentracion de

Western blot
(SDS-PAGE)

Buffer Lisis/Inhibidor
de proteasas (-202C)

51 ¢ Anti-B-actina
* Anti-SOCS2-3

proteinas Anti- SHP1-2
Brgfon - AntiPIAS-3

Anti P-STAT3

1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de seis a ocho semanas de edad,
proporcionados por el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM; donde
se mantuvieron en condiciones estériles estandares durante el tiempo requerido hasta su
sacrificio. Se formaron tres grupos de cinco ratones cada uno, conformando un grupo control
al que no se le indujo la infeccién, un grupo de infeccidn a corto plazo con el parasito (dos
semanas de infeccidon) y un tercer grupo de infeccion a largo plazo (ocho semanas de
infeccion).

La infeccion experimental se sincronizo6 de tal manera que coincidieran las fechas de
sacrificio de los tres grupos, llevandose a cabo en camaras de CO; siguiendo los
procedimientos de cuidado y manejo de animales bajo la norma oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.
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2. Infeccidn experimental
Los ratones se infectaron con 10 metacéstodos de T. crassiceps (cepa ORF) i. p.
utilizando como vehiculo 0.5 ml de SSF. Los cisticercos se extrajeron previamente de la
cavidad peritoneal de ratones BALB/c con ocho a diez semanas de infeccion. Los parasitos
se lavaron cuatro veces con SSF y fueron seleccionados aquellos que no presentaran gemas

y con un tamafio menor a dos milimetros.

3. Obtencion y cultivo de células de exudado peritoneal (PECs)

Se colecto el exudado de células por lavado de la cavidad peritoneal de los tres grupos
de ratones inyectando cinco a seis mililitros de SSF. El exudado obtenido se centrifugd a
1500 rpm durante 10 minutos, la pastilla se resuspendio y se agregd uno a dos ml de medio
de cultivo RPMI completo (medio suplementado con suero fetal bovino al 10% vy
penicilina/estreptomicina). La viabilidad celular se evalud por exclusién con azul de Tripano
y las células se contaron con una camara de Neubauer. Las células se ajustaron a 5X10°
células/ml y se sembraron en placas de seis pozos (Sarstedt) con un mililitro de medio RPMI.
Se dejaron dos horas en la incubadora a 37 °C con un ambiente de COzal 5 %, para permitir
que los macrofagos se adhirieran a la placa de cultivo. Transcurrido este tiempo, se
removieron las células no adherentes lavando las placas con SSF y posteriormente se agrego
medio de cultivo fresco y se mantuvieron en las mismas condiciones hasta la

experimentacion.

4. Estimulacion de macrofagos in vitro y obtencion/determinacion de proteinas

Se hizo un lavado de las células con SSF a 37 °C 24 horas después del lavado de
células no adherentes, luego se agregé 1 ml de medio RPMI sin suero a cada pozo y se
mantuvieron en incubacidn por tres horas, esto con la finalidad de disminuir probabilidad de
efectos de las proteinas contenidas en el suero adicionado en el medio sobre la activacion de
las proteinas a evaluar. Posteriormente se efectud el estimulo con IL-6 recombinante murina
(20 ng/ml, PeproTech) e IL-10 (20 ng/ml, PeproTech) por 20 minutos a 37°C,
concentraciones determinadas previamente a través de una curva temporal (Reyes, 2015).
La inhibicion de la fosfatasa SHP2 se efectud con 20 uM de ortovanadato de sodio (NazVOas)
45 minutos previos al estimulo con las citocinas (Becerra & Terrazas, 2014), la viabilidad

celular se corroboré al microscopio con azul Tripano.
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Para la inhibicion de SOCS3 se utilizd acido zoledrénico (ZA), 10°M por 16-18 hrs
previas al estimulo con las interleucinas. Después de este tiempo se retird el estimulo y se
lisaron las celulas utilizando buffer de lisis frio (20mM Tris-HCI pH=8, 2mM EDTA,
137mM NaCl, 10% glicerol, 1% Triton X-100 y 1% de inhibidor de proteasas/fosfatasas).
Se colectaron los lisados, se determin6 la concentraciéon de proteinas por el método de
Bradford y se mantuvieron a -70 °C hasta su analisis.

5. Western blot
5.1 Electroforesis. Se efectu6 la electroforesis de proteinas en SDS-PAGE con geles de
poliacrilamida al 10% en presencia de SDS, colocando 30 pg de proteina por carril. La
electroforesis se realiz6 utilizando cdmaras Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) en buffer
de corrida (Tris 25 mM, SDS 0.1%, glicina 250 mM) a 90 V, 150 mA por dos horas. En
todas las corridas electroforéticas se utilizaron marcadores de peso molecular de amplio
rango Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).

5.2 Inmunodeteccion. Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE fueron transferidas en
camara humeda Mini omniPAGE Sub Blot (Cleaver Scientific Ltd) a membranas de PVVDF
(Millipore). Previamente, tanto el gel, la membrana como las almohadillas de transferencia
fueron equilibrados en buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20
%)y el proceso se llevo a cabo durante 100 min a 80 V.

Se eliminaron las uniones inespecificas incubando las membranas durante dos horas
a 37 °C en una solucion de leche descremada al 5 % en PBS (bloqueo). Se incubaron con
una dilucion de Ab primarios (Tabla 2) toda la noche a 4 °C y después se realizaron tres
lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween 20 al 0.1 %. Posteriormente se incubd con
una dilucion del Ab secundario acoplado a HRP anti ratén o conejo, dependiendo del Ab
primario utilizado, por dos horas a temperatura ambiente. Las membranas fueron lavadas en
las condiciones previamente descritas. Para la deteccion de las proteinas de interés se uso el
reactivo quimioluminiscente West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo
Scientific) de acuerdo al protocolo detallado por el fabricante y se visualizd mediante

luminiscencia en el equipo LI-COR C-DiGit Blot Scanner.
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Para todas las muestras, la cantidad de proteina colocada en el gel se relativizd a su
correspondiente control de carga (actina). El pardmetro semicuantitativo utilizado fue la
intensidad de la banda, que se cuantifico por densitometria utilizando el Software LI-COR
Image Studio 4.0.

Para determinar la presencia de otras moléculas en los extractos celulares, las
membranas fueron lavadas con Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) de 15-30 minutos

a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron nuevamente en el bloqueo.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en Western blot.

Anticuerpo Isotipo Marca Dilucion
Anti-B-actina Rabbit IgG  Biolegend 1:1000
Anti-STAT3 total Rabbit IgG  Biolegend 1:500
Anti- STAT3 fosforilado Rabbit IgG  Cell Signalling 1:2000
Anti-SOCS3 Mouse IgG2 Biolegend 1:5000
Anti-SHP1 fosforilado Rabbit IgG  Cell Signalling 1:2000
Anti-SHP2 fosforilado Rabbit IgG  Cell Signalling 1:2000
Anti-PIAS3 Rabbit IgG  Cell Signalling 1:1000
HRP Donkey anti-rabbit IgG Donkey Ig  Biolegend 1:5000
HRP Goat anti-mouse 1gG Goat Ig Biolegend 1:10000

Se muestran las cantidades de anticuerpo utilizadas para la inmunodeteccion de la proteina

de interés.

6. Andlisis estadistico. Los datos fueron analizados comparando el grupo de células
provenientes de ratones sin infeccion y dos grupos de células provenientes de ratones con
dos y ocho semanas de infeccion con los diferentes estimulos de recombinantes
(Interleucinas IL-6 e I1L-10), &cido zoledrdnico y ortovanadato de sodio. Por cada grupo lan
fue de 10 individuos con 3 repeticiones por experimento. El andlisis estadistico se efectud
mediante la prueba estadistica paramétrica de ANOVA de dos vias y una prueba de
comparacion multiple de Tukey para identificar los grupos entre los que hubo diferencias
significativas (*P<0,05; **P<0,01) con el programa GraphPad Prisma 6. El analisis y
procesamiento digital densitométrico se efectué mediante el Software LI-COR Image Studio
4.0.
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RESULTADOS

Las proteinas reguladoras negativas que tienen actividad sobre el factor de
transduccion STAT3 son principalmente SOCS3, SHP1, SHP2 y PIAS3. El presente estudio
se enfoco en la caracterizacion del perfil de activacion de dichas proteinas en macréfagos
murinos obtenidos durante la infeccion con Taenia crassiceps. Para analizar la respuesta de
activacion de estas moléculas en funcion de su activacion celular se desarrollé un modelo de
infeccion murina a corto y largo plazo para obtener los macréfagos peritoneales que se
reclutan al sitio de infeccion. Las citocinas candidatas para evaluar la activacion de dichas
proteinas fueron IL-6 e IL-10, las cuales inducen la fosforilacion de STATS3.

1. Activacion de la proteina SOCS3 durante la infeccion con Taenia crassiceps.
La primera parte de este trabajo consistié en analizar los niveles de la proteina
SOCS3, la cual, en orden de participacion a nivel celular en la via de sefializacion, es la

primera en actuar para inhibir la activacion de STAT3 (Figura 6).

Figura 6. Mecanismo de regulacion de SOCS3 sobre la via JAK/STAT. Los miembros de la familia
SOCS se unen con residuos de tirosina fosforilados de las proteinas JAK, bloqueando y suprimiendo su
actividad. Interactian con la maquinaria de ubiquitinacion celular a través de la caja SOCS y a las JAKs o
receptores para su degradacion proteosomal. Tomado y modificado y modificado de Greenhalgh, C. & Hilton,
D. 2001.
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1.1 Lainfeccién a corto y largo plazo con Taenia crassiceps induce mayores niveles de
la molécula supresora SOCS3 en macrofagos peritoneales.

Estudios previos en tejidos y células deficientes en SOCS3 han mostrado que la
activacion prolongada de STAT3 inducida por IL-6 son evidencia convincente de que
SOCS3 es un regulador fisiologico clave de la sefializacion de IL-6, como en el caso de
células hepaticas in vivo y macrofagos en cultivo (Crocker et al. 2003). Para conocer cual es
el efecto que ejerce Taenia crassiceps sobre la sefializacion de 1L-6 a través de STAT3 en
macrofagos peritoneales murinos se determinaron los niveles de SOCS3 por western blot
en estas células. Tambien se analizo el efecto del parasito sobre SOCS3 en respuesta a IL-
10, otra citocina que también ejerce sus funciones a través del mismo factor de transduccion,
aunque con diferentes funciones sobre las células. Observamos niveles basales de SOCS3
en células de ratones sanos, dichos niveles no se modifican por el estimulo con las citocinas
IL-6 e IL-10. En cambio, las proteinas provenientes de macrofagos de ratones con dos y
ocho semanas de infeccidn, mostraron un aumento en los niveles de la proteina SOCS3 en
condiciones basales y no presentaron diferencias significativas entre grupos estimulados por

las citocinas (Figura 7).
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Figura 7. Niveles de la proteina supresora SOCS3 en macréfagos peritoneales de infeccién a corto y largo
plazo con Taenia crassiceps. Los macrofagos fueron tratados con IL-6 (20ng/ml) e IL-10 (20ng/ml) durante
20 min. Se determin6 por western blot la presencia de SOCS3 y actina como control de carga. Se realiz6 un
analisis densitométrico de las bandas, normalizando cada una con su respectivo control de carga. Las imagenes

son representativas de tres experimentos independientes; **P<0,01; por ANOVA y post-test de Tukey.




1.2 La fosforilacion de STAT3 y los niveles de la proteina supresora SOCS3 son
inhibidos por el acido zoledrénico en macrofagos peritoneales de la infeccion a largo

plazo con Taenia crassiceps.

Para valorar que los altos niveles de SOCS3 no se debieron al aumento de la
fosforilacion de STAT3 se prosiguio a inhibir esta proteina reguladora para analizar su efecto
sobre dicho factor de transduccion. El acido zoledrénico es un medicamento que pertenece
a la clase de los llamados bisfosfonatos, esta droga ha sido utilizada en el tratamiento de
osteoporosis y previamente se ha evaluado su accion sobre los niveles de SOCS3 en
macrdfagos (Scheller et al. 2011). Al utilizar 18 horas previas el &cido zoledrdnico sobre los
macrofagos in vitro logramos observar un efecto en la fosforilacion de STAT3 en respuesta
a IL-6 e IL-10 en proteinas provenientes de macrofagos de ratones infectados con T.
crassiceps a las ocho semanas. Esta disminucion significativa tuvo efecto directo sobre la
disminucion de los niveles de SOCS3 en las mismas células, dado que SOCS3 es inducido
por la acumulacion de STAT3-P en el nucleo y al no estar fosforilada se imposibilita su

traslacion a dicho organulo (Figura 8).
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Figura 8. Fosforilacién de STAT3 y niveles de la molécula supresora SOCS3 en macréfagos peritoneales de
infeccion a largo plazo con Taenia crassiceps. Los macréfagos fueron tratados 18 hrs previas con acido
zoledronico (ZA) 10° M, posteriormente con IL-6 (20ng/ml) e IL-10 (20ng/ml) durante 20 min. Se determind
por western blot STAT3P, SOCS3 y actina como control de carga. Se realizé un anlisis densitométrico de las
bandas, normalizando cada una con su respectivo control de carga. Las iméagenes son representativas de tres
experimentos independientes; **P<0,01; por ANOVA y post-test de Tukey. (S/E = Sin estimulo)




2. Activacion de las proteinas SHP1 y SHP2 en macro6fagos provenientes de la

infeccion con Taenia crassiceps.

En la segunda etapa de este trabajo se evaluaron los niveles de activacion de las
moléculas inhibidoras tirosin fosfatasas SHP1 y SHP2. Como se menciond anteriormente,
estas proteinas tienen especificidad por las proteinas JAK y especialmente SHP2 actla
directamente sobre la via activada por STAT3. Su participacion es a nivel citoplasmatico,
impidiendo la fosforilacion sostenida de STAT3 y en consecuencia inhibe la formacion de

homodimeros de este factor de transcripcion (Figura 9).

Figura 9. Mecanismos de regulacién negativa de SHP1 y SHP2. SHP-1 regula negativamente por
defosforilacion de JAK1 y JAK2. SHP-2 puede inhibir la sefializacion de citocinas a través de defosforilacion
del receptor gp130, asi como sobre JAK cinasas y STATS3 a nivel citoplasmatico, impidiendo la translocacién
del homodimero de STATS3 al ndcleo. Tomado y modificado de Greenhalgh, C. & Hilton, D. 2001.
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2.1 La infeccion a largo plazo con Taenia crassiceps induce el incremento en los niveles

de la fosfatasa SHP1 en macrofagos peritoneales.

La fosforilacion y defosforilacion de tirosinas en distintas proteinas representan
eventos reguladores clave en diferentes vias de transduccion. Dicha regulacion esta
determinada por la actividad de las proteinas tirosina cinasas y las proteinas tirosina
fosfatasas. En esta parte del estudio se analizo el efecto que tiene el parasito sobre las
proteinas tirosina fosfatasas SHP1 Y SHP2 que actdan en la via JAK-STAT, ya que
representan un blanco idéneo para poder manipular la respuesta inmune de los macréfagos,
favoreciendo asi su establecimiento en el huésped.

En la figura 10 se muestra el andlisis de los niveles de fosforilacién de SHP1 por
medio de western blot. Se obtuvieron macrdfagos peritoneales de ratones sanos y de ocho
semanas de infeccion, posteriormente se obtuvieron los lisados totales y se determiné la
presencia de dicha fosfatasa. Se observo que la infeccion a largo plazo con T. crassiceps
indujo el incremento de la proteina SHP1 en los macrofagos peritoneales, en contraste con
el grupo control. El estimulo con IL-6 e IL-10 en macrofagos de ratones sanos no hubo
diferencias significativas; la estimulacion con las mismas citocinas en macrofagos

provenientes de animales infectados no indujo cambios en los niveles de SHP1.
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Figura 10. Niveles de la fosfatasa SHP1 en macr6fagos peritoneales de infeccién a largo plazo con Taenia
crassiceps. Los macréfagos fueron tratados con IL-6 (20ng/ml) e IL-10 (20ng/ml) durante 20 min. Se
determin® por western blot la presencia de SHP1 y actina como control de carga. Se realizdé un analisis
densitométrico de las bandas, normalizando cada una con su respectivo control de carga. Las imagenes son

representativas de tres experimentos independientes; **P<0,01; por ANOVA y post-test de Tukey.




2.2 Lainfeccion a corto y largo plazo con Taenia crassiceps induce el incremento en los
niveles de la fosfatasa SHP2 en macrdfagos peritoneales.

SHP2 es una fosfatasa que tiene mayor afinidad por el transductor de sefial STATS3,
por ello su analisis aportd datos méas especificos sobre los efectos directos sobre este
transductor de sefial. En la figura 10 se muestra la fosforilacion de SHP2 analizada por
western blot. Se obtuvieron macréfagos peritoneales de ratones sanos, de dos y de ocho
semanas de infeccidn con Taenia crassiceps, posteriormente se obtuvieron las proteinas de
los lisados totales y se determind la concentracion de la fosfatasa SHP2.

La infeccion a corto y largo plazo con T. crassiceps indujo un incremento de la
proteina SHP2 en los macrofagos peritoneales en contraste con el grupo control. El estimulo
con IL-10 en macrofagos de ratones sanos indujo un leve aumento de SHP2, pero en
macrdfagos provenientes de la infeccion estimulados con IL-6 o IL-10 no se produjo ningun
cambio significativo en sus niveles. También se observd aumento en los niveles de esta
fosfatasa en macrofagos expuestos a ocho semanas de infeccion frente a los de dos semanas

a nivel basal (es decir, sin ser estimulados con las interleucinas recombinantes) (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de la fosfatasa SHP2 en macrofagos peritoneales de infeccién a largo plazo con Taenia
crassiceps. Los macréfagos fueron tratados con IL-6 (20ng/ml) e IL-10 (20ng/ml) durante 20 min. Se
determin6 por western blot la presencia de SHP2 y actina como control de carga. Se realizéd un analisis
densitométrico de las bandas, normalizando cada una con su respectivo control de carga. Las imégenes son

representativas de tres experimentos independientes; *P<0,05, **P<0,01; por ANOVA vy post-test de Tukey.

2.3 La inhibicion de SHP2 con ortovanadato de sodio permite el incremento de la
fosforilacion de STAT3 en macrdfagos peritoneales.

El ortovanadato de sodio es un compuesto de vanadio que tiene dentro de sus
funciones la inhibicion de proteinas tirosina fosfatasas, como SHP1 y SHP2. Ambas han
sido implicadas como reguladores clave de la fosforilacion en tirosina de diferentes
proteinas. En la figura 12 se observa el efecto que el ortovanadato ejerci6 sobre los niveles
de SHP2. El ortovanadato de sodio se agreg6 45 minutos previos al estimulo con IL-6. La
disminucion de los niveles de SHP2 se observé a partir de los 40 minutos de exposicion a

IL-6. Ademas, se observé un incremento en la fosforilacion de STATS3 al estar inhibida la
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Nivel fosforilacion de proteina

fosfatasa, dicho incremento es mas evidente a los 20 minutos de estimulo con IL-6. Esto
sugiere que el punto principal de regulacion de fosforilacion de STAT3 es por SHP2.
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Figura 12. Fosforilacion de STAT3 y niveles de la fosfatasa SHP2 en macrofagos peritoneales de infeccion a
largo plazo con Taenia crassiceps. Los macrofagos fueron tratados 40 min previos con ortovanadato de sodio
(20uM), posteriormente con IL-6 (20ng/ml) e IL-10 (20ng/ml) durante 20 min. Se determiné por western blot
STAT3P, SHP2 y STATS3 total o actina como control de carga respectivamente. Se realizd un analisis
densitométrico de las bandas. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes; *P<0,05;
**pP<0,01; por ANOVA y post-test de Tukey.

——

]
381



El mismo fendmeno se observd con el estimulo de la citocina IL-10, presentando un
incremento significativo en la fosforilacion de STAT3 con esta citocina en comparacion con

el observado con IL-6 (Figura 13).
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Figura 13. Fosforilacion de STAT3 en macréfagos peritoneales de infeccion a largo plazo con Taenia
crassiceps. Los macrofagos fueron tratados 40 min previos con ortovanadato de sodio (20uM), posteriormente
con IL-6 (20ng/ml) e IL-10 (20ng/ml) durante 20 min. Se determind por western blot la fosforilacion de STAT3
y actina como control de carga. Se realizd un analisis densitométrico de las bandas, normalizando cada una
con su respectivo control de carga. Las imagenes son representativas de dos experimentos independientes;
*P<0,05; por ANOVA Yy post-test de Tukey.




3. Activacion de la proteina PIAS3 frente a Taenia crassiceps.

Finalmente se evalud los niveles de activacion de la molécula inhibidora PIAS3. Como
se menciono anteriormente, esta proteina tiene especificidad sobre el factor de transduccion
STATS3. Su participacion es a nivel nuclear, impidiendo la unién del dimero de STAT3P a
la secuencia promotora de ADN para generar la expresion de genes especificos (Figura 14).

R

STAT, - L6

Figura 14. Mecanismos de regulacion negativa de PIAS3. Las moléculas PIAS se unen a los dimeros de STAT

activos e impide su union al ADN. Tomado y modificado de Greenhalgh, C. & Hilton, D. 2001.

3.1 La infeccion a largo plazo con Taenia crassiceps no induce el incremento

significativo en los niveles de PIAS3 en macro6fagos peritoneales.

En la figura 15 se muestran los niveles de PIAS3 a través de un analisis por western
blot, se obtuvieron macrofagos peritoneales de ratones sanos y de 8 semanas de infeccion,
se obtuvieron los lisados totales y se determind la presencia de la proteina PIAS3.
Previamente se efectué un ensayo para comprobar el tiempo requerido para detectar los
mayores niveles de esta proteina con el estimulo de las citocinas y se establecio que 60
minutos eran necesarios para este fin. Observamos que la infeccion a largo plazo con Taenia
crassiceps indujo una tendencia de incremento en los niveles de la proteina PIAS3 en
macrofagos peritoneales, en contraste con el grupo control, sin mostrarse diferencias
significativas. El estimulo con IL-6 o IL-10 en macrdfagos provenientes de animales con la

infeccion no indujo cambios en los niveles de PIAS3.

——

]
401



BALB/c

No infectados 8 sem infeccidon

PIAS3 | e 8 - R | 63 KDa

ﬁ-Actina [ T —gee— | BERE 4T

rLé — 4+ - - 4+ - +
L-10 — — 4+ —_ — 4+ +

Densitometria PIAS3/B-Actina

Niveles de proteina total

No infectados 8 seminfeccion

Figura 15. Niveles de la proteina PIAS3 en macrofagos peritoneales de infeccién a largo plazo con Taenia
crassiceps. Los macrdfagos fueron tratados con IL-6 (20ng/ml) e IL-10 (20ng/ml) durante 60 min. Se
determind por western blot la presencia de PIAS3 y actina como control de carga. Se realiz6 un analisis
densitométrico de las bandas, normalizando cada una con su respectivo control de carga. Las imdgenes son

representativas de tres experimentos independientes.




DISCUSION

Taenia crassiceps es un parasito que ha sido utilizado como modelo en el estudio de
las interacciones parasito-huésped en la cisticercosis y en diferentes estudios se pudo
observar que desencadena una respuesta inmune que polariza a un perfil de tipo Th2,
coincidiendo con lo reportado en infecciones causadas por otros parasitos helmintos
(Maizels et al., 2009). La respuesta inmunolégica desencadenada por los parasitos también
ha sido asociada a los cambios fenotipicos de los macrofagos frente a los microambientes
cambiantes que se presentan en el huésped.

El presente estudio se ha centrado en el analisis de los mecanismos de modulacion
que ejerce T. crassiceps sobre los macréfagos y sus moléculas reguladoras negativas de la
via JAK-STAT, especificamente aquellas que tienen un efecto sobre la activacion del factor
de transcripcion STAT3. La activacion, modificacion y manipulacion de esta via de
sefializacion puede representar un claro ejemplo de ese dialogo interpuesto entre parasito-
huésped, que no es mas que el resultado de una coevolucion en el largo periodo de su
existencia.

La activacion de STAT3 mediante la fosforilacion de sus residuos de tirosina es
esencial para el desarrollo de una respuesta inflamatoria normal frente a patdgenos invasores
y se mantiene bajo control por proteinas reguladoras negativas. Este punto representa un
blanco perfecto para que Taenia crassiceps promueva cambios a favor de su establecimiento
en el huésped. La activacion anormal de STAT3 se produce cuando la regulacion negativa
no es completamente efectiva, fendmeno que se ha observado incluso en otras patologias
como cancer y enfermedades inflamatorias cronicas, como la artritis reumatoide (Heneghan
etal., 2013, Wang et al., 2013).

En el presente estudio y trabajos previos realizados en el laboratorio se observo que
la activacion de STATS3 esté siendo potenciada por la infeccion con T. crassiceps al estimular
macrofagos peritoneales de animales sanos y con postinfeccién a corto y largo plazo con IL-
6 e IL-10 (Reyes, 2015), conociendo previamente que ambas citocinas inducen fuertemente
la fosforilacion de STAT3 (Yakusawa et al., 2003). La fosforilacién de STAT3 en respuesta
a IL-10 es mayor a los niveles de fosforilacion producidos por IL-6 en células de ratones sin
infeccion y con infeccion, demostrando que la activacion de STAT3 no solo es potenciada
por la infeccion, sino que responde de forma mas eficiente a IL-10, fendmeno también

documentado con el paréasito intracelular Toxoplasma gondii, donde los parasitos vivos
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inducen una rapida activacion y acumulacién nuclear de STAT3 en macréfagos (Butcher et
al., 2005).

Ademas, en este trabajo también se demostré que los niveles sostenidos de SOCS3
son promovidos por la presencia del parasito en los macréfagos peritoneales murinos y en
estudios previos se habian descrito también con este mismo modelo (Becerra & Terrazas,
2014). SOCSS3 es el principal regulador negativo de STATS3; la sintesis de STAT3 es
inducida por esta misma proteina una vez que es fosforilada, por lo que es dificil dilucidar
porque no se logran disminuir los niveles de fosforilacion de STAT3 en presencia de los
altos niveles de SOCS3.

Hay que considerar que la fosforilacion de STAT3 se puede dar a partir de la
activacion de diferentes receptores, uno de ellos es el activado por la IL-10. Por lo tanto, los
mecanismos de accion de SOCS3 subyacen en su capacidad selectiva y efectora sobre las
moléculas que inhibe. Esta proteina se une especificamente a tirosinas fosforiladas de
receptores de citocinas como el residuo Tyr759 de la subunidad gp130 (Bjorbak et al., 2000;
Schmitz et al., 2000), por ello podria considerarse que SOCS3 es un supresor relativamente
especifico de IL-6 (Fernando et al., 2014). La sefializacion de esta interleucina comienza
con la unién al receptor IL-6Ra y a la subunidad gp130, la cual se asocia con JAK1, JAK?2
0 TYK2, activindolas y promoviendo la fosforilacién de STAT3. En contraste, el receptor
de unién a IL-10 esta compuesto por las subunidades IL-10RI y II, la primera se asocia a
JAK1 y es la que participa principalmente en la sefializacién corriente abajo a través de
STAT3 (Murray et al., 2006; Niemand et al., 2003; Nishihara et al., 2007).

La proteina SOCS3 no inhibe completamente la fosforilacion de STAT3 mediada
por IL-10 debido a que no se une a sus receptores membranales, por lo que esta citocina es
capaz de inducir y potenciar la activacion de STAT3 y cuando es mediada por IL-6 esta
respuesta puede ser débil y transitoria, lo cual puede ser una posible explicacién del porqué
estas dos citocinas que sefializan a través de la misma via de sefializacion tienen diferentes
efectos bioldgicos en las células. Como STATS3 es un factor de transcripcion necesario para
que la interleucina 10 cumpla con sus funciones reguladoras de la respuesta inmune, es
importante considerar la posibilidad de que éste parasito helminto influya en la via de
sefializacion de esta interleucina para controlar la produccién de otras citocinas pro-
inflamatorias. La cascada de transduccion para IL-10 se inicia mediante su unién a su

receptor IL-10R, que desencadena la activacion de JAK1 y el reclutamiento de STAT3 para
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fosforilarlo y que forme dimeros que se transloquen al nicleo. Dicho esto, entonces STAT3
es esencial para la actividad inmunosupresora de 1L-10.

Estudios previos demuestran que STAT3 cumple un papel importante en la actividad
inmunoreguladora asociada a IL-10, incluyendo el control de su expresion (Benkhart et al.,
2000). Ademas, los mecanismos inmunoreguladores ejercidos por IL-10 se enfocan
principalmente a la inhibicion de varias respuestas de macrdfagos y neutrofilos, como la
produccién de IL-12, IFNy, TNFa, NO, quimiocinas, y prostaglandinas a través de bloqueo
de la expresion de la ciclooxigenasa 2 (Berlato et al., 2002; Lang et al., 2002). Lo cual apoya
la idea de que T. crassiceps esté favoreciendo la respuesta de STAT3 frente a IL-10 para
desarrollar un ambiente propicio para su establecimiento.

Otro aspecto a considerar es que la fosforilacion de STAT3 termina
aproximadamente una hora después de la exposicion inicial de las células a factores de
crecimiento o citocinas como IL-6, que activan la subunidad del receptor gp130. Cuando
EGFR (receptor celular del factor de crecimiento epidérmico) esta activo, STAT3 se
refosforila. La IL-6 recién sintetizada impulsa la asociacion del receptor de IL-6 y gp130
con EGFR, lo que conduce a una refosforilacién de STAT3 dependiente de EGFR, que no
se inhibe por la presencia continua de SOCS3 (Wang et al., 2013). Por su parte, SOCS3
regula negativamente a STAT3 aproximadamente 90 minutos después de la exposicion a IL-
6 (Xia et al., 2003), por lo que, haciendo referencia a lo mencionado anteriormente, aiin con
la presencia de SOCS3, STATS3 se vuelve a fosforilar en respuesta a IL-6 y asi se mantiene
por un largo periodo. Esto podria explicar la fosforilacion continua de STAT3 en macréfagos
provenientes de la infeccién con Taenia crassciceps por la presencia de este complejo de
receptores, que estan exentos a la inhibicion por SOCS3.

Respecto a los mecanismos de regulacion de SOCS3 se sabe que esta fuertemente
regulada por proteodlisis. SOCS2 promueve la degradacion via proteasoma de SOCS1 y
SOCS3, a través de su caja SOCS (Piessevaux et al., 2006), asi que un probable decremento
de esta molécula (SOCS2), inducido por la infeccion mantendria los altos niveles
intracelulares de SOCS3. También es importante mencionar la presencia de motivos PEST
en esta proteina, los cuales llevan al aumento de su vida media (Babon et al., 2006).

Existe evidencia que ha reportado que el aumento de los niveles de SOCS3 es
inducido por IL-10, pero no actua inhibiendo la sefializacion de dicha interleucina, su
actividad va mas bien dirigida al bloqueo de otros receptores de citocinas como el residuo
fosforilado de tirosina 800 (Tyr800) de la subunidad 2 del receptor de I1L-12, el de Tyr985
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del receptor de leptina y el de Tyr759 de la subunidad gp130 (Bjorbak et al., 2000; O"shea
y Murray, 2008; Yasukawa et al., 2003).

Son pocos los estudios donde asocian la participacion de SOCS3 con parasitos
helmintos. Se le ha relacionado con la capacidad de renovacién de las células del epitelio
gastrointestinal y su eficiencia con la expulsion de parasitos helmintos, el incremento de esta
proteina se encontr6 en cepas de ratones susceptibles al helminto Trichuris muris, pero la
eliminacién de SOCS3 en el tejido no resultd en la resistencia total frente al parasito,
unicamente en el incremento del recambio celular (Shaw et al., 2014). El aumento de SOCS3
puede representar una estrategia de supervivencia al limitar la expulsion de estos parésitos
de su huésped, tal como podria ser el incremento de la misma en el modelo infeccioso con
T. crassiceps aqui estudiado.

Por otra parte, nuestros datos indican que existe un incremento en los niveles de
SHP1y 2 de los macréfagos provenientes de la infeccion por T. crassiceps. En otros trabajos
se ha visto que el protozoario intracelular Leishmania donovani también tiene un efecto
directo sobre los macréfagos del huésped induciendo la activacion de fosfatasas como SHP1,
siendo capaces de impedir la sefializacion intracelular (Oliver et al., 2005). Este mismo
fendmeno se observo en células dendriticas con Leishmania mexicana (Contreras et al.,
2014). También hay evidencia de que Leishmania spp expresa sus propias fosfatasas que
pueden inhibir moléculas de la célula hospedera y de ese modo facilita su supervivencia
dentro del macréfago (Blanchette et al, 1999; Forget et al. 2006). Respecto a helmintos, en
un estudio se ha reportado que los antigenos solubles de los huevos del trematodo
Schistosoma mansoni regulan la respuesta inmune de células dendriticas al inducir mayores
niveles de SHP1 y SOCS1, los cuales son importantes reguladores negativos de receptores
TLR4 (Klaver et al., 2015). Los efectos de T. crassiceps sobre esta fosfatasa también han
sido observados en trabajos previos en nuestro laboratorio al ser expuestos macrofagos
peritoneales murinos a los productos excretados/secretados de T. crassiceps y observar un
incremento en la fosforilacion de SHP1 y sus distintos efectos frente a IFNy (Becerra &
Terrazas, 2014).

Es importante mencionar que en relacion a los niveles de la fosfatasa SHP2 no hay
reportes relacionados a parasitos protozoarios 0 metazoarios. En nuestro trabajo se demostro
que, en la infeccién con este parasito helminto, SHP2 representa un punto clave para la
regulacién de la fosforilacién de STATS3, al ser una proteina reguladora especifica de este

transductor, ya que se observaron cambios importantes en su activacion al ser analizadas las
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proteinas de macrofagos de ratones infectados a corto y largo plazo. De forma basal, asi
como con el estimulo con las interleucinas, SHP2 mostr6 un aumento significativamente
mayor durante la infeccion, ademas, su inhibicion con ortovanadato de sodio permitié el
restablecimiento e incremento de la fosforilacion de STAT3 en los macrdfagos peritoneales.
Por tanto, el presente trabajo puede considerarse uno de los primeros reportes que hacen
referencia a la respuesta especifica de la fosfatasa SHP2 frente a un parésito helminto como
T. crassiceps.

La regulacion positiva de SOCS3 y PIAS3 por helmintos ha sido observada en
células dendriticas tratadas con los antigenos solubles del tegumento de Fasciola hepatica
donde la asocian con un efecto inhibidor de los miembros de la ruta de sefializacion de TLR4
y la supresién de citocinas inducida por LPS (Vukman et al, 2013). Esta regulacion positiva
puede ser explicada al considerar que la presencia de diversos parasitos generalmente
favorece la polarizacion de macréfagos a un perfil M2 o antiinflamatorio, factor que ha sido
asociado a la presencia de SOCS3 y su capacidad para regular las vias de sefializacion
necesarias para dicho perfil. SOCS3 actia como un modulador de polarizacion de
macrofagos al demostrarse que su deficiencia sesga los macréfagos hacia el fenotipo M1 o
inflamatorio (Qin et al., 2012).

Basado en lo anterior, es posible que la induccion de SOCS3 por la infeccién con T.
crassiceps sea un mecanismo para mantener el fenotipo M2 o0 aaM® que a su vez inhibe la
respuesta inmune protectora contra este parasito (Reyes & Terrazas, 2007). Por otro lado, el
papel benéfico de SOCS3 en células de linaje mieloide se ha documentado en la restriccion
de respuestas inflamatorias en modelos animales con esclerosis maltiple y artritis, entre otros
(Chen et al., 2011; Qin et al., 2012). En correlacidn con este antecedente, nuestro grupo de
trabajo ha demostrado que la infeccidn por T. crassiceps o la inyeccion de sus antigenos
inhibe el desarrollo de la esclerosis multiple experimental (Reyes et al., 2011; Peon et al.,
2017).

Existen pocos reportes en donde las moléculas SOCS sean alteradas por la infeccién
con otros helmintos, por ejemplo, durante la infeccion por Brugia malayi la regulacion
positiva de la proteina SOCS1, pero no de SOCS3, es importante en la activacion de los
macrofagos para la supervivencia del parasito (Whyte et, al. 2011), en contraste, en nuestro
trabajo nosotros encontramos que SOCS3 esta altamente expresado, lo cual podria indicar
que esta proteina es la que dirige las propiedades de los macréfagos, donde actua para limitar

la sefializacion excesiva y modular las respuestas pro-inflamatorias siendo un interruptor
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molecular critico que coordina la sefializacién correcta de las diferentes vias que regula y asi
programar eficazmente la polarizacion de macrofagos.

En conjunto, estos datos demuestran que Taenia crassiceps tiene la capacidad de
regular vias de sefializacion intracelular al inducir diferentes niveles de SOCS3, PIAS3Yy las
fosfatasas SHP1 y 2, siendo esta ultima una proteina reguladora critica de la respuesta

inmune frente a este parésito helminto.

Con nuestros hallazgos, proponemos un posible mecanismo de regulacién de la
activacion de STAT3 por la infeccidn con T. crassiceps. En la figura 16 se aprecia como éste
parasito helminto podria inducir la fosforilacion de STAT3, incremento de los niveles de
SOCS3 y de las fosfatasas SHP1 y 2. El &cido zoledronico pudiera estar actuando
directamente en la inhibicién de la fosforilacion de STAT3, impidiendo su funcidon como
factor de transcripcion y llevando a la menor expresion de la proteina SOCS3. El uso de
ortovanadato de sodio logra inhibir la accion de las fosfatasas SHP1 (Becerra & Terrazas,
2014) y SHP2, por lo que la fosforilacion de STAT3 se restablece. La induccion de un
incremento de estas fosfatasas llevaria a un control colateral del incremento de la
fosforilacion de STAT3. Respecto a PIAS3 podemos mencionar que, si en estudios
posteriores se demuestra un aumento significativo en su sintesis, estaria relacionado con la
mayor concentracién de homodimeros de STAT3 fosforilado que estuviesen traslocando al

nucleo como producto de la respuesta que tienen los macréfagos con T. crassiceps.
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Figura 16. Propuesta de los efectos inmunomodulatorios sobre los mecanismos reguladores negativos de la via

JAK-STAT frente a Taenia crassiceps.

Finalmente, el papel biolégico que pudiera tener la fosforilacion de STAT3 durante
la infeccidn por T. crassiceps permanece desconocido. Sin embargo, su regulacion positiva
pudiera estar asociada a la polarizacion de macrofagos a un perfil M2 y su capacidad para
activar y regular las vias de sefializacion necesarias para dicho perfil, ya que la presencia de
diversos parasitos generalmente lo favorece. Junto con SOCS3, actGan como un modulador
de polarizacion de macréfagos teniendo un papel beneficioso en las células inmunitarias en
la restriccion de respuestas inflamatorias, principalmente en macréfagos activados
alternativamente (aaM®’s), por ello estan asociadas a la respuesta inmune de tipo Th2,
considerando que también estan implicados en la supresion de algunas respuestas

inflamatorias Th1.

Una limitacion importante que se presento en este estudio tiene relacion con la
complejidad del control de interaccion de otras proteinas que puedan interactuar con la via
de sefializacion estudiada y que se estén activando al estar en contacto con el parasito. Por
otro lado, el desarrollo de la infeccion en un modelo murino implica adecuarse al tiempo en
el que se cuente con el nimero de individuos establecido en el experimento, ademas de
requerir un nimero importante de células peritoneales para la obtencion de una cantidad

significativa de proteinas para su analisis.




CONCLUSIONES

De acuerdo con lo establecido es el presente estudio, la infeccion experimental
murida con Taenia crassiceps permitié comprobar que si existe un efecto regulador en el
proceso de activacion de las proteinas SOCS3, SHP1 y SHP2, las cuales juegan un rol
importante en la activacion/fosforilacion de STAT3, confirmando que Taenia crassiceps
puede alterar diferentes elementos de la via de sefializacion JAK-STAT.

De manera puntual se puede mencionar que:

1. La infeccion de dos y ocho semanas con Taenia crassiceps aumento los niveles de
las moléculas inhibitorias de la via de sefializacion JAK-STAT, tales como SOCS3,
SHP1 y SHP2 en macro6fagos peritoneales.

2. La inhibicion de la fosfatasa SHP2 con ortovanadato de sodio favorecio una mayor
fosforilacion de STAT3 en macro6fagos peritoneales provenientes de la infeccién con
Taenia crassiceps, por lo cual representa un punto de control clave para impedir la
fosforilacion exacerbada de dicho transductor durante la infeccion.

3. La fosforilacion de STAT3 en respuesta al estimulo con las citocinas y la infeccion
con Taenia crassiceps es inhibida por el &cido zoledronico, que a su vez inhibe a la
proteina supresora SOCS3 en los macrofagos peritoneales. Siendo STAT3 un
transductor de sefial con multiples funciones, su inhibicién con dicho farmaco
representa una alternativa para ser dirigido contra este transductor en patologias bien
descritas con el mismo.

4. El incremento de la proteina reguladora SOCS3 es claramente favorecida por la
presencia del parasito, sin embargo, este efecto puede estar vinculado con otras vias

de sefializacion que incluyen transductores de sefiales diferentes a STATS3.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion mostraron que la infeccién
con Taenia crassiceps induce un incremento en los niveles de proteinas inhibidoras de la via
de sefializacion a través de STAT3 en macréfagos murinos, estos efectos se observan
principalmente en los niveles de la proteina reguladora SOCS3, por lo que es necesario
describir los mecanismos asociados a la activacion e incremento de SOCS3 en otras vias de
sefializacion que no impliquen al transductor STATS3.

Por otro lado, observamos STAT3 y SOCS3 son inhibidas en los macréfagos
peritoneales por el acido zoledronico. Este farmaco podria ser utilizado in vivo en el modelo
murino para observar su efecto en presencia del parasito y asi lograr dilucidar su efecto en

las mismas proteinas y su participacion en la respuesta inmune contra el helminto.
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