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Abreviaciones

AR
MHC

SE
TNF-ayB

SCID

Th
IFN-y
CIA
RANKL

RANK
NFkB

OPG
MMP
CFA

HAO
OMS

iINOS
ON

RM
MAA
PDL-1y2

Cll

Artritis reumatoide

Complejo principal de histocompatibilidad (dablés Major histocompatibility
complex)

Epitopo compartido (del inglés shared epitope)

Factor de necrosis tumoral alfa y beta

Interleucina

Inmunodeficiencia combinada severa (del inglésevere combined
immunodeficiency)

Célula T cooperadora (del inglés T helper)

Interferébn gama

Artritis inducida por célagena (del inglédlagen induced arthritis)

Ligando del Receptor activador de NFkB (degjliés receptor activator of NFkB
ligand)

Receptor activador de NFkB (del inglés recepittivator of NFkB)

Factor nuclear potenciador de las cadenasaligkappa de las células B (del
inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhanceaativated B cells)
Osteoprotegerina

Metaloproteasas

Adyuvante completo de Freund (del inglés plete Freund’s adyuvant)
Ovoalbumina agregada por calor (del inglést laggregated ovalbumin)
Organizacién mundial de la salud

Inmunoglobulina

Oxido nitrico sintetasa inducible (del irgyléducible nitric oxide synthase)
Oxido nitrico

Receptor de manosa

Macroéfagos alternativamente activados

Ligandos de muerte programada 1 y 2 ifagés programmed death ligand 1 and
2)

Colageno 2



Resumen

Nuestro grupo reporté previamente que la infecaidn Taenia crassiceps reduce la incidencia y
severidad de enfermedades autoinmunes e inflaraatocbmo diabetes tipo 1 experimental vy
encefalomielitis autoinmune experimental. El objetile este trabajo fue determinar si la infecciomT™T
crassiceps afectaria el desarrollo de la artritis reumatoixigeeimental (AR). La AR fue inducida a través
de la transferencia adoptiva de células T Cidnsgénicas y la inmunizacién con un antigen®da,

en ratones BALB/c machos. Encontramos que los eatinfectados con el parasito e inducidos con AR
experimental mostraron puntajes clinicos similamsgrupo de ratones no infectados con AR
experimental; las citocinas sistémicas no se afattanientras que los anticuerpos anti-colageno Il
tuvieron titulos mas altos en los grupos infectad@sevaluacion histolégica presenté dafio en ambos
grupos experimentales infectados y no infectadasdecidos con AR experimental. Aunque algunas
moléculas de superficie como PDL-2 y RM, las cuakessocian con mecanismos inmunomoduladores,
estaban reguladas positivamente en el grupo adecté inducido con AR comparado con el grupo no
infectado y con AR. Estas moléculas no ejercieiiogim cambio en el proceso de la AR experimental.
Por lo cual determinamos que la infecciébn doncrassiceps no influye en el desarrollo de la AR

experimental.

Abstract

It was previously reported by our group that infectwith Taenia crassiceps reduces incidence and
severity of inflammatory and autoimmune experimediseases such as type 1 diabetes and experimental
autoimmune encephalomyelitis. In this researchseteout to study whether infection with crassiceps
would affect the development of experimental rhetoidaarthritis (RA). RA was induced through the
adoptive transfer of T CD4transgenic cells and immunization with an OVA geti, in male BALB/c
mice. We found that mice infected with the paraaite induced with experimental RA showed similar
clinical scores as the non-infected experimental qRdup; systemic cytokines were not affected while
anti-Cll Abs were higher in the infected group. tdisgical evaluation showed damage in both infected
and non-infected experimental RA-induced groups atitbugh some surface molecules such as PDL-2
and MR which are associated with immunomodulatoegimanisms were up-regulated in the infected and
RA-induced groups as compared to the uninfectedgR#up, they did not exert any changes in the
outcome of experimental RA. Thus, we determineditifaction withT. crassiceps does not influence the

outcome of experimental RA.



Introduccion

Artritis Reumatoide

La incidencia de las enfermedades autoinmunesmafiarias como la esclerosis multiple, diabetes ktipo

la enfermedad de Crohn y artritis reumatoide (Ag®),han incrementado en paises desarrollados en las
Ultimas tres décadas (Zaccone &.al. 2006). Las enfermedades autoinmunes se caractepar el
atague a O6rganos, que no son reconocidos postehs inmune como propios. La predisposicion a la
autoinmunidad esta bajo control de multiples gememque los factores ambientales y nutricionales
también podrian participar. Los paises en los guaumentado la autoinmunidad, al mismo tiempo han
tenido grandes mejorias en el nivel socioecondryiale sanidad. Esto ha reducido la exposicién a
infecciones y se piensa que estas condicionesilooydn al incremento en la autoinmunidad (Zaccane P

et al. 2006).

La artritis reumatoide es una enfermedad inflanatorénica que se caracteriza por la inflamacion y
sensibilidad de las articulaciones y la destrucaléh sinovio lo cual lleva a la incapacidad fisica

mortalidad prematura; se estima que la AR tienepnegalencia del 1% en la poblacién mundial. La AR
es considerada como una enfermedad autoinmuneat@leb., 2010), aunque se asocian factores
genéticos y ambientales a la etiologia (Barberdy Mominguez M., 2004). La presencia de auto-
anticuerpos como el factor reumatico y proteindgrilinadas en la sangre pueden preceder las

manifestaciones clinicas por muchos afios (Fire§€gi2003).

Dentro de los factores de riesgo reconocidos marAR ha sido aparente el hecho de que el fondo
genético tiene importancia en la susceptibilidadyeridad de la AR. Uno de los genes mas estudsedos

encuentra en el locus del complejo principal deob@mpatibilidad (MHC), en donde pacientes que
presentan el alelo HLA-DRB1, el cual codifica pamaa secuencia de 5 amino acidos (QKRAA o

QRRAA) conocido como el epitopo compartido (SEjjuiye en la severidad de la enfermedad, ya que el
riesgo de erosion y enfermedad extra-articular @gomsi los pacientes tienen el gen y aumenta &g m

si son homocigotos (Firestein G., 2003). Otros gaasociados a la AR son PTPN22, PAD14, CTLA4,
FCyRs, citocinas y sus receptores como TNF, Bl.{L-10 e IL-18 (Mclnnes I.B. y Schett G., 2007).
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Patogénesis de la AR

Diferentes vias efectoras y de sefializacion qukesan a cabo en el sinovio en la AR, tienen como
resultado una cascada de eventos patofisiolégices oglminan en la destruccién progresiva de la
articulacion (Muller-Ladner U..et al. 2005). El sinovio, en condiciones normales es tejido
relativamente acelular cubierto por una membranampeesta principalmente por macréfagos y
fibroblastos sinoviales, que recubre las articolaes. Durante la AR esta membrana se inflama y hay
infiltracién de diversas poblaciones celularesirab\do, incluyendo linfocitos B, linfocitos T, maifagos

y fibroblastos sinoviales, que a veces se agregagsgucturas parecidas a los centros germinatga. E
infiltracién lleva a la hiperplasia del tejido yd@struccion local de estructuras articulares (Kzakis E.,

et al. 2006; Firestein G.S., 2003).

La participacion de las células B en la AR no i@ &iien caracterizada pero se han encontradaaafils

de este tipo en el sinovio inflamado. También smmece que las células B participan como células
presentadoras de antigeno a células T CD4+, mentimide esta forma la produccién de citocinas pro-
inflamatorias. Otra contribucion importante es laduccion de anticuerpos, ademas de auto-anticsierpo
pero a pesar de la investigacion extensiva los-aniigenos iniciadores del proceso de la enfermedad
todavia no han sido identificados. Sin embargoha&erobado la reactividad de algunos anticuerpos
circulantes y auto-antigenos, como son colagertgpddl, proteoglicanos, proteinas de unién a tagd,
antigenos nucleares, proteinas de choque térmioteipas de unidon a cadena pesada que pueden ser
detectadas en pacientes con AR (Firestein G.S1)200

Por lo contrario la participacion de células T @R ha sido clara, ya que se han encontradoratfils

de células T en el sinovio de pacientes y cuandosido trasplantadas a ratones SCID las células T
sinoviales transfieren la enfermedad. La partiépade células T se ha corroborado ya que el tiatam

con anticuerpos anti-CD2 eliminé las células radiele del tejido sinovial lo cual resulté en una aren

produccién de citocinas pro-inflamatorias (HochldeC., et al. 2009).

Las células T han sido implicadas en mediar muelspectos de la inflamacion de las articulaciones. E
general, las células T CD4+ son reconocidas poiainla respuesta inflamatoria como células efastor

Th1 pro-inflamatorias (Firestein G., 2003). Corradiente descubrimiento del linaje Th-17 pareceshab
una mayor participacion de las células T en laggtesis de la AR. En la respuesta Th-17 es impertan

la participacion de la IL-17 ya que induce la ld®é6n de mediadores pro-inflamatorios en divergmst

11



de células, estimula la produccién de IL-6 y prglstadina E2 localmente y sinergiza con otras @i
inflamatorias como IL-1$, TNF-a, IFN-y y el ligando CD40. Una respuesta aberrante Thalgitio
implicada en la patogénesis de la AR, ya que séeh@ostrado que los ratones IL-17 KO no desarrollan
artritis inducida por coldgeno (CIA) y al bloquésilL-17 con anticuerpos monoclonales, se ha obsierv

la disminucion de la enfermedad en modelos de ARRmmxental (Lubberts E., 2008).

Aunque la respuesta de células T dependientestéigean puede ser importante en la iniciacion de la
respuesta inflamatoria durante la artritis, haydencia de que la respuesta independiente de aosigen
puede ser importante también. Las células T sites/jaueden activar monocitos y macréfagos de manera
dependiente de contacto para inducir la expresioaitdcinas pro-inflamatorias como TNEUnN estudio
demostré que las células T sinoviales inducen talymcién de quimiocinas CC y CXC de manera
dependiente de contacto. Esta funcidn efectoraiémbs compartida con células T activadas con un
coctel de citocinas (IL-2, IL-6 y TNE). Por otra parte, también se ha reportado qudaséluactivadas

por IL-2, IL-6 y TNF-a inducen fibroblastos sinoviales a producir citasipro-inflamatorias como IL-6 e
IL-8 de manera dependiente de contacto (Anderssiin & al. 2008).

El papel de las citocinas dentro de un sistemaedalacion compleja esta relacionada con procesos
inmunolégicos especificos que promueven autoinnaghithflamacion cronica y destruccion del tejido
(MclInnes 1.B. y Schett G., 2007). Los macréfagdibyoblastos sinoviales son una fuente importamte d
citocinas pro-inflamatorias como ILB1 TNF-u e IL-8, las cuales participan en la perpetuaciénlad
enfermedad al participar en redes de sefializaciéragtivan y promueven la inflamacion (SweeneyyS.E
Firestein G.S, 2004).

El TNF-o es de gran importancia en la patogénesis de l&S&Rha encontrado en biopsias sinoviales y al
administrar anticuerpos quiméricos especificos reomtNFo humano, se redujeron los sintomas de la
enfermedad y los niveles de proteina C reactivaamgre. Estas observaciones también se han visto en
modelos experimentales. Al administrar anticuerposoclonales anti-TNk-después de la induccion de

la AR, se observé una disminucién en la inflamagi@m el dafio a la articulacién; por otro ladodhrs-
expresion de TNk en un modelo transgénico induce artritis espoatdesiva. EI TNF: esta
involucrado en una variedad de funciones relevaasexiadas a la patogénesis de la AR, como por
ejemplo la activacién del endotelio, liberacidongigmiocinas, angiogénesis, activacion de condrsgjto
osteoclastos lo cual promueve la destruccion daticuprincipalmente por la via de RANK/RANKL
(Brennan F.M., y Mclnnes |.B, 2008).
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El ligando del receptor activador de NFkB (RANKLg en miembro de la sUper familia de TR es
expresado por fibroblastos sinoviales y célulastivadas del sinovio. En la AR, la expresién de RKAN

es regulada positivamente y constituye un preiséqumportante para la diferenciacion de ostesiols

su expresion es regulada por citocinas inflamaociamo TNFe, IL-1p, IL-6 e IL-17. EIl sistema de
retroalimentacion es muy importante en la perpébnade la osteoclastogénesis ya que TiNiRduce la
expresion de IL-1 e IL-1R por células del mesénauyneélulas del linaje de osteoclastos; asi cormb/IL
induce la expresién de RANKL, TNé-e IL-1B por fibroblastos sinoviales. A su vez RANKL induee
diferenciacién de los osteoclastos y su actividadedbsorcién de hueso. La interaccion de RANKL con
su receptor RANK es modulada por osteoprotegei®@R@E), un receptor sefiuelo soluble, el cual es
expresado por células del mesénquima del sinonida &R un desequilibrio entre OPG y expresion de
RANKL promueve la pérdida de hueso (Neumanretal. 2005).

Las células T también contribuyen a la erosién ldedso a través de la osteoclastogénesis. Se ha
observado que al hacer co-cultivos de células Toyatitos de pacientes con AR en etapas tempramas, S
indujo la diferenciacion de osteoclastos dependsde RANKL. Este se expresa en células T activadas
fibroblastos sinoviales en la AR (Andersson Adfal. 2008).

Ademas de producir citocinas pro-inflamatorias, fd®oblastos también producen metaloproteasas
(MMP), enzimas cuya funcién principal es la degci@la de matriz extracelular. Estas se subdividen en
cinco grupos dependiendo de su sustrato de pretéimanatriz. Las colagenasas (MMP-1, MMP-13) y
estromelisinas (MMP-3) son especialmente importaatela AR. Su sintesis y activacion es inducida po
varios factores incluyendo citocinas pro-inflametsy factores de crecimiento, proteinas de matnfaoc
fibronectina, ligandos de TLR y especies reactim®xigeno. La exposicion de fibroblastos a Lyl
TNF-a rapidamente induce la expresion de genes de MMPILEL7 también contribuye directa o
indirectamente al sinergizar con IB-¥ TNF-a para incrementar la produccién de MMP (Bartok B. y
Firestein G.S., 2010).

Modelos animales de AR

Los modelos animales son necesarios para dilutidanecanismos de la patogénesis en la AR, asi como
también para el desarrollo de nuevas terapias.detn de artritis inducida por colageno (CIA) esndls
conocido, el cual se basa en la generacion deuantics anti-colageno por medio de la inyeccion de
colageno heterélogo de tipo Il en una emulsion adyuvante completo de Freund (CFA) en ratones

DBA/1. La CIA se desarrolla después del dia 21dadaulacion y se espera un pico entre el dia 40-50
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Se presenta como poliartritis caracterizada paltrafion e hiperplasia del sinovio, erosién de dug
cartilago (Brand D.Dst al. 2007).

Otro modelo de artritis inducida por antigenosgesehmediado por la transferencia adoptiva de aglul
con un TCR transgénico que reconoce un péptidaésmede ovoalbumina de pollo (OVA323-339), con
fenotipo Thl a ratones BALB/c seguido de la inmaai@n con OVA en CFA y un reto posterior con
ovoalbimina agregada por calor (HAO) en las aditiohes. Este modelo se caracteriza por hipegplasi
sinovial, infiltracién celular, asi como por unaguccién significativa de anticuerpos anti-colagerar

lo cual este sistema logra mimetizar algunas dedeacteristicas patoldgicas de la enfermedad dado
estas condiciones estan presentes en la AR hurktafifia( P.,et al. 2004).

Debido a que la respuesta inmune de la AR es cfamplgue a su vez esta fuertemente influida por el

fondo genético y el medio ambiente; el uso de nuzdekperimentales ha aportado ventajas. Algunas de
estas son, el estudio puntual de mecanismos dattmgnia, asi como de tipos celulares especificos
involucrados. Por otro lado, también encontramavelgajas, como que en la mayoria de los modelos no
se mimetiza completamente la enfermedad como sw@ben humanos, y en otros casos los modelos son

muy largos en cuanto a la duracién y con una imgidevariable.

Hipotesis de la higiene y helmintos

Esta hipétesis inicialmente se postulé para expliea correlacién inversa entre la incidencia de
infecciones y el aumento de las enfermedades adérgBtrachan D.P., 1989). Aunque en afios recientes
se ha ampliado para incorporar también a las eefdades autoinmunes en general. Entre los diversos
agentes infecciosos que pudieran participar enratapto de ésta hipétesis, se ha puesto partictdaés

en las infecciones por helmintos dadas las progesiimmuno-regulatorias de estos parasitos. Bléisite
en la hipotesis de la higiene proviene de obsesuasi en las Ultimas dos décadas ya que se haasport
un incremento notable en la incidencia de enferaeslainflamatorias autoinmunes en paises
desarrollados, entre las cuales sobresalen ldsargumatoide, esclerosis multiple, diabetes fipoolitis

y la enfermedad de Crohn. En esos paises existemamneondiciones de higiene y sanidad, por lootant
hay menor exposicion a agentes infecciosos combdbsintos (Zaccone Pet al. 2006). Se piensa que

el contacto temprano y/o constante con parasiteasyproductos puede modular la respuesta inmune

inflamatoria de tal forma que ésta no sea excesiva.
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Los helmintos son ampliamente estudiados y sonrde ignportancia médica ya que mas de dos mil
millones de personas se ven afectadas en todo daon(©MS). Los helmintos comprenden un grupo
heterogéneo de parasitos, por lo que presentan djvansidad bioldgica. No obstante de presentar
diferentes ciclos de vida, modo de infeccién y dogablanco, los helmintos parasitos tienen la padad

de inducir una infecciéon crénica y en algunos camsigtomética. A pesar de sus diferencias, estos
organismos inducen una respuesta inmune muy simigar les reconoce por su distintiva capacidad de
evasion y manipulacion del sistema inmune del hbese(van Riet E.et al. 2007; Harnett M.M. y
Harnett W., 2006).

Taenia crassicepsy la respuesta inmune inducida por la infecciéon

La cisticercosis es una infeccion causada pomla ldel cestoddaenia solium, cuyos hospederos son el
humano y el cerdo. Esta enfermedad es un problensaldd publica en nuestro pais, asi como en toda
América, Africa y Asia, en donde entre el 2-5% depbblacion son seropositivos a antigenos de
cisticercos. La cisticercosis en humanos ocurrel@angestion de huevos del parasito los cuales son
excretados en las heces, que pueden contaminetbérite y debido a falta de higiene en el manejo de
alimentos. La infecciébn del sistema nervioso céntrausa neurocisticercosis que tiene diversas
manifestaciones clinicas como dolores de cabezajutziones, hidrocefalia, hipertension, meningitis
aséptica, asi como estado mental alterado y en aauchsos se requiere de cirugias complicadas. La
cisticercosis murina es causada pocrassiceps que es el parasito usado para modelos experitesnéh
metacestodo de este parasito se establece faaimesertreproduce por gemacion en la cavidad peatpn
cabe mencionar que se ha reportado la infeccidimdimiduos inmunosuprimidos (Francois A., 1998,
Heldwein K 2006). Ambos parasitos son muy parecigasque tienen un ciclo de vida con dos
hospederos, similitudes antigénicas, asi como iestéalvarios y morfolégicos semejant&scrassiceps

se encuentra naturalmente en el intestino de céredodonde se reproduce el adulto, los huevos son
excretados en las heces y son consumidos por eseddrciclo se completa cuando el roedor es comido
por los céanidos. La cisticercosis murina experimeas un modelo Gtil para entender y definir fazsor
biolégicos que afectan la susceptibilidad y renistea esta enfermedad (Terrazas L.I. y RodrigwszaS

M. 2007).

Después de la infeccion cdn crassiceps en modelos murinos, se observa una rapida respliegt la
cual es transitoria aproximadamente durante lagpdoseras semanas, después de las cuales se observa
una polarizacion hacia una fuerte respuesta Thf @i con produccion de citocinas IL-4, IL-5, IL-513

principalmente por células CD@Terrazas L.I.gt al. 1998). También se reconoce la participacion de IL
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10 clasificada como citocina anti-inflamatoria, esio altos niveles de anticuerpos como IgG1 e égE,
incremento en células como eosindfilos y mastocigsartir de las doce semanas de infeccién sergdse
una respuesta mixta Th1/Th2 la cual no ha sido daeacterizada.
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Fig. A. Cinética de la respuesta inmune inducida lpoinfeccién intra-peritoneal con metacestodosTde
crassiceps en ratones BLAB/c. Se ha descrito que en la etapala existe una respuesta tipo Thl pero con el
aumento de la carga parasitaria se observa un canhlia respuesta con una polarizaciéon hacia wspuesta tipo
Th2; asi como un cambio en el fenotipo de los nfagas de clasicamente activados a macrofagos afieamente
activados (Terrazas L.l. y Rodriguez-Sosa M. 2007).

De la misma forma en que se dan los cambios easlauesta inmune se puede observar una relacion
directa con las poblaciones de macréfagos reclataio la cavidad peritoneal. Macrofagos F24/80
obtenidos a diferentes tiempos de la infeccionaseusado como células presentadoras de antigeao par
probar la activacion y diferenciacion de célula€D4’. Los macréfagos de infecciones agudas producen
altos niveles de IL-12, INOS y ON, asi como bajogeles de IL-6 y tienen la habilidad de inducir
proliferacion de células CD4antigeno especificas (Rodriguez-Sosa dil.al. 2002); este estado de
activacion de los macréfagos se reconoce como afeams clasicamente activados. Por otro lado los
macréfagos de infecciones crénicas producen umdmale citocinas y quimiocinas diferentes, asociadas
con una baja habilidad de inducir proliferaciénigemo-especifica de células CD4a incapacidad de
inducir proliferacion no fue debido a deficiencasla expresién de moléculas accesorias ya que NMHC-
CD40 y B7-2 estaban reguladas positivamente asioc6id23 y CCR5 a lo largo de la infeccion
(Rodriguez-Sosa M.t al. 2002). Ademas de estas moléculas otros marcadpresse encuentran

elevados en macréfagos provenientes de la infeamar. crassiceps son el receptor de manosa (RM),
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lectinas de tipo C (MMGL1 y mMGL2), Arg-1, Fizz-Etm1, TREM-2, ademas de moléculas inhibitorias
como los ligandos de muerte programada 1 y 2 (PBLHADL-2); a este perfil de activacion se le
denomina macréfagos alternativamente activados (M@Raes G.gt al. 2005; Terrazas L.1., et al. 2005)

y como resultado neto la infeccién porcrassiceps genera una respuesta inmune tipo Th2.

Ademas de inducir una respuesta inmunoldgica Ta2feccién conl. crassiceps puede regular otras
funciones de los linfocitos. La activacion clasieacélulas T involucra la interaccion entre las imemas

de las células presentadoras de antigenos y célulasi como interaccion del complejo principal de
histocompatibilidad y moléculas co-estimuladoras. @&nbargo en presencia de los MAA, los ligandos
PDL-1 y PDL-2 al unirse su receptor PD-1 que saas@en células T activadas, se inhibe la respuest
proliferativa de células T. Dado que estos ligarstoencuentran incrementados en esta infecciérobé p
su participacién en la actividad supresora; el ibogde PDL-1, PDL-2 y PD-1 con anticuerpos
monoclonales en los co-cultivos de células T y dfagos provenientes de la infeccién, redujo
significativamente la actividad supresora de losAMRor otro lado, también se demostré la habilidad
los MAA en suprimir la respuesta especifica deoliitbs T CD4 DO11.10 a la estimulacién del péptido
de OVA, usando macréfagos provenientes de infeccmo células presentadoras de antigeno. Se
observo que al bloquear PD-1 se re-establecitslauesta especifica de las células T CD®11.10 al
péptido de OVA, por lo que se podria decir queM@sA actian como células supresoras indirectas con
capacidad anti-inflamatoria. (Terrazas Let.al. 2005).

Por otra parte, estudios previos han demostradocélidas T esplénicas provenientes de animales
infectados conT. crassiceps tenian bajas respuestas proliferativas despuégerdestimuladas con anti-
CD3, concanavalina A o estimulacién con antigespgeificos (Rodriguez-Sosa Mt,al. 2003; Toenjes
S.A. et al. 1999). También se demostr6 que la via PD-1/PDtigg@a en la modulacién de la respuesta
proliferativa especifica anfiaenia, ya que de nuevo al bloguear PD-1, PDL-1/ PDL-2celivos de
esplenocitos derivados de infecciones chrcrassiceps, los esplenocitos proliferaron mas efectivamente
a antigenos del parasito. Estos descubrimientggeren la importancia de la via de PD-1/PDL emlay

negativamente respuestas especificas de célulasalcesticercosis (Terrazas L4t,al. 2005).
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Hipotesis
La respuesta inmune tipo Th2 anti-inflamatoria gada por la infeccién cofi. crassiceps, podria

modular la respuesta pro-inflamatoria de la astridumatoide experimental, generando una disminucié

en la patogénesis de la enfermedad.
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Objetivo General

Determinar si la respuesta inmune inducida ponfactcién conT. crassiceps influye en el curso del

desarrollo y patogénesis de la AR experimental.

Objetivos Particulares

1. Caracterizar el desarrollo de la AR en presengi dhfeccion previa com. crassiceps.

2. Definir el papel de los MAA inducidos por el patasén el posible efecto sobre el desarrollo de

la AR.

3. Determinar si los MAA pueden mediar la resistenaida AR por la regulacion de la

funcion/proliferacion de las células T y la modide de la respuesta Th1/Th2.
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It was previously reported by our group that infection with Toenia crassiceps reduces incidence and severity of inflammatory
and autoimmune experimental diseases like type 1 diabetes and experimental autoimmune encephalomyelitis. In this research,
we set out to study whether infection with T crassiceps would affect the development of experimental rheumannid arthritis
(RA). We found that mice infected with the parasite and induced with experimental RA showed similar clinical scores as the
noninfected experimental RA group; systemic cytokines were not affected while anti-CIT Abs were higher in the infected group.
Histological evaluation showed damage in both infected and noninfected experimental RA-induced groups and although some
surface molecules such as PDL-2 and MR which are associated with immunemodulatory mechanisms were upregulated in the
infected and RA-induced group as cd to the infected RA group, they did not ccert any changes in the outcome of

r
experimental RA. Thus, we determined that infection with T. crassiceps does not influence the outcome of experimental RA.

1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) isa chronic inflammatory disease
with an estimate prevalence of 0.5%-1% around the world;
it is characterized by inflammation and tenderness of the
joints, which could lead to physical incapacity and even
premature death due to complications. RA is an autoimmune
disease, although the immunopathogenesis of RA 1s very
complex to define due to the fact that a definitive cause of the
disease has not yet been elucidated. Furthermore, the genetic
background, exposure to environmental factors, and infec-
tious agents contribute to the susceptibility, making it a
multifactorial disease [1, 2].

Different signaling and effector pathways take placein the
synovium in RA, and as a result a cascade of pathaphysin-
logical events lzads to the progressive destruction of the
joint. In normal conditions the synovium is acellular, and the

membrane is mainly composed of macrophages and synovial
fibroblast that surround all of the joints, but in RA the
synovial membrane is infilirated by macrophagss, synovial
fibroblasts, T cells, and B cells. Chronic inflammation and
the hyperplastic synovial membrane lead to articular destruc-
tion. Macrophages and synovial fibroblast are important
sources of proinflammatory cytokines like TNF-a and IL-1f5;
these cytokines are involved in various mechanisms that
perpetuate the inflaimmatory milieu [3], as they up regulate
NFiB which in turns trigger the release of more pro-inflam-
matory cylokines and chemokines (2.g., IL-6, IL-8); in addi-
tion, these cytokines induce the expression of matrix degrad-
ing enzymes, the metalloproteinases (MMP) MMP1, MMP3,
MMPS, MMP13, and MMP14 [4]. Furthermore I'NF- and
TT-1f also upregulate (receptor activator of nuclear factor-x B
(RANK) ligand RANKL), which is necessary for the differ-
entiation of osteoclasts; these cells are responsible for bone
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remodeling, but in RA the constant up regulation of RANKL
leads to bone destruction. The involvement of T cells in RA
has been very clear, since T cells have been found in RA
patients synovium [5]; classically RA as well as other auto-
immune diseases was classified as being one of a Th-1 phe-
notype based on the cytokine milieu found in experimental
models of RA [2]. But with the recent discovery of IL-17
producing Th17 cells, new evidence seems to implicate even
more this phenotype that may synergize with TNF- and IL-
13, although we cannot rule out the participation of Th1 cells
[6].

Most of the insight that have been gained in the develop-
ment in the field of immunology have been made possible
by the use of experimental murine models; the gold standard
model for the induction of RA has been the collagen induced
arthritis (CIA) model, that is based on the induction of
type II collagen (CII) antibodies by immunization of DBA/1
mice with heterologous CII in Complete Freund’s Adjuvant
(CFA), with onset of the disease around day 40-50 postino-
culation of the CII, resulting in infiltrating and hyperpla-
sic synovium with erosion of bone and cartilage. Among
other models of experimental RA, one that is able to break
self-tolerance by inducing CII Abs production without the
immunization of CII, is an experimental model of adoptive T
cell transfer, in which DO11.10 CD4™ T cells (which specifi-
cally recognize a small ovalbumin peptide, OVA3;;_335) are
skewed to a Th-1 phenotype by IL-12 and after culture
are Lv. transferred followed by immunization of OVA in
CFA and challenged with heat aggregated OVA (HAO). This
experimental model is characterized by synovial infiltration
and CII antibody production [7].

In the last two decades there has been a marked increase
in inflammatory autoimmune diseases including multiple
sclerosis (MS), type 1 diabetes (T1D), inflammatory bowel
diseases (IBD: chron’s disease and ulcerative colitis), rheuma-
toid arthritis (RA), as well as allergy, especially in developed
countries. The observation that early and constant contact
with pathogens reduced allergy was introduced by David
Strachan, which led to the now known hygiene hypothesis,
which was later modified to include autoimmune diseases [8].
The increase in hygiene, use of antibiotics, and less contact
with infectious agents like helminthes and their products
appear to be factors in the raise of allergic and autoimmune
diseases [9]. Helminth parasites are known to modulate
exacerbated immune responses; evidence of this comes from
the observations that the incidence of allergy and autoim-
mune diseases is lower in underdeveloped countries where
contact with helminths is constant [9].

The growing reports on experimental models of
helminth-based therapy for relieving symptoms of
inflammatory autoimmune diseases have showed promising
results [ 10], recently our group has proven that infection with
Taenia crassiceps reduced incidence and severity to T1D [11]
and experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE, a
model for MS) [12], and protection was associated with the
immune-regulatory mechanisms induced by the parasite.
Thus, the focus of this research was to characterize the
immune response induced by the infection with T. crassiceps
on the outcome of experimental RA.

BioMed Research International

2. Material and Methods

2.1. Mice. Six-to seven-week-old male BALB/cAnN mice
were purchased from Harlan Laboratories (Mexico) and
were used as adoptive transfer recipients. Ten-to twelve-
week-old male DO11.10 BALB/c TCR Tg mice that con-
tain CD4" T cells expressing a TCR that recognizes the
chicken OVA ;53 33 peptide complexed with the MHC class
1T molecule I-A% (detected by the clonotypic mAb KJ1.26)
were obtained from The Jackson Laboratories (Bar Harbor,
Maine USA); all animals were housed in a pathogen-free
environment at the FES-Iztacala, UN.A.M. animal facility in
accordance with Institutional and National guidelines.

2.2. Parasites and Infection. Metacestodes of Taenia crassiceps
were harvested in sterile conditions from the peritoneal
cavity of female BALB/c mice after 2-4 months of infection.
The cysticerci were washed four times in sterile phosphate
buffered saline 1X (PBS 1X; 0.15M NaCL, 0.01 M sodium
phosphate buffer, pH 7.2) and used for mouse infection. Mice
were infected with an intraperitoneal (i.p.) injection of 20
small, nonbudding cysticerci of T. crassiceps suspended in
0.3 mL of sterile PBS 1X.

2.3. Induction of Experimental RA. After DO11.10 BALB/c
TCR Tg mice were humanly sacrificed, spleens were extracted
and CD4" T cells were purified by positive selection with
anti-CD4" mAbs bound by anti-IgG MACS beads (Militenyi
Biotec, Auburn, CA), according to manufacturer’s instruc-
tions. APCs were obtained from the peritoneal cavity and
cultured for 2h in supplemented RPMI medium, then
washed twice with RPMI to discard nonadherent cells from
the plates (Costar, MA. USA). Thl cell differentiation was
carried out culturing 2 x 10°/mL CD4" T cells with 2 x
10°/mL APC, 0.3 uM OVA3_339, and 5 ng/mL IL-12 (Pepro-
tech Rocky Hill, NJ, USA) and 10 ug/mL anti-IL-4 mAb. After
72 hours of culture, cells were washed and harvested for cell
transfer. A total of 2 x 10° DO11.10 CD4" cells was injected
i.v. via the tail vein into BALB/c recipient mice, and control
mice received sterile PBS 1X only. One day after adoptive
transfer, mice were immunized (subcutaneous, s.c.) with
100 ug of OVA in CFA [7].

2.4. Assessment of Experimental RA. Ten days after immuni-
zation with OVA in CFA, all animals were injected s.c. close to
both rear ankle joints with 100 pg of HAO. Mice were moni-
tored for sign of arthritis, and disease was scored based on
erythema and swelling in each paw on a scale of 0-3, giving a
maximum score of 6 per mouse. Paw thickness was measured
for seven days with a dial caliper (Mitutoyo, Japan).

2.5. Histology. Mice were sacrificed, and hind paws were
removed and fixed in paraformaldehyde. Tissue was, then,
processed and embedded in paraffin; 7 m sections were cut
for histological analysis and stained with H&E.

2.6. Anticollagen Specific IgG1 and IgG2 Abs Detection. Brief-
ly, 96 well microplates (Nunc, Denmark) were coated with CII
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diluted in 0.1 M de NaHCO; (pH 9.6) to a final concentration
of 10pg/mL; 100uL of the solution was added to each
well and stored overnight at 4°C, then plate were washed
twice in PBS 1X 0.05% Tween 20 (USB Corporation, USA,
washing buffer). Plates were blocked in PBS 1X in 1% BSA
(blocking buffer) by adding 200 uL of the solution to each
well and incubated 1h at 37°C, then washed three times
in washing buffer. Serum samples were diluted in series
starting at 1:50 in blocking buffer, and 100 yL of the diluted
samples was added to the microplate and incubated 1h at
37°C, then washed four times in washing buffer. Peroxidase
conjugated antimouse IgG1 and IgG2a (Zymed, USA) was
diluted at a concentration of 1:1000 in blocking buffer,
100 uL were added to each well, and they were incubated
45 minutes at 37°C. Microplates were washed four times
in washing buffer, 100 uL of hydrogen peroxide (3% H,0,)
in 11 mLof 2,2’ -azino-bis(3-ethilbenzthiazoline-6-sulphonic
acid) was prepared, and 100 yL of the solution was added as
substrate to each well; OD values were measured at 405 nm
using the Multiskan Ascent Thermo Lab Systems (AIE, USA)
microplate reader.

2.7. Cytokine Detection. Peripheral blood was collected from
tail snips at day 2, 5, and 15 postchallenge with HAO.
Serum cytokine IL-1f3, IFN-y and IL-4 levels were measured
by sandwich ELISA using commercial kits purchased from
PeproTech (Mexico) following manufacturer instructions.
Briefly, captured antibody 2 yg/mL was diluted in 10 mL of
PBS 1X, 100 4L was added to each well in 96 well Maxisorb
microplate (Nunc, Denmark), and was incubated overnight at
4'C. Microplates were then washed twice with washing buffer,
and plates were then blocked by adding 200 L of blocking
buffer to each well and incubated for 2 h at 37°C. Plates were
then washed three times in washing buffer. Recombinant
mouse cytokines were used for standard curves starting at
a concentration of 50ng to 0.01ng. Serum samples were
diluted at a concentration of 1:5 in 100uL of blocking
buffer, plates were incubated two hours at 37°C. Plates were
washed four times in washing buffer, biotinylated antibody
final concentration 1 ug/mL was diluted in blocking buffer,
and 100 L of the solution was added to each well, plates
were incubated one hour at 37°C, then washed four times
in washing buffer. Avidin (PeproTech Inc, USA) was diluted
1:4000 in blocking buffer; 100 uL of the solution was added
to each well, and the plates were incubated 30 minutes at 37°C
and then washed five times in washing buffer. 100 4L of the
same substrate was used as above. OD values were measured
at 405 nm using the Multiskan Ascent Thermo Lab Systems
(AIE, USA) microplate reader.

2.8. Isolation of Peritoneal Macrophages. After mice were
sacrificed at the end of the experiment peritoneal exudates
cells (PEC's) were obtained using 5 mL of ice cold sterile PBS
1X, and the red blood cells were lysed by resuspending the
cells in Boyle's solution. Following two washes, the viable
cells were counted by trypan blue exclusion with a Neubauer
hemocytometer. PECs were adjusted 1 x 10%/mL in modified
RPMI medium.

2.9. Antigen Specific Stimulation. Spleens were removed 15
days post-HAO injection, and total cells were counted by
trypan blue exclusion and adjusted to 3 x 10° and then
plated to a final concentration of 3 x 10° cells/well. Then,
cells were cultured with 50 geg/mL of OVA peptide for 72 h,
supernatants were then collected and stored until cytokine
determination.

2.10. Analysis of Cell Surface Markers in Macrophages.
The Fc receptors in peritoneal macrophages were blocked
with anti-mouse CD16/CD32 (Biolegend, CA, USA) and
then stained with an FITC-conjugated monoclonal antibody
against F4/80, PE-conjugated antibodies against PD-L1 and
PD-L2, and APC-conjugated antimannose receptor antibody
(all obtained from Biolegend). The stained cells were analyzed
on a FACs Calibur flow cytometer using Cell Quest software
(Becton Dickinson).

3. Results

3.1. Thi Polarization Was Induced in the DO11.10 CD4"
T Cells. CD4™ T cells from spleens of DO11.10 mice were
purified by positive selection with anti-CD4™ mAbs (97.88%
were CD4", Figure 1(a)) and 91.88% were KJ1.26" CD4"
(Figure 1(b)), and so more than 90% of the CD4" cells were
positive for the OVA TCR. Th1 polarization was then induced
in these purified cells by coculture of DO11.10 CD4™ T
cells and macrophages plus IL-12 and OVAj;; 335 peptide.
IFN-y levels were measured in the supernatants to verify
the phenotype, and cells stimulated with OVA plus IL-12
produced significantly higher levels of IFN-y as compared
to the cells that received no stimuli (Figure 1(c)). Therefore,
DO11.10 CD4" T cells were polarized to a Th1 phenotype.

3.2. Assessment of Experimental Arthritis. Experimental RA
was induced by the transfer of Thl-type DO11.10 CD4" T
cells in recipient BALB/c mice (RA), and after 6 weeks of
infection with T. crassiceps (Tc + RA), control mice received
unpolarized cells (Control), as well as the infected group (Tc);
all groups were immunized with OVA in CFA followed by a
periarticular injection near the ankle joints with HAO in both
rear paws. RA was then evaluated in the four experimental
groups based on erythema and swelling in each paw on a scale
of 0-3, giving a maximum score of 6 per mouse for seven
days. The not-transferred DO11.10 CD4" T cell Control and
Te groups showed minimum clinical scores compared to
the transferred RA and Tc + RA groups. The RA-induced
group reached a peak in clinical signs around day 3 with a
clinical score around 3 (Figure 2(a)); thereafter, clinical signs
were reduced. Similarly, infected RA-induced mice (Tc + RA)
reached a peak between days 2—4 with a maximum score of
around 2. Te+ RA group had slightly lower clinical scores than
uninfected RA group, but differences were not significant
among the two groups. Significant differences were found
among the RA versus Control group on days 2-5, as well
as with Tc + RA wersus Tc group on days 2-4. Furthermore,
measurements of paw thickness showed similar results within
groups (Figure 2(b)), again the Control and Tc groups
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FIGURE 1: KJ1.26" CD4"T cell purification and Th1 polarization of DO11.10 cells. CD4" T cells from spleens of DO11.10 BALB/c TCR Tg
mice were purified: (a) 97.88% were CD4" and (b) 91.88% were KJ1.26" CD4". Th1 polarization, then, was induced in purified cells, (c) IFN-y
levels were measured in the supernatant of cocultures of DO11.10 CD4" T «ells, and macrophages, IL-12, and OVA,,; ., peptide were used.

"P < 0.05, T-test.
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FIGURE 2: Clinical assessment of experimental arthritis. (a) Clinical score was evaluated based on erythema and swelling in each paw on a
scale of 0-3, giving a maximum score of 6 per mouse. (b) Paw thickness was measured on both rear paws and was added to obtain an average
measure for each mouse; the measures were taken seven days after HAO challenge. Statistical analysis, two-way ANOVA, " P < 0.05.
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(c)

FIGURE 3: Histological evaluation. H and E staining was performed on sections of the distal phalanges joints. (a) Control; (b) RA; (¢) Tc; (d)
Tc + RA. Arrows show empty chondrocytes as well as isogenic bodies on cartilage. Magnification showed is 40X J: joint cavity, A: articular
cartilage, F: fibrous joint capsule, B: bone, C: calcified cartilage, and M: bone marrow. Arrows show empty chondrocytes as well as isogenic

bodies on cartilage.

displayed minimum paw thickness. The RA group showed
greater paw swelling than the Tc + RA group, which seem
to have a slight tendency to decrease, but was not enough
to show statistically significant differences between these
groups. In contrast, the Control group showed significant
differences with both transferred groups, on days 1-5 with
the RA group and on days 2-4 with the Tc + RA group.
These similar results obtained from the clinical scores and
measurements of the paw thickness showed that infection
with T. crassiceps does not seem to influence the outcome of
experimental RA.

3.3. Histological Evaluation. After experimental RA was
induced, 15 days post-HAO injection, all groups of mice
were sacrificed; hind limbs were extracted, embedded in
paraffin and sections of the distal phalanges joint were stained
with H and E. The Control group (Figure 3(a)) and the
Te group (Figure 3(c)) showed normal arrangement of the
joint cartilage, unlike the RA group (Figure 3(b)) which
displayed empty chondrocytes which are characteristics of
cartilage erosion; isogenic bodies were also found which are
also commonly found in RA histology due to the fact that
chondrocytes are in division trying to replace the loss of
these cells in the cartilage of the joints; the same histological

observations were seen in the Tc+RA group as well (Figure
3(d)). Since we found the same type of damage in the Tc
+ RA group as in the noninfected RA group, these results
also indicated that infection with the parasite did not seem
to modulate experimental RA.

3.4. Infected- and Experimental RA-Induced Mice Produce
Higher Levels of Anti-CII IgG1 and IgG2a Antibodies. Anti-
CII antibodies are pathogenic determinants of arthritis,
therefore, IgG1 and IgG2a Abs were measured; the Control
group produced irrelevant levels of anti-CII IgG1 and IgG2
Abs (Figures 4(a) and 4(b)). Interestingly, both infected
groups Tc and Tc + RA produced higher levels of anti-CII
IgG1l Abs even than the RA group. A similar finding was
observed with anti-CII IgG2a. Labeling experiments have
showed that many helminths possess a surface rich in colla-
gen [13], so our data showing higher levels of anticollagen
antibodies in the infected groups may be associated with
this feature of the helminths surface. Significant differences
were also observed in the IgG1 antibodies between the RA
versus Tc + RA in the 1 :10 dilution, whereas in the Control
versus Tc + RA groups the difference was observed also
in 1:20 dilution. In the IgG2a Abs Control versus RA and
Control versus Tc + RA showed significant differences in the
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Fraurg 4: Infected and RA-induced mice produce higher levels of
serum anti-CII [gG1 and 1gG2 antibodies. Levels of (a) anti-CIT
IgGl; and (b) IgG2a Abs were measured in all of the groups sera
were oblained 15 days pust-HAO injection. Signilicant differences
were observed in the IgG1 Abs between the RA versus Tc + RA and
Te versus Te + RA in 1: 10 dilution and Control versus Tc + RA in
the 1:10 and 1:20 dilutions. In the IgG2a Abs Control versus RA
and Control versus Tc + RA showed significant differences in the
1: 10 dilution. Statistical analysis' two-way ANOVA, P < 0.05.

1: 10 dilution. These results are also in agreement with the
data from the clinical score and measurements, since again
infection with T. crassiceps did not reduce anti-CII IgG1 and
IgG2a Abs, on the contrary both specific anti-CII antibodies
were augmented.

3.5. Infection with T. crassiceps Does Not Modify Systemic
Serum Cytokine Levels. Sera from all experimental groups
were obtained 5 days post-HAO injection; Thl-type cyto-
kines IL-1f3 (Figure 5(a)), IFN-y (Figure 5(b)) and Th2-type
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Ficure 5: Infection with T. crassiceps does not modify systemic
serum cytokine levels. Sera were obtained 5 days post-HAO injec-
tion, IL-1f, IFN-y, and IL-4 cytokine levels were measured. No
significant differences were observed within the groups.

cytokine IL-4 (Figure 5(c)) levels were measured. We did not
observe significant differences within the groups. Although
we did observe a tendency to decrease the levels in the pro-
inflammatory cytokines IL-1f and IFN-y in the infected
groups and even more in the Tc + RA group, however, such
differences did not reach significant values. Also the Tc + RA
group displayed higher levelsof IL-4 than Tc group; thus, this
effect could be attributed to the parasite. The Control group
had higher levels of IL-1f and IFN-y than expected; this
could have been the result of the strong Thl-type response
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FIGURE 6: Antigen specific [FN-y production. Soleens were extract-
ed and cultured with medium alone or with OVA to determine IFN-
y levels. Significant differences were only observed in the Control
versus RA group after stimulation. Statistical analysis, two-way
ANOVA, *P < 0.05.

induced by the immunization with OVA in CFA followed by
the injection of the joints with HAO.

3.6. Antigen Specific IFN-y Production. In crder to datermine
if the antigen specific response was modified by the presence
of T. crassiceps infection, total splenocytes were extracted
and cultured with medium alone or stimulated with OVA to
determine IFN-y levels in the supernatants. Significant dif-
ferences were observed in the Control versus RA group after
stimulation with OVA, as expected aller RA induction with
OVA mice produced significant amounts of the Th1 cytokine
(Figure 6). In agreement with previous works [14], T. cras-
siceps infection suppresses the antigen spacific response of
CD4"cells; thus, culture of splenocytes from T. crassiceps-
infected groups did not produced significant amounts of IFIN-
y after they were stimulated with OVA peptide.

3.7. AAM Surface Markers Ave Upregulated in the RA-induced
T. Crassiceps-Infected Mice. Flow cytometry was performed
in order to analyze the presence of AAM during RA in
miice-bearing T crassiceps. MFL was analyzed on the AAM
markers PD-L1 (Figure 7(a)), PD-L2 (Figure 7(b)), and MR
(Figure 7(c)), and we found that the Tc + RA group had
significantly increased expression of PDL-Zand MR on AAM
than the noninfected groups; but in comparison with the
Tc group, the differences were not statistically significant,
although in both cases again it seems to be a pattern to
increase in the Tc + RA group in contrast to the Tc group.
AAM are known for their suppressive capacity; PD-ligands
down-regulate T cell proliferation through direct contact
with their receptor PD-1, usually expressed in T-activated
cells [14]. The higher expression of PDL-2 and MR in Tc +
RA could be an effect of the immunomodulatory mechanisms
turnedon for this parasite to down regulate the inflammatory

response from the RA.

4. Discussion

In recent years there has been development of the now-
called “helminth therapy” which basically states that infection
with helminths or their products could potentially alleviate
and improve inflammatory autoimmune diseases, due to
the fact that helminths induce Th2 type phenotype that is
able to antagonize the Th1 type phenotype of inflammatory
autoimmune diseases as well as induce a series of regulatary
cells such as AAMSs, Tregs, and myeloid suppressor cells
[10]. Proof of this comes from epidemiological observatlons,
clinical studies as well as by experimental models and recent
reviews [15].

Our group has recently demonstrated that intection with
T. crassiceps reduces the incidence and severity to T1D
[11], EAE [12], and colitis (unpublished observations) in
murine models, and such protection has been asscciated with
immunoregulatory mechanisms induced by this parasite. In
contrast, the results showed by this study indicated that
infection with T. crassiceps metacestodes does not alter the
outcome of experimental RA.

Our data revealed that quantification of TgG2a anti-CIT
antibodies which are used as an indication of RA, showed, as
expected, in the Contol group almost ne production of anti-
CII Abs, and the RA group did show significant amounts of
antibodies in accordance with the disease, but unexpectedly
the Tc + RA group had higher levels of IyG2a Abs compared
to the RA group; apparently this could be due to the com-
position of the parasite itself [13] since the helminth own
collagen could be interfering with the actual levels of CII
antibodies due to the disease; this is an interesting fact that
has not been reported before. Also the level of pro-inflam-
matory systemic cytckines showed similar results as the
assessment of arthritis, where z tendency to decrease in the
Tc + RA group was observed, but the other groups had
similar amounts of 1L-1/3 and IFN-y; this could be due to the
strong effects of the immunization with CFA plus OVA as
well as the challenge injection with HAO. Infection with
T. crassiceps increased expression of PDL-2 and MR which are
markers of AAM in the Tc + RA compared to the RA non-
infected group; it has been showed thar infection with this
parasite increased expression of PDL-1 and PDL-2 on AAM
[14]; these ligands are involved in the PDLs pathway which
is responsible for the inhibition of proliferative response of
T cells in a contact-dependent manner. Thus, the increase of
PDL-2 expression could be an attempt to inhibit the inflam-
matory response from arthritis, but, in this case the parasite
Immune modulatlon is just not enough to overcome the
intense inflammatory response of the experimental RA.

The gold standard model for the induction of experimen-
tal RA has been the ccllagen-induced arthritis (CIA) model,
with onset of the disease around day 40-50 after inoculation
of the CII, resulting in infiltrating and hyperplasic synovium,
erosion of bone and cartilage, thus, displaying a very similar
pathology as in humans [16]. Amelioration of CIA has been
proven successful in infection with Schisiosoma mansoni [17]
and 8. japonicum where is stage-dependent [18]; in both
cases proinflammatory cytokines were down-regulated in
infected mice as compared to noninfected. On the other
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FIGURE 7: Flow cytometry analysis for alternatively activated macrophage (AAM) surface markers. AAM markers are up-regulated in the
experimental rheumatoid arthritis induced on T. crassiceps-infected mice. Analysis of medium fluorescence intensity (MFI) on A AM markers
PD-L1, PD-L2, and MMR was done. Statistical analysis, one-way ANOVA, *P < 0.05.

hand, Osada and Kanazawa tried schistosome worm antigens
(SWAP) or egg antigens (SEA), and either of them had effects
on CIA [15]. Spontaneous arthritis is also another model
used for studying this inflimmatory disease; here it has
been demonstrated that a gastrointestinal helminth such as
Nippostrongylus brasiliensis |19] was able to down-modulate
experimental arthritis. However, it is clear that one can expect
that not all the helminth infections as well as the same
helminth parasite would be able to cure or ameliorate every
single inflammatory disease; in line with this idea, there has
been occasions where infection with helminth parasites can
turn out a whole range of possibilities as is the case in infec-
tion with Hymenolepis diminuta, where the infection with
this parasite has augmented oxazolone-induced colitis in
mice [20]; also this infection did not show any effects in
acetic acid-induced ulceration in rats [21]; but, interestingly,
infection with H. diminuta can be protected in dinitroben-
zene sulfonic acid (DNBS)-induced colitis [22]. Therefore,
even when infection is carried out with the same parasite,
the outcome of the diseases can greatly vary, as in the case

of H. diminuta even when in theory the same disease was
belng reproduced, although different methods of induction
of the disease were used the results reflected an ample
spectrum of possibilities. Moreover, another disease where
any effect of a helminth infection was not detected was in
EAE developed in mice carrying a gastrointestinal infection
with Strongyloides venezuelensis [23]. Taken together all these
data accumulated on helminth therapy, we suggest that more
detailed studies are necessary before “generalize” that any
single helminth parasite or their derivarives would be useful
for any inflammatory or autoimmune disease.

5. Conclusions

Based on the different outcomes of the many studies on
“helminth therapy” and even though our group hzs previ-
ously proven that infection with T. crassiceps reduces inci-
dence and severity of other inflaimmatory and autoimmune
diseases, it is feasible that T. crassiceps, cr any other helminth
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infection, does not affect the development of some disorders
ltke experimental RA since most of Inflammatory or autoim-
mune diseases have many different components involved that
may be not affected by these parasites. Thus, in the context
of the potential use of helminths or their molecules as a
way to treat or improve the outcome of inflammatory or
autoimmune diseases, it deserves larger and deeper studies
hefore giving the title of a “close reality” to the use of such
strategy.
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Discusion

Basados en la hipétesis de la higiene, recientenmsnha desarrollado la idea de la “terapia deiihigisi.

La cual postula que la infeccion con helmintosi® groductos puede potencialmente aliviar y mejoisar
sintomas de enfermedades inflamatorias autoinmutedsgdo a que los helmintos inducen un fenotipo
Th2 el cual puede antagonizar el fenotipo Thl/Th&7las enfermedades autoinmunes inflamatorias
(McKay D.M., 2009). Prueba de esto viene de obssmmas epidemioldgicas, estudios clinicos asi como
también de modelos experimentales como fue revisagientemente por Osada y Kanasawa en el 2010, y
por McKay en el 2009.

Existe una creciente evidencia epidemiolégica esmttua los efectos protectores de la infecciéon con
helmintos en enfermedades alérgicas y autoinmueesiha visto en individuos infectados con
Schistosoma, en los cuales se han reducido las enfermedadigisas (Araujo M.lgt al. 2004). En Japdn,

se demostré una correlacion inversa entre enfemesdautoinmunes del higado y la infecciéon con
Srongyloides stercoralis (Aoyama H. gt al. 2007). En una revision de estudios transversalesservo la
relacion entre la respuesta a la reaccion atdpitas yinfecciones con helmintos. Se observd un gran
namero de estudios con efectos protectores apaesta de la prueba cutanea de alergias relaci@ankdo
infeccion con helmintos. Cabe resaltar que algwsiadios no fueron significativos y se reportd una
asociacion positiva a la atopia en la infeccion Aecaris lumbricoides (Flohr C., et al. 2009). Este
mismo efecto también se ha demostrado con otrasmeeflades ya que se encontré una relacion inversa
entre la infeccién con geohelmintos (principalmeyitamericanus) y el asthma. Aunque en un estudio se
encontré queA. lumbricoides aumenta el riesgo desthma (Leonardi-Bee J.et al. 2006), a su vez la

infeccién conT. trichiura no tuvo ningun efecto significativo en esta enfedlad (Flohr C.et al. 2009).

Por otro lado, en modelos experimentales se ha stemio una mejoria en enfermedades alérgicas y
autoinmunes; como asthma, hipersensibilidad en las vias respiratorias, fahmmielitis autoinmune
experimental, diabetes tipo | y colitis; por lado€ién con diversos helmintos, coBahi stosoma mansoni

y S. japonicum, Acanthocheilonema vitae, Fasciola hepatica, Litomosoides sigmodontis, Heligmosoides
polygyrus, Hymenolepis diminuta, T. suis y A. summ o sus productos (Zaccone B ,al. 2006; McKay
D.M., 2009; Osada Y. y Kanazawa T., 2010).

Particularmente en el caso @iecrassiceps, nuestro grupo demostré recientemente que ladidfiecon
este parasito reduce la incidencia y severidadTde (Bspinoza-Jiménez At al., 2010), EAE (Reyes J.L.

30



et al., 2011) y colitis (observaciones no publicadas)nodelos murinos; la proteccién fue asociada con
mecanismos inmunoreguladores inducidos por el paras

Por lo cual, en el presente trabajo se estudidghcto de la infeccidn coh crassiceps en el desarrollo

de la AR experimental inducida por un antigenoARase valoré por la puntuacién clinica, que se leasa

la evaluacion del eritema e inflamacion de lasesmidades. Observamos que el grupo de AR (inducido
con AR) obtuvo el mayor puntaje comparado con gpgr de Tc + AR (infectado coh crassiceps e
inducido con AR), aunque se observo una ligera idisobn, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas. De igual formenkicion directa de las articulaciones presentiisio
patron. La valoracion nos reveld que la infeccién €. crassiceps no influy6é en la disminucion de la
inflamacién y eritema de las articulaciones. Estaservaciones, coincidieron con los cortes histotiyg

los cuales mostraron que ambos grupos de ratonegTARAR manifestaban las mismas caracteristicas

de dafio por la erosion del hueso.

Ademas, al llevar a cabo la cuantificacion de ametipos anti-Cll, los cuales son usados como una
indicacion de la AR. Los datos revelaron que, camasperaba el grupo Control tuvo una produccién
insignificante de anticuerpos anti-Cll, el grupm AR si presenté valores significativos de antipasy
pero inesperadamente el grupo de Tc +AR mostrdesveas altos de anticuerpos IlgG2a comparado con
el grupo de AR. Lo anterior podria ser debido adaposicion de la cuticula del parasito ya que
experimentos de marcaje han demostrado que lafmipete los helmintos es rica en colagena (Maizels
R.M., 2009). Por lo cual, la colagena del propidntieto podria estar interfiriendo con los niveles d
anticuerpos de CIl que son debidos propiamente/ARlaeste es un dato interesante ya que no ha sido

reportado antes.

Asimismo, el nivel de citocinas sistémicas prodnfatorias mostré resultados similares a la evaloaci
clinica. Se observé una tendencia a disminuir egrepo de AR + Tc pero el resto de los grupos
presentaron niveles similares y mas elevados d§ ik{FN+. Lo anterior podria ser debido a los fuertes

efectos de la inmunizacién con CFA y OVA, asi cqpoola inyeccion de HAO a nivel sistémico.

La infeccidn cor. crassiceps aumentd la expresion de PDL-2 y MR, los cualesmsarcadores de MAA,
en el grupo de AR+Tc comparado con el grupo de ARnfectado. Se ha demostrado que la infeccion
con el parasito incrementa la expresion de PDLPDY-2 en MAA (Terrazas L.l., 2005). Estos ligandos
estan involucrados en la via de los PDL la cuaksgonsable de la inhibicién de la respuesta praliva

de células T de manera contacto dependiente. Erimento de PDL-2 podria ser un intento de inhdbir |
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respuesta inflamatoria de la artritis, pero los anésmos de inmunomodulacion no son suficientes para
contrarrestar la respuesta inflamatoria de la ARa Qosibilidad es que, en el presente trabajivias
fueron obtenidos después de la semana 12 postidifey hemos observado que la expresion de estos
ligandos, no es tan marcada en etapas tan crodeda infeccion. Esto podria explicaria la no tan

marcada diferencia en la expresion de los PDL dspargrupos de ratones infectados.

Dentro de los modelos experimentales de AR, el iooglstandar es el de artritis inducida por colageno
(CIA). En esté, la artritis se desarrolla aproxiaraénte alrededordel dia 21de la inmunizacién ce@n un
emulsién compuesta por colageno de tipo Il hetgwlp CFA; después se alcanza un punto maximo en
la inflamacion entre el dia 40-50 post inmunizacidcepa de ratones que se utiliza en la CIA espa
DBA/1, aunque ahora se reconoce la susceptibikdagkras cepas de ratén que tengan haplotipos MHC |
H-2% H-2 o H-2. La patogénesis de este modelo resulta en imiifinae hiperplasia del sinovio, erosién
del cartilago y hueso reflejando una patologialamai los humanos (Asqith D.Let al. 2009). Debido a
gue el modelo de CIA es el modelo estandar endacition de AR, se han realizado ya estudios de
induccion de CIA e infeccion con helmintos. Se Bmdstrado una mejora en la CIA por la infeccién con
S mansoni (Osada Y.t al. 2008) y en etapas agudas de la infeccion £gaponicum (He Y., et al
2010), en ambos casos las citocinas pro-inflansgofiileron reguladas negativamente en los ratones
DBA/1 infectados comparados con los no infecta@bsnismo fendmeno se ha observado Aosumm
(Castro Rocha F.Aet al. 2008) y la glicoproteina ES-62 de vitae (McInnes 1.Bet al. 2003). Por otro
lado, Osada y Kanazawa usaron antigeno del gushiim ale Schistosoma spp. (SWAP) o antigeno de
huevo (SEA) y ninguno de los dos antigenos tuvote$een la CIA (observaciones no publicadas). A
diferencia de la CIA, hasta la fecha no se hanatleva cabo estudios de induccién de AR por
transferencia de células T CDi#tansgénicas e inmunizacion con antigeno de OV#iegcion con algln

helminto.

Por otra parte el modelo de AR inducida por antigéene la ventaja de ser mas corto en cuanto al
tiempo, lo cual lo hace un buen modelo para lastigacion de la AR en etapas agudas de la enfedneda
Aungue también puede ser una desventaja, ya guewsee una inflamacion transitoria, con un picdaen
inflamacién entre el dia 2-3, que para el dia & dsdsticamente disminuida. Comparado con el matielo
CIA, en el cual se observa un aumento de la inftadmealrededor del dia 21después de la inmunizacién
con Cll. La cinética puede variar pero se obsenvaumento progresivo que a veces se puede verdiasta
dia 60 post-inmunizacion de la CIl. Es también ingtte considerar la cepa de ratén que se usd, en e
modelo de CIA la cepa mas usada es DBA/1 ya quma&sepa susceptible a la AR. En el modelo de AR

inducida por la transferencia de células T CBansgénicas e inmunizacién con un antigeno de G&/A
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cepa de raton utilizada fue BALB/c, la cual esgtesite a la AR. Aunque al utilizar el modelo antes
mencionado no es necesario utilizar una cepa stilslesel posible impacto podria verse reflejaddan
corta duracion de la cinética de la inflamaciorefit. D.D. gt al. 2007).

En ocasiones la infeccion con helmintos puede genmeiltiples resultados cuando se utiliza como un
posible modulador de enfermedades inflamatoriasioces el caso dd. diminuta. La infeccién con el
parasito aumenta los sintomas de la colitis indupmr oxazolona en ratones (Hunter M.&.al, 2007),
ahora en el caso de la ulceracién inducida pooaaigtico en ratas no mostro ningun efecto la adec
(McKay D.M. y Wallace J.L., 2009) y por lo cont@rsi se encontrd proteccion en colitis inducida por
dinitrobenzeno sulfénico (Hunter M.Mg al. 2005). A pesar de que la enfermedad inflamatotéstinal
se puede inducir usando diferentes modelos, lanm&Etion cronica del intestino es la base comuin. Sin
embargo, aunque la infeccion se llevé a cabo camigino parasito los resultados reflejan un amplio

espectro de posibilidades.

Son muchas las variables que se tienen que coasjukara entender por qué la infeccién Toorassiceps

no influyé en el desarrollo de la AR experimentah @l modelo de AR inducida por la transferencia de
células T CD4transgénicas e inmunizacion con un antigeno de M&&de el modelo de la AR, la cepa
de ratén, infeccion con el parasito o sus produdatasiccion de la AR en diferentes etapas del cdesia
infeccion, determinacion de citocinas a nivel $ist® oin situ.

Nuestro grupo ha demostrado previamente que ladidie conT. crassiceps reduce la incidencia y
severidad de otras enfermedades inflamatoriasojremitines. En el presente trabajo se comprobé que, |
infeccién conl. crassiceps no modula el desarrollo de la AR experimental @ida por la transferencia de

células T CD&4transgénicas e inmunizacion con un antigeno de OVA
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Conclusiones

*

)

La infeccion conT. crassiceps no disminuyé la inflamacion y eritema de las afticiones en

ratones BALB/c con AR experimental inducida poramtigeno.
La evaluacién histolégica demostrd que los ratamiestados conT. crassiceps e inducidos con
AR y el grupo de ratones no infectados y con ARnifeataban las mismas caracteristicas de

dafio por la erosién del hueso.

Los niveles de anticuerpos IgG1l e IgG2a anti-calégson mayores en el grupo de ratones

infectados cofl. crassiceps e inducidos con AR gue los no infectados con AR.

Los niveles de citocinas ILBL IFN-y e IL-4 no tuvieron diferencias significativas entos grupos
de ratones infectados cdncrassiceps e inducidos con AR y los no infectados con AR.

Los marcadores PDL-2 y RM de MAA se encontrarorul@dps positivamente en el grupo de

ratones infectados e inducidos con AR.

La infeccion conTaenia crassiceps no modula el desarrollo de la artritis reumatota el
modelo experimental de artritis inducida por urigaro.
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