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1. INTRODUCCION

1.1 Inmunoregulacion en infecciones con helmintos

Los helmintos son un grupo de organismos pertenecientes a los invertebrados que
ocupan una gran diversidad de nichos ecoldgicos. Ademas de encontrarse como
organismos de vida libre, los helmintos tienen representantes que han desarrollado
relaciones parasitarias con los mamiferos. Por lo tanto, existen helmintos que se

consideran de importancia veterinaria y médica (Willms, 2010)

Con el objetivo de desarrollar tratamientos efectivos o vacunas dirigidos contra los
helmintos parasitos se ha estudiado a estos organismos para entender mas sobre
la forma en que interactian con los organismos que se encuentran compartiendo
en su ambiente. Uno de los procesos mas relevantes que se ha identificado es la
capacidad de evadir la respuesta inmune, lo cual les permite colonizar de manera
exitosa en sus respectivos hospederos. Desafortunadamente, este proceso de
colonizacion tiene repercusiones en la salud de los hospederos, lo cual se hace
evidente con el dafio a los diversos 6rganos por donde migran o en los cuales se

establecen estos parasitos (Willms, 2010)

Las infecciones por helmintos ejercen profundos efectos reguladores sobre el
sistema inmunolégico de sus hospederos utilizando una amplia gama de estrategias
de infeccién, pero con pocas excepciones, el huésped mamifero responde a estos
diversos grupos de organismos de una manera notablemente estereotipada, ya que
los helmintos parasitos inducen un tipo de respuesta inmune polarizada hacia el

perfil Th2, esta respuesta implica la produccion de las citocinas como interleucina-



4 (IL-4), IL-5, IL-10 e IL-13. Este tipo de respuesta ademas incluye la participacion
de granulocitos de la inmunidad innata como eosinofilos, mastocitos y basofilos.

(Maizels R. M., 2004).

Los helmintos parasitos incluyen algunos (Maizels R. M., 2004) con caracteristicas
diferentes en cuanto a su morfologia (redondos o aplanados), habitos alimenticios
(hematofagos), formas de reproduccion (sexual 0 gemacion) y los estadios de sus
respectivos ciclos de vida. Estos causan una variedad de enfermedades en sus
hospederos los cuales responden pocas veces a las infecciones causadas por estos
diversos grupos de organismos, aungue las respuestas no son precisamente Unicas
sino que por el contrario suelen ser compartidas (Maizels R. , 1993). Estas
enfermedades seran variables y dependientes del sitio de alojamiento de los
helmintos, la forma de adquisicion de estos, asi como las rutas de infeccion (e. g.
oral y subcutanea) ya que estos han evolucionado para utilizar una amplia gama de
estrategias de infeccion. La verdadera pregunta seria el ¢por qué este amplio
espectro de parasitos tan distantes generan respuestas inmunes en sus huéspedes

tan similares? (Tawill, 2004)

1.2 Respuesta inmune en el modelo de infeccion Taenia crassiceps

En el caso de la infeccion experimental con el cestodo Taenia crassiceps la
inmunomodulacién y supresién que ejerce este parasito favorece su establecimiento

en el hospedero, debido a que las infecciones por helmintos parasitarios suelen ser



asintomaticas y la mayoria de los huéspedes son capaces de tolerar la presencia
de parasitos normalmente considerados como patégenos durante un tiempo
considerable sin efectos nocivos (Maizels R. M., 2004). Las principales estrategias
de evasion inmune en el caso de T. crassiceps son la induccion de una respuesta
de tipo Th2 y el reclutamiento de macréfagos supresores al sitio de infeccion, que
en este caso es la cavidad peritoneal. La respuesta Th2 es evidente con altos
niveles de IL-4 e IL-13 y anticuerpos de clase IgG1 e IgE. En el caso de los
macréfagos supresores, se caracterizan por una alta presencia en la membrana
celular de las moléculas PDL1 y PDL2, ambos ligandos del receptor PD-1. En la
actualidad no se conocen los mecanismos por los cuales T. crassiceps genera este
microambiente de regulacion que le permite permanecer de manera indefinida en

su hospedero (Valdor, 2012)



1.2 Respuesta inmune en el modelo de infeccion con Taenia
crassiceps
El adulto de T. crassiceps se hospeda en caninos tales como los zorros, lobos y
perros. Estos colonizan el intestino delgado, posteriormente, los huevos producidos
son liberados con la materia fecal y consumidos por el hospedero intermediario
(roedores). En estos hospederos, se desarrolla la fase de metacestodo (cisticerco)
gue reside en la cavidad peritoneal y pleural. Cuando un organismo ingiere a estos
roedores parasitados nuevamente se desarrollan los adultos en el aparato
gastrointestinal del hospedero definitivo (canidos). Véase Figura 1, el ciclo de vida

de T. crassiceps.




Figural.- Ciclo de vida de Taenia crassiceps. A) Hospedero definitivo B) T.crassiceps adulta alojada en
intestino delgado C) Oncdsferas liberadas en las heces D) Hospedero Intermediario consume las oncésferas
E) Larva desarrollada en el hospedero intermediario, que al ser consumido por el Hospedero definitivo se
desarrolla como un gusano adulto. (Willms & Zurabian 2010).

Ademas del ciclo de vida natural, se ha utilizado la infeccion de tipo experimental de
la fase de metacestodo de T. crassiceps y debido a su alta capacidad infectiva los
metacestodos pueden ser inoculados a través de una inyeccion intraperitoneal en
los ratones de laboratorio, de esta manera a través de un tipo de reproduccion
asexual (gemaciones) los parasitos generan una infeccion de tipo cronica. Los
modelos experimentales han sido Utiles para investigar caracteristicas relacionadas
con la cisticercosis porcina y humana, debido a que los metacestodos de T. solium
comparten una gran similitud de antigenos con los de T. crassiceps (Willms &

Zurabian 2010).

Este modelo de infeccion cronica ha servido para identificar diferentes mecanismos
de evasion inmune. La persistencia de los parasitos helmintos es evidencia
suficiente de que logran la evasion inmune, y esta claro que la interferencia y la
modulacién ocurren desde los primeros eventos de la infeccion. Los helmintos no
evitan simplemente el ataque inmunitario; mas bien, influyen y alejan las respuestas
inmunitarias de los modos mas dafinos para ellos, regulando la respuesta
inmunitaria del huésped para crear nichos que optimicen la alimentacion y la

reproduccion exitosas (Maizels R. M., 2004)
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Actualmente se sabe qué la respuesta inducida por el T. crassiceps es de tipo Th2
evidenciada por las altas concentraciones de la citocina IL-4 asi como una
disminucién considerable por parte de la respuesta de tipo Thl, caracterizada por
el IFNy es asi como estas observaciones clave nos llevan a concluir que las
citocinas inflamatorias de tipo Thl y Th2 se antagonizan mutuamente (Maizels R.
M., 2004). Adicionalmente, la infeccion con T. crassiceps causa un reclutamiento de
macréfagos alternativamente activados (AAMs) que fomentan la persistencia del
parasito a través de la supresion que permite la existencia continua de parasitos
(Maizels R. M., 2004); debido a que los AAMs tienen un papel supresor de la
respuesta inmune asi como otra caracteristicas anti inflamatorias (José L. Reyes,
2010). Se ha encontrado que la actividad supresora de los AAMs depende de la
expresion de PD-L1 y PD-L2 en la membrana celular. Todos los acontecimientos
anteriores muestran que la respuesta Th2 y el reclutamiento de AAMs tienen efectos
anti inflamatorios que favorecen la supervivencia del parasito por un periodo de
tiempo indefinido. Sin embargo, como se da la polarizaciéon de los AAMs o que
sefiales son requeridas aun no se conoce (José L. Reyes, 2010). Esta respuesta
inmune deja varias dudas en el aire pero tal vez la mas importante sea la siguiente
¢es la Inmunoregulacién una decision autbnoma del sistema inmunitario del
huésped o el resultado de una elaborada estrategia de supervivencia por parte del

parasito? (Maizels R. M., 2004)
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1.3 Proteinas asociadas a autofagia (ATGS)

Dentro del grupo de las proteinas relacionadas con la autofagia (autophagy-related
genes ATGSs) esta es el homologo mamifero de Atg16 (presente solo en levaduras)
el cual fue clonado en ratones en el 2003 (Mizushima, 2003) la opinidn emergente
es que ATG16L1 ejerce multiples funciones (Daniel Hamaoui, 2021) para la
biogénesis del autofagosoma y el reconocimiento de sustratos para degradacion.
La proteina ATG16L1 esta involucrada en la fase de elongacion del autofagosoma,
esta proteina tiene tres dominios principales los cuales tienen un papel importante
en cada una de las funciones de esta proteina. Comenzando por la regién N-
terminal la cual contiene una a-hélice mejor denominado hélice 1 que es requerido
para unirse al complejo ATG5-ATG12. El segundo dominio esta nombrado como
CCD (colied-coil domain) o regién media, esta regiones en espiral estdn compuestas
por estructuras helicoidales que contribuyen en las interacciones de proteina-
proteina en donde ATG16L1 forma un homodimero a través de su region coiledcoll
y potencialmente a través de interacciones con el dominio WDD (Mizushima, 2003)
(Bajagic, 2017) (Fujioka, 2010),su extremo amino-terminal se une a ATG5, que a su
vez esté unido covalentemente a ATG12 (Parkhouse, 2013) este complejo(ATG12-
ATG5) cumple con un papel importante ya que este forma la maquinaria central que
cataliza la adicion de fosfatidiletanolamina(PE) a LC3 (Ishimoto, 2018), la region
CCD es esencial en el proceso de la autofagia ya que LC3-PE posee propiedades
fusogénicas y media el crecimiento del fagoéforo y su cierre para formar el
autofagosoma (Ishimoto, 2018). Su delecién causa mortalidad neonatal en ratones.

La region C-terminal estd compuesta por siete repeticiones de tipo WD40 que forma
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un b-hélice, a la que nos referiremos como WDD (Mizushima, 2003) (Bajagic, 2017)
que abarca la mitad de C-terminal de ATG16L1. Estos dominios estan
completamente ausentes en Atgl6 de levadura lo que nos indica que son
dispensable para el papel que juega ATG16L1 en la autofagia canonica (The
company of biologists, 2020), sin embargo, los ratones que carecen del dominio
enlazador y la WDD de ATG16L1 sobreviven a la inaniciébn neonatal, son fértiles y
no muestran un fenotipo evidente en varios tejidos examinados debido a que en
ausencia de este dominio el proceso se lleva a cabo (Rai, 2019). ATG16L1 también
puede estar implicado en el reconocimiento de la carga ubiquitinada, ya que su
WDD se une directamente a la ubiquitina, decorando los endosomas dafiados que

contienen Salmonela (Dudley, 2019)

Esta proteina mas alla de su papel en la autofagia a través del reclutamiento del
complejo ATG5-ATG12 para el fagoforo y formacién del autofagosoma, participa en
la regulacién de mas procesos celulares, incluyendo los que ocurren en células del

sistema inmune.

ATG16L1 esta presente en todos los tejidos, aunque los factores de transcripcion
especificos que regulan la expresion de ATG16L1 aun no han sido descritas (Daniel
Hamaoui, 2021) .Por lo tanto, la proteina ATG16L1 se ha relacionado con una serie
de funciones esenciales que conservan la homeostasis celular, como el reciclaje de
organulos y agregados de proteinasa través de la autofagia, lo que protege de la
neurodegeneracion, el control de la sefializacién celular, el metabolismo celular y la

defensa contra patégenos invasores. (Daniel Hamaoui, 2021)
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1.4 ATG16L1y su papel en infecciones por virus y bacterias

El proceso de autofagia esta involucrada en diversos eventos durante la respuesta
inmunitaria contra patdgenos invasores como virus y bacterias donde se ha
reportado la actividad de cada una de las formas de autofagia en varios tipos de
células inmunes, como macrofagos (Mos), células dendriticas (DCs) y linfocitos”
(Valdor, 2012), donde regulan diferentes funciones celulares que van desde el
mantenimiento de la homeostasis celular a funciones mas especificas como la
destruccion de patdgenos o el procesamiento y presentacion de antigenos (Pefia-
Sanoja, 2013). Dos trabajos recientes investigaron como esto se relaciona con el
resultado de la interaccion huésped-microbiota en la barrera intestina (Martin, 2018)
(Samie, 2018) Los roedores deficientes de la proteina ATG16L1 estaban protegidos
contra el patégeno bacteriano intestinal Citrobacter de una manera que dependia
de la sefalizacion de IFN-1 y las vias de deteccion de acidos nucleicos (Martin, 2018)
cabe destacar que aquellos roedores hipomorficos de la proteina autofagica
aumentaron su sefializacion de interferones de tipo | (IFN-I). Lo que indica que la
sefalizacion de IFN-I es una respuesta espontanea de las células epiteliales a la
microbiota, que normalmente es suprimida por la maquinaria de autofagia. Estos y
muchos otros estudios sobre la interaccion entre la autofagia y la respuesta inmune
a la infeccion viral convergen en un papel supresor ejercido por la autofagia sobre
la produccion excesiva de INF-1 en respuesta a los acidos nucleicos virales. (Daniel

Hamaoui, 2021).
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1.4.1 Inmunidad Innata y autofagia
La activacion de la autofagia es una de las primeras lineas de defensa durante las
infecciones por patdgenos, debido a que esta reduce en gran medida las infecciones
de origen viral, asi como actdan ante la replicacion de bacterias intracelulares.
Algunos ejemplos que ilustran la participacion de la autofagia en la inmunidad innata
son: a) Bacterias libres, por ejemplo Streptococos, envueltas en un autofagosomay
luego liberadas para la hidrélisis lisosomal, infecciones con Mycobacterium
tuberculosis que impide la biogénesis del fagolisosoma y de Rickettsias, Listeria

monocytogenes, y Salmonella tiphymurium (Pefia-Sanoja, 2013).

Aun se desconocen aspectos de la activacion de la autofagia asi como la forma de
sefalizar de la misma durante la respuesta inmune de origen innata. Por otra parte
el mecanismo mejor descrito es aquel mediado por los receptores tipo Toll (TLRS)
los cuales son receptores transmembranales los cuales son capaces de reconocer
patrones moleculares expresados por los agentes infecciosos (PAMPSs). El
mecanismo mas estudiado que relaciona autofagia con inmunidad innata, propone
que los lipopolisacaridos (LPS) activan la autofagia a través de TLR4 en macréfagos

de raton y humanos (Pefia-Sanoja, 2013).

El tiempo de activacion de la autofagia depende del estimulo recibido, debido a que
los tiempos varian segun la via de activacion, en el caso de la autofagia mediada
por la privacion de nutrientes abarca un tiempo estimado de 2 horas, a diferencia de
la formacion del autofagosoma después de la estimulacion de LPS del macrofago
murido o de humano que requiere de aproximadamente de 8 a 16 hrs (Pefa-Sanoja,

2013)
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Es asi como se ha propuesto un modelo en el cual la autofagia retardada, mediada
por TLR4, se deben a la necesidad primaria en el macrofago de internalizar el
patégeno en un fagosoma por dos rutas (Pefia-Sanoja, 2013) en donde la primera
ruta mediada por MyD88 es rapida, y aquella secundaria mediada por TLR4-TRIF

es mas lenta.

Otro receptor mayormente asociado a la autofagia es el receptor de reconocimiento
de oligomerizacion de nucledtidos (nucleotide-binding oligomerization domain,
NOD) debido a que estos son receptores de PAMPs bacterianos asi como de la
produccion de citocinas y péptidos antimicrobianos. La estimulacion de NOD2 con
MDP (muramyl dipeptide) induce la formacion de autofagosomas y promueve la
presentacion antigénica de tipo MHC clase Il en DCs humanas en donde se requiere
ATG16L1 para una respuesta equilibrada de células dendriticas a la infeccion
(Hubbard-Lucey, 2014). En Mos, NOD1 y NOD2 reclutan la proteina ATG16L1 al
sitio de la membrana celular donde se ha internalizado el microorganismo (Pefia-
Sanoja, 2013). Mas alla de su contribucién al etiquetado de bacterias invasoras con
LC3, la interaccion de ATG16L1 con proteinas NOD tiene un fuerte papel
antiinflamatorio, independientemente de su participacion en la autofagia (Daniel
Hamaoui, 2021), la disminucion de la expresiéon de ATG16L1, pero no de ATG50
ATG9 demostré una mejoria especificamente en la produccion de citosinas
impulsadas por NOD, implicando a la proteina ATG16L1 con un papel de tipo

supresor en la sefalizacion de NOD (Daniel Hamaoui, 2021)
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La autofagia es capaz de regular la activacion del inflamasoma, esta maquinaria
inflamatoria se activa en casos de infecciones o estrés a través de caspasa 1 que
conlleva a la maduracioén de citocinas pro-inflamatorias como son IL-1 e IL-18 asi
como la liberacion de HMGBL1. La activacion del inflamasoma NLRP3 debido a la
respuesta ante las estructuras correspondientes a PAMPs y DAMPs, irritantes
extracelulares o desregulacion metabdlica, son reguladas por la autofagia con el fin
de proteger de la activacion persistente del inflamasoma durante la respuesta
inmune. Debido a que la ausencia de autofagia puede potenciar la activacion del

inflamasoma (Pefia-Sanoja, 2013).

El nivel de ATG16L1 condiciona la amplitud de la respuesta inmune innata ante una
lesion o una infeccion. A nivel mundial, la opinibn emergente es que la respuesta
innata se exacerba cuando ATG16L1 es bajo o0 esta ausente, lo que implica que, en
general, ATG16L1 suprime la inflamacion. No obstante Independientemente de los
mecanismos en funcionamiento, el resultado es que la presencia de ATG16L1
parece tener un efecto adverso en algunas situaciones, ya que su ausencia ayuda
a eliminar ciertas infecciones o lesiones. (Daniel Hamaoui, 2021) La mayoria, Si ho
todos, los componentes de la maquinaria molecular para la autofagia también

median funciones independientes de la autofagia.

1.4.2 Inmunidad adaptativa y autofagia

En el caso de la inmunidad adaptativa se ha reportado la capacidad de la autofagia
de influir en la presentacién del antigeno extracelular e intracelular a las células T

CD4+. Las moléculas Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase |
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presentan principalmente productos de degradacion proteosomal a las células T
CD8 +, mientras que las moléculas de MHC de clase Il presentan péptidos que son
principalmente generados por degradacion lisosomal a las células T CD4+ (Pefia-

Sanoja, 2013).

Tradicionalmente el MHC de clase Il tienen como papel la presentacion de péptidos
antigénicos derivados de proteinas extracelulares. El MHC de clase Il se expresa
en sobre la superficie de células presentadoras profesionales tales como son las
células B, DCs, Mos, asi como células timicas medulares y corticales, algunos
estudios de secuenciacion de MHC Il han demostrado la presencia de antigenos
virales citoplasmaticos y nucleares, antigenos propios y tumorales. Por ello, la
participacion de la autofagia en la induccién de respuesta de las células T es critico
en la respuesta inmune (Pefia-Sanoja, 2013). Esto se describié por primera vez en
un modelo de raton de modelo de trasplante de células madre hematopoyéticas
alogénicas, en el que la deficiencia de ATG16L1 condujo a un aumento del nimero

de DC y proliferacion de células T alorreactivas. (Hubbard-Lucey, 2014)

La relacién entre el MHC clase Il y la autofagia se da debido a que entre el 10 al
25% de los antigenos citoplasmaticos y nucleares son liberados en los endosomas
gue a su vez son cargados en el MHC Il para su posterior presentacion ante la célula
T CD4+ (Crotzer V B. J., 2009) . Como resultado la interseccion fisica de la autofagia
con endosomas Yy lisosomas es critica para el procesamiento y presentacion de
antigenos nucleares y citoplasméaticos por moléculas de MHC clase Il (Crotzer V B.

, 2010)
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Con respecto a la autofagia y la presentacioén de antigeno en el MHC | la autofagia
también constituye un eslabdn en la cadena de presentacion de antigenos virales y
extracelulares por la via de MHC | con el fin de ser presentadas a las células T
CD8+. Los epitopes de antigenos citoplasmaticos y nucleares comprenden
proteinas virales y antigenos tumorales enddégenos y/o auto antigenos, que son
cargados sobre las moléculas de MHC clase | por una ruta dependiente de la
degradacion proteosomal y un transportador de péptidos antigénicos (TAP) (Crotzer

V B., 2010)

En lo que respecta a la participacion de la macroautofagia en la presentacion-
cruzada, basicamente dos estudios han demostrado que los antigenos tumorales y
virales son presentados con mejor eficiencia por las células T CD8+ cuando es

activada la ruta autofagia (Crotzer V B. J., 2009), (Munz, 2010) (Uhl M, 2009)

Se requieren mas estudios que permitan establecer la importancia de la

macroautofagia en la presentacion-cruzada antigénica (Uhl M, 2009).
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2. JUSTIFICACION

La proteina ATG16L1 ademas de participar en el proceso de autofagia, esta
involucrada en la regulacion de otros procesos celulares, incluyendo los
relacionados en la modulacion de la respuesta inmune ante patdégenos. Los
antecedentes muestran que las proteinas ATGs pueden modular las funciones de
células de inmunidad innata como macréfagos, asi como una respuesta
inflamatoria. Debido a que los macrofagos juegan un papel fundamental para
permitir el crecimiento de T. crassiceps, nuestro interés es entender si es que
ATG16L1 modula la actividad de los macréfagos en el modelo de infeccion con T.

crassiceps.

3. HIPOTESIS

Debido a que la proteina ATG16L1 controla la respuesta inflamatoria y esta es
requerida para restringir el crecimiento de T. crassiceps, los ratones que tienen una
disminucion en la produccién de ATG6L1, ratones hipomorficos para ATG16L1

(ATG16L1"M), seran mas resistentes ante la infeccién con este helminto.
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4. OBJETIVO GENERAL

e Determinar cual es el papel de ATG16L1 en el curso de la infeccion
experimental con T. crassiceps.

4.1 Objetivos particulares

e Determinar la carga parasitaria de ratones WT y ratones ATG16L1"M para
reportar si los ratones hipomorficos para ATG16L1 son mas resistentes o no
ante la infeccion con T. crassiceps.

e Caracterizar la poblacion de macrofagos y eosindfilos peritoneales en ambos
grupos de ratones experimentales en diferentes fases de la infeccion.

e Cuantificar los niveles de citocinas Th2 como IL-4 e IL-13, asi como los
niveles de citocinas inflamatorias como IL-13 e IL-15 secretadas en érganos
linfoides secundarios y presentes en sangre.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Ratones e infeccion

Ratones hembra de 6 a 8 semanas de edad, silvestres (WT) y ratones de la misma
edad hipomorficos para la proteina ATG16L1 (ATG16L1") | ambos en fondo
genético C57BL/6, fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala e infectados con 20 metacestodos de Taenia crassiceps cepa
ORF de un tamafio aproximado de 2 mm sin la presencia de gemaciones a través
de una inyeccion intraperitoneal usando una jeringa de tuberculina (Beckton
Dickinson), con un tiempo de evolucién del cestodo esperado de 12 semanas en

total.

5.2 Determinacion de la carga parasitaria

En los tiempos indicados, los ratones fueron anestesiados y sacrificados para la
extraccion de los parasitos, a través de un lavado peritoneal para lo cual se usaron
jeringas conteniendo 8 ml de solucion salina estéril, esta se infiltro en la cavidad
peritoneal con el fin de recolectar las células de exudado peritoneal (peritoneal
exudate cells PECs), una vez extraida la solucion salina cargada con las PECs, los
parasitos se recolectaron para después pasar a ser colocados en un tubo falcén de
50 ml y después contados en una caja de Petri para su conteo uno a uno haciendo
uso de una jeringa de 10 ml para la recoleccion. Se muestra el nimero de parasitos

obtenidos por raton (Figura 2).
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5.3 Obtencién de suero

Se realizaron tomas de muestras sanguineas durante las 12 semanas de infeccion
en intervalos de 4 semanas, haciendo uso de una (caja de sangrado) con el fin de
aumentar la temperatura corporal del raton logrando asi una vasodilatacion,
permitiéndonos tomar una muestra significativa. Se realizé un corte en cola con una
hoja de bisturi y las muestras se recolectaron en tubos eppendorf de 1.8 ml, se
rotularon para colocarlas en la centrifugadora durante 10 minutos a una velocidad
de 5000 rpm, recolectando Unicamente el suero sobrenadante qué se mantuvo en

un ultracongelador hasta su uso.

5.4 Obtencion y cultivo de bazo

Durante el sacrificio se extrajo el bazo de cada ratdon y se colocaron en tubos
eppendorf con 1 ml de medio RPMI suplementado con suero fetal bovino (10%) y
antibioticos, para su conservaciéon con el fin de ser procesados mas adelante. El
bazo se coloc6 en una caja de Petri con 2 ml de medio y un separador celular con
poro de 70 um (Falcon), en donde se maceraron los bazos con el embolo estéril de
una jeringa de 3 ml para cada uno de los 6rganos , obteniendo asi células totales
de bazo, una vez recolectadas las células gentilmente evitando el maltrato de estas
se colocaron en tubos eppendorf y se colocaron en la centrifugadora durante 5
minutos a una velocidad de 3000 rpm, se decanto el resultante, se agregaron 3 mi
de buffer de cloruro de amonio (ACK) con el fin de lisar a los eritrocitos , este actu6
durante 5 minutos exactos, a continuacion se neutralizo la reaccion del buffer ACK
adicionando 3 ml de medio con suero fetal bovino. Una vez neutralizada la reaccion

se coloca nuevamente en la centrifugadora durante 5 minutos a una velocidad de
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3000 rpm, el resultante es decantado, re suspendido y por ultimo se adicionaron 10
ml de medio, para continuar con el conteo. El cultivo se realiz6 en una placa de 12
pozos, los cuales contenian 5 millones de células y se estimularon por 48 hrs con el
mitdgeno concanavalina A. A las 48 hrs de incubacion se analizé la produccién de

IL-4 e IL-15 en el sobrenadante de cultivo de células de bazo estimuladas.

5.5 Citometria de flujo.

Se colectaron las células peritoneales de los grupos experimentales alas 4,8y 12
semanas posteriores a la infeccién con T. crassiceps. Se ajustaron a la densidad de
1x10° células/ml y se tifieron con anticuerpos de citometria de flujo acoplados a
diferentes fluorocromos para las siguientes moléculas F4/80, PDL1, PDL2 y Siglec
F. Se adquirieron 20 000 eventos por muestra, se llevd a cabo el analisis con el

software FlowJo V.10 y se muestran los plots representativos.
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6. RESULTADOS

La recoleccion de los cestodos los cuales dieron como resultado una marcada
diferencia entre los ratones ATG16L1"™ con la cantidad de 90-125 cestodos en
promedio dentro de la cavidad peritoneal y en su contra parte los ratones
WTpresentaron un promedio de 225 cestodos durante sus primeras 4 semanas. En
la semana 8 los ratones WT presentaron entre 500 a 650 metacestodos en
comparacion con los ATG16L1"M con cantidades entre 800 al000 parasitos. Para
finalizar en la semana 12 de infeccién con una cantidad entre 1900 a 2800 parasitos

por ratébn WT y en caso de los ratones ATG16L1"M 1300 a 1600

= WT mm aATg1eL17M
3000

2500
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1500=-

Parasitos/raton

1000=-
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e L R .

4 semanas 8 semanas 12 semanas

Figura 2.-Se muestra la comparativa entre los ratones hipomorficos ATG16L1 y WT, DURANTE LAS
SEMANS 4, 8 y 12 semanas de infeccién con una diferencia marcada en el nimero de parasitos |
contabilizados D




Lo cual nos muestra una marcada susceptibilidad por parte de los ratones
hipomorficos de ATG16L1, con respecto a las tomas de hematocrito no hubo una

diferencia importante. Véase Figura3
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Figura3.- Comparativa entre los resultados de las mediciones de hematocrito entre los ratone ATG16L1"Vy
WT
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El siguiente paso fue la comparacion de citometria en las cuales se busca
determinar si existe la presencia y participacion de PDL1 asi como de PDL2, de los

cuales se detect6 presencia en la poblacion de macréfagos véase, Figura 4.
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Figura 4.- A) Relacion entre Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) B) R2 nos muestra la poblacion de monocitos de los ratones de
cepa C57BL/6 C) de los cuales el 44.7% de estos cuentan con la presencia de los ligandos PDL1 y PDL2 lo que nos sugiere, que existe
una mayor cantidad de macréfagos supresores (Presentan caracteristicas supresoras otorgadas por PDL1 y PDL2)

D) Relacién entre Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) E) R2 nos muestra la poblacion de monocitos de los ratones de la cepa
ATG16LNPM F) de los cuales el 63.5% de estos cuentan con la presencia de los ligandos PDL1 y PDL2 lo que nos sugiere, que existe una
mayor cantidad de macrofagos supresores en comparacion a su contraparte de control C57BL/6.

Con una gran diferencia entre los valores obtenidos los cuales son para C57BL/6
con 44.7% de células que presentan los ligandos PDL1 y PDL2. Los ratones
ATG16L1"M presentaron un 63.5% de macré6fagos con la presencia de ambos
ligandos. De la misma forma se buscé la presencia de los ligandos aunque ahora
en una poblacion distinta en este caso fueron los linfocitos b, en donde los
porcentajes de células reguladoras b no fueron de interés debido a los porcentajes

similares entre ambos grupos experimentales véase Figura 5
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Figura 5.- A) Relacién entre Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) B) R1 nos muestra los porcentajes de células T (CD3) que es de
un total de 47.7% y un 36.6% para las células B (CD19) C) Se observa que del 36.6% de las células B el 5.84 de estas cuentan con la
presencia de PDL2 mientras que el 31% de los receptores estan unidos a él ligando PDL1 otro 16.7% estan unidos a ambos ligandos y el
46.5% restante no mostro la presencia de ninguno de los dos ligandos buscados.

D) Relacion entre Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) E) R1 nos muestra los porcentajes de células T (CD3) que es de un total
de 38.4% y un 34.3% para las células B en ratones (CD19) ATG16L1"M F) en este caso se observa que 34.3% de las células B el 5.75%
de estas cuentan con la presencia de PDL2 mientras que el 18.9% de los receptores estan unidos a él ligando PDL1 otro 10.7% estan
unidos a ambos ligandos y el 64.6% restante no mostro la presencia de ninguno de los dos ligandos buscados.
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Con respecto a la presencia de eosinofilos detectados se puede hablar de

poblaciones se encontraron los siguientes resultados véase Figura 6
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Figura 6.- A) Relacion entre Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) en donde R2 nos muestra las células con mas granularidad de
la lectura de eventos de los cuales podemos observar un 33.2% de células con una granularidad y tamafio alta B) en los ratones de la
cepea C57BL/6 hubo una presencia de 1.70% de eosinofilos.

C) Relacién entre Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) en donde R2 nos muestra las células con méas granularidad de la lectura
de eventos de los cuales podemos observar un 22.4% de células con una granularidad y tamafio alta D) en los ratones de la cepea
ATG16L1"M hubo una presencia de 13.1% de eosindfilos.
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Debido al porcentaje de macrofagos polarizados hacia una respuesta TH?
volviendo a estos mismos en Macrofagos alternativamenten activados se
decidio analizatr a la poblacion de macrofagos en las semanas anteriores de
infeccion en la busqueda de respuestas comenzando por el analisis de
citometria de flujo de las primeras cuatro semanas resultando en vease Figura
7. Seguidas por los eventos capturados durante la octava semana vease Figura

8. Y por ultimo con los eventos analisados en la semana 12 vease Figura 9
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Figura7.- A) Se realiza una comparacion Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) con el fin de identificar las
poblaciones, una vez identificadas segregamos dos poblaciones especificamente en R1 y R2 respectivamente B) Aqui
se tomo la regién R1 en donde se encontraron macréfagos con una granularidad menor y se usaron marcadores de
los receptores PDL1 asi como de PDL2 . En dicho analisis solo el 6.32 % de esos macréfagos cuenta con la presencia
de estos ligandos.

C) De la misma forma se realizé el analisis de comparacion Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) con el fin de
identificar las poblaciones, una vez identificadas segregamos dos poblaciones especificamente en R1 y R2
respectivamente D) en el caso de los sujetos ATG16L1HM el 15.3% de los macréfagos contaban con la presencia de
estos ligandos
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Figura 8.- A) Se realiza una comparacion Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) con el fin de identificar las poblaciones, una
vez identificadas segregamos dos poblaciones especificamente en R1 y R2 respectivamente B) Aqui se tomé la region R1 en donde
se encontraron macréfagos con una granularidad menor y se usaron marcadores de los receptores PDL1 asi como de PDL2. En dicho
andlisis hubo un aumento exponencial en donde del 6.32 % de esos macrofagos con la presencia de ambos ligandos en la semana
4 a pasar 32.4 % en la semana 8

C) De la misma forma se realiz6 el andlisis de comparacion Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) con el fin de identificar las
poblaciones, una vez identificadas segregamos dos poblaciones especificamente en R1 y R2 respectivamente D) en el caso de los
sujetos ATG16L1"V del 15.3% de los macréfagos que contaban con la presencia de estos ligandos en la semana 4 al 54.9% en la
semana 8
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Figura 9.- A) Se realiza una comparacion Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) con el fin de identificar las poblaciones, una
vez identificadas segregamos dos poblaciones especificamente en R1 y R2 respectivamente B) Aqui se tomé la region R1 en donde
se encontraron macréfagos con una granularidad menor y se usaron marcadores de los receptores PDL1 asi como de PDL2. En dicho
andlisis hubo un aumento exponencial en donde del 32.4 % de esos macrofagos con la presencia de ambos ligandos en la semana
8 pasaron al 62.7% en la semana 12.

C) De la misma forma se realiz6 el andlisis de comparaciéon Forward Scatter (FSC) y Side Scartter (SSC) con el fin de identificar las
poblaciones, una vez identificadas segregamos dos poblaciones especificamente en R1 y R2 respectivamente D) en el caso de los
sujetos ATG16L1"V del 54.9% de los macréfagos que contaban con la presencia de estos ligandos en la semana 8 al 62.7% en la
semana 12
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IL4 (pg/ml)

Los resultados mas relevantes son aquellos obtenidos durante la deteccién de IL-
15 e IL-4 aunque esta donde la presencia de IL-4 en los sujetos C57BL/6 fue de
2000 pg/ml en cambio los sujetos hipomorfos de ATG16L1 fue de 7500 pg/ml, por
otro lado la presencia de IL-15 en los sujetos C57BL/6 fue de 2500 pg/ml y por su

parte los sujetos hipomorfos de ATG16L1 presentaron 1000 pg/ml véase Figura 7
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Figura 7.- Se muestran los niveles de interleucina IL-4 (A) e IL-15 (B) encontradas en el sobrenadante de
cultivo de esplendorcitos.
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De la misma manera se revisaron valores de IL-4 e IL-1B en suero Figura 8, liquido
peritoneal Figura 9, nddulo mesentérico Figura 10 y bazo Figurall como se muestra
a continuacion véase.
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Figura 8.- Se muestran los niveles de IL-4 (A) con valores bastante similares en semanas 4 y 12. Aunque en la semana 8 se observa
una diferencia bastante marcada la cual nos lleva a valores bajos de IL-4 en los sujetos ATG16L1"™ vy por el contrario los sujetos WT
presentan cantidades mas altas en comparacion de IL-4

IL-18 (B) encontrados en sueros sanguineos en ambos grupos de ratones durante las semanas 4,8 y 12 semanas de infeccion
respectivamente. Mostrando valores similares en la semana 4 de infeccién y un cambio drastico con la cantidad de IL13 que presentan
los sujetos ATG16L1"M en la semana 8, dejando por Ultimo los valores durante la semanal2 en este caso se observa una mayor
presencia de IL1B en los ratones ATG16L17M .
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Figura 9.- Se muestran los niveles de IL-4 (A) que durante la semana 4 hubo un aumento exponencial en los sujetos WT y por el
contrario en la semana 8 sucedi6 lo contrario con un aumento en los sujetos ATG16L1"M Y finalizando con valores similares en la
semana 12 de infeccion.

Por su parte la IL-1B (B) encontrados en Liquido peritoneal durante las primeras 4 semanas es mas alta en los ratones ATG16L1HVy
de esta misma forma en las semanas posteriores durante las semanas 8 y 12 semanas de infeccién respectivamente.
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Figura 10.- Se muestran los niveles de IL-4 (A) que solo presenta diferencias marcadas durante la semana 4 con una menor cantidad
de IL-4 en los sujetos WT

En caso de la IL-18 (B) encontrados en cultivos de nédulo mesentérico en ambos grupos de ratones durante las semanas 4,8 y 12
semanas de infeccion respectivamente. Se encuentran variaciones en las cuales no hay diferencias significativas.
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Figura 11.- Se muestran los niveles de IL-4 (A) con niveles similares entre grupos en las semanas 4 y 12 pero con una marcada
diferencia en la semana 8 con una mayor cantidad de IL-4 en los sujetos ATG16L1HM

IL-1B (B) por su parte nos muestra valores similares durante las primeras 4 semanas y valores mas altos en los sujetos ATG16L1"M
durante las 8 semanas, para finalizar con la misma tendencia pero con descenso de los niveles de IL-1f en la semana 12.

39




7. DISCUSION

Los resultados nos sugieren que existe una marcada diferencia entre ambos sujetos
experimentales WT y aquellos de la cepa ATG16L1HM, estas diferencias comienzan
a partir del conteo de los cestodos obtenidos durante el lavado peritoneal los cuales
nos mostraron que mientras que los ratones WT contaban con una cantidad
aproximada de 225 cestodos en promedio, los ratones ATG16L1"M™ mostraron entre
90-125 cestodos en cavidad peritoneal que los ratones WT en las primeras 4
semanas de infeccion esto segun lo esperado. Aunque en las semana 8 los papeles
fueron invertidos de tal manera que los ratones WT presentaron entre 500 a 650
metacestodos en comparacion con los ATG16L1"Mcon cantidades entre 800 a 1000
parasitos lo que nos indicaba que la ausencia de la proteina ATG16L1 tiene algun
papel parcialmente importante durante estas semanas, aunque en la semana
numero 12 lo esperado era un crecimiento exponencial del parasito, pero por el
contrario de alguna manera los ratones hipomorficos lograron contener la
infestacion por el metacestodo presentando una cantidad de 1300 a 1600
metacestodos en comparacion con los ratones WT con 1900 a 2800 parasitos por
ratdn. Estos resultados nos sugieren que la proteina ATG16L1 cuenta con un papel
relativamente importante durante la respuesta ante la infeccién con T. crassiceps ya
gue su ausencia muestra una tendencia a la proliferacién del paracito, pero de
alguna forma en la semana 12 de infeccidn esta al parecer comienza a mantenerse
a raya lo que nos da nuevas interrogantes en las cuales que pensar y posiblemente
abordar en el futuro aunque en primeras instancia no podemos hablar del motivo de

esta tendencia sin antes analizar los demas resultados.
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En la citometria de flujo se busco la presencia de los ligandos PDL1 asi como la de
PDL2 en primer lugar se busco en los macréfagos los cuales nos mostraron que el
63.5% de los macréfagos en peritoneo en los sujetos pertenecientes a la cepa
ATG16L1"™ cuentan con estos ligandos que nos dejan en claro que estos tienen
una naturaleza supresora, lo cual nos puede llevar a pensar que debido a estos
AAM’s la respuesta inmunoldgica asi como la distribucion de los monocitos dentro
de la cavidad se ve afectada de manera que la respuesta pro inflamatoria se ve
reducida en gran medida, lo que resalta cual es el motivo de la accién supresora en
la semana 8. Aunque la presencia de una poblacibn de macrofagos
significativamente menos granulares puede tener algo que ver con la reduccion de
metacestodos ocurrida en la semana 12 de infeccion, y por esto se analizaron estas
regiones de macrofagos menos granulares en la semana 4 con un 6.32% de AAM’s
en los ratones WT y un 15.3% en caso de los ratones ATG16L1"M o que no nos
muestra una menor cantidad de AAM’S en los ratones WT pero por el contrario
estos presentaron una mayor cantidad de parasitos que su contra parte ATG16L1"V
.Durante la semana 8 los ratones WT presentaron 32.4% de AAM’s mientras que
los ratones ATG16L1"™ presentaron un 54.9% de AAM’s y en este caso si existié
un aumento significativo en el niUmero de parasitos en los ratones ATG16L1"M. Lo
esperado era un aumento de parasitos en los ratones ATG16L1"M debido a la
tendencia que presentaron y la cantidad de AAM’s que presentaron, pero los
resultados en el conteo de parasitos mostraron una baja en la cantidad de estos
mismos, pero la citometria mostro que los ratones WT tenian un 62.2% de AAM’s
mientras que los ratones ATG16L1"M 62.7%. Ambos grupos nos muestran

cantidades similares de AAM’s pero al mismo tiempo cantidades menores de
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pardsitos en los ratones ATG16L1"M lo que nos deja alin mas incognitas sobre cudl
es la piedra angular durante la reduccion de parasitos en la semanal?2 de infeccion
en los sujetos ATG16L1. Al mismo tiempo se analizaron las poblaciones tanto de
linfocitos B como de eosindfilos, en estas poblaciones no existe una diferencia
significativa. En el caso de los linfocitos b estos no mostraron una cantidad de
linfocitos b con naturaleza supresora con respecto a su contra parte experimental.
En el caso de la poblacién sucedié algo parecido debido a que la cantidad de
eosinofilos hallados dentro de la cavidad no suponen una gran diferencia entre los

grupos experimentales.

Los resultados mas relevantes son aquellos obtenidos durante la deteccion de IL-
15 e IL-4 donde la presencia de IL-4 en los sujetos WT fue de 2000 pg/ml en cambio
los sujetos ATG16L1"M fue de 7500 pg/ml lo cual es una diferencia muy marcada,
esto nos deja vislumbrar que una sobre expresion de IL-4 en los sujetos
hipomorficos sugiere que esta tiene un papel inmunomoduladora. Suprimiendo asi
la respuesta Thl reduciendo en gran medida la respuesta inflamatoria, por otro lado
la presencia de IL-15 en los sujetos C57BL/6 fue de 2500 pg/ml y por su parte los
sujetos ATG16L1"M presentaron 1000 pg/ml estos resultados sugieren una
regulacion con respecto a la respuesta inflamatoria en consecuencia a la alta
presencia de IL-4 y una baja presencia por parte de IL-15 y por consecuencia un

poca proliferacion de células NK.

De la misma forma se analizaron muestras de suero, liquido peritoneal, ganglio
mesentérico y bazo de 4,8 y 12 semanas de infeccion con el fin de medir IL-4 e IL-

1B. En donde los resultados no fueron tan reveladoras de manera que los sueros
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presentaron niveles similares durante las primeras 4 semanas y un descenso de
IL-4 en la semana 8 de infeccion en los ratones ATG16L1"M vy niveles parecidos a
los de la semana 4 en los ratones ATG16L1"M en donde los resultados sugieren
que probablemente la semana 8 es crucial por algun factor que desconocemos que
reduce la cantidad de parasitos en los ratones ATG16L1"M pero los resultados de
las citometria de flujo muestran que este suceso relevante no recae en los
macréfagos teniendo niveles similares de AAM’s . Por otro lado la medicién de IL-
1B en suero dio niveles bastante igualados durante las 4 primeras semanas de
infeccion, pero nuevamente la semana 8 nos muestra una menor cantidad de IL-13
lo que tal vez justifica la cantidad de parasitos encontrados en los ratones ATG16L1
HMy su reduccion en la semana 12 debido a la mayor cantidad de IL1B encontrada
en suero durante esta semana. En caso del liquido peritoneal la IL-4 en los ratones
WT contaba con altos niveles de IL-4 mientras que los ratones ATG16L1HV
presentaban niveles muy bajos de esta interleucina y cambiando de lugares durante
la semana 8 siendo los ratones ATG16L1"™ los que mayores niveles de esta
interleucina presentaban y regresando a niveles similares en la semana 12. En el
caso de IL-1pB los ratones ATG16L1"M fueron los que tuvieron una mayor cantidad
de esta interleucina mientras que los ratones WT presentan valores minimos de
estos mismos, lo que puede ser la respuesta a que es lo que sucede durante la
semana 12 ya que es la semana en la que los niveles de IL-1f repunta sus niveles

los que podria ser una sefal de respuesta inmune.

Estos resultados sugieren que nuestra hipotesis no se cumplié debido a que se

esperaba que en ausencia de la proteina ATG16L1 esta misma ausencia provocara

43



un aumento en la inflamacion debido a la baja regulacion de aquellos eventos
causantes de la activacion de los inflamasomas como son la produccién en cadena
de las especies reactivas al oxigeno. Es asi como se esperaba que la inflamacion
causada por la ausencia de la proteina autofagica ATG16L1 afectara de forma
directa sobre el desarrollo del cestodo de T.crassiceps. En este caso la prediccion
no fue acertada y por consecuencia no sucedié y por el contrario el desarrollo del
cestodo no se vio afectada si no que por el contrario se vio beneficiada, esto debido
a la alta liberacion de IL-4 la cual tiene un papel antiinflamatorio, y al suprimir la
sintesis de IL-1 que tiene como tarea la activacion del inflamasoma NLRP3, lo que
afecta directamente las acciones contra el cestodo y no permite que la inflamacién
actué de una forma eficaz. igualmente se ve reflejado en la cantidad de IL-15
medida, debido a que se encuentras en niveles bajos en aquellos ratones de la cepa
ATG16L1"M a comparacién de su contra parte WT, estos niveles sugieren una baja

activacion de células NK , esto igualmente beneficia el desarrollo del cestodo.
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Aunque la hipétesis no se cumplio al final del experimento corriente esta nos
demostré que la proteina ATG16L1 juega un papel importante durante la infeccion
de Taenia crassiceps, sin embargo ATG16L1 no es el actor principal, puesto que lo
esperado era el aumento de la inflacion debido a la usencia de ATG16L1 y con esto
la perdida de la homeostasis, pero contra lo esperado la inflacion fue regulada por
otro mecanismo el cual con los resultados podriamos sugerir que se trata de la
produccion de interleucinas pero cual es la ruta que se desarrolla para la liberacion
de interleucinas supresoras(lL-4) de la respuesta inmune(IL-15) no permitiendo asi
la liberacion de células inmunitarias NK y al mismo tiempo suprimiendo la
produccion de interleucinas pro inflamatorias como es la IL-1, aunque los resultados
son prometedores, una nueva pregunta se puede plantear la cual es ¢ El hospedero
puede mantener esa respuesta supresora inducida por el parasito?, esta pregunta
es de gran interés debido a que Taenia crassiceps se caracteriza por estancias
cronicas dentro del hospedero final. Pero ¢ podria haber alguna posibilidad de que
la proteina ATG16L1 sea mas importante en una infeccién crénica? Tal vez su papel
sea mas importante o no en un periodo largo tiempo. Aunque los resultados son
prometedores lo mejor y mas posibles seria cambiar el punto de vista de abordaje
con el fin de encontrar la ruta no candnica de supresiéon que usa el cestodo para
evitar la activacion del inflamasoma NLRP3 o si siquiera existe la presencia de este
en los ratones de la cepa ATG16L1"M Lo que nos lleva a la modificaciéon de nuestra

hipétesis inicial y al posible cambio de esta.
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Lo que nos deja finalizar con las mediciones de ambas interleucinas en el nédulo
mesentérico donde los resultados no son los suficientemente relevantes como para
poder especular acerca de su papel durante la infeccion con niveles bastante
parecidos en ambos grupos experimentales. Por otro lado los resultados de las
mediciones de estas en el bazo nos muestra el mismo patrén de los resultados
anteriores con niveles similares en la semana 4 una diferencia en las semana 8 en
el caso de IL-4 los ratones ATG16L1"™ presentaron una mayor cantidad de esta
interleucina y posteriormente en la semana 12 ambos grupos experimentales
presentaron niveles bastante similares. La medicioén de IL-13 concluyo en niveles
mas altos en los ratones ATG16L1"M y una disminucién de esta en los ratones WT.
Aungue se esperaba un aumento de la inflamacion debido a la ausencia de la
proteina ATG16L1 esta no esta presente lo suficientemente como para marcar una
diferencia en el nimero de parasitos contabilizados, pero la presencia de IL-13 nos
lleva a pensar si es que de alguna manera esta tiene algun papel que repercuta en
la respuesta ante el parasito, y si es asi por que la respuesta se ve refleja de una

forma tan tardia.
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8. CONCLUSION

Los ratones que presentan una alteracién en la produccién de la proteina ATG16L1
presentan niumeros de parasitos variables dependiendo del tiempo de infeccion con

el cestodo T. crassiceps
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