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RESUMEN TESIS

mMGL (Mouse macrophage galactose- type C lectin) es una glicoproteina
transmembranal tipo Il, miembro de la familia de las lectinas, funcionalmente
dependiente de calcio; muestra alta afinidad por glicoproteinas con terminales
galactosa (Gal) y N-acetilgalactosamina (GalNac). mMGL se expresan en la

superficie de macréfagos (M @) y células dendriticas inmaduras (DCs) 102028 30. 36,

Con el objetivo de conocer si la molécula mMMGL participa en la resistencia o
susceptibilidad, asi como en la respuesta inmune ante la infeccion con Taenia
crassiceps, se utilizaron ratones C57 B/L6 silvestres (nMGL +/+) y ratones
deficientes en dicha molécula (mMGL -/-). Ambos grupos de ratones se infectaron
con 25 o 15 metacéstodos de este parasito. Se evaluo la cinética de la respuesta
inmune humoral y celular de los tiempos 0 a 8 semanas p.i. A los mismos tiempos se

evaluo6 el crecimiento del parasito.

Se observé susceptibilidad significativamente mayor en los ratones mMGL -/- en
comparacién con los ratones mMGL +/+. Esta mayor susceptibilidad se asocié una
respuesta Ty2 dominante en los ratones mMGL -/-, los cuales presentaron mayor
produccién de IL-4, IL-13, asi como mayores niveles de IgE. En contraste el grupo
de animales mMGL +/+ presentaron menores cargas parasitarias y mayor

produccién de IFN-y.

Por RT-PCR se analizé la expresiéon de genes asociados a la activacion alternativa
de Mg (YM-1, ARG-1, iINOS, FIZZ); en Mg de la cavidad peritoneal de ambos
grupos ratones y en los diferentes tiempos de infeccion, se observé que alas 4y 8
semanas post-infeccion los Mg provenientes de ratones mMGL -/- mostraron
transcriptos de estos genes antes que las células provenientes de ratones mMGL

+/+.

Por otro lado se observo que la produccion de oxido nitrico (ON) fue mayor en los
ratones mMMGL +/+ lo que coincide con un menor nimero de parasitos en este grupo

de ratones.



Por citometria de flujo se analizé la expresién de las moléculas PDL-1 y PDL-2 en
Mg de ambos grupos de ratones, los resultados mostraron que en los Mg
provenientes de animales mMGL -/- se sobre expresan PDL-1 y PDL-2 lo que
sugiere un potencial papel supresor de éstos M@. Se observo también que IL4-R e
INFy-R estan sobre expresadas en las células del grupo de ratones mMGL -/-.

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que la molécula mMGL tiene un papel
importante en el reconocimiento de antigenos parasitarios que pudieran participar en
la respuesta inmune para controlar la infeccién por Taenia crassiceps.



ABSTRACT

mMGL (Mouse macrophage galactose C-type lectin) is a type Il transmembranal
glycoprotein, member of the C-type lectin family, which depends on cellular calcium
concentration. Such lectin has high affinity for the Galactose and N-
acetilgalactosamine ending glycoproteins. Furthermore, this lectin is expressed on
macrophages and Dendritic Cell (DC) surface. However a role for mMGL in
helminthic infections has not been described.

In order to know whether mMGL coordinates immune response as well as resistance
against Taenia crassiceps challenge, we infected i.p. mMGL deficient (mMGL-/-)
and wildtype mice (mMMGL +/+) with 25 or 15 non-budding T. crassiceps
metacestodes both with C57BL/6 genetic background. Parasite burden, cellular and
humoral responses were measured during 8 weeks of infection.

An increased susceptibility in mMGL-/- mice can be observed compared to mMGL
+/+ mice. Concomitantly, susceptibility was associated with higher levels of Th2
cytokines (IL-4,IL-13) and IgE. In contrast, mMMGL+/+ mice presented lower number
of parasites and increased IFNy production.

Next, macrophage polarization genotype was evaluated in adherent peritoneal cells
at 4 and 8 weeks after infection. RT-PCR assay was performed to test mRNA
transcripts of classic and alternative macrophage markers. mMGL -/- infected mice
showed higher expression of Relm-a and Ym-1 than their mMGL+/+ counterparts.
Thus, a clear alternative activation status in macrophages is observed only in mMGL
-/- mice consistent with previously reported findings showing alternative
macrophages only in susceptible hosts.

According to above mentioned Nitric Oxide production was higher in LPS/IFNy-
stimulated mMMGL+/+ macrophages than mMGL-/- cells which was associated with
lower parasite burden.

Finally, flow cytometry analysis showed over expression of IL-4Ra, PDL1 and PDL2
on macrophage surface in mMGL-/- group unrevealing alternative and suppressive
phenotypes respectively.

Altogether these data suggest an important role for mMGL lectin in parasite antigen
recognition, which is most likely to turn on an inflammatory protective signal during T.

crassiceps infection.



ABREVIATURAS

APCs Células presentadoras de antigeno.

Arg 1 Arginasa 1.

CRD Dominio de reconocimiento de carbohidratos.
DCs Células dendriticas.

DNA Acido desoxi nucleico

FACS

i.p Intraperitoneal.

IFN-y Interferona [

IgE Inmunoglobulina E.

IgE Inmunoglobulina E.

IgG 1 Inmunoglobulina 1.

lgG2a Inmunoglobulina G 2a.

lgG4 Inmunoglobulina G 4

IL-10 Interleucina 10.

IL-12 Interleucina 12.

IL-13 Interleucina 13.

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

INOS Enzima éxido nitrico sintasa inducible.
LPS lipopolisacéaridos.

MALDI Andlisis de espectrofotometria de masas.
mi Mililitro

mMGL macrophage galactose-Type C-type lectin.

Mo Macréfagos.
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MgaC
mRNA
ng
nm
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PAMPs
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PGE;
PRR
TGF-B
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Macrofagos alternativamente activados.
Macréfagos activados clasicamente.
Acido Ribonucleico mensajero
Nanogramo

Nanometro

Oxido Nitrico

Post-infeccion.

Pathogen associated molecular patterns
Pares de bases.

Prostaglandina E.

pattern recognition receptors.

Factor de necrosis tumoral 8.
Receptores de células T.

Factor de necrosis tumoral alfa.

Microgramo



INTRODUCCION.

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa que impide la
invasion y diseminacién de los patégenos. Las células del sistema inmune innato
reconocen un patrédn molecular comun y constante de la superficie de los
microorganismos denominado patrédn molecular asociado a patégenos[ PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns)] a través de los receptores conocidos
como receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (pattern recognition
receptors). Los PRRs se expresan fundamentalmente en la superficie de las células
qgue primero entran en contacto con el patdégeno durante la infeccién y en las células
presentadoras de antigeno (células dendriticas y monocitos/macréfagos). La
respuesta inmune efectiva depende del reconocimiento de los patégenos por células
presentadoras de antigeno como las células dendriticas y los macréfagos a través
de sus PRRs. Estos receptores inducen una via de sefalizacién especifica que
inicia la induccién de la respuesta inmune contra los patégenos. Los diferentes tipos
de PRRs incluyen a los receptores tipo Toll (TLRs), las lectinas tipo C (CLRs),
receptores de la familia NOD-Like (dominio de oligomerizacion para la unién a
nucleétidos) y CARD (proteinas que contienen un dominio para la activacion y el
reclutamiento de las caspasas) helicasas. Los TLRs son PRRs que se unen a
PAMPs presentes en los patégenos tales como lipidos, lipoproteinas,
lipopolisacaridos (LPS), acidos nucleicos o DNA bacterial, acido lipoteico,
secuencias de DNA CpG no metiladas, manosa y RNA bicatenario caracteristico de
virus, asi como estructuras presentes en parasitos intracelulares tales como

Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii ' 17242933,

Caracteristicas de los receptores tipo lectinas C (CLRs).

Los receptores lectina tipo C, son proteinas de unién a carbohidratos que estan
involucradas en una variedad de procesos inmunes tales como fagocitosis,
presentacion de antigenos, adhesion celular, y apoptosis. Los CLRs reconocen
patrones de carbohidratos expresados por microorganismos invasores y tienen un
importante papel en la inmunidad innata y adaptativa. La capacidad de los
receptores lectina tipo C de detectar microorganismos depende de la densidad de



los PAMPs presente en la superficie de los patégenos invasores, asi como del grado
de oligomerizacién del CLR & '°.

Las lectinas tipo C son muy prominentes en el sistema inmune de mamiferos,
algunos ejemplos incluyen las selectinas como mediadores de la inflamacién a
través de la union de leucocitos (CD11a/CD18p) a selectina-E expresados en células
epiteliales activadas. Adicionalmente, las CLRs en la superficie de células inmunes
incluye CD23, receptor Fce de baja afinidad a IgE, receptor de manosa (CD206),
macrophage galactose-Type C-type lectin (mMGL), Dectina-1, L-SIGN y DC-SIGN
(CD209). En particular DC-SIGN, que es una lectina tipo C, tiene un papel
importante en la induccion de la respuesta inmune contra numerosos patégenos

incluyendo micobacterias, hongos y virus '* 8.

Los CLRs se expresan en macrofagos y células dendriticas inmaduras (DCs)
presentes en la mayoria de los tejidos; y estan implicados con actividad tumoricida,
fagocitosis y endocitosis; se considera que tienen un papel importante en el paso
inicial de la captura de antigenos que contienen carbohidratos 2% *. Se ha postulado
que como parte de las funciones de las CLRs es su participacion en la adhesién
célula-célula, el reconocimiento de antigeno y como molécula de sefalizacion

influyendo en el balance entre tolerancia e inmunidad 27 .

Fig. 1. Ejemplos de lectinas. Tomado de referencia 55.



Caracteristicas de mMGL.

mMGL (macrophage galactose-Type C-type lectin), estructuralmente, es una
glicoproteina transmembranal de ~M, 42 kDa; posee un dominio citoplasmico, un
dominio transmembranal, un dominio de cuello y un dominio de reconocimiento de
carbohidratos (CRD) que es una estructura estabilizada por dos o tres puentes
disulfuro; responsable de unir carbohidratos, y una secuencia QPD de GIn-Pro-Asp
que facilita el reconocimiento de carbohidratos. Se caracterizan por conservar 115 a
130 aminodcidos en su CRD, con mdltiples sitios de unién a Ca®*. Sin embargo, el
perfil de reconocimiento de carbohidratos esta fuertemente influido por la

oligomerizacién del receptor y el espacio de los carbohidratos con el ligando '8 3% 3%

41,51, 52, 54.

Los CRD se unen a residuos de carbohidratos, en forma dependiente de Ca?*. Los
iones Ca®* estan directamente involucrados en la unién con el ligando, asi como en
el mantenimiento estructural y la integridad del CRD que es necesario para la
actividad de la lectina. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos, los CRD son
especificos para manosa y galactosa. Sin embargo, la interaccibn de estas
estructuras de carbohidratos con las diferentes lectinas depende de la estructura de

los carbohidratos y sus valencias .

En humanos so6lo se ha encontrado un gen para MGL (CD301), sin embargo en
ratones existen dos copias del gen el mMGL 1 y mMGL 2, (CD301a y CD301b).
Ambas moléculas son proteinas transmembranales tipo 2 altamente homoblogas en
su secuencia de aminoacidos, idénticas en el 91.5%, particularmente en sus
dominios de cuello y 86% en el CRD (Tabla 1). Por deteccion de mRNA de mMGL 2
en células que expresan MGL1 se identificaron células doble positivas, en lamina
propia de intestino delgado, dermis y nddulos linfaticos, sugiriendo que ambas

pueden ser expresadas en la misma célula > °'.

Ambos se expresan en la superficie de Mg y DCs. A pesar de la alta similitud entre
la secuencia primaria de estas dos lectinas, ellas tienen afinidad por ligandos
especificos. mMMGL 1 tiene alta afinidad por trisacaridos Lewis X, mientras que
mMGL 2 muestra alta afinidad por N-acetilgalactosamina **.



Las células que expresan MGL estan ampliamente distribuidas en el tejido conectivo.
A mMGL 1 se le atribuyen una variedad de funciones biologicas tales como
reconocimiento y endocitosis de glucoproteinas con residuos Gal/GalNAc, también
contribuye a la defensa contra células tumorales metastasicas y limpia a los
embriones de células apoptéticas. MGL 2 tiene el mismo patrén de distribucién que
MGL 1 *°°,

MGL1 FEKGFKNWAPLQPDNWF GHGLGGGEDCAH ITTGGPWNDDVCQRHYHWIC
MGL2 FDKGRKNW RPLQPDNWHGHMLGGGEDCAHFSYDGRWNDDVCQRTFRWIC

Comparacion de la secuencia de aminoacidos entre MGL1 y MGL2. Los
aminoacidos en color son los sitios de unién con los carbohidratos de T. crassiceps.

Fig. 2. Modelo de la union de mMGL 1 y carbohidratos con estructura Lewis X.
Tomado de referencia 44.



Tabla 1. MGL ort6logos en humano, ratdn y rata.

Especie Otra nomenclatura Patron de Carbohidrato especifico Localizacion
expresion cromosoémica
Humano ASGP-R (H1/H2) Hepatocitos Glicanos tri- o tetra- 17p13.2
antenarios con terminal
gal/GalNAc
Humano MGL (CD 301 corto) CDs inmaduras Terminal Gal/NAc 17p13.1
DC-ASGPR ( CD 301 macréfagos Antigenos Tn, LDN) 17p13.1
largo) CDs inmaduras No determinado
macréfagos ?
Ratén mMGL 1 CDs inmaduras Lewis X 11 B3
Macréfagos Terminal galactosa
Terminal GalNAc
Ratén mMGL 2 CDs inmaduras Terminal GalNAc 11 B3
Macréfagos
Rata rMGL (M — ASGP-BP) Macréfagos Glicanos bi-antenarios 10924
CDs ? com terminal
Gal/GalNAc, Lewis X,
Lewis A

Tomada de referencia 55.

Papel de los azucares de la superficie de los patégenos y el huésped,
interacciones y modulacion de la respuesta inmune.

Los azucares en forma de monosacaridos, oligosacaridos, polisacaridos vy
glucoconjugados (glicoproteinas y glicolipidos) son componentes vitales de los
microbios infectantes y las células del huésped, se involucran en la sefalizacién
celular y se asocian con la modulacion de la inflamacion en todos los tejidos. Ellos
tienen un papel importante en la adherencia, colonizacion y formacion de
biopeliculas de los microbios. La abundancia de varios tipos de carbohidratos en la
superficie de las células animales es una razon por la que éstos son involucrados en
la adherencia a los receptores de azucares en forma especifica para iniciar el

proceso de la infeccién y colonizacién del hospedero 2

Por ejemplo, se sabe que los componentes de la superficie de la pared celular de los
hongos median la adherencia de éste a las células del huésped. Los polisacaridos
de la pared celular pueden activar la cascada del complemento y provocar una



reaccion inflamatoria; son escasamente degradados por el huésped y se pueden
detectar con colorantes especiales. Las paredes celulares liberan antigenos inmuno-
dominantes que pueden inducir respuesta inmunitaria celular y anticuerpos
diagnésticos °.

Las bacterias utilizan a los polisacaridos extracelulares como un mecanismo
protector que, por ejemplo, pueden brindar protecciéon contra los posibles agentes
mortales como los antibiéticos o los iones de metales pesados. Las grandes
cantidades de polisacaridos producidos por un gran numero de células dentro de
una colonia pueden permitir a las células del interior resistir la exposicion, a una

concentracion tal de un agente mortal capaz de matar a células aisladas °.

Estudios en una serie de protozoarios indican que las respuestas inmunes a estos
parasitos en los animales infectados y los seres humanos se dirigen a los factores
determinantes de glucidos en la superficie celular y glicoconjugados secretadas que
son importantes en las interacciones huésped-parasito °.

Los parasitos helmintos como Schistosoma mansoni 'y Taenia crassiceps expresan
carbohidratos Lewis X y sus derivados, los cuales parecen modular la respuesta
inmune del huésped hacia una direccion Ty2; por lo tanto establecen una infeccidon
cronica con crecimiento exponencial del parasito. Por otro lado, se ha demostrado
que la presencia de carbohidratos intactos en antigenos de T. crassiceps induce

activacion alternativa de los macréfagos (MgaA). '* 172226,

Respuestas inmunitarias mediadas por los linfocitos TH2.

La principal funcion efectora de los linfocitos T2 es favorecer las reacciones
inmunitarias mediadas por IgE y eosindfilos/mastocitos, que se han asociado a
proteccién en infecciones por helmintos, el aumento del nimero de mastocitos y
eosindfilos, asi como las altas concentraciones de IgE e I1gG 4 son caracteristicos de
los individuos infectados por helmintos ' 2. Los linfocitos Ty2 secretan IL-4, IL-5 IL-
13. La IL-4 y la IL-13 estimulan la sintesis de anticuerpos IgE especificos contra el

helminto 4.



Por el contrario, la IL-5, puede activar directamente los eosinéfilos préximos a los
helmintos. Los eosindfilos activados liberan el contenido de sus granulos, incluyendo
la proteina principal béasica y la proteina principal catidénica, que son capaces de
destruir tegumentos de los helmintos ™.

LinfOCitOS TH2 Macréfago
activado
Linfocitos B
‘ IL-10
(D
D40
CD 40L
IL-4 IL-5 N
- Supresién de
la activacion
ll IgE de los
T macréfagos
e Sintesis . #
nY de IgE LN
*Cf?( -. ., * \Helmintos
Sintesis de : .. s ¢
anticuerpos IgG . =« S8 ——
neutralizantes (IgG1 ) « Activacioén de los
raton). A eosindfilos.

Fig. 3. Funciones efectoras de los Ty2. Tomado de 1.

En la helmintiasis intestinal, se ha demostrado que la expulsion del gusano parasito
estda controlada por citocinas del grupo Ty2 que induce una mastocitosis en la
mucosa, eosinofilia intestinal y concentraciones elevadas de IgE en suero. De aqui
que los helmintos tienen una fuerte asociacién con las reacciones de
hipersensibilidad, atestiguada con los altos valores de IgE encontrados en la

mayoria de las helmintiasis *.



Respuestas inmunitarias mediadas por los linfocitos Ty1.

La principal funcién de los linfocitos Tyl es la defensa mediada por los citocinas
contra las infecciones, especialmente por microorganismos intracelulares. El IFN-y,
IL-12 y TNF-a sintetizados por las células Ty1 estimula las actividades microbicidas
de los macréfagos favoreciendo de esta forma la destruccion intracelular de los
microorganismos fagocitados. El IFN-y también estimula la sintesis de anticuerpos
IgG opsonizadores vy fijadores del complemento, que favorecen la fagocitosis de los

microorganismos **

Linfocitos TH1

Microorganismos
CPA

Linfocitos B Neutrdfilo

(*5\/ J ﬂ ooo.o?,
\v"/ \44‘\\ 40

CD40 CD °

N\
LT, TNF
ﬂ IFN-y IFN-y z
Anticuerpos de union <\/
al complemento y
opsonizadores.
v{ Activacion de
Re eptor de Fo los neutrofilos
o (potenciacion
o |dela
— o’%o s | destruccion
Activacion de los o de |
macroéfagos (potenciacion elos

de la destruccién de los microorganis
microorganismos). Opsonizacién y fagocitosis mos).

Fig. 4. Funciones efectoras de los linfocitos Ty 1.



Mecanismos de regulacion de la respuesta inmune por helmintos.

Actualmente es bien conocido que los helmintos parasitos son capaces de modular
la respuesta inmune del huésped, mayormente hacia un perfil Ty2. Esta
inmunomodulacion puede manifestarse como un cambio en el equilibrio entre la
respuesta de tipo Tyl y T2 inducida por el parasito, segun el microambiente, con
efectos benéficos o perjudiciales para el huésped. Aunque los mecanismos
implicados en este fendmeno aun no estan claramente definidos, se ha propuesto
que las células presentadoras de antigeno (APCs), como las DCs y macréfagos
(Mg) podrian desempenar un papel importante en este proceso ya que son las

encargadas de activar y polarizar a las células T '3 4850,

Se ha propuesto que el mecanismo de regulacion de la respuesta inmune por helmintos
(Fig. 3 A), inicia con la entrada del helminto que lleva a activacion de células dendriticas
en tejidos periféricos. Se sabe que se activan células T virgenes a Ty2. También es
posible que una reaccion cruzada estimulada por los antigenos del helminto pueda
estimular la participacién de células T reguladoras naturales. La pronta participacion de

las células T reguladoras se piensa impide la respuesta T2 2°.

En la Fig. 5. B) Se encuentra el mecanismo propuesto de regulacién de la
respuesta inmune en infeccién crdénica por helmintos, se propone que el incremento
de los niveles de antigeno parasitario transmite una fuerte regulacion sobre las
células Treg. En estado crdnico de infeccion se sabe que los macréfagos adquieren
un fenotipo de alternativamente activados (MgaA) que puede suprimir la proliferacién
de células T y promover el desarrollo de células de tipo Th2. La interaccion de
células dendriticas y macrofagos recientemente diferenciados con células T en
infecciones cronicas por helmintos son menos claras, pero las armas efectoras del
sistema inmune permanecen con un estado modificado, por ejemplo, disminucién en
la produccion de IL-5, y altos niveles de IL-10 (producidos por células TRreg
adaptativas) la cual cambia la respuesta de las células B hacia la produccién de
IgG4 y no hacia IgE. También induce la produccién de TGF-B que modula la anergia

celular 2.
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Taenia crassiceps y respuesta inmune.

Taenia crassiceps es un cestodo que naturalmente afecta a los roedores y sus
hospederos finales son los caninos. Sin embargo, se ha reportado que humanos
inmuno comprometidos pueden desarrollar la infeccion por este céstodo. El estado
metacéstodo de T. crassiceps tiene la ventaja de reproducirse en forma asexual.
Este fendbmeno biol6gico permite la induccién de infecciones en ratones de
laboratorio al inocular el parasito intraperitonealmente y después de varias
semanas, cientos de parasitos macroscépicos pueden encontrarse en la cavidad
peritoneal *3. En la Fig. 4 se muestra el ciclo de vida de Taenia crassiceps, con
flecha roja se marca la infeccién como modelo experimental '°.

La cisticercosis experimental causada por T. crassiceps induce una fuerte respuesta
de tipo Ty2 e inhibe la capacidad de proliferacion de las células de bazo en
respuesta a un estimulo antigeno especifico y/o policlonales. Los mecanismos

involucrados en este proceso alin no son claramente conocidos .

Por analisis de espectrofotometria de masas MALDI, se identifico la estructura
terminal de los carbohidratos de Taenia crassiceps que consisten en Fuc-a- (1- 3)-
GIcNAc y Gal — B (1 — 4)-GIcNAc residuos como componentes dominantes los
cuales pueden ser reconocidos por mMGL. El alto contenido de estos azucares en
la membrana de Taenia crassiceps influye en el desarrollo de una fuerte respuesta
de tipo Ty2 " 1°.

Tipicamente, la respuesta T2 involucra produccion de las citocinas interleucina-4
(IL-4), IL-5, e IL-13, asi como inmunoglobulina E (IgE) y la expansion y movilizacién

de células efectoras como mastocitos, eosinéfilos y baséfilos 2.
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Fig. 6. Ciclo del vida de Taenia crassiceps.

En el modelo de cisticercosis experimental murina en la cavidad peritoneal causado
por Taenia crassiceps se han identificado factores genéticos, sexuales e
inmunoldgicos asociados a la susceptibilidad en esta parasitosis. Por ejemplo, estas
infecciones se caracterizan por la polarizacion de la respuesta inmune de un perfil
Tu1 inicial hacia un perfil Ty2, con progresién de la infecciéon; y un incremento

notable en el nimero de parasitos ¢ %6 6.

Aunque los mecanismos involucrados en este fenbmeno no estan claramente
definidos, las células presentadoras de antigeno tienen un papel importante en este
proceso, nuestro grupo analizé la respuesta de macrofagos provenientes de ratones
con infeccion aguda, y observaron que éstas células producen niveles altos de IL-12
y Oxido Nitrico (NO), paralelamente con niveles bajos de IL-6 y prostaglandina E;
(PGEy) y con la habilidad de inducir la proliferacién de células antigeno-especificas
CD4+ en respuesta a antigenos no relacionados. En contraste, los macréfagos que
provenian de ratones con infecciones crénicas produjeron niveles superiores de IL-
6 y PGE,y mostraron una supresion en la produccién de IL-12 y ON, asociados con
una pobre habilidad para inducir la proliferacion de células CD4+ antigeno
especificas *°.



Como y porque los helmintos inducen una respuesta inmune tipo Th2 no esta
completamente claro, pero se propone la participacién de varios factores, tanto del
parasito como del huésped; por ejemplo: se ha propuesto que los carbohidratos con
estructuras tipo Lewis X [D-GlcNAc B (1-3), D-Gal B (1 — 4), D-Glc, L-Fuc a- 1] que
expresa T. crassiceps son detectados en particular por las CLRs de las APCs vy ello
favorece la polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil T2 & 10:13.36.46

Lo mencionado anteriormente fue corroborado en un estudio del mismo grupo '°
donde se observd que los antigenos de T. crassiceps son ricos en carbohidratos,
los cuales al ser inyectados en ratones sanos favorecen la respuesta inmune con un
perfil T42, ya que la inyeccién de antigenos solubles de éste parasito condujo a una
alta produccion de IgE total e IgG1 en los ratones, mientras que se produjeron bajos
niveles de IgG2a '°.

Los carbohidratos de los antigenos de T. crassiceps también tienen un papel critico
en la induccién o expresion de genes de macrofagos alternativamente activados;
varios de estos genes de activacion alternativa ya estan bien identificados, como
arginasa 1 (arg 1), una enzima hepatica que metaboliza ornitina y urea a partir de

arginina. '°.

También se sabe que la via de sefalizacion STAT-6 tiene un papel importante para
el desarrollo de respuesta inmune Ty2, ya que ésta media la sefalizacién de IL-4/IL-
13. Por ejemplo, ratones STAT6 -/- no montan respuesta inmune Ty2 significativa y
controlan las cargas parasitarias después de la infeccion con T. crassiceps.
Rodriguez-Sosa et al, encontraron que ratones STAT6 +/+ tuvieron un incremento
progresivo en el numero de parasitos de su cavidad peritoneal conforme avanzaba el
tiempo de infeccion, mientras que el grupo de ratones STAT6 -/- controlé con éxito la
infeccion en la semana 12 y sus células de bazo produjeron mayores niveles de IFN-
y que aquellas provenientes de ratones STAT6 +/+. En contraste, conforme la
infeccidn progresaba, las células de bazo provenientes de ratones STAT6 +/+ que se
estimularon in vitro con Ag. de Taenia crassiceps produjeron niveles
significativamente mayores de IL-4 e IL-13 que los ratones STAT6 -/-, que
produjeron niveles bajos de estas citocinas. Estos resultados demostraron que la via



de senalizacion STAT6 estd involucrada en la patogénesis de la infeccion con

Taenia crassiceps *'.

En esta investigacion se comprob6 que ratones resistentes a la infecciébn montaron
una fuerte respuesta Ty1 con niveles altos de 1gG2a, IFN-y e IL-17, e incrementos de
la transcripcion de TNF-a y oxido nitrico sintasa. Mientras que ratones hembra del
mismo fondo genético, STAT6 -/- que recibieron L- NAME (nitro-D-arginina metil
ester, un inhibidor de iINOS) montaron una respuesta inmune similar pero con baja
transcripcion de iINOS, por lo tanto con bajos niveles de oxido nitrico, éstos animales
presentaron una carga parasitaria significativamente mayor. Lo que sugirié que los
Mg clasicamente activados (MgaC) y la produccién de ON son mecanismos
efectores que contribuyen a que el huésped sea resistente a la infeccion con Taenia

crassiceps *'.

Por otro lado, otro factor de transcripcion como STAT4, que es una proteina de 89
kDa, que esta implicado fundamentalmente en la via de senalizacién de IL-12. A su
vez, STAT4 es crucial para la produccién de interferon — y. Con el propésito de
confirmar sus hallazgos previos, este mismo grupo de investigadores estudié el
papel de ésta molécula en la cisticercosis experimental. Encontraron que los ratones
STAT4 +/+ con un fondo genético C57BL/6 resolvieron rapidamente la infeccion,
mientras que un grupo de ratones STAT4 -/- fueron muy susceptibles a la
cisticercosis y mostraron grandes cargas parasitarias. Por otra parte, la incapacidad
de los ratones STAT4 -/- de controlar la infeccién se asocié con la induccion de una
respuesta antigeno-especifica de tipo Tw2, caracterizado por niveles
significativamente altos de inmunoglobulina G1 (IgG1) e IgE total, asi como IL-4, IL-
10 e IL-13; mientras que los ratones STAT4+/+ produjeron significativamente mas
interferon-y. Por otra parte, poco después de la infeccién, los macréfagos
provenientes de ratones STAT4 -/- produjeron niveles mas bajos de citocinas pro
inflamatorias como IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1B8, y ON que
aquellos provenientes de ratones STAT4+/+, lo que apoyd la hipdtesis del papel
fundamental de los Mg en la mediacién de la proteccidon contra la cisticercosis
experimental. En conjunto éstos resultados demostraron que la via de senalizacién

STATA4 tiene un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune tipo Ty,



que es esencial para mediar la proteccion contra la fase larvaria de Taenia

crassiceps " *2.

El fondo genético del huésped también influye en como se desarrollan las
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, en infeccién por Leishmania major, los
ratones C57BL/6 montan una fuerte respuesta Tyl y resuelven la infeccién. En
contraste, ratones BALB/c montan una respuesta inmune de tipo Ty2 y desarrollan
lesiones crdnicas. En otras infecciones por protozoarios, por ejemplo Toxoplasma
gondii, los ratones de la cepa C57BL/6 sucumben ante la infeccidbn a pesar de
presentar una respuesta inmune de tipo Ty1, mientras que los ratones BALB/c

mostraron resistencia y sobreviven por un largo periodo de tiempo *.

En infecciones por helmintos, el fondo genético del huésped también tiene un papel
importante en el desarrollo de la infeccion. Por ejemplo en cisticercosis experimental
causada por Taenia crassiceps la respuesta inmune en ratones BALB/c inicialmente
es de tipo Tyl pero después de 3 0 4 semanas se polariza hacia una respuesta
inmune de tipo T2 *8. La resistencia a este parasito se ha asociado con una
temprana respuesta tipo TH1, asi como con el fondo genético (Sciutto 1991- 1995,
Terrazas 1998). Estos ratones BALB/c (MHC haplotipo H2%) son susceptibles a la
infeccion, mientras que los C57BL/6 (MHC haplotipo H2P) son relativamente
resistentes a la infeccion con T. crassiceps. Por lo que el mecanismo inmunoldgico
asociado con las diferencias en la susceptibilidad a T. crassiceps no esta claramente
definido 8. En nuestro grupo de trabajo se analizé la expresién de diferentes genes
de activacién alternativa en macréfagos de ratones BALB/c y C57BL/6 infectados
con Taenia crassiceps a las semanas 2, 4 y 8 post-infeccion. A la semana 2 post-
infeccidn los macrofagos provenientes de ratones BALB/c tuvieron una regulacion a
la alta de genes codificadores de proteinas que son asociadas con activacién
alternativa, tales como Arg-1, RELM-a, Ym-1 y TREM-2. Asi como una débil
expresion de iINOS. Sin embargo, conforme progreso la infeccién se observaron
cambios en estos marcadores, mientras que el gen de Ym-1 disminuyo para la
semana 8 post-infeccion, y la expresion de Arg-1 se mantuvo sin cambios en las
semanas 4 y 8; la transcripcion de RELM-a y TREM-2 fue mayor para la semana 8
post-infeccion en macréfagos de ratones BALB/c infectados con Taenia crassiceps,

en contraste, la transcripcion de iINOS que fue inhibida. En el grupo de animales



C57BL/6 la expresion de Arg-1 y TREM-2 fue débil en tiempos tempranos post-
infeccion,, asi como incremento en la transcripcion de iINOS. La expresion de iINOS
fue sostenida hasta la semana 4, y la expresién de Arg-1, TREM-2 y RELM-a fueron
reguladas a la baja conforme progreso la infeccién en esta cepa de ratones.
Adicionalmente, los macréfagos aislados de ratones C57BL/6 expresaron niveles
similares de mRNA para citocinas pro-inflamatorias como TNF-a y MIF a lo largo de
toda la infeccion comparados con los macréfagos provenientes de ratones BALB/c,
sin embargo, los genes transcriptores para IFN-y estuvieron elevados en la semana
8 post-infeccidén, en los ratone C57BL/6. El hecho de que para semana 8 post-
infeccion, los macréfagos provenientes de ratones C57BL/6 expresaron un claro
perfil pro-inflamatorio, mientras que los macréfagos de ratones BALB/c expresaron
transcripcion mixta de activacién alternativa y marcadores proinflamatorios.
(Terrazas et. Al 2009) 8.

Macrofagos (Mo)

Los Mg son una de las poblaciones mas ampliamente distribuidas del sistema
inmune, presentes en todos los tejidos del cuerpo, son efectores en la inmunidad
innata y estan involucrados en el inicio y regulacion de la respuesta adquirida; estan
implicados en diversos procesos patogénicos. Tienen funciones homeostéaticas que
incluyen reparacion, modelacion y angiogénesis de los tejidos; proveen proteccion al
poner en marcha mecanismos inmunes innatos e iniciar el desarrollo de respuestas
inmunes especificas a través de fagocitosis, reconocimiento y presentacion de

antigenos, la expresién de moléculas coestimulatorias y la produccién de citocinas ™
32

Los M® tienen un papel central en la respuesta a las infecciones. La generacién de
metabolitos como los metabolitos de oxigeno y nitrégeno, permite atribuirle a estas
células una potente actividad microbicida. Concomitantemente, es necesario que se
disparen mecanismos de control que les permitan evitar la excesiva activacion del

sistema inmune cada vez que el organismo enfrente a un antigeno extrafio 3% .

En la respuesta inmune se atribuye a los Mg las siguientes funciones. Primero son
detectores de patdgenos a través de los PRRs tales como los receptores tipo Toll y



las lectinas tipo C; son células presentadoras de antigeno en el inicio de la
respuesta inmune del huésped; participan como células efectoras directamente en la
muerte del patégeno, como cuarta funciéon participan como células reguladoras y
supresoras en infecciones parasitarias y tumores del huésped .

Los Mg pueden estar involucrados en respuestas pro y antiinflamatorias, en
destruccion de tejidos, asi como en actividades de restauracién. Hay evidencias que
sugieren que los macréfagos activados en ambiente Ty2 tienen como funcion
primaria la reparacion de tejidos. Esta hipotesis fue bien aceptada ya que se conoce
a la prolina, producida por macrofagos alternativamente activados (MgaA) como un
importante precursor de colagena y poliaminas que estan involucradas en la

proliferacién celular 2°.

Macréfago activado. Describe cambios intrinsecos en la resistencia y capacidades
fagociticas y digestivas '*. Sefales encontrados por los Mg durante su desarrollo y
migracion determinan sus propiedades funcionales en sitios de inflamacién e
infeccion. Las caracteristicas de los macrofagos activados incluyen cambios en la
membrana plasméatica como cambios en el contenido de colesterol, de
fosfodiesterasa alcalina 1 y disminucion de la 5"-nucleotidasa; con incremento de
adherirse a objetos de vidrio y plastico, en la fagocitosis y en la pinocitosis, y, por
ende, en el numero de fagolisosomas y vesiculas endociticas. Tienen la capacidad
de reconocer y destruir células singénicas neoplasicas. Ademas, en respuesta a la
inflamacion o a la infeccion microbiana in vivo, o a linfocinas in Vitro, secretan altas
cantidades de proteinasas neutras, que incluyen el activador de plasmin6geno,
elastasa y colagenasa, presentan un incremento en las actividades de las hidrolasas

acidas y un alto consumo de oxigeno durante la fagocitosis > .

. Activacion clasica del macrofago (M1; MgaC). Este tipo de
activacién es Inducida por exposicién a IFN y, TNF-a o inductores de este tales
como ligandos de los receptores tipo Toll (TLR), LPS, peptidoglicanos y sefales
endégenas (de HSP de 60 y 70 kDa) “°.

* Los MdaC tienen la capacidad de detonar mecanismos efectores:

muerte de parasitos intracelulares, lisis de células tumorales, produccién y secrecién



de IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, TNFa, CCL3, CXL9, CXCL10, generaciéon de oxido
nitrico, cambios fagolisosomales y aumento en la expresion de MHC-1l, CD86 y de la
presentacién antigénica asociada con células Tyl * ™. Una de las caracteristicas
principales de estas células es la induccién de la enzima Oxido nitrico sintesa
inducible (INOS) que actua sobre la L-arginina produciendo éxido nitrico (ON) y
citrulina. La iNOS es inducida en macréfagos a través de citocinas inflamatorias
como TNF-a, IFN-y e IL-12 >:26:30.46,

Fig. 7 Metabolismo de L-arginina en Macréfagos. LNMMA: N-G-metil-arginina,
DFMO: di-fluor-metil ornitina, ODC: ornitina descarboxilasa, NOHA: NG-hidroxi- L-

arginina.

La arginina puede ser metabolizada por dos vias diferentes. Por un lado, es oxidada
por la enzima iNOS, inducida por citocinas pro-inflamatorias, para generar 6xido
nitrico (ON) y citrulina. Durante este proceso se genera un compuesto intermediario
NG-hidroxi-L-arginina (NOHA) , que es un potente inhibidor de la arginasa. Por otra
parte, L-arginina puede también ser hidrolizada a urea y ornitina a través de la
accion de la enzima arginasa. Existen dos isoformas de esta enzima en células de
mamiferos; arginasa |, citosélica inducida por citocinas Ty2 en Mg, mientras que
arginasa Il es mitocondrial y se expresa de manera constitutiva. Luego, por la
accion de ornitina descarboxilasa (ODC), la ornitina es transformada a poliaminas



(putrescina, espermidina y espermita). Estas ultimas son aminas de bajo peso
molecular, cuya funcién esta relacionada a la proliferacién y divisién celular. Por otra
parte la prolina producida a partir de la ornitina es un componente clave para la

sintesis de colagena 3% “°.

Criterios funcionales y bioquimicos de los MgaC. Estas células muestran un
incremento en la expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (MHC Il) y de moléculas co-estimulatorias, tienen mayor capacidad para
presentar antigenos y para eliminar patégenos intracelulares. Presentan incremento
en la produccion de especies tdéxicas del oxigeno. En este contexto, el ON actua

como una molécula efectora citotdxica del sistema inmune “6.

¢ Activacion alternativa del macrofago (M2; MgaA). Se propuso como
nombre genérico para formas alternativas de activacion que, ademas, comparten
propiedades funcionales generalmente involucradas en respuestas tipo Th2, como
inmunoregulacién y remodelacion de tejidos. Los MoaA son inducidos por IL-4 e IL-
13; por la exposicibn a complejos inmunes y agonistas de los TLRs. IL-10 y
glucocorticoides, algunos autores consideran que TGF-3 es activador alternativo de
este fenotipo. Ademas, los MdaA en condiciones normales (individuos sanos), han
sido identificados en tejidos en los cuales es necesario evitar la inflamacién, como

pulmén y placenta ® *°.

¢ Los macréfagos M2 tienen propiedades anti-inflamatorias, inhiben la
produccién de IFN-y, antagonizan las respuestas a ésta incluida la activacion de M1
y son inducidos por IL-4 e IL-13, participan en alergias y se reclutan ante

infecciones por parasitos "> %°.

En respuesta a la inducciéon de la enzima arginasa, éstos Mg producen urea y
ornitina y luego poliaminas y prolina (Fig. 5). Estos Mg exhiben una gran capacidad
de endocitosis y fagocitosis. La actividad supresora de estos Mg alcanza a células T
activadas por mitdgenos, las cuales muestran una respuesta proliferativa y
secretoria significativamente disminuida en presencia de MgaA. Las citocinas
caracteristicas producidas por estos MgaA son la IL-10, el receptor antagonista del
IL-1 (IL-1RA) y TGF-B 3% “¢,



En Mg tratados con IL- 4, frecuentemente incrementan la expresién de genes que
codifican para la citocina secretoria Ym1 y para arginasa. Los MgaA producen altos
niveles de fibronectina y proteinas asociadas a la matriz extracelular, la formacién de
colagena y la reparacién de tejidos (Fig. 5). Ademas, la produccién de citocinas

antiinflamatorias podria frenar el proceso inflamatorio inducido por los MgaC % *

Papel de los MgaA en la infeccion por helmintos.
Céstodos.
Taenia crassiceps.

Al inicio de la infeccidén intraperitoneal (i.p) con Taenia crassiceps el huésped
presenta una rapida pero transitoria respuesta inmune Ty1, la cual cambia a un tipo
de respuesta Ty2, seguida de una respuesta mixta Tu/Ty2. Conforme esto sucede
los Mg reclutados en la cavidad peritoneal cambian con el progreso de la infeccidén
ya que durante la infeccibn aguda producen niveles altos de IL-12 'y ON,
paralelamente presentan niveles bajos de IL-6 y tienen la habilidad de inducir
proliferacion de células T CD4+ antigeno especificas. En contraste, los Mg, durante
la infeccion crénica producen patrones diferentes de citocinas y quimiocinas,
asociadas con una pobre habilidad de inducir proliferacion de células T CD4+

antigeno especificas *.

Los Mg reclutados de la cavidad peritoneal durante la infeccibn con Taenia
crassiceps presentaron aumento en la expresion de genes de MR, lectinas tipo C
(mMGL 1 y mMGL 2), Arg-1, Fizz1, Ym1 y TREM-2 confirmando que estos Mg son
alternativamente activados *. Posteriormente se demostré que estos macréfagos
tienen actividad supresora sobre linfocitos T activados, la cual fu contacto-
dependiente y las moléculas involucradas fueron PD-L1 y PD-L2 *°.



Echinococcus multilocularis.

Al igual que en el modelo de T. crassiceps se presenta una respuesta transitoria de
tipo Ty1, pero progresa a un tipo de respuesta Ty2. Los Mg parecen desempefar un
papel en la interface huésped- parasito. Los parasitos aislados de la cavidad
peritoneal a las 6 semanas p.i tuvieron una reduccién significativa en la respuesta de
células T aun con antigenos no relacionados (péptidos OVA), en comparacién con
Mg de la cavidad peritoneal de ratones no tratados previamente. Estos Mg inducidos
por E. multilocularis suprimen la proliferaciéon de linfocitos en forma contacto
dependiente, cuando son estimulados con Con-A, aunque los datos anteriores
sugieren que factores solubles (NO) participaron en la baja respuesta proliferativa

durante la infeccidn con echinococcosis *°.
Hymenolepis diminuta.

En ratones infectados con H. diminuta se producen IL-10, TGF-B e IL-4. Por RT-PCR
se detectaron marcadores de membrana celular en Mg en el dia 8 post-infeccion
para establecer si los Mg de intestino de ratones infectados con H. diminuta eran del
grupo de MgaA. Aunque la actividad de regulaciéon no ha sido probada, los autores
correlacionaron la aparicion de MgaA con el momento de la expulsién del gusano; lo
que sugiere que los MgaA podrian participar en la proteccién contra la infeccién por
este cestodo *°

Cabe hacer notar que los MgaA han sido identificados en forma consistente durante
las infecciones con las tres clases de helmintos parasitos. En conjunto, estos datos
apoyan la idea de que la induccion de MgaA es una caracteristica comun en la
infeccién por helmintos °.

Nematodos.

Brugia malayi.

En el modelo de infecciéon con B. malayi se induce un alto numero de Mg F4/80+

junto con una respuesta Ty2 a lo largo de la infeccién. Cuando los Mg peritoneales



aislados por adhesion fueron co-cultivados con antigeno especifico se observo una
inhibicién de la respuesta proliferativa. Estos Mg mostraron alta actividad de Arg-1
en lugar de actividad de iINOS. Otros estudios realizados por el mismo grupo de
investigadores mostré una regulacién a la alta de estos Mg, con expresién de otros
dos genes como Fizz 1 y Ym1 y fueron considerados desde entonces como
marcadores para MgaA en varias infecciones por nematodos. Del mismo modo el
incremento en la produccién de IL-10 y TGF-B se asocié con MgaA. Se determiné
que esta actividad inhibitoria y la expresién de genes eran IL-4 dependientes, dado
que los ratones que carecen de IL-4 fueron incapaces de producir MgaA, mientras
que los ratones IL-10 -/- presentaron ambos,. En este tipo especifico de infeccion los
MgaA fueron nombrados NeMg, éstos tienen habilidad de suprimir la proliferacién de
células T ya que se encontr6 que la respuesta es contacto dependiente y
parcialmente dependiente de TGF-B. Sin embargo, las moléculas involucradas en el
contacto células-célula no fueron definidos. No obstante se considera que estos
NeMg inducidos por B. malayi tienen un papel anti-inflamatorio en el sitio de

infeccion *°.
Litomosoides sigmodontis.

Se conoce que la infeccidn por L. sigmodontis induce MgaA F4/80+ (NeMg) donde
Fizz1 y Ym1 son regulados a la alta en los sitios de migracion del parasito. De forma
similar que en la infeccion por B. malayi la actividad supresora es macréfago-
dependiente y presentaron el patrén similar de expresion de Arg-1, Fizz1y Ym1.. La
actividad supresora de NeMg inducidos por L. sigmodontis fue contacto dependiente
y se asocié minimamente con TGF-B. En contraste, el bloqueo del receptor de IL-10
y CTLA-4 no tuvo ningun efecto en la actividad supresora de NeMg. Los NeMg se
encuentran con frecuencia cerca del parasito, también aparecen diseminados en el
nodo linfatico (LN) solo cuando la filaremia aparece en la cavidad pleural. No se
conoce otro papel funcional de los MgaA en la filariasis, pero es evidente que
poseen actividad supresora *°.



Nippostrongylus brasiliensis.

La infeccién es inducida subcutdneamente y el parasito maduro migra hacia los
pulmones donde N. brasiliensis induce una fuerte respuesta T2 en pulmones y
nddulos linfaticos asociados a ellos. Ademas los altos niveles de IL-4 e IL-13, se
encontré que otros genes fueron altamente expresados en pulmones de ratones
infectados, como Fizz1 y Ym1, sugiriendo la presencia de MgaA. Este conjunto de
marcadores de MgaA recientemente se asocio con la expresiéon de IL-21R durante la
infeccion con N. brasiliens; se demostrd que este receptor aumenta la actividad de
los MgaA principalmente por incremento en la expresion de IL-4Ra e IL-13Ra.
Ademas, la fibrosis pulmonar causada por la infeccién por N. brasiliensis se asocio
con la presencia de MgaA, dado que los ratones que carecen IL-21R indujeron
menos MgaA y por lo tanto la fibrosis pulmonar se redujo. Por lo tanto, una fuerte
respuesta Th2, junto con la presencia de MgaA esta asociada con la patologia
observada en los pulmones de N. brasiliensis de ratones infectados. En contraste,
otras observaciones recientes indican que los MgaA expresanArg-1, Ym1, Fizz1 y
RM, pueden ser inducidos en los pulmones en la ausencia de células T CD4 en
respuesta a la infeccion N. brasiliensis. En este estudio se detectaron in situ
(pulmones) MgaA GSL-I+ a los 4 dias post-infeccion (pi) en ratones con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID) o silvestres. Sin embargo, estas
poblaciones se mantuvieron justo después de 8 dias post-infeccion en los ratones
silvestres, los cuales mostraron una resolucibn muy rapida tanto de los dafios
mecanicos y la inflamacion causada por la N. brasiliensis. Por el contrario, la
inflamacion y el dafno en pulmones de los ratones SCID persistié después de 8 dias
p.i. En base a estos resultados, se lograron dos conclusiones importantes.
En primer lugar, los M@aA se pueden presentar en las respuestas inmunitarias
innatas, cuando no hay respuesta Ty2 concreta, lo que sugiere que N. brasiliensis
puede inducir directamente M@Aa o que una de las primeras fuentes de IL-4 es a
partir de células innatas (por ejemplo, los mastocitos y células NK) que pueden ser
suficientes para inducir MgaA. En segundo lugar, los M@aA también pueden
desempefiar un papel como células reguladoras, al evitar la inflamacién pulmonar
excesiva asi como la funcién de remodelacion. Un informe mas reciente demostro
que la induccibn MegaA durante la infeccibn por N. brasiliensis depende
estrictamente de la via de sefalizacibn STAT-6. En conjunto, estos resultados



implican una clara dependencia de IL-4/IL-13 para que los M@aA migren durante

infeccion con este nematodo *°
Heligmosomoides polygyrus.

Los ratones adquieren al parasito en fase de larva y 36 horas después éstas migran
al intestino delgado, donde pueden penetrar la mucosa e invaden la capa muscular
interna donde se enquistan. H. polygyrus desencadena una respuesta polarizada
hacia un tipo Ty2 y puede inducir infecciones crénicas. Si se eliminan los parasitos
después de una infeccidén primaria el huésped tiene memoria contra una reinfeccion.
Como se observa en B. malayi, L. sigmodontis y las infecciones de N. brasiliensis,
estos M@aA eran escasos en ratones STAT6 -/- e IL-4 -/- que mostraron
mayores cargas de parasitos y huevos. Sorprendentemente, éstos datos sugieren,
por primera vez, un papel de proteccion de los MgaA en una infeccién por helmintos,
ademas de la clasica participaciéon de eosinéfilos. Como se mencioné anteriormente,
la actividad arginasa es una caracteristica de los M@aA. En este estudio, cuando la
arginasa fue bloqueada quimicamente en ratones resistentes, se observé mayor una
recuperacion de larvas, lo que sugiere un papel para
arginasa en las respuestas de acogida y proteccidbn contra la fase intestinal
de H. polygyrus. Se concluyd que la arginasa no desempefia ningun papel en las

respuestas de proteccién en enfermedades infecciosas *°
Trematodos.
Schistosoma mansoni.

A principios de los afios 90, el grupo de Stadecker descubrié que los macrofagos
aislados de granulomas hepaticos de ratones infectados con S. mansoni fueron
capaces de anergizar las respuestas de células T ante estimulos especificos y
policlonales. Los Granulomas de esquistosomiasis presentaron un crecimiento
maximo 7 u 8 semanas después de la infeccidon, tiempo en el que el huésped ha
desarrollado una fuerte respuesta Ty2. El grupo de Stadecker también encontrd que
la actividad supresora de la IL-2 fue reversible y demostré que estos macréfagos
fueron capaces de conducir las respuestas Ty2. No obstante, los mecanismos que



participan en la respuesta Ty2 y las actividades supresoras fueron indefinidos. Estos
macréfagos aislados de granulomas hepaticos no se han definido como MgaA en
ese tiempo. Estos macrofagos supresores también se determinaron que son MgaA.
Por otra parte,los ratones que carecen de la cadena IL-4Ra especificamente en sus
macrofagos (LysMCrell - Ratones 4Ra-/- sucumbieron a la esquistosomiasis aguda.
Este resultado se asoci6 con el deterioro de la capacidad de los
ratones LysMCrelL-4Ra-/- de reclutar M@aA al granuloma a pesar de tener una
respuesta tipo Ty2 normal en otros tejidos. En contraste, un elevado numero de
CAMeo se detectaron en los granulomas hepaticos de estos ratones. Por lo tanto, la
induccion de MgaA dependiente de IL-4/IL-13 fue esencial para evitar los dafos

inmuno patolégicos y para sobrevivir a la esquistosomiasis aguda °.
Fasciola hepatica.

Al igual que otros helmintos, F. hepatica induce respuesta de tipo Th2.
Recientemente se ha informado, la induccion de marcadores de M@aA en las
primeras etapas de la infeccion. Esta induccion puede ser imitada en ratones
mediante la inyeccion de productos de excrecidn/secrecion de F. hepatica.

Actualmente, la presencia de macréfagos alternativamente activados se considera
otra caracteristica de las infecciones por helmintos y su accion parece ser diversa; y
dependiendo del parasito de que se trate es la funcion de este tipo de macréfagos.
Por otro lado, el hecho de que factores solubles ya sea extraido, liberado o
excretado por este tipo de parasitos parecen inducir también la aparicién de esta
poblacion de macréfagos. Dentro de estos productos de excrecién/secrecion de los
helmintos las moléculas ricas en carbohidratos han acaparado la atencion de los
investigadores dado que se han detectado que pueden alterar el desarrollo de una
respuesta inmune. Sin embargo, los receptores para tales moléculas glucosiladas no
han sido claramente identificados, ni tampoco se ha estudiado si la ausencia de
algun receptor que pudiera reconocerlas podria afectar el desarrollo de una
infeccion. Por lo tanto en este trabajo se hizo una primera investigacion en el posible
papel de un CLR en la respuesta inmune y susceptibilidad a un helminto.



Helmintos que inducen MgaA.

Parasito Incremento de la Funcién de las | Actividad supresora
expresion de APC
marcadores de
MgaA
Nematodo
Brugia malayi Fizz1, Ym1, Arg-1 Habilidad de Si (TGF/ B contacto
polarizacion dependiente
Th2 /parcialmente
dependiente.
Litomosoides Fizz1, Ym1, Arg-1 Desconocido Si (contacto
sigmodontis dependiente/TGF-$
Nippostrongylus Fizz1, Fizz2, Ym1, Desconocido Desconocido
brasiliensis. Arg-1, MMR,
AMCase IL-21R
Heligmosomoides | Fizz1, Ym1, MR, Desconocido Desconocido
polygirus AMCase, IL-4R
Trematodos
Schistosoma Fizz1, Ym1, Arg-1 | Habilidad de Si (PD/PDL1
mansoni AMCase, MR, IL- | polarizacién Ty2 dependiente)
21R
Fasciola hepatica | Fizz1, Ym1, Arg-1 | Desconocido Desconocido.
Cestodos
Taenia crassiceps | Fizz1, Ym1, Arg-1, | Habilidad de Si (PD1- PDL
MR, 12/15 LOX, polarizacion Ty2 dependiente y

mMGL, CD23, ROS parcialmente
CCR5, OX40L, dependiente.
SLAM, TREM2.
Hymenolepis Fizz1, Ym1, Arg-1 | Desconocido Desconocido
diminuta.
Echonicoccus Fizz1, Ym1, Arg-1 | Desconocido Desconocido
multilocularis ND

Tabla 2. Tomado de referencia 39.




JUSTIFICACION

Dado la estructura compleja de las glicoproteinas, es importante estudiar a las
lectinas. Hay antecedentes acerca del receptor de manosa (MR), que es un tipo de
lectina tipo C, estructuralmente es una glicoproteina presente en la superficie de las
células de algunos microorganismos patégenos (Schistosoma mansoni) mediando la
opsonizacién directamente o por medio de la activacion del complemento por la via
de las lectinas. Ratones deficientes en MR no sufren modificacion de la

susceptibilidad a éste parasito.

Debido a que no existen estudios sobre la posible modificacién inmunolégica ni
susceptibilidad a la infeccién parasitaria relacionados con la molécula mMMGL,;
recientemente el Consortium for Functional Glycomics (USA) desarrollo ratones
deficientes en la molécula mMGL (mMGL -/-), en ratones de fondo genético C57
BL/6. En este contexto, los animales mMGL -/- pueden ser utiles para entender la
interacciéon entre ésta molécula y los carbohidratos Lewis X del cestodo T.

crassiceps.

Por lo mencionado, crecioé nuestro interés en conocer el papel de la interaccidén de la
molécula mMGL del huésped; con los carbohidratos Lewis X del cestodo T.
crassiceps y el desarrollo de la respuesta inmune y susceptibilidad a este parasito; y
decidimos utilizar a los animales mMGL -/-, que tuvieron una reproduccién normal y

sin problemas inmunoldgicos.



HIPOTESIS.

Debido a que los carbohidratos son relevantes para el reconocimiento de los
parasitos por las células de la inmunidad innata; la deficiencia de la molécula mMMGL-
1 que reconoce algunos de ellos, ocasionara que las células no se activen en forma
correcta; por lo tanto los ratones deficientes para esta molécula seran mas
susceptibles a la infeccibn por Taenia crassiceps y la respuesta inmune sera

permisiva para el crecimiento del parasito.



OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel que desempefa la molécula mMGL-1 (receptor de galactosa/N-
acetilgalactosamina) en la respuesta inmune y susceptibilidad al céstodo Taenia

crassiceps.

Objetivos particulares

1.- Caracterizar el desarrollo de la infeccién con Taenia crassiceps y la respuesta
inmune asociada a esta infeccién en ratones relativamente resistentes mMMGL +/+ y
en aquellos deficientes en la molécula mMGL -/-; ambos grupos con fondo genético
C57BL/6.

2.- Definir el papel de los macréfagos en la respuesta al parasito en el posible efecto

de mMGL sobre el desarrollo de la infeccion.



DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

RATONES. Se utilizaron ratones hembra de 6 — 8 semanas de edad,
genéticamente deficientes en el receptor mMGL1 (mMGL -/-) con un fondo genético
C57BL/6. Estos animales nos fueron donados por el  Consortium for Functional
Glycomics (USA). Como controles se utilizaron ratones C57BL/6 silvestres (mMMGL
+/+) de la misma edad y género (Harlan, México). Ademas se infecté también un
grupo de ratones BALB/c silvestres (MMGL +/+) del mismo género y rango de edad.
Los ratones se mantuvieron en un ambiente libre de patdgenos en el bioterio de la

FES — Iztacala de acuerdo con las normas institucionales y nacionales.

Taenia crassiceps. Se infect6 con metacestodos de T. crassiceps, cepa
ORF. De aproximadamente 2 mm de didmetro, sin gemaciones

GENOTIPIFICACION. Todos Los animales fueron genotipados para
determinar la ausencia del gen mMGL por PCR.

Obtencion de la muestra: Se cortaron aproximadamente 0.5 cm de la parte
final de la cola de los ratones mMMGL -/- y silvestres, y se llevd a cabo la digestion de
éstas en tubos Eppendorf de 1.8 ml previamente identificados, en la que se colocé el
tejido con 500 pl de Amortiguador de lisis y 20 pl de proteinasa K (100 pg por
muestra) la cual se dejé durante toda la noche en un incubador a 55°C.

Obtencion del DNA: Una vez digerida la cola se centrifugd a 14,000 rpm durante 10
minutos, se tomd el sobrenadante con micropipeta y se pasdé a otros tubos
Eppendorf a los que se les agregaron 500 ul de isopropanol frio, se homogéneos
invirtiéndolos de manera suave hasta que la precipitacion del DNA fue evidente.
Posteriormente los tubos se centrifugaron a 14000 rpm durante 1 minuto; para
concentrar el precipitado y se decanté la fase liquida para después lavar el botén de
DNA con etanol frio al 75% en el mismo tubo, se centrifugé a 14000 rpm durante 5

minutos; se dejdé evaporar el etanol a temperatura ambiente por lo menos 1 hora.



Una vez seco el botén de DNA se resuspendi6é en el tubo con 200 ul de agua grado
biologia molecular, para nuevamente incubarlo toda la noche a 55°C.
PCR: Para la amplificacion del gen de mMGL se utilizaron los siguientes primers

especificos.

mMGL (F) CTTGGTCCCAGATCCGTATC
mMGL ® ATGTCATGACTCAGGATC

El producto esperado de amplificacion para mMGL es de 633 pb.
Para amplificar el gen de seleccién Neomicina (NEO) se utilizaron los siguientes

primers especificos:

NEO (U) 5’AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGS’
NEO (D) 5’AAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGS’

El producto esperado de amplificacion NEO es de 492 pb



Modelo experimental. Se indujo la infeccion por ratdén, a través de la inyeccién
intraperitoneal de 25 metacéstodos de Taenia crassiceps cepa ORF, de
aproximadamente 1 a 2 mm de diametro y sin gemaciones, suspendidos en
aproximadamente 1 ml de solucidn fisiol6gica, Este procedimiento se llevo a cabo en

los 3 grupos de ratones.

Se realizé una segunda ronda de experimentos induciendo la infeccién a
través de la inyeccidn intraperitoneal con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps, por
raton, de aproximadamente 1 a 2 mm de didmetro suspendidos en

aproximadamente 1 ml de solucién fisiologica.

Se sangro a los ratones al tiempo cero (sanos) y a las 2, 4 y 8 semanas post-
infeccion. Para la obtencién de la muestra se realizd6 una pequefa incisién en el
tercio proximal de la cola de los ratones, se colecto la sangre en un tubo ependorf de
1.5 ml y se centrifugd a 3,500 rpm durante 10 minutos; posteriormente se separo el

suero y se congel6 hasta su uso.

Obtencion de células de peritoneo: Los ratones se sacrificaron con camara
de CO2. Inmediatamente se les inyectd6 10 ml de solucidon salina estéril
intraperitonealmente, recibieron en el abdomen un ligero masaje para despegar los
macréfagos del peritoneo, se les hizo una pequena incision en la piel y la diseccion
de la misma sin romper el peritoneo, se hizo una pequena incisién en el peritoneo,
teniendo cuidado de no danar las visceras; y se colecto el liquido que contenia las
células peritoneales y los parasitos el cual se colecté en tubos Falcon de 50 ml,
previa rotulacion de los mismos. Se dej6 reposar los tubos Falcén hasta que
sedimentaron los parasitos y se extrajo el sobrenadante que contenia las células
peritoneales, se coloc6 el liquido con las células en tubos Falcén de 50 ml, los

cuales se mantuvieron el hielo para la mejor conservacion de las células.

A los parasitos se les agreg6 solucién salina estéril hasta cubrirlos, para su posterior

conteo.



Los tubos que contenian las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 10
minutos, se decant6 el sobrenadante y se resuspendié la pastilla celular, se
agregaron 3 ml de solucion hemolizante de Boyle, se dejé actuar durante 10
minutos, se agregaron 10 ml de solucion fisiolégica estéril para detener la reaccién,
se centrifugaron nuevamente los tubos a 2500 rpm durante 10 minutos, se decant6
el sobrenadante, se resuspendié la pastilla celular y se agregd 1 ml de medio de
cultivo DMEM [(DEMEN/HIGH GLUCOSE) + 4.00 mM L — glutamine, + 4500 mg/L
glucose, + Sodium Pyruvate]. Los tubos se pusieron en hielo e inmediatamente se
procedié a contar las células poniéndolas en camara de Neubauer previamente se
puso una muestra de 10 pl con 10 pl de azul tripano. Se ajustaron las células a 1
millén por mililitro y fueron sembradas 500 mil células por pozo en placas de cultivo
de fondo plano, de 24 pozos, 4 pozos por ratdn; se colocaron las placas de cultivo
en incubadora de CO2 durante 2 horas A 37 °C.

Transcurridas las 2 horas se procedié a lavar los macrofagos con solucion salina
estéril, 2 veces y se estimul6 a los macréfagos con IFN-y + LPS.

Estimulo de macréfagos: Para cada grupo de ratones (BALB/c, mMGL +/+ y
mMGL -/-) se prepararon los siguientes estimulos y a cada uno de los 4 pozos de

cada grupo de se les estimulé como se cita a continuacién:

DMEM

IFN-y (20ng/ml)

LPS (2.5 pg/ml)

IFN-y (20 ng/ml) + (LPS 2.5 pg/ml)

* & & o

Las células se mantuvieron en contacto con los estimulos incubandose a 37°C (CO»
5%) por 24 horas después de las cuales se colectaron los sobrenadantes para la
medicién de citocinas por la técnica de ELISA y se procedi6 a lisar las células
adheridas con 500 pl de trizol 1 X 10° células, los cuales se recolectaron y se

guardaron a -20° C hasta la obtencién del RNA.



Obtencion de linfocitos de bazo: Se realizé esplenectomia total y se
obtuvieron las células por filtracién, con solucion salina estéril. Las células se
centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos; se tir6 el sobrenadante y resuspendio
la pastilla celular, se agregaron 3 ml de solucién hemolizante de Boyle y se dejé
actuar durante 10 minutos, se agregaron 8 ml de solucién fisiolégica estéril para
detener la reaccion y se centrifugaron 2500 rpm durante 10 minutos, se tird el
sobrenadante y resuspendio la pastilla celular, después se agregd 1 ml de medio de
cultivo DMEM.

Se realiz6 el conteo celular en camara de Neubauer y se ajusté a 5X10° células por
mililitro. Se sembraron las células en placas de 96 pozos y se dejo actuar durante 72
horas. Se colect6 el sobrenadante celular para la determinacion de citocinas por la
técnica de ELISA.

Estimulo de linfocitos. Para cada grupo de ratones (BALB/c mMGL +/+ y
mMGL -/-) se prepararon los siguientes estimulos y a cada uno de ellos se les

agreg6é como se menciona a continuacion:

» DMEM solo.
» Anti CD-3 (1 pg/ ml).
» Antigeno de T. crassiceps (50 pg/ml).



Preparacion y cuantificacion de antigeno.

Se usaron ratones con 2 a 4 meses de infeccion intraperitoneal con metacestodos
de.T. crassiceps. En condiciones de esterilidad, se recuperaron los parasitos de la
cavidad peritoneal y se lavaron con solucién salina. Se homogeneizé usando un
sonicador (Polytron Kinermatica) y en presencia de inhibidores de proteasas. Se
recuperd el molido y se centrifugo en una ultracentrifuga (SORVALL ULTRA PRO
80) a 20 000xg, durante 30 minutos a 4° C. Posteriormente se cuantificd con el
método de Lowry, con curva estandar de albumina. Se colecté y congel6 a -70°C
hasta su uso.

Determinacion de citocinas por el método de ELISA sandwich.

Por la técnica de ELISA sandwich, se realizd la medicidbn de citocinas en
sobrenadante de macréfagos 24 horas después de haber sido estimulados; esto en
los tres grupos de ratones.

Sensibilizacion de la placa. Se diluyeron 2 uyg/ml de anticuerpo de captura en 10 ml
de amortiguador de pegado, se homogeneiz6 y se colocaron 100 ul pozo utilizando
una micropipeta multicanal (Finnipipette) en una placa para ELISA de 96 pozos
(NUNC, Maxisorp). Para llevar a cabo la reaccion de pegado del anticuerpo a la

placa, esta ultima se cubrié con papel aluminio y se incub6 a 4 °C toda la noche.

Muestras y curva. Al dia siguiente se lavo la placa con la solucién de lavado y se
seco, se bloqued con 200 ul de solucién de bloqueo durante 2 horas, posteriormente
se lavé y se seco. Se anadieron 100 ul de sobrenadante de cultivo celular por pozo;
para poder explorar los valores de densidad Optica se realizé una curva patrén con la
citocina recombinante correspondiente, con diluciones al doble solucion de bloqueo
para cada una de las placas y se utilizaron las dos primeras lineas de cada placa. Se
incubo la placa toda la noche a 4°C.



Revelado de la placa. Se lavé y sec6 la placa, posteriormente se adicion6 el
anticuerpo marcado con biotina en un volumen de 100 pl (1ug/ml) en solucién de
bloqueo, se incub6 durante una hora a 37°C, terminado el tiempo de incubacion se
lave. Se preparé una dilucién de 1:5000 de enzima estreptoavidina peroxidada
(Amersham Biosciences) y se colocaron 100 ul dejando incubar por 35 minutos a
temperatura ambiente. Se lavé por ultima vez, se prepar6 la solucién de sustrato
(100 ul de H2O2 al 3 % (J: T. Baker) en 10 ml de ABTS) y se colocaron 100 ul por
pozo, se incub6 10 minutos y se obtuvo la absorbancia en un lector de placas
(Thermo Labsystems, Multiskan Ascent) utilizando un filtro de 405 nm de longitud de
onda.

Determinacion de IgE en suero.

Se utilizé el kit: 1-877-BioLegend (246-5343). Se diluyd el anticuerpo de captura en
amortiguador de pegado (8.4 g NaHCO3, 3.56 G Na,COgs,agregar H.O 1.0 L; a un pH
9.5); se agregaron 100 pl/pozo en placas Maxi-Sorp Nunc de 96 pozos Cat. No.
442404. Se dejo incubar a 2 — 8°C durante 2 horas a 37°C. Se lavd 4 veces en
amortiguador de lavado (PBS-Tween 20 al 0.05%) Para el bloque no especifico y
reducir el fondo se agreg6 200 pl del diluyente (PBS + BSA 1%); se cubrié la placa
y se dej6 incubar durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se lavo
la placa 4 veces en amortiguador de lavado.

Mientras que la bloqued, se prepararon las diluciones de muestras, asi que los
estandares y las muestras se pueden afnadir a los pozos en rapida sucesion. Se
anadi6 100 ml / pozo de satndards y muestras a la placa. Se realizaron seis
diluciones seriadas doble del 10 ng / ml. Asi, las concentraciones de IgE son de 10
ng/ml,5ng/ml, 25mg/ml 1,25 ng/ ml, 0.625 ng/ ml, 0,312 ng/ mly 0,156 ng /
ml. El diluyente de la Prueba sirve como el estandar cero (0 ng / ml). Se cubrio la
placa e incub6 a temperatura ambiente durante 2 horas con agitacion.

Se lavd la placa 4 veces con amortiguador de lavado. Se agregaron 100 pl de
anticuerpo de deteccion en cada pozo. Se cubrié la placa y se incubd 1 hora a

temperatura ambiente, con movimiento. Se lavé 4 veces con amortiguador de



lavado. Se agregarén 100 ul de Av-HRP ( BioLegend’s TMB) diluido. Se cubrié la

placa y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se lavo la placa 5 veces con amortiguador de lavado, dejando la placa en contacto
con el amortiguador durante 30 segundos. Se agregdé 100 pl/pozo de substrato
TMB, se incubd durante 15 minutos en ambiente obscuro. Se agregaron 100 pul /pozo
de de solucion de parado (2N H.SO4). Se realizd la lectura en el lector de elisas
Thermo Labsystems Multiskan Ascent a 405 nm.

Determinacion de anticuerpos especificos de T. crassiceps.

Se sensibilizo la placa (Poly-Sorb) con antigeno de T. crassiceps. 1.0
Hg/pozo (10ug/ml) en PBS. Se Dejo incubar toda la noche a 4°C, o dos horas a
temperatura ambiente. Se lavo la placa 2 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%. Se
bloqueo con PBS- albumina 1% (200 ul/pozo). Se incubo durante una hora a
temperatura ambiente. Se lavo la placa 2 veces con PBS-Tween 20 0.05%. Se
pusieron las muestras (sueros) por duplicado diluidas 1:50 en PBS- albumina al 1%.
Se dejo incubar durante una hora a 30°C. Posteriormente se lavé la placa 4 veces
en PBS-Tween 20 al 1%. Se diluy6 el anticuerpo correspondiente (IgG2a, IgG1) en
PBS + SFB inactivado (75 + 25). Se incub6é a temperatura ambiente durante 45
minutos. Se lavo la placa 4 veces en PBS-Tween 20 al 1%. Al momento se preparé
ABTS + H20O2 al 3% (10 ml + 100ul) y se agreg6 100 ul/pozo. Se dej6 desarrollar la

reaccion durante 10 minutos.

Se realizé la lectura en el lector de elisas Thermo Labsystems Multiskan Ascent a
405 nm.



Determinaciéon de 6xido nitrico (ON) en sobrenadante de Mg: Se cuantifico ON
en sobrenadante de macréfagos, a las semanas 2, 4 8 y 12 p.i Se ajustaron las
células a 10 x® Y después de que las células fueron estimuladas. Poco antes de
realizar la prueba, se mezclaron la soluciones A y B a igual volumen (ver apéndice)
para tener el reactivo de Griess. En una placa de 96 pozos se colocé una curva de
oxido nitrico como control y referencia para extrapolar las concentraciones, se
colocaron 100 ul en cada pozo por duplicado de las diferentes concentraciones que
fueron diluidas al doble, se colocaron las muestras 100 pl por pozo. Ser agreg6 a la
curva y las muestras 70 ul de reactivo de Griess y se incub6 a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se realiz6 la lectura a 540 nm en un lector de ELISA.



Extraccion de RNA con trizol. Se agregaron 500 ul de trizol 1 X 10° células
que contenia los Mg y se pipeteo para romper las células, posteriormente se
agregaron 100 pl de cloroformo y se dejé actuar durante 10 minutos, se centrifugd a
13,500 rpm durante 10 minutos. En un tubo eppendorf nuevo y estéril se colocaron
500 ul de isopropanol frio y se les agregd el sobrenadante de las muestras que se
centrifugaron, se pusieron 10 seg en el vortex y se dejé reposar durante 10 minutos,
se centrifugd a 13,500 rpm durante 10 minutos y se lavé con etanol frio al 75%, se
tir6 el sobrenadante, se homogeneizd, después se agrego6 el etanol al 75% y se
resuspendié. Se centrifugaron las muestras a 13,500 rpm durante 5 minutos, se
decanté el sobrenadante teniendo cuidado de no tirar la pastilla y se dej6 secar
durante 1 hora, para después resuspender en 20 ul de agua Milli Q. Se cuantificd en
RNA vy se refrigeré a 4°C hasta su utilizacion.

RT-PCR.

Obtencion del cDNA. Se realizo el célculo para trabajar con 5000 ng de RNA 'y
se colocé en tubos nuevos y estériles, se agregdé 1 ul de dNTPs y 1ul de oligo DT, se
agreg6 agua Milli Q hasta un volumen total de 10 ul. Se metieron las muestras en el
termociclador a 65° C durante 1 ciclo. Se pusieron las muestras 1 minuto a -20° C.
Se agregaron 9 pl del mix a cada muestra (ver apéndice). Nuevamente se metieron
las muestras al termociclador a 42° C durante 2 minutos, se agregé .7 pl de enzima
transcriptasa reversa en cada muestra. Las muestras nuevamente se metieron en el
termiciclador a 42° C durante 50 minutos y 70° C por 15 minutos. Posteriormente se
agregaron .5 yl de RNAsa H y se metieron las muestras al termociclador a 36° C

durante 20 minutos.

Determinacion de GAPDH. Se preparo el mix y se colocaron 24 pl de éste en
tubos para PCR nuevos y estériles, uno por cada muestra y un control, se agregaron
1.5 yl de muestra y se metieron los tubos en el termociclador:

Determinacién de Y m-1, Trem-2. Preparar el mix y colocar 24 pl de éste en tubos
para PCR estériles y nuevos, se agrego 1 ul de muestra en cada tubo y se metieron

al termociclador.



Paso 1 95° durante 5 minutos,

95° C 40 segundos
Paso 2 35 ciclos 56° C 50 segundos
72° C 40 segundos

Paso 3 72° C 4 minutos

Paso 4 4° C por tiempo indefinido para bajar la

temperatura y realizar el corrimiento del gel.

Corrimiento del gel. Se prepard un gel de agarosa al 1.5 %, mientras gelificé se
agrego a cada muestra 5 ul de Blue juice mas SYBR green. Se colocaron 10 pl de
cada muestra por pozo y en el primero de ellos 3 ul de marcador de peso molecular
de 100 pb. Se corri6 el gel y se leyo en el digitalizador de imagenes marca Fuji con
el programa Image Reader FLA 5000 V2.1.



Citometria de flujo. Las células de la cavidad peritoneal se ajustaron a 10 x° y se
colocaron en tubos de FACs y se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos. Se
decanté el sobrenadante y se homogeneiz6 el contenido de los tubos. Se agregaron
300 pl de buffer de FACs (en la campana de flujo laminar) y 1 pyl de APC anti-mose
F4/80 (BIO legend) por tubo; también se agreg6é 1 ul del marcador que buscamos
[PDL-1 (PE conjugated anti-mouse B-7 — H1,Bioscience), PDL-2 (PE anti-mouse B7
DC CD 273, BioLegend), IL-4R (Pharmigen), IFN-y (BioLegend N2 113603), se
dejaron incubar los tubos a 4°C durante 30 minutos.

Se lavo el contenido de los tubos con amortiguador de FACs y al final se les
agregaron 500 pl de este mismo buffer. Se centrifugaron los tubos a 1200 rpm
durante 10 minutos, se decant6 el sobrenadante, se homogeneiz6 y se agregaron
500 ul de buffer de FACs.

Se analizaron las muestras en el citometro de flujo con el programa Cell Quest Pro.



ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se utilizé el programa Graph pad Prism 4.0 para obtener el promedio y error
estandar de los datos asi, como para comparar las diferencias por medio de la
prueba T de test (y prueba para métrica) y ONE- WAY anova (no paramétrica) no
pareada. Los valores de p menores a 0.05 se consideraron significativamente

diferentes.



RESULTADOS.

Los resultados que se muestran a continuacion son el promedio de 8 experimentos
(n=56 ratones) en los que se indujo infeccién con 25 o 15 metacéstodos de T.

crassiceps

Genotipificacion de los ratones del grupo control y el grupo
experimental. Para asegurar que los ratones experimentales utilizados cumplieran
con la condicién de ser MGL +/+ (ratones silvestres) y MGL-/- (ratones deficientes en

el gen), se analiz6 su genotipo por PCR.

En la figura 8 se muestra el gel de agarosa con la amplificacién del gen funcional
para MGL. Se observa la amplificacién del gen de la molécula mMGL del grupo de
ratones MGL+/+; el producto amplificado fue de 633 pb. En caso de los ratones MGL
-/- se utiliz6 un gen de insercion llamado neomicina (Neo), el producto de
amplificacion fue de 492 pb donde la amplificacion del gen indicé que los ratones

utilizados como MGL-/- eran deficientes para la molécula MGL.
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Figura. 8. Genotipo de los ratones experimentales por PCR. Amplificacién del gen
funcional MGL+/+ y determinacién del gen de insercion NEO MGL-/-.
Efecto de la ausencia de mMGL en las susceptibilidad a Taenia crassiceps.

Con el objetivo de determinar si la ausencia de mMGL podria afectar la
susceptibilidad o resistencia a la infecciébn con  Taenia crassiceps, se realiz6 una
cinética de crecimiento de la carga parasitaria en los ratones mMGL +/+ (control) y
mMGL -/- (experimentales) infectados con 25 o 15 metacéstodos. Como un control
interno de la correcta infeccién se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, de los
cuales ya es conocido que son altamente susceptibles a la infeccién por T.

crassiceps.

. Después de la infeccién i.p. con 25 metacéstodos (figura 9 A), se observo que en
el inicio de la infeccion las cargas parasitarias fueron similares entre los animales
MGL+/+ y MGL-/-. Sin embargo, a partir de la semana 4 post-infeccion se observé
una mayor carga parasitaria en el grupo de ratones mMGL -/- comparado con los
mMGL +/+. También se pudo observar que los ratones mMGL -/- presentaron una
susceptibilidad similar a la cepa BALB/c la cual es conocida por ser altamente
susceptible a este parasito. En éste caso fue hasta las 8 semanas p.i donde se
observé una clara diferencia en la carga parasitaria entre el grupo de ratones mMGL
-/- y mMGL +/+, donde los ratones deficientes en mMGL presentaron las mayores

cargas parasitarias (P< 0.05).

En la figura 9 B, se muestra un experimento diferente en el cual la infeccion se llevo
a cabo con 15 metacétodos de Taenia crassiceps, donde se observd que en la
semana 2 post-infeccién la carga parasitaria fue similar en ambos grupos de ratones
. Sin embargo en la semana 4 post-infeccion se observé una vez mas mayor carga
parasitaria en el grupo de ratones deficientes en mMGL. Hacia la semana 8 p.i se
observé6 una clara diferencia en la carga parasitaria entre los grupos, donde el grupo
de animales mMGL -/- presentaron una carga parasitaria significativamente mayor

que los animales mMGL +/+.
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Fig 9. Cinética de la carga parasitaria en ratones mMGL deficientes infectados con
Taenia crassiceps. A) Los animales fueron infectados con 25 metacéstodos, se
observé que a partir de la semana 4 hubo mayor susceptibilidad en el grupo de
animales mMGL -/-. Esta diferencia fue mayor en la semana 8 post-infeccion.

B). Cinética de la carga parasitaria de ratones infectados con 15 metacéstodos de
Taenia crassiceps. Se observd que a partir de la semana 4 hubo mayor



susceptibilidad en el grupo de animales mMGL -/-.* P. < 0.05. *** P < 0.01. Los datos
son el promedio + el error estandar de 8 animales por grupo por tiempo.

(n =24 por grupo).

Respuesta inmune humoral.

Antes de infectar a los ratones se tomo una muestra de sangre y se realiz6 una
cinética de la produccion de anticuerpos especificos contra T crassiceps, no se

observé produccion de dicho anticuerpo.

Después de la infeccion i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps se obtuvo
suero y se realizd una cinética de produccién de anticuerpos especificos contra
T.crassiceps en los animales infectados de ambos grupos, incluyendo las semanas
2, 4 y 8 p.i. Se analizaron los anticuerpos de la subclase IgG 1 los cuales se han
asociado a una respuesta inmune tipo Ty2. Se observé que después de la infeccion
i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps no hubo diferencia significativa en los
niveles de este tipo de anticuerpos en ambos grupos de animales. Esta observacién

se mantuvo en las diferentes semanas de infeccién, figura 10.
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Figura 10.- Cinética de deteccién de anticuerpos anti-Taenia de la subclase. A)
animales no infectados. B). Se observé que después de la infeccién i.p con 15
metacéstodos de Taenia crassiceps no hubo diferencia significativa en ambos
grupos de animales; lo que se mantuvo en las diferentes semanas de infeccion,

figuras C) y D). (n = 9 por grupo).

En los mismos sueros también se analizaron los anticuerpos de la subclase IgG 2a
los cuales se han asociado a una respuesta inmune de tipo Ty1. En la Fig. 11 A). No
se observd produccién de anticuerpos especificos en ambos grupos de animales. B):
Se observé que a la semana 2 post-infeccion hubo mayor produccion de este
anticuerpo especifico en el grupo de animales mMGL -/-, lo que nos indica que hay
predominio de respuesta inmune de tipo Tyl en este grupo de ratones. C) Se
observé que a las 4 semanas post-infeccibn hubo mayor produccion de este
anticuerpo en el grupo de ratones mMGL +/+, que control6 la infeccion y D). Se

observé que ambos grupos de animales ya no produjeron este anticuerpo.
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Fig 11. Cinética de deteccidén de anticuerpos anti-Taenia de la subclase 1gG2a. A).
En animales no infectados no hubo produccién de IgG 22. B). Se observd que a la
semana 2 post-infeccion hubo mayor produccién de este anticuerpo en el grupo de
animales mMGL -/-, pero esto se invirtié en las semana 4 y 8 post-infeccion, figuras
C y D), lo que nos habla de pérdida de la respuesta inmune tipo Ty1 en tiempos

cronicos de la infeccidn, graficas B) y C). (n = 9 por grupo).



Los datos presentados en las figuras 10 y 11 sugieren que la respuesta de tipo Tn1
solo estd presente en las primeras semanas post-infeccion, mientras que la

respuesta de tipo Ty2 esta presente en las diferentes semanas post-infeccién.

Otro de los anticuerpos altamente asociados a una respuesta inmune tipo Ty2 e
infecciones con helmintos es la IgE la cual recubre a los helmintos y los convierte en
blanco de los eosindfilos, ya que estos expresan FcR especificos para este
anticuerpo. La IgE participa en la defensa mediada por eosinéfilos frente a las
infecciones por helmintos. Los niveles de IgE se analizaron en forma total en
animales sanos e infectados con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps. Se
observé que los ratones mMMGL -/- produjeron mayores niveles de IgE a lo largo de
toda la infeccién. Esto podria reflejar un predominio de la respuesta inmune de tipo
T2 de manera mas pronunciada en los ratones mMGL-/- que en el grupo de ratones
MMGL +/+.
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Fig. 12. Determinacién de IgE total en suero de animales infectados con 15
metacéstodos de Taenia crassiceps. Se observd una produccidon mayor de IgE en



los animales mMGL -/-, lo que coincidié con un mayor nimero de parasitos. (n=8
por grupo). * P < 0.05. n=16. *P<0.05; **P<0.01.

Perfil de citocinas en cultivo de células provenientes de ratones sanos y a las
2, 4 y 8 semanas post-infeccion.

Con el objetivo de conocer si la respuesta inmune de los grupos de ratones
estudiados polarizaba hacia tipo Tyl o Ty2 realizamos la determinacion de

citocinas en sobrenadante de cultivo celular.

Determinacion de interferon gamma en sobrenadante de linfocitos de bazo.

Después de la infeccion i.p. con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps se
determin6 la produccién de IFN-y en sobrenadante de linfocitos de bazo de los
distintos grupos de ratones. Se observd que las células estimuladas con antigeno
especifico de Taenia crassiceps en la semana 2 post infeccion la produccion de IFN-
y fue baja en ambos grupos y sin diferencias significativas, a la semana 4 se
incrementd la produccion en ambos grupos de ratones, pero fue significativamente
mayor en el grupo de animales mMGL +/+ y a la semana 8 post-infeccion la
produccién de IFN-y permanecié significativamente mas elevada en los ratones
silvestres (Fig. 13A). También se determin6 la produccibn de IFN-y en
sobrenadante de linfocitos de bazo estimulados con anti-CD3. En la semana 2 post-
infeccion la produccién de IFN-y fue alta en ambos grupos de ratones y sin cambios
significativos entre los diferentes grupos; en la semana 4 y 8 post-infeccién la
produccién de IFN-y permanecié elevada y sin diferencias entre los grupos de

ratone

s (Fig
Antigeno especifico 13B).
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Fig 13. Determinacién de IFN-y en linfocitos de bazo provenientes de ratones no
infectados e infectados con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps. A).
Determinacién de IFN-y en linfocitos de bazo estimulados con anfigeno especifico
de Taenia crassiceps, a las semanas 2, 4 y 8 post-infeccion (n = 9 por grupo). B).
Determinacién de IFN-y en linfocitos de bazo estimulados con anti-CD3, a la semana
2, 4 y 8 post-infeccion.

*P < 0.05 (n =12 por grupo).



Determinacion de citocinas Tipo Ty2.

La figura 14 muestra la determinacién de IL-4 en sobrenadante de linfocitos de
animales mMGL-/- y mMGL+/+ en respuesta a antigeno especifico de T. crassiceps
y a anti-CD3. Se observé que desde tiempos tempranos de la infeccion ( semana 2
post-infeccion) habia una tendencia a una mayor produccién de IL-4 en el grupo de
animales mMGL -/-. Lo anterior fue mas claramente observado en la semana 4 post-
infeccion donde se detectd una produccién significativamente mayor de IL-4 en el
grupo de ratones mMGL -/- con respecto al grupo de ratones mMGL +/+ (fig. 14A).
Sin embargo, hacia la semana 8 post- infeccion cay6 la produccidén de esta citocina
no se mantuvo y dejo de haber diferencias significativas entre los grupos de
ratones. En contraste, la produccion de IL-4 en respuesta al estimulo con anti-CD3
mostrd en la semanas 4 y 8 post-infeccién un incremento significativo en el grupo de
animales mMGL -/-; comparados con el grupo de animales mMGL +/+- (Fig 14B).
Esto sugiere una polarizacion de la respuesta inmune hacia un tipo Ty2
principalmente en ratones mMMGL -/-.
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Fig. 14. Determinacion de IL-4 en sobrenadante de linfocitos de bazo proveniente de
ratones no infectados e infectados con 25 metacéstodos de T. crassiceps. A).
Linfocitos de bazo estimulados con antigeno especifico de Taenia crassiceps. B).
Determinacién de IL-4 en sobrenadante de linfocitos de bazo estimulados con anti-

CD3. *P<0.05;* P <0.01. (n = 12 por grupo).



En la Figura 15 (A y B) se muestra la determinacion de IL-13 en sobrenadante de
linfocitos de bazo estimulados con antigeno especifico de Taenia crassiceps o con

anticuerpo anti-CD3.

Se observa que las células de animales mMGL -/- estimuladas con antigeno
especifico de Taenia crassiceps, tuvieron una produccion de IL-13 similar a lo largo
de toda la cinética de infeccién. La figura 15 B muestra la determinacién de IL-13 en
sobrenadante de linfocitos estimulados con anti-CD3. Después de la infeccion i.p
con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps, las células provenientes del grupo de
animales mMGL -/- tuvieron una produccion mayor de esta citocina, lo que es mas
notorio en la semana 4 post infeccién. En la semana 8 post-infeccion la produccién
de IL-13 en las células de animales mMGL +/+ fue mayor lo que indica que en las
primeras semanas de infeccién el grupo de animales mMGL +/+ tuvo mayor

respuesta al estimulo con anti-CDS3.
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Fig. 15. Determinacién de IL-13 en linfocitos de bazo provenientes de ratones
mMGL +/+ y mMGL -/- estimulados con antigeno especifico de Taenia crassiceps y
anti-CD3. A). Células estimulados con antigeno especifico de Taenia crassiceps y
B). Células estimuladas con anti-CD3 en animales sanos y a las semanas 2, 4,y 8
semanas post-infeccion. Ratones infectados con 15 metacéstodos de Taenia

crassiceps. ** P =0.05 (n = 9 por grupo).



Respuesta de Macrofagos

Después de la infeccion i.p con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps, la
produccién de IL-12 por Mgs estimulados con LPS + IFN-y fue elevada y similar a la
semana 2 post-infeccién en ambos grupos de ratones, sin diferencias significativas
entre ellos. En la semana 4 post-infeccion la produccién de esta citocina fue mayor
en el grupo de ratones mMGL +/+, lo que se mantuvo hasta la semana 8 post-
infeccidn. (Fig 16A). En la infeccién i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps
se observd que en la semana 2 post-infeccién los niveles de esta citocina estuvieron
significativamente elevados en el grupo de animales mMGL +/+. En la semana 4
post-infeccion se observoé que la produccién de IL-12 cayé en ambos grupos, sin
embargo se mantuvo mas elevada en el grupo de ratones mMGL +/+. Hacia la
semana 8 post-infeccion cayé aun mas la produccion de IL-12, pero los niveles

menores fueron detectados en el grupo de animales mMGL -/-.
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Fig. 16. Determinacion de IL-12 en sobrenadante de cultivo de macréfagos
provenientes de ratones mMMGL +/+ y mMGL ™. A) Infectados con 25 metacéstodos
de Taenia crassiceps. B) Infectados con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps.
Determinacién de IL-12 por ELISA. * P < 0.05; *** P < 0.01 ( n = 12 ratones por

grupo).



En la figura 17A se muestra la determinacion de TNF-a en sobrenadante de Mg
estimulados con LPS+IFN. Después de la infeccion i.p con 15 metacéstodos de
Taenia crassiceps se observo que en la semana 2 post-infeccion la produccion de
TNF-a se mantuvo elevada en ambos grupos de ratones. En la semana 4 post-
infeccion la produccion de TNF-a cay6é en ambos grupos de ratones, sin diferencias
significativas entre ambos grupos. En la semana 8 post-infeccion hubo mayor
produccién de TNF-a en el grupo de animales mMGL +/+, probablemente debido a

que su respuesta de tipo Ty1 fue mayor que en el grupo de ratones mMMGL -/-.

En la infeccién i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps se observd que en la
semana 2 post-infeccién la produccién de TNF-a estuvo elevada en ambos grupos
de ratones. En la semana 4 post-infeccién la produccion de TNF-a fue otra vez
mayor en el grupo de ratones mMGL +/+. En la semana 8 post-infeccidén la
produccién de TNF-a se mantuvo elevada en el grupo de ratones mMGL +/+ y
disminuyé significativamente en el grupo de animales mMGL -/- (Fig 17B). Esto
coincide con la pérdida de la respuesta Ty1 en tiempos cronicos de la infeccion.
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Fig. 17. Determinacion de TNF- a en sobrenadante de cultivo de macréfagos
provenientes de ratones mMGL +/+ y mMGL -/- A). Infectados con 25 metacéstodos
de Taenia crassiceps. B). Infectados con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps. *
P <0.05; ** P <0.01 (n =6 por grupo).



Oxido Nitrico. La produccién de 6xido nitrico depende de la expresion de iNOS, la
cual es inducida en Mg a través de citocinas inflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-
12. Al analizar la produccién de ON en respuesta a LPS e IFN-g se observé que
después de la infeccién i.p con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps, los niveles
de ON fueron mayores en el grupo de animales mMGL +/+ en la semana 2, lo cual
se mantuvo en la semana 4 post-infecciéon y coincidi6 con un menor numero de

parasitos en este grupo de ratones.
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Fig. 18. En la grafica se presenta la determinacién de ON en sobrenadante de Mg
(los cuales se ajustaron a 1x°) en las diferentes semanas de infeccién. ON en
sobrenadante de Mg de animales infectados con 25 metacéstodos de Taenia
crassiceps. Se observd que en la semana 4 el grupo de ratones mMGL +/+ tienen
mayor produccion, lo que se asocia con menor numero de parasitos, aun cuando en

la semana 8 no se observaron diferencias significativas. * P < 0.05 (n = 6 por grupo).



RT-PCR en Mg de cavidad peritoneal.

Con el objetivo de investigar si la ausencia de la molécula mMGL durante la
infeccion con Taenia crassiceps alter6 la expresidbn de genes asociados a la
activacién alternativa de macréfagos, se realizd extraccion de RNA de Mg de la
cavidad peritoneal para evaluar la expresion de los genes de las siguientes
moléculas: YM-1, Arg-1, INOS, y FIZZ. En la figura 19 se muestra la imagen de un
gel donde se puede apreciar que en la semana 4 post-infeccién los macréfagos del
grupo de ratones mMGL -/- expresan ARG-1 y FIZZ, mientras que el grupo mMGL
+/+ expresa ARG-1 en menor intensidad. En la semana 8 post-infeccién se detectd
la expresiéon de RNAmM de YM-1 en ambos grupos de animales, pero fue mayor la
expresion de esta molécula en los macréfagos provenientes del grupo mMGL -/-.
Aun en ausencia de estimulo (basal) éstas células presentaron el mismo patrdon
para los genes de Arg-1y FIZZ; esto sugiere que los macréfagos provenientes de
animales mMGL -/- se hacen alternativamente activadas antes que las células
provenientes del grupo mMMGL +/+.
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Fig. 19. Cinética de la activacion de macréfagos provenientes de ratones infectados
con Taenia crassiceps en las diferentes semanas de infeccion. Se aislaron
macréfagos de la cavidad peritoneal de ratones mMGL +/+ y mMGL -/- en las
diferentes semanas de infeccion. Se cultivaron sin estimulo (basal) y con estimulo
(LPS 2.5 Mg/mL e IFN-y 20 ng/mL) Se observa que las células provenientes de los
animales mMGL -/- expresan Arg-1 y Fizz desde la semana 4 post-infeccion, en las
células que se cultivaron en forma basal y en las que fueron estimuladas con
LPS/IFN-y, lo que indica que se hacen alternativamente activadas antes que las
células provenientes de animales mMGL +/+. En la figura se presentaron los
resultados de RT-PCR de RNA total de Mg de cavidad peritoneal de 2 ratones
mMGL +/+ y 2 ratones mMGL -/- infectados con 25 metacéstodos de Taenia
crassiceps.



Analisis de moléculas de membrana de células de la cavidad peritoenal. Se
obtuvieron PECs de ambos grupos de animales a las 8 semanas post-
infeccidon y se analizaron por citometria de flujo. Para el nalisis se tomaron
solo las células F4/80 positivas, que se delimitan en el recuadro de la figura 20, y

en ellas se determinaron las siguientes moléculas: PDL-1, PDL-2, IL-4R, e IFN-yR.

F4/80

Fig. 20. Andlisis de citometria de flujo de macréfagos de la cavidad peritoneal. La
poblacion del recuadro se seleccion6 para analizar la expresién de moléculas de
membrana celular asociadas al estado de activacion de macréfagos F4/80+
(marcador de macro6fagos).



Ligando del receptor de muerte programada-1 (PDL-1).

El receptor “programmed cell death 1” (PD-1; también llamado CD 279) se expresa
en forma inducible en células T CD4", células T CD8", células asesinas naturales,
células B y monocitos activados. La expresion de PD-1 es inducida por estimulacion
con el factor de necrosis tumoral. Existen 2 ligandos para la molécula PD-1, que son
PD-L1 y PD-L2. Ambos ligandos de PD-1 difieren en sus patrones de expresion. La
expresion de PDL-2 es mucho mas restringida que la expresién de PDL-1. La
expresion de PDL-2 (también llamado B7-DC o CD 273) es inducible en células
dendriticas (DCs), Mg y en células cebadas derivadas de médula 6sea. En
contraste, PD-L1 (también llamado B7-H1 y CD274) es expresado constitutivamente
en células T murinas, células B, DCs, Mg, células mesenquimatosas y cultivo de

células cebadas derivadas de médula 6sea *> *°.

PD-L1 y PD-L2 se expresan principalmente en DCs, Mg y linfocitos B; su expresion
se intensifica por diversas sefnales como IL-12 e IFN-y, y las interacciones CD40-
ligando de CD40 *°.

Para determinar la expresion de éstas moléculas se extrajeron células totales de
cavidad peritoneal de ratones mMGL +/+ y ratones mMGL -/- infectados con
metacéstodos de Taenia crassiceps a la semana 12 post-infeccion. En las figuras
21 y 22 se observa que las células provenientes de ratones mMGL -/- presentaron
una mayor expresion de PDL-1 y PDL-2 que los ratones mMGL -/-.

Por citometria de flujo se detectd la fluorescencia procedente de células sueltas en
suspensién y se determiné asi el nimero de ellas que expresan la molécula a la que
se encuentra unida una sonda fluorescente. (mean intesntiy of fluoresence , MFI);
los datos obtenidos sugieren que los macréfagos provenientes de ratones mMGL -/-
tienen mayor actividad supresora sobre las células T en la semana 12 post-infeccion,
por lo tanto se presenta un ambiente favorable para la proliferacion de Taenia

crassiceps en tiempos crénicos de la infeccion.
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Fig 21. Citometria de flujo para identificar la expresion de PDL-1 a la semana 12
post-infeccion con Taenia crassiceps. Esta figura se muestra mayor indice medio de
fluorescencia en las células provenientes de los ratones mMGL -/- que en las células
provenientes de los ratones mMGL +/+; sin embargo el porcentaje de la expresion
de esta molécula es mayor en las células provenientes de ratones mMGL +/+. Esto
significa que las células provenientes de los ratones mMGL +/+ expresan la
molécula PDL-1 con mayor intensidad que las células provenientes de los ratones
mMGL -/-. La imagen de color morado representa al isotipo y las de color la

fluorescencia media de expresion de las moléculas. Promedio de 2 ratones.
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Fig. 22. Citometria de flujo para analizar la expresion de PDL-2 en membrana de
macréfagos. En la figura se observa que las células provenientes de ratones mMGL
-/- tienen un indice medio de fluorescencia significativamente mayor que las células
provenientes de los ratones mMGL +/+, aunque en el porcentaje de expresion de
esta molécula no hay diferencia significativa. Lo que significa que aunque el numero
de células provenientes de los ratones mMGL +/+ que expresan esta molécula es
mayor, las células provenientes de los ratones mMGL -/- expresan con mayor
intensidad ésta molécula. La imagen de color morado representa al isotipo y las de
color la fluorescencia media de expresidn de las moléculas. Promedio de dos

ratones.



Otra de las moléculas analizadas es IL4-R, el cual esta formado por una cadena a
de uniodn a la citocina que es un miembro de la familia del receptor de citocinas tipo |,
asociada a la cadena [ la cual transduce las sefales mediante la via Jak-STAT
(Jak 3 0 4 — STAT 6) y mediante una via en la que participa el sustrato de respuesta
a la insulina (IRS) denominado IRS-2 .

En la figura 23 se observa que las células provenientes de los ratones mMGL -/-
tienen un indice medio de fluorescencia significativamente mayor que las células
provenientes de los ratones mMGL +/+; sin embargo las células provenientes de los
ratones mMMGL +/+ tienen un porcentaje significativamente mayor de la expresion de
IL4-R.
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Fig. 23. Citometria de flujo para determinar la expresién de IL4-R. La figura muestra
un indice de fluorescencia significativamente mayor en las células provenientes de
los ratones mMGL -/-, comparado con la expresién de IL4-R en las células
provenientes de los ratones mMGL +/+. La imagen de color morado representa al
isotipo y las de color la fluorescencia media de expresién de las moléculas.
Promedio de dos ratones.



Determinacion de INF(-R. El receptor para INF-[1 esta formado por dos
polipéptidos estructurales homélogos que pertenecen a la familia del receptor de
citocinas tipo I, denominado IFNTI-R1 e IFN[1-R2. El interferon se une a IFNJ-R1 e
IFN[J-R2 e induce su heterodimerizacién, y éstas moléculas se asocian a las cinasas
Jak1 y Jak2 respectivamente', las cuales inician la cascada de sefalizacién

intracelular que llevan a la célula a responder a ésta citocina.

En la figura 24 se observa que las células provenientes de ratones mMGL -/-
expresaron un indice medio de fluorescencia mayor que las células provenientes de
los ratones mMMGL +/+; aunque el porcentaje de expresién de IFN[-R es mayor en
las células provenientes de los ratones mMGL +/+ comparado con las células
provenientes de los ratones mMGL -/-. Esto significa que un numero
significativamente mayor de células provenientes de los ratones mMGL -/- expresan
este receptor, aunque las células provenientes de los ratones mMGL +/+ lo expresan
con mayor intensidad.
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Fig 24. Citometria de flujo para identificar IFN[1-R en la membrana de macro6fagos.
La figura muestra mayor indice medio de fluorescencia en las células provenientes
de los ratones mMGL -/-; aunque el porcentaje de expresion es mayor en el grupo de
células provenientes de los ratones mMGL +/+, esto coincide con una respuesta de
tipo TH1 mayor en el gro de animales silvestres. La imagen de color morado
representa al isotipo y las de color la fluorescencia media de expresion de las
moléculas. Promedio de dos ratones.



DISCUSION.

La capacidad de los helmintos parasitos para modular la respuesta inmune sustenta
su longevidad en el hospedero mamifero. En consecuencia existe un gran interés en
la comprensién de las bases moleculares de la inmunomodulacion generada por
helmintos y sus productos derivados. La extraordinaria variedad de los ciclos de vida
de éstos parasitos, las estrategias de transmision y los nichos fisiol6gicos se reflejan
en la variedad de actividades inmunoreguladoras observadas en las tres categorias
taxondmicas (nematodos, trematodos y céstodos) que componen la agrupacion de
los helmintos. Los estudios realizados han revelado algunas de los mecanismos en
que los helmintos pueden disminuir la inmunidad del hospedero y la inmunopatologia
que puede derivarse de una mala regulacion de la respuesta inmune ante la
infeccion. Una caracteristica clave es que la supresion inmune depende de
helmintos parasitos vivos, como se muestra in vivo por la recuperacién de la
capacidad de respuesta después de la quimioterapia curativa, asi como por los
efectos reguladores de parasitos vivos in Vitro. Por lo tanto, hay un enfoque
particular en mediadores liberados por los parasitos vivos y el analisis de como estos
productos, en total y en los componentes individuales, pueden ser responsables de
la capacidad de los helmintos para modular al sistema inmune del hospedero '°.

Previamente nuestro grupo ha reportado que los azlcares presentes en el antigeno
total de Taenia crassiceps son determinantes para reclutar una poblacion de células
mieloides con actividad supresora sobre linfocitos T, sin embargo el papel que tienen
los carbohidratos en la infeccién con Taenia crassiceps ha sido poco estudiado,
aunque recientemente se ha identificado a las moléculas MGL 1 y MGL 2 sobre-
expresadas en macrofagos alternativamente activados en animales infectados con

éste céstodo.

Se ha propuesto que los carbohidratos tipo Lewis X presentes en la superficie de la
membrana celular de algunos helmintos son capaces de modular la respuesta
inmune hacia un tipo T2 . Por ejemplo, se ha observado que el SEA de
Schistosoma mansoni asi como la molécula ES-62 de Acanthocheilonema vitae

estan altamente glicosilados lo cual sugiere una importante participacién de los



azucares durante el proceso de polarizacién de la respuesta inmune hacia un perfil

Th2 inducida por tales antigenos.

La interaccion temprana entre antigenos glicosilados de helmintos y sus efectos
sobre la susceptibilidad en el hospedero han sido poco estudiados. Por esta razén
en este trabajo se comparé el curso de la infeccion en presencia y ausencia de la
molécula mMGL que se sabe reconoce estructuras tipo Lewis X y N-
acetilgalactosamina '”?°. Lo primero que observamos es que en ausencia de MGL la
carga parasitaria fue 8 veces mas alta comparada con aquella de los ratones que
tienen el gen funcional de MGL, denotando asi un importante papel de esta lectina
en la resistencia a Taenia crassiceps. Este hallazgo es interesante debido a que
sblo existia un trabajo previo donde se habia probado la ausencia de una lectina
(receptor de manosa) en respuesta al helminto nematodo Trichuris muris en donde
no se observé ningun cambio significativo en la susceptibilidad a la infeccién. De
modo que éste es uno de los primeros reportes donde se aprecia la importancia del
reconocimiento temprano de carbohidratos parasitarios para aparentemente generar

una respuesta protectora '2.

Cuando se analiz6 la respuesta respuesta inmune de éstos animales observamos
que en ausencia de mMMGL (mMGL -/-) predomina una respuesta tipo Tu2, ya que se
encontraron mayores niveles de IgE e IL-4, factores asociados a la respuesta tipo
Ty2. Esto ultimo es consistente con el hecho de que se ha reportado que en el caso
de Taenia crassiceps el paso de la respuesta Ty 1 temprana hacia Ty2 es crucial

para que este parasito prolifere 3% *!

. En los tiempos indicados se obtuvieron Mg
adherentes de la cavidad peritoneal para analizar el estado de activacion que esta
poblacion presentaba. Tales células adherentes obtenidas de animales mMGL -/-
sobre expresan los genes asociados a una activacién alternativa de macroéfagos y
que previamente hemos observado Unicamente en la cepa de ratones susceptible %
a T. crassiceps, , mientras que las células obtenidas de los ratones mMMGL +/+ no
presentaron este estado de activacion. Confirmando asi el hallazgo previo de que
unicamente los organismos en los cuales crece en grandes cantidades Taenia

crassiceps presentan esta subpoblacién de Mo.



Por RT-PCR se observdé que las células provenientes de ratones mMGL-/-
desarrollan una activacién alternativa de macréfagos antes que las células
provenientes del grupo mMMGL +/+, lo que se asocia a mayor susceptibilidad frente a
Taenia crassiceps. Esta observacion esta en franco contraste de lo observado en la
infecciébn por H. polygyrus y N.brasiliensis donde se ha reportado que los
macréfagos alternativamente activados (MgaA) ayudan de una manera importante a
expeler al gusano intestinal '* *”. Aqui nosotros observamos que los ratones que
presentaban MgaA alojaron una mayor carga parasitaria. Probablemente esta
diferencia se deba al sitio donde residen los parasitos, ya que en las parasitosis
intestinales la respuesta Ty2 ayuda a la eliminacion del parasito; y en nuestro
modelo de trabajo, parasitosis en la cavidad peritoneal, la respuesta de tipo Ty2
favorece el establecimiento de la parasitosis en tiempos crénicos. Entonces estos
datos en conjunto sugieren que Taenia crassiceps posee ligandos para mMGL 1 que
como resultado podrian enviar una sefal pro-inflamatoria en los Mg, por lo tanto al
estar ausente esta molécula los Mg no reciben dicha sefal ocasionando que
adquieran el fenotipo de activacién alternativa.

Lo poco que se sabe del papel de mMGL en infecciones por helmintos viene del

trabajo de Brombacher et al #°

, quienes identificaron a los MGL como marcadores
moleculares en macroéfagos alternativamente activados ya que documentaron que la
expresion de dos miembros de genes de la familia de las lectinas tipo-C (mMGL 1y
mMGL 2) es inducida en diversas poblaciones de macréfagos alternativamente
activados, incluyendo macréfagos peritoneales obtenidos en infecciones con
Trypanosoma brucei brucei o el helminto Taenia crassiceps y macrofagos alveolares
obtenidos de una modelo de asma alérgica. Estos autores también demostraron que
IL-4 e IL-13 regulan la alta la expresion de mMGL 1 y mMGL 2; asi como de que
mMGL 2 es dependiente de la sefalizacién del receptor de IL-4, lo que también

sucede en monocitos humanos 22 ¢,

Con el objetivo de conocer como se presentd la respuesta Tyl se determiné la
secrecion de IFN-y en linfocitos de bazo estimulados con antigeno especifico de
Taenia crassiceps, donde observamos una clara tendencia de aumentar la
produccién de IFN-y desde el inicio de la infeccibn en ambos grupos de animales,

pero significativamente mayor en las células provenientes de ratones mMGL +/+, lo



gue coincide con menor numero de parasitos en este grupo de ratones, confirmando

asi que la presencia de mMMGL se asocia a una alta produccién de citocinas Ty1.

En la determinacién de IL-12 observamos que en ambos grupos de ratones se
presenta una clara tendencia de disminucion de esta citocina conforme avanza el
tiempo de infeccion, lo que es mas claro en el grupo de ratones mMMGL -/-, a pesar
de ser estimuladas con LPS+IFN-y; esto representa una disminucion en la respuesta
de los macréfagos a estimulos inflamatorios como LPS e IFN-y.

La determinacion de IL-4R otra molécula asociada a activacién alternativa de
macréfagos, mostré que las células peritoneales F4/80+ provenientes de ratones
mMGL-/- presentan mayor expresiobn de este receptor comparado con las
provenientes de ratones mMMGL +/+.

Otros datos importantes que encontramos fueron una mayor expresion de PDL-1 y
PDL-2 en ratones mMGL -/-, lo que nos sugiere un potencial supresor en los
macréfagos provenientes de este grupo de ratones, ya que se ha demostrado en
Taenia crassiceps que la interaccion de PD-1 expresado en células T, con los

4

ligandos PDL-1 y PDL-2 puede inducir una sefal inhibidora “®, por lo tanto en

ausencia de mMGL los Mg con potencial supresor predominan.

Como se comprobd en otra investigacion de nuestro grupo de trabajo, ratones
resistentes a la infeccibn montan una fuerte respuesta Tyl con niveles altos de
IgG2a e IFN-y, incremento de la transcripcion de TNF-a y oxido nitrico sintasa, y
controlan eficientemente la infeccion por Taenia crassiceps. Mientras que ratones
hembra del mismo fondo genético, STAT6 -/- que recibieron L- NAME (nitro-D-
arginina metil ester) montaron una respuesta inmune similar pero con baja
transcripcion de iINOS, por lo tanto con bajos niveles de oxido nitrico y tuvieron
significativamente una mayor carga parasitaria. Lo que sugiere que los Mg
activados y la produccion de NO son mecanismos efectores que contribuyen a que
el huésped sea resistente a la infeccién con Taenia crassiceps fenémeno que no se

encontrd en el grupo ratones mMGL -/-.



En resumen nuestros datos sugieren que la molécula mMMGL es importante en el
reconocimiento temprano de T. crassiceps y que su interaccién con antigenos del
parasito podrian enviar una sefial de activaciéon en células asociadas a la respuesta
inmune innata que a su vez activa una mejor respuesta inmunolégica contra éste

parasito. Estos mecanismos merecen estudios mas profundos y detallados.



CONCLUSIONES.

En conjunto los datos obtenidos nos sugieren que:

e Los ratones mMGL -/- son mas susceptibles a la infeccion por Taenia

crassiceps.

e La susceptibilidad establecida en los ratones mMGL -/- se debe a que su

respuesta de tipo Ty2 es mayor que la respuesta de tipo Ty1.

e La ausencia de mMGL favorece una respuesta T2.

e Los macrofagos provenientes de ratones mMGL -/- expresan marcadores de
activacion alternativa en etapas cronicas de la infeccién, por lo tanto mMGL

no es necesaria para la induccién de macréfagos alternativamente activados.



PROPUESTA.

e La molécula MGL podria reconocer antigenos glicosilados de T. crassiceps

que disparan una respuesta protectora contra la infeccidén por este parasito.



mMGL +/+ mMGL -/-

. IL-13
IL-12 IgG1

I\ J

Resistencia Susceptibilidad

Carga parasitaria.

500- T - mMGL +/+
-~ mMGL -/-

Semanas p.i.



BIBLIOGRAFIA.

1. Abul K. Abbas, Lichtman Andrew H., Pillai Shiv. 2008. Inmunologia celular y
molecular. 62 edicién. ELSEVIER. 309 — 319.

2. Alonso-Trujillo Javier, Rivera-Montoya Irma, Rodriguez-Sosa Miriam,
Terrazas-Valdés Luis I., 2007. Nitric oxide contributes to host resistance against

experimental Taenia crassiceps cysticercosis. Vol.100. 1341 — 1350.

3. Andrew Penelope J, Mayer Bernd. 1999. Enzimatic function of nitric oxide
synthases. Cardiovascular Research. 43: 521 — 531.

4. Anthony Robert M., Rutitzky Laura I, Urban Jr. Joseph F, Stadecker Miguel,
Gause William C. 2007. Protective immune mechanisms in helminth infection.

Nature Immunology. Reviews. 975 -985.

5. Brito Galeana Fabiola, Yamazaki Marco A, Espinosa Padilla Sara, Vazquez
Tsuji Oscar, Huerta Lopez José, Berréon Pérez Renato. 2003. Vol. 12. N° 2.
Alergia, Asma e Inmunologia Pediatricas. 56 -62.

6. Butel Janet S. Microbiologia Médica. 16 ? Edicion. Manual Moderno. 3 -8. 709 —
746.

7. Caballero Soto M.? L. 1998. Inmunologia de la infeccién por helmintos Alergol
Inmunol Clin. Vol 13. N°6. 297 — 313.

8. Cambi Alessandra and Fidgor Carl G, 2005. Levels of complexity in pathogen
recognition by C-type lectins. Current Opinion in Inmunology, 17: 345 — 351.

9. Coombs Peter J, Taylor Maureen E, Drickamer, 2006. Two categories of
mammalian galactose-binding receptors distinguished by glycan array profiling.

Glycobiology. 16: 1 — 11



10.

11.

12.

den Dunne - Sonja Jeroen, Gringhuis — Teunis B. H. Geijtenbeek. 2009.

Innate signaling by the C- type lectin DC-SING dictates immune responses.

Cancer Immunol immunother. 58: 1149 — 1157.

Denda- Nagai Kaori, Kubota Noboyoshi, Tsuiji Makoto, Mika Kamata,
Irimura Tatsuro. 2002. Macrophage C-type lectin on bone marrow-derived
immature dendritic cells is involved in the internalization of glycosylated
antigens. 7: 443 — 450.

deSchoolmeester, Martinez-Pomares Luisa, Gordon iamon and Else

Kathryn J., The manose receptor binds Trichuris muris excretory/secretory

proteins but is not essential for protective immunity. 2008. Immunology, 126,
246 — 255.

13.

14.

15.

16.

Dissanayake Senarath, Amith Ray S, Shahin Allen. 2004. Taenia crassiceps

cabohydrates stimulate IL-6 expresion in naive murine macrophages via Toll —

like receptors (TLRs). Molecular Immunology. 41: 391 — 398.

. Dissanayake Senarath, Shahin Allen. 2006. Induction of interferon-y by Taenia

crassiceps glycans and Lewis sugars in naive BALB/c spleen and peritoneal

exudate cells. Molecular Immunology. 44: 1623 — 1630.

Duque Correa M.A, Rojas Lopez M., 2007. Activacién alternativa del
macrofago: La diversidad en las respuestas de una célula de la inmunidad
innata ante la complejidad de los eventos de su ambiente. Inmunologia. Vol. 26.
Num. 2. 73 — 86.

Dupasquier Marcel, Stoitzner Patrizia., Wan Hui., Cerqueira Denise,
Oudenaren Adri van, Voeman Jane S. A., Denda-Nagai Kaori. Irimura
Tatsuro, Raes Geert, Romani Nikolaus, Leenen Pieter J. M. 2006. The
dermal microenvironment induces tha expression of the alternative activation
marker CD 301/ Mmgl in mononuclear phagocytes, independent of IL-4/ IL — 13
signaling, Journal of Leukocyte Biology. Vol. 80. 838 — 849.



17. Gémez — Garcia Lorena, Rivera Montoya Irma, Rodriguez —Sosa Miriam,
Terrazas Luis |. 2006. Carbohydrate components of Taenia crassiceps
metacestodes display Th2-adjuvant and anti-inflammatory properties when co-
injected with bystander antigen. Parasitol Res. 99: 440 — 448.

18. Harcus Yvonne, Nicoll Gavin, Murray Janice, Filbey Kara, Gome< -
Escobar Natalia, Maizels Rick M. 2009. C-type lectins from the nematode
parasites Heligmosomoides polygyrus and Nippostrongylus brasiliensis.
Parasitology International. 58: 461- 470.

19. Hewitson James P., Grainger John R., Maizels Rick M. 2009. Helminth
immunoregulation: The role of parasite secreted proteins in modulating host
immunity. Molecular and Biochemical Parasitology. 167: 1 — 11.

20. Kerrigan Ann M., Brown Gordon D. 2008. C-type lectins and phagocytosis.
Immunobiology. Doi:10.1016/j.imbio.1008.11.003.

21. Kilpatrick David C.. 2008. 23 International Lectin Meeting /Interlec — 23)
Biochem. Soc. Trans. 36: 1453 — 1456.

22. Kimura Toshifumi, Imai Yasuyuki, Tatsuro Irimura. 1995. Calcium-dependent
Conformation of a Mouse Macrophage Calcium-type Lectin. The Journal of
Biological Chemistry, Vol. 270. N°27: 16056 — 16062.

23. Lloyd David H., Viact Jacqueline, Werling Dirk, Reme Christophe A., Gatto
Hugues. 2007. Role of sugars in surface microbe-host interactions and immune
reaction modulation. The Journal compilation 18: 197 — 204.

24. Maizels Rick M., Balic Adam, Gomez — Escobar Natalia, Nair Meera, Taylor
Matt D, Allen Judtih E. 2004. Helminth parasites — masters of regulation.
Inmunological Reviws. 89 — 116.



25. Rich M. Maizels and Yasdanbakhsh, 2003. Inmune regulation by halominth
parasites: cellular and molecular mechanisms, IMMUNOLOGY, Vol. 3.
Semptember 733 — 744

26. Mylonas Katie J, Nair Meera G, Prieto — Lafuente Libia, Paape Daniel and
Allen Judith E., 2009. Alternatively Activated Macrophages Elicited by Helminth
Infection Can be Reprorammed to Enable Microbial Killing, The Journal of
Immunology. 3084 — 3094.

27 McGreal Eamon P., Martinez-Pomares Luisa, Gordon Siamon. 2004.
Divergent roles for C-type lectins expressed by cells of the innate immune
system. Molecular Immunology. 41: 1109 — 1121.

28. McGreal Eamon P., Miller Joanna L, ordon Siamon. 2005. Ligand recognition

by antigen-presenting cell C- type lectin receptors. 17: 18 — 24.

29. Moreno C, Sanchez - Ibarrola A., 2003. Receptores tipo Toll: bases
moleculares de la relacién entre respuestas innatas y adaptativas del sistema
inmunitario, REV MED UNIV NARRA/ Vol 47, N2 3. 29 — 33

30. Mori Masataka. 2007. Regulation of Nitric Oxide Synthesis and Apoptosis by
Arginase and Arginine Recycling. The Journal of Nutrition. 137:1616S — 1620S.

31. Nyame A. Kwame, Ziad S. Kawar, and Cummings Richard D., 2004. Antigenic
glycans in parasitic infections: implications for vaccines and diagnostics, Archives
of Biochemistry and Biophysics 426, 182 — 200.

32. Noél Wim, Raes Geert, Hassanzadeh Ghassabeh Gholamreza, De Baetselier
Patrick, Beschin Alain. 2004. Alternatively activated macrophages during
parasite infections. Trends in Parasitology. Vol.20, N°3, 126 — 133.

33. Ofek Itzhak and Nathan Sharon. 1988. Lectinophagocytosis: a Molecular
Mechanism of Recognition between Cell Surface Sugars and Lectins in the
Phagocytosis of Bacteria. Infection and Immunity. Vol. 56, N° 3. 539 — 547.



34.

35.

36.

37.

38.

Onami M. Thandi, Meei — Yun Lin, Page Dawnw M., Reynolds Shirley A.,
Katayama Karol D., Marth D. Jamey, Irimura Tatsuru, Varki Ajit, Varki Nissi,

and Hedrink M. Stephen. 2002. Generation of Mice Deficient for Macrophage

Galactose— and N-Acetylgalactosamine- Specific Lectin: Limited Role in
Lymphoid and Erythroid Homeostasis and Evidence for Multiple Lectins.
Molecular and Cellular Biology. Vol. 22. N°14. 5173 — 5181.

Oo-puthinan Sarawut, Maenuma Keisuke, Sakakura Masayoshi, Denda —
Naigai Kaori, Tsuiji Makoto, Shimada Ichio, Nakamura — Tsuruta Sachiko,
Hirabayashi Jun, Bovin Nicolai V. And Irimura Tatsuro. 2007. The amino
acids involved in the distinct carbohydrate specificities between macrophage
galactose-type C-type lectins 1 and 2 (CD 301 a and b) of mice. ScienceDirect.
1780: 89 — 100.

Raes Geert, Brys Lea, Dahal Bhola K., Brandt Jef, Grooten Johan,
Brombacher Frank, Vanham Guido, Noél Wim, Bogaert Pieter, Boonefaes
Tom, Kindt Anne, Hassanzadeh Ghassabeh Gholamreza. 2005. Macrophage
galactose-type C—type lectins as novel markers for alternatively activated by
parasitic infections and allergic airway inflammation. Journal of Leukocyte
Biology. Vol 77. 321 — 327.

Reyes José L, Terrzas César A., Alonso — Trujillo Javier, van Rooijen Nico,
Satoskar Abbay R., Terrzas Luis |, 2010, Early removal of alternatively
activated macrophages leads to Taenia crassiceps cysticercosis clearance in

vivo, International Journal for Parasitology, 1 — 12.

Reyes José L., Terrazas A. Cesar, Vera — Arias Laura, Terrazas Luis I., 2009,
Differential response of antigen presenting cells from susceptible and resistant of
mice to Taenia crassiceps infection. Infection, Genetics and Evolution. 580: 1 —
13.

39. Reyes José L., Terrzas Luis |, 2007, The divergent roles of alternatively

activated macrophages in helminthic infections, Parasitic Immunology, 29, 609 —
619.



40. Robinson Matthew J., Sancho David, Slack Emma C., LeibundGut-
Landmann and Reis e Sousa Caentano. 2006. Nature Immunology, Myeloid
C-type lectins in innate immunity. Vol.7. N°12. 1258 — 1265.

41. Rodriguez — Sosa Miriam, David John R., Bojalil Rafael, Satoskar Abbay R.,
Terrzasa Luis |. 2002. Cutting Edge: Susceptibility to the Larval Stage of the
Helminth Parasite Taenia crassiceps |s Mediated by Th2 Response Induced Via
STAT®6 Signaling. Immunology. 168 (7). 3135 — 3139.

42. Rodriguez — Sosa Miriam, Saavedra Rafael, Tenorio Edna P., Rosas Lucia
E., Satoskar Abbay R., Terrzasa Luis |, 2004. A STAT4-Dependet Th1
Response Is Required for Resistance to the Helminth Parasite Taenia crassiceps.
Infection and Immunity. Vol. 72. N° 8. 4552 — 4560.

43. Rodriguez — Sosa Miriam, Satoskar Abbay R., Calderén Rodrigo, Gomez-
Garcia Lorena, Saavedra Rafael, Bojalil Rafael and Terrazas Luis |. 2002.
Chronic Helmint Infection Induces Alternatively Activated Maccrophages
Expressing High Levels of CCR5 with Low Interleukin-12 Production and Th2-
Biasing Ability. Vol.70. N° 7. 3656 — 3664.

44. Sakakura Masayoshi, Oo-puthinan Sarawut, Moriyama Chifumi, Kimura
Tomomi, Moriya Jun, Irimura Tatsuro and Shimada Ichio. 2008. Carbohydrate
Binding Mechanism of the macrophage Galactose-type C-type Lectin 1 Revealed
by Saturation Transfer Experiments. The Journal of Biological Chemistry. Vol.
283. N°48. 33665 — 33673.

45. Sharpe Arlene R., Wherry E. John, Rafi Ahmed and Gordon J Freeman,
2007, The function of programmed cell death 1 and its ligands in regulation
autoimmunity and infection, Natura Immunology, Vol 8, N2 3, 239 — 245.

46. Stepim Cinthia C., Cerban Fabio M., 2007. Macrophages and arginase
induction as a mechanism for parasite escape. Journal Medicine. Vol. 67. 737 —
746.



47. Suzuki Noriko, Yamamoto Kazuo, Toyoshima Satoshi, Osawa Toshiaki and
Irimura Tatsuro. 1996. Molecular Cloning and Expression of Cdna Encoding
Human Macrophage C-Type Lectin. 156 (1); 128 — 135.

48. Terrazas Luis I, Cruz M., Rodriguez — Sosa Miriam, Bojalil R., Gacrcia —
Tamayo F., Larralde C. 1999. Th1-type cytokines improve resistance to murine
cysticercosis caused by Taenia crassiceps. Vol. 85. 135 — 141.

49. Terrazas Luis |, Montero Daniel, Terrazas Cesar A., Reyes J L., and
Rodriguez — Sosa Miriam. 2005. Role of the programmed Death-1 pathway in
the suppressive activity of alternatively activated macrophages in experimental
cysticercosis. International Journal for Parasitology. 35: 1349 — 1358.

50. Toenjes S.A., Kuhn R.E. 2003. The initial immune response during experimental
cysticercosis is of the mixed Th1/Th2 type. 89: 407 — 413.

51. Tsuiji Makoto, Fujimori Mayuko, Ohashi Yoshimi, Higashi Nobuaki, Onami
Thandi M., Hedrick Stephen M., and Irimura Tatsuro. 2002. Molecular Cloning
and Characterization of a Novel Mouse Macrophage C-type lectin, Mmgl2,
Which Has a Distinct Carbohydrate Specificity from Mmgl1. The Journal of
Biological Chemistry. Vol. 277. N°32. 28892 — 28901.

52. Tsuiji Makoto, Fujimori Mayuko, Seldin Michael F., Taketo Makoto M.,
Irimura Tatsuro. 1999. Genomic structure and chromosomal location of the
mouse macrophage lectin gene. 50: 67 — 70.

53. van Kooyk Yvette. 2008. C-type lectins on dendritic cells: key modulators for the
induction of immune responses. Biochemical Society Transaction. Vol.36. Part 6.
1478 — 1481.

54. van Vliet Sandra J., Aarnoudse Corlien A., Broks-van Berg Venice, Books
Martyline, Geijtenbeek Teunis B. H. And van Kook Yvette. 2007. MGL-
mediated internalization and antigen presentation by dendritic cells: A role for
tyrosine-5. Journal Immunology. 37: 2075 — 2081.



55. van Vliet Sandra J., Sealand Eirikur and van Kook Yvette. 2008. Sweet
preferences on MGL: carbohydrate specificity and function. Trends Immunology.
Vol. 29. 83- 90.

56. van Vliet Sandra J., van Liempt Ellis, Sealand Eirikur, Aanoudse Corlien A.,
Appelmelk Ben, Irimura Tatsuro, Geijtenbeek Teunis B. H., Blixt Ola, Alvarez
Richard, van Die Irma and van Kook Yvette. 2005. Carbohydrate profiling
reveals a distinctive role for the Ctype lectin MGL in the recognition of helminth
parasites and tumor antigens by dendritic cells. International Immunology. Vol.
17.N°5. 661 — 669.

57. Yu Xiao-Qiang, Tracy Miles E., Ling Erjun, Scholz Frank R., Trenczek Tina.
2005. A novel C-type immulectin-3 from Manduca sexta is translocated from
hemolymph into the cytoplasm of hemocytes. Insect Biochemistry and Molecular
Biology. 35: 285 — 295.

58. Zhang Huan, Wang Hao, Wang Lingling, Song Xiaoyan, Zhao Jianmin, Qiu
Limei, Li Ling, Cong Ming, Song Linsheng. 2009. A novel C-type lectin (Cflec-
3) from Chlamys farreri with three carbohydrate-recognition domains. Fish
Shellfish Immunology. 26: 707 — 715.







































13



14



	Portada

	Índice General
	Resumen  Tesis
	Abreviaturas 
	Introducción
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivo General 
	Diseño Experimental y Metodología
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Propuesta
	Bibliografía
	Anexo



